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Introduzione

Le infezioni nosocomiali rappresentano un problema di notevole importanza essendo una

tra le principali cause dell’aumento della morbilitd e mortalita ospedaliera e dei costi

gestionali. In uno studio di prevalenza (EPIC study), condotto in un solo giorno in 1417

ICU in Europa occidentale, con piu di 10.000 pazienti ricoverati, la prevalenza di

infezioni acquisite durante 1’ospedalizzazione ¢ risultata del 21% (1). Le ICU sono

senz’altro i reparti con il piu alto tasso di infezioni (1), cio in relazione a molteplici fattori

legati all’ospite (immunodepressione, insufficienza d’organo acuta e cronica, coma,

malnutrizione, prolungato ricovero, ipotensione, acidosi metabolica, diabete, prematurita,

eta avanzata), all’ambiente (mani del personale, strumenti non sterili, guanti non

cambiati, circuiti, reservoirs, nebulizzatori contaminati) ed alla terapia (sedazione,

cortisone e citotossici, interventi prolungati, uso prolungato ed inappropriato di

antibiotici, uso di antiacidi con aumento della colonizzazione da bacilli G-)(2).

Sono stati messi a punto protocolli di sorveglianza attiva basati sul monitoraggio

microbiologico dei pazienti ricoverati e degli ambienti allo scopo di individuare i soggetti

con maggiori probabilita di contrarre infezioni, descrivere nel tempo ’incidenza di tali



infezioni, evidenziare eventuali epidemie, individuare serbatoi e meccanismi di

trasmissione, intraprendere una terapia antibiotica mirata e valutare 1’efficacia degli

interventi di sanificazione (3).

Negli ultimi anni, nonostante siano stati compiuti notevoli passi avanti nella conoscenza

dei fattori di rischio e delle misure di prevenzione e controllo, I’incidenza delle infezioni

ospedaliere non si ¢ ridotta e nuovi patogeni multiresistenti hanno assunto un ruolo

sicuramente piu rilevante (4,5,6). Tra 1 patogeni multiresistenti, i gram negativi tra cui le

Enterobacteriaceae, hanno assunto un ruolo preminente nella eziologia di molte delle

infezioni ospedaliere, tra cui le polmoniti tardive (late-onset). Le Enterobacteriaceae

rappresentano circa il 50% di tutti 1 batteri di isolamento clinico e 1’80% dei bastoncelli

Gram-, sono vastamente distribuite nell’ambiente, rappresentano una componente

importante del normale microbiota residente intestinale e sono frequentemente

responsabili di una vasta gamma di infezioni. La loro resistenza agli antibiotici varia a

seconda del genere e spesso della specie, ma un dato comune a molte Enterobacteriaceae

¢ I’acquisizione di una resistenza sempre maggiore per la pressione selettiva conseguente

all’impiego clinico di questi farmaci.



La resistenza ai -lattamici inizio gia pochi anni dopo la scoperta della penicillina per la

produzione di un enzima in grado di idrolizzare 1’anello B-lattamico (7). Oggi le B-

lattamasi rappresentano di gran lunga il meccanismo di resistenza piu importante nelle

Enterobacteriaceae, anche se il livello di resistenza conferito dipende spesso non solo

dall’interazione enzima-substrato ma anche dalla capacita di quest’ultimo di raggiungere

in quantita pit o meno elevate lo spazio periplasmico e quindi, in ultima analisi, dalla

permeabilita della membrana esterna batterica. La maggior parte delle

Enterobacteriaceae produce [B-lattamasi cromosomiche in quantita variabile, in modo

costitutivo o inducibile, con significative differenze in relazione al genere ed alla specie

in causa. Durante gli ultimi anni I’epidemiologia delle resistenze ai [B-lattamici ha

presentato sostanziali modifiche per la comparsa di nuovi enzimi codificati anche da

plasmidi che minacciano 1’efficacia delle cefalosporine di terza e quarta generazione nei

confronti delle Enterobacteriaceae (8,9).

Tra le Enterobacteriaceae Klebsiella pneumoniae ¢ uno dei principali patogeni

nosocomiali, capace di rapida diffusione in ambito ospedaliero. Negli ultimi anni si ¢

osservato un incremento delle infezioni da K.pneumoniae ed in letteratura sono stati



descritti severi focolai epidemici soprattutto nelle degenze neonatali (10-14). Alla nascita

1 neonati sono privi del normale microbiota intestinale, ma la colonizzazione da

K.pneumoniae diviene rapidamente prevalente soprattutto in quelli ospedalizzati (15).

Nelle aree ad alto rischio, la colonizzazione da K.pneumoniae ¢ spesso seguita da

infezioni sostenute sempre da questo germe (13). Tali infezioni sono difficili da trattare

poiché tali microrganismi sono resistenti oltre che ai beta lattamici ed alle cefalosporine a

spettro esteso (CSE) anche ad altre classi di antibiotici quali gli aminoglicosidi.La

resistenza della K.pneumoniae alle CSE fu descritta per la prima volta nel 1980, con un

incremento di questo fenomeno a partire dal 1986 (16). La produzione di beta lattamasi a

spettro esteso (extended spectrum-beta-lactamases o ESBL) ¢ considerato il principale

meccanismo molecolare responsabile della resistenza alle CSE. La maggior parte dei

cloni epidemici di K.pneumoniae responsabili di focolai epidemici sono risultati essere

produttori di ESBL (10-14,16).

Nel 1996 nella Terapia Intensiva Neonatale (TIN) dell’ Azienda Ospedaliera Universitaria

“Federico II” di Napoli si sviluppo un focolaio epidemico causato da K.pneumoniae

produttore di beta-lattamasi a spettro esteso (14). A distanza di alcuni anni, tra Settembre



del 2002 e Dicembre del 2004, nello stesso reparto si € osservata nuovamente la

circolazione di K.pneumoniae produttore di ESBL. Lo scopo di questa tesi ¢ stato quello

di: a) valutare I’epidemiologia molecolare delle colonizzazioni e delle infezioni da

K.pneumoniae produttore di ESBL; b) stabilire se I’aumentata circolazione di tale

microrganismo ¢ da ricondurre ad un unico clone endemico o epidemico; c¢) studiare

I’epidemiologia molecolare e la diffusione delle ESBL nei diversi isolati di K

.pneumoniae; d) identificare 1 fattori che hanno contribuito alla selezione della

K.pneumoniae produttore di ESBL, in tale reparto.



Materiali e Metodi

Procedure di sorveglianza.

Per la sorveglianza delle infezioni ospedaliere il personale del DAS di Igiene si reca

settimanalmente presso il reparto di TIN per lo studio delle cartelle cliniche dei piccoli

pazienti. I dati raccolti riguardano il peso alla nascita, la ventilazione (libera o assistita),

la durata della degenza, le eventuali infezioni (diagnosticate in accordo con i criteri del

CDC adattati alla patologia neonatale) (17), la sede ed il microrganismo isolato, la terapia

antibiotica. I dati raccolti vengono elaborati secondo i criteri dell’National Nosocomial

Infections Surveillance (NNIS) (18) e comunicati al reparto come report mensile. Presso

il laboratorio di Microbiologia del DAS di Igiene Ospedaliera vengono settimanalmente

analizzati 1 tamponi faringei, nasali e rettali dei pazienti ricoverati in TIN per valutare le

colonizzazioni da patogeni sentinella e correlarle con le eventuali infezioni.

Ceppi batterici.

Tra settembre 2002 e dicembre 2004 sono stati isolati dai tamponi di sorveglianza e dai

campioni clinici (emocolture, urine, broncoaspirati) 252 ceppi di K pneumoniae

produttori di ESBL ed un solo ceppo di K.pneumoniae negativo per le ESBL. Nello



studio sono stati inclusi anche due ceppi di K. pneumoniae produttori di ESBL isolati

durante il focolaio epidemico sviluppatosi in TIN durante il 1996, descritto in un

precedente lavoro (14). Durante il periodo epidemico sono stati eseguiti campionamenti

ambientali mediante tamponcini imbevuti in brodo di arricchimento colturale (Brain

Hearth Infusione Broth), per monitorare lavandini, incubatrici, carrelli dei farmaci e del

latte, bilance e tiralatte. Per tutte le altre superfici quali pavimenti, pareti e per 1’aria sono

state impiegate piastre Rodac con terreni selettivi. Le identificazioni di tutti i ceppi di

K.pneumoniae sia clinici che ambientali, sono state effettuate mediante sistema manuale

API E (Biomerieux Marcy-L’Etoile, France). I ceppi sono stati successivamente stoccati

a -80C° in soluzione di glicerolo per la successiva tipizzazione fenotipica e molecolare.

Saggio di sensibilita in vitro.

Il saggio di sensibilitd in vitro per la caratterizzazione fenotipica ¢ stato eseguito

mediante il metodo della diffusione in agar Muller-Hinton (Kirby-Bauer) in accordo con

le linee guida del National Committee for Clinical Laboratory Standards NCCLS (19).

Sono stati saggiati gli antibiotici qui di seguito riportati: Amoxicillina (10ug),

Amoxicillina/Acido Clavulanico (20/10 pg), Amikacina (30 pg), Aztreonam (30 pg),



Cefoxitina (30 pg), Cefotetan (30 pg), Cefotaxime (30 pg), Ceftazidime (30 pg),

Ceftriaxone (30 pg), Cefepime (30 pg), Ciprofloxacina (5 pg), Gentamicina (10 pg),

Imipenem (10 pg), Meropenem (10 pg), Netilmicina (30 pg), Ticarcillina/Acido

clavulanico (75/10 pg), Kanamicina (30 pg). Anche I’interpretazione dei risultati in

sensibile, intermedio o resistente € stata effettuata in accordo con 1 criteri stabiliti dal

NCCLS (19).

Saggio delle beta lattamasi.

La produzione delle beta lattamasi ¢ stata inizialmente valutata mediante il metodo del

doppio disco per evidenziare il sinergismo tra I’inibitore delle -lattamasi e le ossimino

cefalosporine o 1’aztreonam. Il dischetti di Amoxicillina/Acido Clavulanico (20/10 pg)

(Oxo0id), sono stati usati come inibitori. Il dischetto inibitore ¢ stato posizionato al centro

di un piastra di Muller-Hinton e a 22,5 mm di distanza gli antibiotici (ossimino

cefalosporine e aztreonam).L’Etest (AB BIODISK, Solna, Sweden) ¢ stato scelto come

test di conferma (strip contenenti  cefotaxime/cefotaxime- acido clavulanico e

ceftazidime/ceftazidime acido clavulanico) (20), mentre Escherichia coli ATCC 25922,



controllo negativo e K. pneumoniae ATCC 700603, controllo positivo, sono stati

impiegati nei vari test come ceppi di riferimento.

Analisi del punto isoelettrico(Isoelectric focusing IEF).

Per analizzare il punto isoelettrico sono state allestite sospensioni di K. pneumoniae in

2,5 ml di brodo di coltura (BHIB). Dopo 18 ore di incubazione a 37C° tale inoculo ¢ stato

diluito con 47,5 ml di brodo fresco e nuovamente incubato per altre tre ore. La

sospensione ¢ stata centrifugata e le cellule risospese in 5SmM di tampone fosfato a ph

7,4 contenete anche 0,5% di Triton e 4M di Urea, in presenza di un cocktail di inibitori

delle proteasi. Gli enzimi intracellulari sono stati quindi rilasciati mediante trattamento

con ultrasuoni.

Il punto isoelettrico ¢ stato determinato mediante Ampholine ® PAGplates pH 3.5-9.5

(Amersham BioSciences). Gli elettrodi sono stati collocati in soluzione 0.5 M H;POq4

(anodo) e 0.5 M NaOH (catodo). La corsa ¢ stata allestita in una camera Multiphor. I

campioni sono stati posizionati ad un terzo della distanza tra catodo ed anodo.La corsa ¢

stata allestita a 15 C°, ad un voltaggio costante di 1700V per 1 ora e 45 minuti. Al

termine della corsa il gel ¢ stato impregnato di una soluzione contenente Nitrocefin, per



evidenziare le beta lattamasi e successivamente colorato con Crocein Scarlet e Comassie

Blue per la determinazione delle proteine standard da individuare come punto isoelettrico

di calibrazione (Bio Rad Laboratories, Inc.,Hercules, CA, U.S.A.).

Esperimenti di coniugazione.

Gli esperimenti di coniugazione sono stati eseguiti secondo protocolli gia descritti (21).

Un mutate spontaneo di E.coli J53 (F2 met pro) resistente alla sodio azide a

concentrazioni di 250 pg per ml (J53 Azir) ¢ stato utilizzato come accettore per

esperimenti di trasferimento delle resistenze (21). Sono state allestite sospensioni

batteriche in BHIB rispettivamente del donatore e dell” accettore tenute in crescita per 3

ore a 37°C. Il brodo di coniugazione ¢ stato allestito con un rapporto donatore/accettore

di 1:10 e successivamente incubato a 37°C per 18 ore.

Dopo I’incubazione i batteri in sospensione sono stati trasferiti su terreno solido

(MacConkey) contenente ampicillina (100 pg/ml) o ceftriaxone (16 pug/ml) + sodio azide

(100 pg/ml) e nuovamente posti in crescita per 24 ore a 37°C. Al termine della

coniugazione, per stabilire il numero dei donatori e degli accettori, diluizioni appropriate

delle cellule sono state trasferite mediante filtri su piastre di terreno di accrescimento
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(BHIA) in presenza di ogni singolo antibiotico selettivo:ampicillina per 1 donatori e sodio

azide per le cellule recipienti. La frequenza di coniugazione ¢ stata calcolata come

rapporto tra il numero di transconiuganti ed accettori rimasti. I potenziali trasconiuganti

sono stati subcoltivati su BHIA e successivamente stoccati a -80°C per la successiva

caratterizzazione fenotipica e molecolare.

Tipizzazione molecolare mediante pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) ed analisi del

dendrogramma.

Dopo la preparazione del DNA genomico, la restrizione molecolare ¢ stata eseguita

mediante 1’enzima Xbal a 37°C per 6 ore (22). Il gel dopo la corsa su CHEF-DRII

system (Bio Rad Laboratories, Inc.,Hercules, CA, U.S.A.) ¢ stato colorato con etidio

bromuro e successivamente fotografato e acquisito su TIFF files in Adobe Photoshop. Per

stabilire se 1 genomi analizzati appartenevano allo stesso clone, ¢ stato utilizzato un

programma di analisi computerizzato (GelCompare 3.5). La comparazione dei genomi ¢

stata effettuata a gruppi di due secondo medie aritmetiche (UPGMA unweighted pair

group method with arithmetic averages).L.’indice di DICE ¢ stato invece utilizzato per

analizzare la similitudine tra le bande (23). Per valutare I’omologia tra i vari genomi,
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sono stati impiegati i criteri di Tenover (24). Ceppi con identico pattern di PFGE

(coefficiente di similarita del 100%) sono stati considerati isogenici, quelli con piu di tre

bande di DNA differenti ed una percentuale di similarita <al 85% all’analisi del

dendrogramma, sono stati considerati come appartenenti a differenti profili genotipici.

Amplificazione genica mediante PCR

La preparazione del DNA genomico ¢ stata effettuata utilizzando il kit di purificazione

Wizard ® Genomic DNA (Promega Corporation, Madison, WI, U.S.A.); per il DNA

plasmidico il Wizard ® Plus SV minipreps DNA purification system (Promega

Corporation, Madison, WI, U.S.A.). L’amplificazione dei geni SHV, TEM e CTX che

codificano per la resistenza agli antibiotici beta-lattamici, ¢ stata eseguita mediante

esperimenti di PCR (25,26). In tabella 1 sono elencati i primers degli oligonucleotidi

disegnati per D’amplificazione dei geni che codificano le piu frequenti ESBL di

K..pneumoniae.

Sequenziamento ed analisi computerizzata della sequenza.

Gli amplificati sono stati purificati dal gel di agarosio mediante estrazione in

fenolo/cloroformio e precipitazione in etanolo. Il sequenziamento degli amplificati ¢

12



stato effettuato mediante ABI PRISM® BigDye™ Terminator v3.0 Ready Reaction Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). I primer delle sequenze

blatem and blasyy, TEM 1- TEM 5, SHV 1,-SHV 4, sono indicati in TAB.1.

L’analisi successiva ¢ stata eseguita attraverso Applied Biosystems 3100 Genetic

Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e le sequenze ritrovate confermate

mediante tre esperimenti di PCR. Per calcolare il pI di TEM-136 ¢ stato utilizzato Mac

Vector software (Accelrys,Cambridge,UK).

Sequenze nucleotidiche depositate.

Le sequenze nucleotidiche di SHV-1, TEM-136, beta-lattamasi prodotte dal ceppo 403 di

K. pneumoniae, e la sequenza di SHV-12 prodotta dal ceppo 2183 di K.pneumoniae sono

state depositate presso il nucleotide database della GenBank con i seguenti numeri di

accesso: no. AY826416, AY826417, AY826418.
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Risultati.

Epidemiologia molecolare delle colonizzazioni e delle infezioni da K. pneumoniae

produttore di ESBL

Tra Settembre 2002 e Dicembre 2004 ¢ stata studiata I’epidemiologia molecolare delle K.

pneumoniae circolanti nel reparto di Terapia Intensiva Neonatale, periodo in cui era stato

osservato un aumento degli isolati clinici di K. pneumoniae produttore di ESBL.

Nel periodo analizzato il numero totale di infezioni acquisite ¢ risultato di 111 casi con

103 neonati infetti. Gli Stafilococchi coagulasi negativi sono stati i germi implicati nel

maggior numero di infezioni (20.7%) seguiti da K. pneumoniae produttore di ESBL

(17.1%), da Candida albicans (10,8%) e da Escherichia coli (9.9%). Nel 12,6% dei

bambini infetti non ¢ stato possibile isolare il microrganismo responsabile. K.

pneumoniae produttore di ESBL ha determinatol9 infezioni (3 sepsi, 2 polmoniti, 11

infezioni del tratto urinario, 3 infezioni oculari) (Fig.1).

Tra settembre 2002 e dicembre 2004 sono stati posti sotto sorveglianza attiva 554

pazienti mediante lo studio dei tamponi faringei, nasali e rettali. Il 42,1% dei pazienti
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sorvegliati (233) sono risultati colonizzati da K. pneumoniae produttore di ESBL, con

percentuale maggiore di isolamento nel tampone rettale (47,4%) seguito da quello

faringeo (35,5%) e da quello nasale (26,4%) (Fig.1).Grazie all’’analisi dei tamponi di

sorveglianza ¢ stato possibile isolare anche Stafilococchi coagulasi negativi (84.4%),

Pseudomonas aeruginosa (9,3%) e Candida albicans (7%). 11 focolaio epidemico ¢ stato

seguito fino al Gennaio 2005, periodo della dimissione dell’ultimo paziente colonizzato

da K. pneumoniae produttore di ESBL (fig.1).

Per stabilire se 1’aumentato isolamento di K. pneumoniae produttore di ESBL nel

periodo in questione potesse essere ricondotto alla diffusione di un unico clone

epidemico, ¢ stato analizzato il genotipo di tutti gli isolati clinici di K. pneumoniae

mediante PFGE ed analisi del dendrogramma.

Poiché nel 1996 si era sviluppato un focolaio epidemico nello stesso reparto causato

sempre da K. pneumoniae, sono stati analizzati anche due ceppi del pregresso clone.

Tramite la PFGE sono stati identificati 3 cloni principali definiti A, B e C con percentuale

di similarita <60% (FIG.2). Di questi il pattern di PFGE definito A era comune ai due

isolati clinici del 1996 scelti per I’analisi, mentre i cloni B e C sono stati i cloni prevalenti
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tra Settembre 2002 e Dicembre 2004 (isolati rispettivamente da 81 e da 152

pazienti).Grazie all’analisi molecolare ¢ stato possibile collocare questi ultimi due cloni

epidemici in due periodi temporali ben definiti: il clone B infatti ¢ stato isolato tra

Settembre 2002 e Dicembre 2003, il clone C tra Ottobre 2003 e Dicembre 2004 (Fig.1).

Inoltre i due cloni epidemici si sono anche sovrapposti tra Ottobre 2003 e Dicembre 2003

(Fig.1). Tali cloni epidemici hanno comunque mostrato una differente virulenza. Infatti

il clone B ¢ stato responsabile di 10 infezioni e 72 colonizzazioni, il clone C di 9

infezioni e 143 colonizzazioni. Va inoltre ricordato che ¢ stato possibile isolare i due

cloni dal retto e dal faringe di uno dei pazienti colonizzati.

Per poter stabilire le fonti ed i serbatoi responsabili del contagio, tra Novembre 2003 e

Marzo 2004, sono stati effettuati controlli straordinari di sanificazione con

campionamento dell’aria e di diverse superfici, oltre alle mani del personale.

Sono state isolate K. pneumoniae ESBL+ con profilo C di PFGE da 3 lavabi ¢ dalle

superfici di tre stanze oltre che dalle incubatrici e dalle mani di una nurse. Durante il

focolaio epidemico sono state adottate una serie di misure di controllo come una piu

scrupolosa attenzione nel lavaggio delle mani soprattutto dopo il contatto con il paziente
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e nell’uso dei guanti. Inoltre si ¢ provveduto anche all’ isolamento dei neonati infetti e

colonizzati. A ci0 ¢ seguito un intenso programma educativo basato sulla diffusione tra il

personale della TIN dei risultati degli antibiogrammi e della tipizzazione molecolare, su

di una maggiore adesione alle norme di igiene (lavaggio delle mani e uso di guanti),

sull’utilizzo di un appropriata terapia per i neonati infetti da K. pneumoniae produttore di

ESBL.

Profilo di antibiotico sensibilita dei diversi cloni epidemici di K.pneumoniae produttore

di ESBL.

I1 saggio di sensibilita in vitro ha evidenziato per tutti e tre i cloni epidemici A, B e C, la

resistenza alle aminopenicilline, ureidopenicilline, monobattamici, cefalosporine di terza

generazione e penicilline associate all’acido clavulanico.Tutte e tre i cloni risultavano

invece sensibili alle cefalosporine di seconda generazione, a quelle di quarta generazione

ed ai carbapenemi. Inoltre tutti e tre i cloni erano sensibili anche ai fluorchinolonici ed

all’amikacina ma resistenti alla kanamicina ed alla netilmicina. E’ interessante

sottolineare che mentre il clone A risultava sensibile alla gentamicina, i cloni B ¢ C, che

mostravano un identico antibiotipo, erano invece resistenti.
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Analisi fenotipica e molecolare delle beta-lattamasi.

Tutti 1 ceppi epidemici di K. pneumoniae isolati in TIN durante il 1996 e tra Settembre

2002 e Dicembre 2004 sono risultati positivi allo screening per le ESBL (test del doppio

disco) ed al test di conferma E-test. Come mostrato in tabella 3, I’E-test eseguito sugli

isolati del 1996 (clone A), mostra una Minima Concentrazione Inibente (MIC) di 1,5

pg/ul e 0,023 pg/ul per cefotaxime e cefotaxime/ac.clavulanico, con un rapporto

cefotaxime/cefotaxime/ac.clavulanico di 46 ed una Minima Concentrazione Inibente

(MIC) per ceftazidime, ceftazidime/ac.clavulanico, rispettivamente maggiore di 32 pg/ul

e di 0,125 pg/ul con un rapporto di ceftazidime, ceftazidime/ac.clavulanico maggiore di

256. Si ¢ osservato inoltre per il clone A, per entrambe le strip, la presenza della Phantom

zone. Per i cloni B e C ¢ stato possibile evidenziare un profilo simile all’Etest con valori

di MIC superiore a 16 e a 0,023-0,047 per cefotaxime e cefotaxime/ac.clavulanico, con

un rapporto cefotaxime/cefotaxime/ac.clavulanico di 340 e 695 ed una Minima

Concentrazione Inibente (MIC) per ceftazidime, ceftazidime/ac.clavulanico,
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rispettivamente maggiore di 32 pg/ul e di 0,125-0,19 pg/ul con un rapporto di

ceftazidime, ceftazidime/ac.clavulanico di 168 e 256.

Per identificare gli enzimi responsabili dell’attivita beta lattamasica ¢ stato analizzato il

profilo molecolare mediante IEF e mediante PCR. L’analisi del profilo isoelettrico ha

evidenziato nel clone A due bande con punto isoelettrico tra 5.5 e 7.6, mentre per i cloni

B e C sono state evidenziate due bande con pl di 5.4 e 8.3 (Tabella 3).Grazie alla PCR ¢

stata amplificato un gene blatepy nel DNA cromosomico di tutti e tre i cloni epidemici e

nel DNA plasmidico dei cloni B e C ed il gene blasyy nel DNA plasmidico di tutti e tre 1

differenti cloni epidemici. La sequenza CTX non ¢ stata amplificata in nessuno dei tre

cloni. L’analisi della sequenza ha identificato un nuovo enzima TEM nel clone epidemico

A ed un enzima TEM-1 nei cloni B e C. La nuova sequenza ¢ stata designata TEM-136

(http://www.lahey.org/studies/webt.htm) e mostra le seguenti sostituzioni rispetto a

TEM-1 secondo la numerazione di Ambler (27): una serina alla posizione 164, una

treonina alla posizione 237, una lisina alla posizione 240 ed una glicina alla posizione

268. Per TEM-136, le sostituzioni ai residui 164, 237 ¢ 240 sono identiche a quelle

riscontrate in un’altra beta-lattamasi TEM-5. Sostituzioni in corrispondenza di analoghi
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residui sono stati riscontrati anche in altri enzimi TEM mentre, sostituzioni di una glicina

alla posizione 268, ¢ stata descritta solo in TEM-49. E’ interessante sottolineare che le

sostituzioni di una serina in posizione 164 e di una lisina alla posizione 240 conferiscono

attivita beta-lattamasica in TEM-5 e TEM-10 (16,28)

Il punto isoelettrico dell’enzima TEM-136, calcolato sulla base della sequenza,

corrisponde esattamente a quello ottenuto mediante IEF. L’analisi della sequenza del

gene amplificato blasyy, ha identificato un enzima SHV-1 nel clone A ed un SHV-12 nei

cloni B e C. Questo ultimo mostra le seguenti sostituzioni rispetto ad SHV-1 secondo la

numerazione di Ambler (27): una aminoacido glutammina alla posizione 35, una serina

alla posizione 238 ed una lisina alla posizione 240. Le due ultime mutazioni conferiscono

attivita beta-lattamasica a spettro esteso. Due sostituzioni silenti sono state inoltre

osservate nella sequenza nucleotidica di SHV-1 del clone A. Per dimostrare se 1’attivita

beta-lattamasica fosse trasferibile, i tre cloni di K. pneumoniae, sono stati coniugati con

un ospite E. coli, selezionato per la resistenza al ceftriaxone. E’ stata dimostrata

I’avvenuta coniugazione per i cloni B e C rispettivamente con una frequenza significativa

pari a 4 x 10° and 1 x 10° UFC/cellule accettrici. Mediante PCR e successiva analisi
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della sequenza ¢ stata dimostrata la presenza degli alleli di SHV-12 ¢ TEM-1 nel DNA

plasmidico dei transconiuganti ceftriaxone-resistenti. Non sono stati ottenuti

transconiuganti tra il ceppo di K. pneumoniae del clone epidemico A e I’ E.coli accettore

selezionato per la resistenza al ceftriaxone.
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Discussione

K. pneumoniae, produttore di beta-lattamasi ad ampio spettro, ¢ tra i germi che piu

comunemente causano focolai epidemici soprattutto nei reparti di Terapia Intensiva

(10,14,15,25). Presso la TIN dell’AOU da marzo ad ottobre del 1996 si sviluppd un

focolaio epidemico, responsabile di 27 infezioni (12 sepsi, 9 infezioni urinarie, 3

polmoniti e 3 cutanee) e 51 colonizzazioni (14).Tra settembre 2002 e dicembre 2004 si ¢

sviluppato un nuovo focolaio epidemico descritto nella tesi della durata di 28 mesi. Dei

554 neonati sottoposti a sorveglianza attiva tra Settembre 2002 e dicembre 2004, 233

(42,1%) sono risultati colonizzati da K..pneumoniae, produttore di ESBL e diciannove

dei 233 bambini colonizzati hanno sviluppato infezione. Sebbene K.. pneumoniae

produttore di ESBL ¢ stato la seconda causa di infezione nel reparto, la colonizzazione

nel periodo di studio ¢ da considerare endemica. Questo in accordo con diversi studi che

dimostrano che la colonizzazione da K. pneumoniae o da K. pneumoniae produttore di

ESBL ¢ molto frequente (13,15) e che quest’ultima ¢ da considerare un prerequisito

all’infezione (13).
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La caratterizzazione molecolare degli isolati clinici di K. pneumoniae, ha dimostrato che

I’epidemia ¢ stata determinata dalla diffusione di due distinti cloni, uno subentrante

I’altro, entrambi diversi dal clone isolato nel 1996. Sono state riscontrate differenze nella

virulenza tra i cloni epidemici con un rapporto tra colonizzati ed infetti di 7,2:1 per il

clone B e di 15,9:1 per il fenotipo C. E’ interessante notare come il rapporto tra

colonizzazione-infezione riscontrato per il clone C di K. pneumoniae, sia uguale (16:1) a

quello osservato da altri autori (13). Grazie ai controlli straordinari di sanificazione, sono

state individuate le possibili sorgenti di infezione: lavandini, incubatrici e soprattutto le

mani delle vigilatrici che per il secondo clone epidemico sono state indicate come

possibile veicolo di trasmissione orizzontale da un paziente all’altro. A supporto di

questa ipotesi vi ¢ la dimostrazione che anche in altri reparti di Terapia Intensiva sono

stati isolati identici cloni nei neonati infetti e sulle mani del personale (11,28). Numerosi

studi indicano che ceppi epidemici di K..preumoniae, responsabili di infezioni

nosocomiali, vengono selezionati grazie al loro fenotipo resistente (10-14,22,24,29). In

accordo con tali dati vi ¢ I’analisi dell’antibiotipo che mostra per tutti e tre i cloni

epidemici resistenza alle aminopenicilline, ureidopenicilline, monobattamici,
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cefalosporine di terza generazione e penicilline associate all’acido clavulanico. Durante

I’outbreak, 1 pazienti considerati piu a rischio di infezione, sono stati trattati

empiricamente con ampicillina e gentamicina. Tale terapia avrebbe contribuito alla

selezione dei cloni nel reparto. A supporto di tale ipotesi ricordiamo che i cloni epidemici

B e C sono resistenti alla gentamicina, mentre il clone A, isolato nel 1996, era sensibile

alla gentamicina quando la terapia empirica era basata sull’'uso dell’ampicillina e della

netilmicina. Sebbene non siano stati presi provvedimenti per cambiare 1’approccio

terapeutico empirico, ¢ stata invece introdotta la terapia con meropenem per il

trattamento dei bambini infetti. Cio ha favorito il controllo dell’epidemia. A conferma di

quanto detto, un recente studio eseguito in diversi paesi, ha dimostrato che la

monoterapia con carbapenemi ¢ il trattamento di scelta nella infezioni da K. pneumoniae

produttore di ESBL (30).

Attraverso ’analisi molecolare sono state ottenute importanti informazioni anche dal

punto di vista epidemiologico. Nel clone epidemico A sono state determinate, mediante

analisi del punto isoelettrico, due beta-lattamasi con pl di 5,5 e di 7,6. Tali enzimi sono

stati identificati come TEM-136 ed SHV-1 mediante PCR ed analisi della sequenza. I
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cloni epidemici B e C, che presentano un identico antibiotipo, esprimono entrambi due

beta-lattamasi con pl di 5,4 e 8,3 che sono state identificate come TEM-1 e SHV-12

mediante PCR ed analisi della sequenza. TEM-136 ¢ stata identificata come beta-lattamasi

ad ampio spettro (ESBL) del clone A, mentre SHV-12 come beta lattamasi ad ampio

spettro (ESBL) dei cloni B e C. Infatti ¢ stato gia dimostrato che questo enzima ¢ dotato

di tale attivita (16,31). Per ’enzima TEM-136 ¢ opportuno ricordare che le sostituzioni ai

residui 164 (serina al posto di arginina), 237 (treonina al posto dell’alanina) e 240 (lisina

al posto dell’asparagina) sono identiche a quelle ritrovate nell’enzima TEM-5, dotato di

attivita a spettro esteso (16). Si ritiene quindi che anche TEM-136 abbia attivita a spettro

esteso. L’enzima TEM-136 prima non era stata identificato, ma TEM-5 e TEM-10, i due

enzimi che con esso mostrano un’alta omologia, sono stati spesso associati a diversi

focolai epidemici sia negli Stati Uniti che in Europa a partire gia dal 1995 (16,29).E’

interessante osservare che TEM-136, ¢ la ESBL isolata nel 1996 in K. pneumoniae

durante il primo focolaio epidemico, mentre SHV-12, che ¢ stata isolata per la prima

volta durante il 1997 (31), ¢ quella maggiormente prevalente in Italia, dove ¢ stata

identificata in 70 su 108 isolati di K. pneumoniae produttori di ESBL durante il 1999
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(32). La diffusione delle ESBL nei cloni epidemici potrebbe essere acquisita mediante

trasferimento orizzontale o per selezione di un nuovo clone resistente. I dati riportati in

questa tesi mostrano che la diffusione ¢ stata determinata dalla selezione di un singolo

clone epidemico produttore di TEM-136 durante il 1996 e di due diversi cloni, entrambi

produttori di SHV-12 tra il 2002 ed il 2004. L’outbreak tra il 2002 e 2004 ¢ stato

sostenuto dalla disseminazione di SHV-12, tramite trasferimento orizzontale tra i due

differenti cloni B e C. Infatti i due cloni epidemici di differente pattern di PFGE sono

stati isolati contemporaneamente per tre mesi nel reparto. Inoltre il gene SHV-12 ¢ stato

amplificato dalla preparazione plasmidica di entrambi i cloni. Gli esperimenti di

coniugazione hanno dimostrato che la resistenza alle cefalosporine di terza generazione,

mediata dal gene SHV-12 ¢ stata trasferita dai cloni epidemici B e C ad un accettore E.

coli con una frequenza altamente significativa. Questo trova riscontro anche in altri lavori

che dimostrano come la disseminazione di SHV-5 in un ospedale pediatrico del Messico

¢ stata causata da una diffusione clonale con trasferimento orizzontale delle resistenze.

Infatti, come descritto in letteratura ed in accordo con i nostri dati, i geni SHV-5 ¢ SHV-
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12 presenti all’interno di un grosso plasmide, possono essere trasferiti mediante

esperimenti di coniugazione (12,31).

Conclusioni.

K. pneumoniae ¢ responsabile di un gran numero di infezioni e di colonizzazioni nei

reparti a rischio. L uso di antibiotici betalattamici avrebbe selezionato il clone produttore

di beta-lattamasi ad ampio spettro (ESBL), mentre 1’espansione di entrambi cloni ed il

trasferimento orizzontale dei geni avrebbe contribuito alla diffusione degli enzimi di

resistenza ESBL. Il frequente isolamento di K..pneumoniae produttore di ESBL in

reparti ad alto rischio quali le Terapie Intensive Neonatali conferma I’importanza dei

programmi di sorveglianza per il controllo e la prevenzione delle infezioni da

microrganismi multiresistenti.
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FIG. 1.Incidenza di K. pneumoniae produttore di beta-lattamasi a spettro esteso in TIN“
durante il periodo di studio.Le colonne bianche e grigie indicano i pazienti colonizzati ed

infetti dal clone B. Le colonne contrassegnate in diagonale e quelle nere indicano i

pazienti colonizzati ed infetti dal clone C.
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FIG. 2.Analisi genotipica dei ceppi di K. pneumoniae dopo restrizione con enzima Xbal.

Il dendrogramma ¢ stato costruito sulla base della similarita alla PFGE e dell’analisi dei

cluster mediante coefficiente di DICE ¢ UPGMA con GelCompare 3.5 software.La

percentuale di similarita ¢ mostrata al di sopra del dendrogramma.
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TABLE 1. Oligonucleotidi utilizzati per amplificazione mediante PCR ed analisi della sequenza

Primer Primer sequence Location® Reference

name
TEM 1 5'-ATG AGT ATT CAA CAT TTC CGT G-3' 1-22 8
TEM 2 5'-TTA CCA ATG CTT AAT CAG TGA G-3' 861-840 8
TEM 3 5'-TTC TGT GAC TGG TGA GTA CT-3' 324-305 This study
TEM 4 5'-GAG TAA GTA GTT CGC CAG TT-3' 595-576 This study
TEM 5 5'-GCA GGA CCA CTT CTG CGC T-3' 619-637 This study
SHV 1 5'-ATG CGT TAT ATT CGC CTG TG-3' 1-20 8
SHV 2 5'-GTT AGC GTT GCC AGT GCT CG-3' 865-846 8
SHV 3 5'-CTG CGC CGC AGA GCA CTA CT-3' 226-207 This study
SHV 4 5'-CAG CTG CTG CAG TGG ATG GT-3' 604-623 This study
CTX-M-1up 5'-GGT TAA AAA ATC ACT GCG TC-3' 3-22 7
CTX-M-11lw 5-TTG GTG ACG ATT TTA GCC GC-3' 866-847 7
CTX-M-2up 5'-ATG ATG ACT CAG AGC ATT CG-3' 1-20 7
CTX-M-2 1w 5-TGG GTT ACG ATT TTC GCC GC-3' 871-852 7
CTX-M-9up 5'-ATG GTG ACA AAG AGA GTG CA-3' 1-20 7
CTX-M-91w 5'-CCC TTC GGC GAT GAT TCT C-3' 870-852 7

“Oligonucleotide positions are numbered from the start of the enzyme-coding region.
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TABLE 2. Profilo di antibiotico sensibilita dei cloni epidemici di K. pneumoniae circolanti in

TIN®

Antimicrobial agent PFGE type
A B C
Amoxicillin r r r
Amoxicillin/Clavulanic acid r r r
Ticarcillin r r r
Ticarcillin/Clavulanic acid r r r
Cefoxitin S S S
Cefotetan S ] ]
Cefotaxime r r r
Ceftriaxone r r r
Ceftazidime r r r
Cefepime s ] S
Aztreonam r r r
Imipenem s s S
Meropenem s s S
Amikacin S s ]
Gentamicin S r r
Kanamicin r r r
Netilmicin r r r
Ciprofloxacin s ] S

“Abbreviazioni:TIN, terapia intensiva neonatale; PFGE, pulsed-field gel electrophoresis;
s,sensibile; r, resistente. Antibiogramma eseguito mediante il metodo della diffusione in agar. Isolati

intermedi sono stati refertati resistenti.
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TABLE 3. Analisi molecolare delle beta-lattamasi nei cloni epidemici di K. pneumoniae isolati in

TIN®
PFGE MIC of drug (ug/mL)’ Isoelectric Beta-lactamase ~ Conjugation
type points genes’ frequency of
CT CTL CT/ Tz TZL TZ/ ESBL
CTL TZL activity
A 1.5* 0.023 46 >32* 0.125 256 55,76 TEM-136, SHV-1 -
B >16 0.023 695 >32 0.125 256 54,83 TEM-1, SHV-12 4x10°
C >16 0.047 340 >32 0.19 168 54,83 TEM-1, SHV-12 1x10°

“Abbreviazioni:TIN, terapia intensiva neonatale; PFGE, pulsed-field gel electrophoresis;

CT, cefotaxime; CTL, cefotaxime/acidoclavulanico; TZ, ceftazidime; TZL, ceftazidime/acido

clavulanico.

> L’asterisco indica la presenza della phantom zone.
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