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RESUMO

Infeccbes causadas por enterobactérias produtoras de carbapenemases
constituem um grave problema de saulde publica, devido ao seu alto potencial de
disseminacdo e a resisténcia a multiplas drogas, o que leva a limitacdo das opcdes
terapéuticas. Diante disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana e a caracterizacdo molecular de cepas de enterobactérias resistentes a
carbapenémicos, isoladas de pacientes internados em um hospital publico de Dourados-
MS, durante junho de 2013 a novembro de 2014. A identificacdo das espécies
bacterianas foi realizada através do sistema automatizado®3/itBloMérieux). O
perfil de susceptibilidade aos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) foi
avaliado pelo teste de microdiluicdo em caldo Mueller Hinton para determinacdo da
Concentracao Inibitéria Minima (CIM). Os isolados resistentes foram submetidas ao
Teste Modificado de Hodge (TMH) para triagem da producdo das carbapenemases. A
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada visando identificar a
presenca de genes codificadores das carbapenentdags.{ blaoxa-s, blavim-1,
blajp-1 € blaypm-1). Obteve-se 66 isolados de enterobactékdsbgiella pneumoniae
(n=56; 85%) eSerratia marcescen®=10; 15%). Com a andlise dos dados clinicos foi
possivel identificar que 59% das cepas foram isoladasvdbretal, sendo que 54.5%
dos pacientes estavam internados em Unidades de Terapia Intensiva Adulto. A maioria
dos isolados era proveniente de pacientes do sexo masculino (64%) e com idade entre
66 a 85 anos (36%). Na determinacéo da CIM, 86.5% foram resistentes ao imipenem,
80.5% ao ertapenem e 79% ao meropenem. No TMH, 8 isolad8s wharcescens
(80%) e 42 isolados d€. pneumonia€75%) foram classificadas como produtoras de
carbapenemases. A PCR demonstrou que o glerec, estava presente em todas o0s
isolados @ S. marcescensem 35 isolados (62.5%) dé pneumoniaeA presenca dos
demais genes pesquisados ndo foi evidenciada. Com estes resultados € possivel
identificar um elevado numero de isolados 8e marcescenge K. pneumoniae
produtoras da KPCK(ebsiella pneumoniae carbapenemaseste hospital. Sendo
assim,a elaboracdo de medidas de controle € de extrema importancia para a redugéo da

infeccao hospitalar.

Palavras-chave Infecgédo hospitalar, resisténcia bacteriana, carbapenemases.



ABSTRACT

Infections caused by carbapenemases-producing enterobacteria are a serious
public health problem, due to its high potential of spreading and multidrug resistance,
leading to limitation of therapeutic options. Thus, the aim of this study was to evaluate
the profile of antimicrobial susceptibility and molecular characterization of
Enterobacteriaceastrains resistant to carbapenems, which were isolated from patients
in a public hospital in Dourados-MS during June 2013 to November 2014. The
identification of bacterial species was performed using the automated system Vitek®2
(BioMérieux). The profile of susceptibility to carbapenems (imipenem, meropenem and
ertapenem) was evaluated by microdilution test with Mueller Hinton broth to determine
the Minimum Inhibitory Concentration (MIC). The resistant strains were subjected to
the Modified Hodge Test (MHT) for screening of carbapenemases production. The
technique of Polymerase Chain Reaction (PCR) was performed to identify the presence
of genes encoding carbapenemaddifc.2, blaoxa-as, blavim-1, blavp-1 andblanpwm-1).

It were isolated 66 strains &nterobacteriacea€Klebsiella pneumoniaén = 56; 85%)

and Serratia marcescengn= 10; 15%). With the analysis of clinical data, it was
possible to identify that 59% of the strains were isolated from rectal swab, and 54.5% of
these patients were admitted to the Adult Intensive Care Units. Most of the strains were
from male patients (64%) and aged 66-85 years (36%). In the MIC determination,
86.5% were resistant to imipenem, 80.5% to ertapenem, and 79% to meropenem. In the
MHT, 8 strains ofS. marcescen@80%) and 42 strains df. pneumoniag75%) were
classified as carbapenemases producers. The PCR demonstratddgtaatgene was
present in all strains db. marcescenand 35 strains (62.5%) &. pneumoniaeThe
presence of the other genes of this study was not found. With these results it is possible
identify a large number of strains 8f marcescenandK. pneumoniagroducing KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenempassethis hospital. Therefore, the development of

control measures is extremely important to hospital infection reduction.

Keywords: Nosocomial infection, bacterial resistance, carbapenemases.
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1. INTRODUCAO

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, somado ao surgimento da
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos representam um importante problema de
saude publica mundial, uma vez que apresenta impacto sobre a letalidade hospitalar,
tempo de internacdo do paciente e no aumento dos custos assistenciais (OLIVEIRA,
MARUYAMA, 2008; PADOVEZE; FORTALEZA, 2014; FIGUEIREDO et al., 2013

Entre as principais bactérias que adquirem resisténcia a antimicrobianos
atualmente, esta a familienterobacteriaceaeas quais se tornaram um dos principais
grupos de patdégenos se tratando de infeccdes hospitalares (KUMARASAMY et al.,
2010). As bactérias desta familia sdo importantes causas de infec¢gbes do trato urinério,
infeccbes da corrente sanguinea, pneumonias e infec¢des intra-abdominais (PITOUT,
2010. Nesta familia varios géneros tém importancia clinica, no entanto espécies como
Serratia marcescens, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Klebsiella oxytéca
pneumoniaesédo frequentemente descritas nos ambientes hospitalares (KONEMAN et
al., 2006)

Parao tratamento de infec¢des causadas por Enterobactérias, os antibioticos [3-
lactamicos (cefalosporinas, penicilinas, monobactamicos e carbapenémicos) constituem
as principais escolhas terapéuticas (COQUE, 2008). No entanto, a utilizacdo destes
antibioticos na clinica médica estd comprometida, uma vez que houve um aumento nas
taxas de resisténcia as cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos, devido a
disseminacédo deactérias produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL)
(SADER et al., 2004).

Dessa forma, houve um aumento no uso terapéutico de antibidticos
carbapenémicos, ja que estes constituem uma das Ultimas escolhas para tratamento de
infeccdes graves causadas por microrganismos multirresistentes produtores de ESBL
(LASCOLS et al., 2012). Porém, os indices de resisténcia a carbapenémicos tém
aumentado de forma proporcional ao seu uso, como uma resposta adaptativa das
bactérias e muitas vezes como consequéncia do seu uso indiscriminado (NETO et al.,
2007).

Dentre os mecanismos de resisténcia earbapenémicos, a producdo de
enzimas carbapenemases € 0 mais comum e importante na taméliabacteriaceae
(PAVEZ, 2009; ANVISA, 2013; CORREA et al., 2013). As carbapenemases
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representam familia enzimatica mais versatil dentre as B-lactamases, em razéo da sua
ampla atividade hidroliticeontra todos os B-lactamicos QUEENAN; BUSH, 2007. As
carbapenemases com maior relevancia clinica déebsiella pneumoniae
carbapenemas@&PC), oxacilinases (OXA) e metafplactamases (que inclui os tipos
Verona imipenemasg@/IM), ImipenemasgIMP) e New Delhi metallo-4-lactamase
(NDM) (LASCOLS et al., 2012; PLACON, 2014).

Com a disseminacdo de bactérias capazes de hidfplisetamicos, as opcdes
terapéuticas ficaram restritas. O perfil de resisténcia varia de acordo com a
complexidade do hospital, caracteristicas dos pacientes, doencas subjacentes e 0 uso de
antimicrobianos (NOGUEIRA et al.,, 2014Desta forma, o conhecimento do perfil
epidemioldgico dos isolados bacterianos circulantes nos hospitais € um fator primordial
na contencdo da disseminacdo da resisténcia e, consequentemente, no controle das
infeccdes hospitalares.

Buscando contribuir nesta linha, este estudo teve como objetivo identificar genes
de resisténcia a carbapenémicos em Enterobactérias isoladas de pacientes internados em

um hospital publico no municipio de Dourados/MS.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Infecgao hospitalar

A infeccdo hospitalar é definida pelo Ministério da Saude, conforme a Portaria
n® 2616 del2/05/1998 como “infec¢do adquirida apos a admissdo do paciente ¢ que se
manifeste durante a internacdo ou apds a alta, quando puder ser relacionada com a
internagdo ou procedimentos hospitalares” (BRASIL, 1998). A aquisicdo destas
infeccbes € um dos principais determinantes no aumento das taxas de morbidade e
mortalidade, nos custos diretos e indiretos associados a assisténcia a saude e do
prolongamento do tempo de internacdo do paciente, constituindo um fardo social e
econdmico significativo tanto para os pacientes quanto para o sistema de saude
(ANVISA, 2004; OLIVEIRA; MARUYAMA, 2008; FIGUEIREDO et al., 2013).

No Brasil, as infeccGes hospitalares estdo entre as principais causas de 6bito, ao
lado das doencas cardiovasculares, neoplasias, doencas respiratérias e as doencas
transmissiveis (NOGUEIRA et al., 2009). Estima-se que no Brasil de 5% a 15% dos
pacientes internados contraem algum tipo de infeccdo hospitalar, 0 que causa um
acréscimo de 5 a 10 dias em média ao periodo de internacdo do paciente, e aumento nos
gastos relacionados a procedimentos diagnosticos e terapéuticos (MACHADO et al.,
2001).

Vérios fatores de riscpodem estar correlacionados ao aumento da ocorréncia de
infeccdes hospitalares, conaogravidade da condicéo clinica do paciente, tempo de
permanéncia do paciente no hospital, condicbes imunoldgicas, presenca de co-
morbidades (cancer, AIDS, doencas autoimunes), utilizagdo de imunossupressores e/ou
antibioticos, tempo de exposicdo a medicamentos, procedimentos e dispositivos
invasivos, condi¢des nutricionais do paciente, idade e caracteristicas fisicas do hospital
(FERRAREZE, 2007; SANTOS, 2004) e até cirurgias (SILVA, et al., 2016).

Pacientes internados em Unidades de Terapia Intensivas)(ddiquirem
infeccbes em uma frequencia muito superior aos demais, sendo expostos a um risco de 5
a 10 vezes maior (WEBER et al., 1999).

No ambiente hospitalar, dentre as bactérias Gram-negativas com papel
importante nos quadros infecciosos, esta a famaii@robacteriacegerepresentando o
grupo de patdégenos mais comuns em ambientes hospitdd@#sDMANN et al.,

2011)



17

2.2 Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceaenvolve microrganismos ubiquos e constituintes
da microbiota intestinal normal da maioria dos animais, inclusive dos seres humanos
(TRABULSI, et al., 2002). Os membros dessa familia sdo bastonetes Gram-negativos,
podendo ser dotados de flagelos peritriquios ou imdveis, ndo formam esporos e podem
crescer rapidamente em condi¢Bes aerdbias ou anaerdbias, e em uma variedade de meios
de cultura. Esses microrganismos possuem exigéncias nutricionais simples, fermentam
glicose, reduzem o nitrato, séo catalase-positivas e oxidase-negatidaR(A, 2005).

Distribuem-se em mais de 40 géneros com quase 200 espécies (JANDA,
ABBOTT, 2006).0s principais géneros da familia responsaveis por infec¢des clinicas
sao: Klebsiella spp, Serratiaspp, Citrobacter spp, Enterobacterspp., Escherichia
spp.,Salmonellaspp, Proteusspp. eMorganellaspp. (BENTO, 1997BRATU et al.,

2005).

Apesar de um numero relevante de géneros envolvidos em doencas humanas,
espécies comdescherichia coli, Serratia marcences, Enterobacter aerogenes, E.
cloacae, Klebsiella oxytoca K. pneumoniaesdo as mais descritas nos ambientes
hospitalares (KONEMAN et al., 20Q6Essas bactériasfo responsaveis por cerca de
70% das infeccbes do trato urinario e 50% das septicemias (ANVISA, 2004a), podendo
também causar infeccbes da corrente sanguinea, infeccbes do trato respiratorio,
gastrointestinal, pneumonias, bacteremias, meningites, dentre outras (PATERSON,
2006; PITOUT, 2010). Neste trabalho, dentre o0s membros da familia
Enterobacteriaceae,a maioria dos isolados bacterianos com resisténcia a
carbapenémicos recuperados no hospital em estudo eram das esPéniata
marcescens Klebsiella pneumoniae.

Bactérias do géner8erratia spp. representam um grupo de microrganismos
oportunistas e sua espécie mais importante clinicamenferéatia marcescens
(BAYRAMOGLU et al., 2011), a qual é responsavel por uma grande porcentagem de
infecgcbes hospitalares e geralmente estd associada a uma variedade de infeccdes
humanas, em particular da corrente sanguinea, do trato respiratorio e urinario e na
septicemia (MENEZES, 2004). A mortalidade de pacientes com infeccbes em UTI
causadas poB. marcescensariam de 14% a 100% (MILISAVLJEVIC et al, 2004;
ARSLAN et al, 2010SILVA et al., 2015).
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O géneroKlebsiella spp. representam patégenos oportunistas que causam
infeccbes do trato urinario, infec¢des respiratorias, infec¢des intra-abdominais,
septicemia e bacteremias (KONEMAN et al., 2006). Dados divulgados pelo Centers for
Disease Control and Prevention, descrevekdesiella spp. dentre os dez principais
agentes patogénicos relacionados com as infeccbes hospitalares nos Estados Unidos
(HIDRON et al.,, 2008). Ja na América Latika pneumoniaeesta entre 0s cinco
patbgenos mais frequentes em infec¢Bes hospitalares (SADER et al., 2004). Sao
responsaveis por altas taxas de mortalidade podendo variar de 19,3% a 47,2 % (SILVA
et al., 2016).

A emergéncia de enterobactérias resistentes a multiplas drogas constitui um
problema global e emergente a saude, uma vez que as op¢des terapéuticas tornam-se
limitas e deste modo diminui-se as chances de sucesso terapéutico no tratamento de

infeccdes causadas por estes microrganismos (MEYER; PICOLI, 2011).

2.3 Resisténcia bacteriana

A resisténcia antimicrobiana €é definida como a capacidade de um
microrganismo de interromper um determinado agente antimicrobiano, resultando assim
em tratamentos ineficazes e infecgbes persistentes (WHO, 2012). A descoberta da
penicilina por Alexander Fleming em 1928, representou um dos grandes avancos na
medicina para o tratamento das doencas infecciosas (BERTONCHELI; HORNER,
2008). Contudo, desde a introducdo das penicilinas na clinica médica, a resisténcia
bacteriana aos mais diversos agentes antimicrobianos vem aumentando
exponencialmente (POWERS, 2004). A Organizacdo Mundial de Saude (2000)
classificou a resisténcia aos antibiéticos como uma das trés maiores ameacas a saude
publica do século 21.

A resisténcia aos antimicrobianos podem ser dividida em resisténcia intrinseca
ou adquirida (FERREIRA; SOUZA, 2000). A resisténcia intrinseca, também dita
resisténcia natural, faz parte da heranca genética e estd associada aos genes
cromossomais (HARBOTTLE et al., 2006). A resisténcia adquirida ocorre quando ha o
aparecimento de resisténcia em uma espécie bacteriana anteriormente sensivel a droga,
resultante da mutacéo de genes reguladores ou estruturais, sendo que a aquisicdo destes

genes de resisténcia faz-se, muitas vezes, através de elementos moveis, tais como
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plasmideos, transposons ou integrons (FERREIRA; SOUZA, 2000; HARBOTTLE et
al., 2006.

Os antibiodticos B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos) constituem o grupo de antibacterianos mais utilizados na clinica
médica para o tratamento de infec¢cdes hospitalares, sobretuBoterabacteriaceae
(COQUE, 2008; LASCOLS et al., 2012endo uma classe de elevada importancia
devido a sua baixa toxicidade e a sua eficacia terapéutica no tratamento de infec¢des
(SUAREZ; GUDIOL, 2009).0s B-lactaimicos possuem em sua estrutura um anel f-
lactdmico. Nos ultimos anos a resisténcia a estes compostos tem sido progressivamente
relatada e a emgncia de bactérias patogé€nicas resistentes aos antibidticos f-
lactamicos tornou-se um problema mundial (PFEIFER, 2010).

Relatos do estudo multicéntrico realizado pelo Programa de Vigilancia
Antimicrobiana (SENTRY) demonstraram que no Brasil e nos paises da América
Latina, em razdo da grande disseminacdo na producdsladtamases de espectro
estendido (ESB), as Enterobactérias estdo com altas taxas de resisténcia as
cefalosporinas, penicilinas de amplo espectro e monobactamicos (SADER et al., 2004).
A resisténcia aos antibidticos B-lactamicos se da por quatro principais mecanismos,
como: alteracdo no sitio de acdo do antibidtico, alteracdo da permeabilidade da
membrana externa pela alteracdo na expressao de porinas, aumento da expressao de
bombas de eifko, a produgio de enzimas p-lactamases, sendo este 0 mais comum e de
maior importancia (Figura 1) (MEDEIROS, 1997; BUSH; JACOBY, 2010; ALVES,;
BEHAR, 2013 NOGUEIRA et al., 2014).

ALTERAGAO DE | MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM o o ATM
oATM
ATM | BOMBA DE EFLUXO
parede L ]
bacteriana ATM & —- coeflomee : !f. -
R z ' b " ATM
= plasmideo
membrana /./5 B : #
bacteriana g
-~ 2 célula bacteriana N SR
resisténcia
ATM = antimicrobiano DNA bacteriano [ALTERACAO DO SiTIO DE AGAO)

Figura 1. Imagem ilustrativa dos principais mecanismos de resisténcias ao
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antibioticos. Disponivel em:http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede

rm/cursos/rm controle/opas web/modulo3/pop mecanismo.htm

2.4 Producéao de-lactamases

A hidrdlise de antimicrobianos B-lactimicos pela produgao de B-lactamases € o
mecanismo de resisténcia mais comumente utilizada pelas bactérias Gram-negativas de
importancia clinica (NOYAL, et al., 2009). Essas enzimas promovem a degradacao do
anel B-lactamico, inativando o antimicrobiano e impedindo que ele apresente atividade
(SEIBERT et al.,, 2014). A atividade dessas enzimas e sua capacidade de conferir
resisténcia a um determinado antimicrobiano degpenth localizagdo da p-lactamase,
da quantidade produzida, das condi¢cdes do meio para atividade enzimatica e também da
velocidade com que degrada o antimicrobiano (LIVERMORE, 1995).

Atualmente, ja s@o conhecidas mais de 900  pB-lactamases
(<http://www.laheyorg/studies/>), devido ao grande numero de p-lactamases
descobertas, vérias classificagcdes ao longo do tempo foram propostas a fim de agrupa-
las, sendo que h&a duas abordagens principais e estas serdo descritas a seguir.

A classificacdo molecular proposta por Ambler é baseada na similaridade entre
as sequéncias de aminoacidos. Nesta classificacdo quatro classes moleculares foram
descritase identificadas como classes A, B, C eNIa classe A, estdo incluidas as enzimas
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL), penicinilases aperaimases do tipo
serina, como as KPCs. Na classe B,nagtalo- p-lactamases (MBLs)na classe C,
encontra-se as cefalosporinases (AmpC) e na classe D, as oxesil{AMBLER et al.,

1991).

A classificacdo funcional de Bush-Jacoby (2010) baseia-se na similaridade
funcional das enzimas incluidas em cada grupo da classificacdo de Ambler. E dividem
as pB-lactamases em trés grupos principais: Grupo 1, corresponde ao grupo das
cefalosporinases, pertencem a classe C de Ambler; grupo 2, formado pelas enzimas
pertencentes ao grupo A e D de Ambler e as ESBL; e o grupo 3, constituido pelas
enzimas MBLs, que pertencem a classe B de Ambler (BUSH; JACOBY, 2010).

As B-lactamases de maior preocupagaca a clinica médica séo [dactamases
de espectro estendido (ESBL) e as carbapenemases (ALVES; BEHAR, 2013).


http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_%20rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulo3/pop_mecanismo.htm
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_%20rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulo3/pop_mecanismo.htm
http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_%20rm/cursos/rm_controle/opas_web/modulo3/pop_mecanismo.htm
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2.5 Carbapenemases

As carbapenemases sdo enzimas que constituem o grupo mais versatil dentre as
B-lactamases, tendo espectro de atividade mais amplo que as ESBL, pois sédo capazes de
hidrolisar ndo s6 carbapenémicos, mas também todos os B-lactamicos, tais como
cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos (QUEENAN; BUSH, 2007; ALVES;
BEHAR, 2013; PLACON, 2014).

A primeira carbapenemase foi descrita ha Francga, no ano de 1993, e desde entéo,
uma série de carbapenemases proliferou gerando uma grande preocupacéao terapéutica e
epidemioldgica, devido a restricdes em opc¢les de tratamento do paciente e estratégias
de controle de infeccdo (EL-HERTE et al., 2012

A producdo de carbapenemases ocorre frequentemente em bactérias Gram-
negativas (NORDMANN et al.,, 2012). As principais carbapenemases descritas
pertencem as classes moleculares: A, que inclui as familias serino-carbapenemases KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemastMI (Imipenem hydrolyzing f-lactamasg,

SME (Serratia marcescens enzyyhiEMC (Not metalloenzyme carbapenemaseGES
(Guiana extended espectryntlasse B, metal@-lactamases (MBL), que incluem as
familias das pB-lactamases VIMYerona imipenema¥elMP (Imipenemasg SPM Gao

Paulo metallos-lactamasg e NDM (New Delhi metallog-lactamasg e classe D, que

inclui as OXA-carbapenemases, onde a mais frequentemente detectada em
enterobactérias é a OXA-48 (THOMSON, 2010; POURNARAS et al., 2010; PLACON,
2014).

A KPC é considerada a enzima com maior importancia clinica e epidemiolégica
dentre as carbapenemases, sendo frequentemente desdfitpmeeumoniagporém ha
relatos da producdo dessas enzimas em outras espéciesK coryboca, Citrobacter
freundii, Enterobacterspp, Escherichia coli, Salmonellsspp, Serratia spp. e
Pseudomonas aeruginosS®AVEZ, 2009; ANDERSON et al., 2007; QUEENAN;
BUSH, 2007.

A KPC é classificada fenotipicamente no Grupo 2 de Bush e no Grupo A de
Ambler (SAMRA et al., 2007). S&o codificadas pelo gelagrc 0 qual é localizadem
um plasmidio moével, o que facilita a transferéncia do gene inter-espécies e,
consequentemente, acentua seu potencial de disseminacdo (BURNS et al., 2011
CORREA et al., 2013). O primeiro relato da KPC ocorreu no estado da Carolina do
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Norte, nos Estados Unidos, em 1996, em um isolado clini€ko geeumoniadYIGIT
et al., 2001). No entanto, no decorrer dos anos, passou a ser identificada em diversos
patégenos e disseminou-se em Vvarios paises (KITCHEL et al., 2009; CUZON et al.,
2010; SOARES et al., 2012). No Brasil, o primeiro relato de isolados produtores da
KPC ocorreu em 200%m cepas deK. pneumoniaeem Recife/PE (MONTEIRO,
2009). Desde entdo, varios estados brasileiros vem descrevendo o surgimento desta
enzima, sendo que em 2010 foi o primeiro relato no estado de Mato Grosso do Sul
(CHANG et al., 2013). Existem 12 variantes da KPC (KPC-2 a KPC-13) descritas
(www.lahey.org.studies), sendo as KPC-2 e KPC-3 mais frequentes (NORDMANN et
al., 2009).

Bactérias produtoras d&&PC sio resistentes a todos os antibidticos B-lactamicos,
e podem apresentar resisténcia também a uma ampla gama de antibidticos ndo -
lactdmicos, o que ocasiona a limitacdo das opc¢des terapéuticas no tratamento de
infeccBes ocasionadas por essas bactérias (FALAGAS et al.,, 2011). Dessa forma,
restringir a disseminacdo de cepas produtoras de carbapenemases passou a ser uma

prioridade no contexto de controle de infeccdo hospitalar (PLACON, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Caracterizar os mecanismos moleculares de resistanci@bapenémicos em
Enterobactérias resistentes isoladas de pacientes internados em um hospital publico no
municipio de Dourados/MS, buscando contribuir nas medidas de controle de infeccdo

hospitalar.

3.2. Objetivos especificos

Identificar isolados de Enterobactérias produtoras de carbapenemases em
amostras clinicas de pacientes internados em um hospital publico de Dourados-MS;

Identificar a producdo de carbapenemases através do Teste Modificado de
Hodge;

Avaliar o perfil de susceptibilidade a carbapenémicos através da técnica de
microdiluicdo em caldo;

Identificar os genes produtores de carbapenemases através da técnica de Reacédo
em Cadeia da Polimerase (PCR).
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Resumo

Infeccbes causadas por enterobactérias produtoras de carbapenemases
constituem um grave problema de salde publica, devido ao seu alto potencial de
disseminacdo e a resisténcia a multiplas drogas, o que leva a limitacdo das opc¢des
terapéuticas. Diante disso, o objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de susceptibilidade
antimicrobiana e a caracterizacdo molecular de isolados de enterobactérias resistentes a
carbapenémicos, isoladas de pacientes internados em um hospital publico de Dourados-
MS, durante junho de 2013 a novembro de 2014. A identificacdo das espécies
bacterianas foi realizada através do sistema automatizado®3/itBloMérieux). O
perfil de susceptibilidade aos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) foi
avaliado pelo teste de microdiluicdo em caMuoeller Hinton para determinacdo da
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM). Os isolados resistentes foram submetidas ao
Teste Modificado de Hodge (TMH) para triagem da producédo de carbapenemases. A
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi realizada visando identificar a
presenca de genes codificadores das carbapenentdags.£ blaoxa-s, blavim-1,
blajyp-1 € blanpm-1). Obteve-se 66 isolados de enterobactéidsbéiella pneumoniae
(n=56; 85%) eSerratia marcescen®=10; 15%). Com a andlise dos dados clinicos foi
possivel identificar que 59% das cepas foram isoladewdéretal, sendo que 54.5%
dos pacientes estavam internados em Unidades de Terapia Intensiva Adulto. A maioria
dos isolados era proveniente de pacientes do sexo masculino (64%) e com idade entre
66 a 85 anos (36%). Na determinacédo da CIM, 86.5% foram resistentes ao imipenem,
80.5% ao ertapenem e 79% ao meropenem. No TMH, 8 isolad8s wmarcescens

(80%) e 42 deK. pneumoniae(75%) foram classificadas como produtoras de
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carbapenemases. A PCR demonstrou que o glerec, estava presente em todas os
isolados de&5. marcescensem 35 isolados (62.5%) d#e pneumoniaeA presenca dos
demais genes pesquisados ndo foi evidenciada. Com estes resultados é possivel
identificar um elevado numero de isolados e marcesceng K. pneumoniae
produtoras da KPCK(ebsiella pneumoniae carbapenemaseste hospital. Sendo
assim,a elaboracdo de medidas de controle € de extrema importancia para a reducdo da
infecgéo hospitalar.

Palavras-chave Infeccao hospitalar, resisténcia bacteriana, carbapenemases.

INTRODUCAO

As enterobactérias estdo entre os patdgenos humanos mais comuns, causando
varios tipos de infeccbes, e consequentemente responsaveis por um nimero significativo
de mortes, principalmente por acometerem individuos em ambiente hospitalar e
adquirira capacidade de se disseminar facilmente (KUMARASAMY et al., 2010;
NORDMANN et al., 2011)

A emergéncia de enterobactérias resistentes a carbapenémicos vem sendo
reportada em varios paises e tornou-se um grande desafio a saude publica (BARROS et
al., 2012). Por muito tempo essa classe de antimicrobianos foi considerada de ultima
escolha na terapia contra infeccdes causadas por microrganismos Gram-negativos
multirresistentes devido a sua estabilidade (QUEENAN & BUSH, 2007). Porém, o
aumento significativo do uso terapéutico dos carbapenémicos associado a exposi¢cao a
outros medicamentos e a auséncia de protocolos de controle e prevencdo de infecgcao
hospitalar, resultou em um crescente nimero de enterobactérias resistentes a esses
compostos (YIGIT et al., 2001).

Varios mecanismos podem contribuir para a resisténcia a essa classe de
antibioticos, como a impermeabilidade da membrana externa e hiper-expressdo de
bombas de efluxo, porém, a producdo de carbapenemases € considerada o mecanismo
de resisténcia mais importante, sendo estas enzimas capazes de hidrolizar o anel
betalactamico de penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos, tornando-os inativos
(ALVES & BEHAR, 2013).
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Dentre as B-lactamases, as carbapenemases sdo consideradas as enzimas de
maior prevaléncia em enterobactérias, seguindo o sistema de classificacdo proposto por
Ambler relacionado com a estrutura molecular das enzimas e a sequéncia de
aminoacidos codificados, trés classes moleculares foram descritas: carbapenemases da
classe A (KPC), as metafplactamase (MBLS) da classe B (VIM, IMP, e NDM), e as
oxacilinases da classe D (OXA-48) (DOYLE et al., 2012).

A Klebsiella pneumoniae carbapenema@€PC) €& a carbapenemase mais
comum isolada de enterobactérias e confere resisténcia aos antibidticos de amplo
espectro, como os carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos. E
habitualmente mais frequénte dfhebsiella pneumonia¢d ANDERSON et al.,2007),
porém vem sendo relatada em diversas outras espécies de interesse clinico, como a
Escherichia coli Pseudomonas aeruginosa, Enterobactgp., Salmonellaspp. e
Serratia marcescen@IRIAGOU et al., 2003; PETRELLA et al., 2008; SILVA et al.,
2015).

Os genes codificadores das enzimas KPC geralmente estdo inseridos em
plasmideos conjugativos, que podem apresentar diferentes tamanhos e agrupados a
diversos grupos de incompatibilidade. Devido a esta caracteristica cepas produtoras da
KPC estdo frequentemente relacionadas a surtos em diversos paises. Estudos de
epidemiologia molecular de enterobactérias contribuem para tragar medidas de controle
de infec¢cdo hospitalar mais adequada a realidade das instituicdes de saude (ERAC et al.,
2014). Portanto, a identificacdo e determinacdo do perfil de resisténcia de bactérias
multirresistentes contribui na escolha adequada da antibioticoterapia, bem como na
implementacdo de medidas de controle que visem a reducdo das taxas de infeccdo
hospitalar (DASH et al., 2013). O objetivo desse estudo foi avaliar a susceptibilidade
antimicrobiana e a caracterizacdo molecular de cepas de enterobactérias resistentes a
carbapenémicos, isoladas de pacientes internados em um hospital publico de Dourados-
MS, buscando contribuir em medidas de controle de infec¢éo hospitalar.

MATERIAL E METODOS
Aspectos éticos

O estudo foi submetido e aprovado junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), com o numero do parecer
130.754/2012 (Anexo 1).
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Coleta e Isolamento das amostras bacterianas

Os isolados bacterianos foram coletados de amostras provenientes de pacientes
internados em um hospital publico de Dourados/MS, no periodo de junho de 2013 a
novembro de 2014. Isolados que apresentaram perfil resistente ou interneedr@eo
ou a varias cefalosporinas de terceira geracdo, foram incluidastutn.d3ados de
identificacdo bacteriana, coleta das amostras, ala de isolamento, amostra clinica, sexo e
faixa etaria dos pacientes foram coletados a partir dos registros do laboratério de

analises clinicas do hospital.

Identificacéo fenotipica

A identificacdo dos isolados foi realizado através do sistema automatizado
Vitek® (BioMérieux), segundo instrucdes do fabricante. A avaliacdo do perfil de
susceptibilidade aos antibiéticos foi realizada através da determinacédo da Concentracao
Inibitéria Minima (CIM), pela técnica de microdiluicdo em caldo Mueller Hinton,
seguindo as padronizagOes estabelecidas @élical and Laboratory Standards
Institute(CLSI, 2015).

As CIMs de antibidticos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem),
foram testadas em diferentes faixas de concentracéo, as quais variaram de 128 a 0,25
ug/mL. Escherichia colATCC 25922 foi utilizada como controle positivo.

Os isolados foram inoculados em microplacas de 96 pocos, e foram incubados a
36°C por um periodo de 24 h. Apés este periodo, a CIM foi registrada como sendo a
menor concentragcdo do agente antimicrobiano que inibiu completamente o crescimento
do microrganismo. A determinacdo da CIM, frente aos antibiéticos carbapenémicos

seguiu as padronizacdes do CLSI (2015), conforme a tabela I.

Tabela I. Critérios utilizados para interpretacdo ddMC(pug/mL) como sensivel,
intermediario ou resistente, respectivamente, segundo preconizacdo pelo CLSI (2015).

Agentes Antimicrobianos Interpretacéo do CIM (pg/mL)
Sensivel Intermediario  Resistente
Ertapenem (ERT) <0,5 1 >2
Imipenem (IMI) <1 2 >4

Meropenem (MER) <1 2 >4
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Teste Modificado de Hodge (TMH)

Todos o0s isolados de enterobactérias que apresentaram resisténcia a
carbapenémicos foram submetidas ao Teste Modificado de Hodge, utilizando o
antibiotico ertapenem (sensibilidade e especificidade de 90%), de acordo com o0s
critérios do CLSI (2014).

Utilizou-se como cepas padréo para o testEseherichia coliATCC 25922,
Klebsiella pneumoniacATCC®BAA-1706 (controle negativo) e &. pneumoniae
ATCC®BAA-1705 (controle positivo). As placas foram incubadas em temperatura de
35° C por um periodo de 16-24h. Os resultados foram avaliados a partir da analise das

distor¢des da zona de inibigdo do carbapenem.

Extracdo de DNA gendémico

Os isolados deK. pneumoniaeforam cultivadas em &agar MacConkey e
submetidas a extracéo de DNA por lise térmica, conforme Cuzon et al. (2010)SComo
marcescensao produtoras de DNAses (MENEZES et al., 2004), paes isstados a
extracdo de DNA foi realizada utilizando o kit QlAamp DNA mirfikitQiagen)
conforme recomendacdes do fabricante. Apos a extracdo do DNA os isolados

bacterianos foram armazena@s20°C para posterior avaliacdo genotipica.

Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR)

A presenca dos genes codificadores darbapenemase®léxpc.2, blaoxa-as,
blayiv-1, blavp-1 € blaypm-1) foi avaliada através da técnica da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), utilizando psimersespecificos (FEHLBERG et al., 2014; POIREL
et al., 2004).As reacdes de PCR foram realizadas para o volume final de 50 pL,
contendo 2 U de DNA Taq polimerase, 50 pmol de cada primer, 200 uM de cada
DNTP, 1x tampao de reacdo, 1,5 mM Mg@l 10-50 ng de DNA. As reacles de
amplificacédo foram conduzidas em um termociclador (MyCiclerBioRAD) nas seguintes
condi¢cbes de ciclagem: desnaturacao inicial a 94°C por 5 min., seguida de 35 ciclos
com desnaturacdo a 95°C por 45s, anelamento entre 55 °C - 65 °C (especifico para cada
primer) por 40s, extensdo a 72°C por 40s e extensao final a 72°C por 7 minutos. As
sequéncias dogrimerse a temperatura de anelamento destes estdo descritos na tabela
Il.
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Tabelall . Gene, sequéncias e temperatura de anelamenpriohess

Gene Primers Sequéncias (5' - 3) T° anelamento

blakpc2  blakpco F TCTGGACCGCTGGGAGCTGG 55 °C
blakpc2 R TGCCCGTTGACGCCCAATCC

blap-1 blayp-1 F TCTACATGACCGCGTCTGTC 65 °C
blajvp1 R GAACAACCAGTTTTGCCTTACC

blaxpm-1  blanpm-1F ATTAGCCGCTGCATTGAT 58 °C
blanpm-1 R CATGTCGAGATAGGAAGTG

blaym1  blaym-1 F TCTACATGACCGCGTCTGTC 60 °C
blaym-1 R TGTGCTTTGACAACGTTCGC

blapxa-as  blaoxa-as F TTGGTGGCATCGATTATCGG 60 °C
blaoxass R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC

RESULTADOS

Amostras bacterianas
Durante o periodo de estudo obteve-se 66 isolados de enterobactérias com perfil
resistente ou intermediario a cefalosporinas de terceira geracéo, sendo 56 isckados de
pneumoniag85%) e 10S. marcescengl5%). Gs isolados foram recuperadas de 61
pacientes, dos quais 64% eram do sexo masculino com idade entre 66 a 85 anos (36%).
A maioria dos isolados clinicos foram recuperados de swab retal €83948%
dos isolados foram obtidas de pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva
Adulto (Tabelalll).
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Tabelallll . Dados clinicos das amostras bacterianaS.dearcescensK. pneumoniae

isoladas neste estudo

Dados Clinicos Amostras bacterianas
S. marcescens K. pneumoniae
n=10 n=56
Feminino 5 (50%) 18 (32%)
Sexo Masculino 5 (50%) 38 (68%)
Neonatos (até 28 dias) 7 (70%) 6 (11%)
Com até 3 meses 2 (20%) -
De 5 a 12 meses - 5 (9%)
25— 35 anos - 3 (5%)
Faixa 46 - 55 anos - 4 (7%)
etaria 56— 65 anos 1 (10%) 10 (18%)
66— 75 anos - 12 (21.5%)
76— 85 anos - 12 (21.5%)
Acima de 85 anos - 4 (7%)
Cateter 1 (10%) 1 (2%)
Hemocultura 1 (10%) 3 (5%)
Secrecao Traqueal 1 (10%) 7 (12.5%)
Amostra  SwabNasal - 2 (3.5)
Clinica  SwabRetal 7 (70%) 32 (57%)
Urocultura - 10 (18%)
Outras (Ulcera decubito) - 1 (2%)
Pediatria - 1 (2%)
Posto de atendimento - 10 (18%)
Unidade de Terapia 2 (20%) -
Ala de Intensiva Neonatal
Internacdo Unidade de Terapia - 4 (7%)
Intensiva Pediéatrica
Unidade Intermediéria (Ul) 7 (70%) 6 (10.5%)
Unidade de Terapia 1 (10%) 35 (62.5%)

Intensiva (UTI) Adulto

Concentragao Inibitoria Minima (CIM)
Na avaliacdo do perfil de susceptibilidade antimicrobiana, 86.54sdtados
foram resistentes ao imipenem, 80.5% ao ertapenem e 79% ao meropenem. Os demais

resultados do teste de CIM podem ser observados na tabela IV e V.
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Tabela IV. Resultado do Perfil de susceptibilidade das amostras bacteriaras de
marcescense K. pneumoniaefrente aos antibioticos ertapenem, meropenem e

imipenem, segundo preconizagéo pelo CLSI (2015).

Antibiético Perfil de susceptibilidade das amostras bacterianas
S. marcescen$=10) K. pneumoniagn=56)
S | R S I R
Ertapenem - 4 (40%) 6 (60%) 9 (16%) - 47 (84%)
Imipenem - 1(10%) 9 (90%) 4 (7%) 4 (7%) 48 (86%)
Meropenem - 2(20%) 8 (80%) 9 (16%) 3(5.5%) 44 (78.5%)

Legenda: S=Perfil Sensivel; I= Perfil Intermediario; R=Perfil Resistente

Tabela V. Sensibilidade bacteriana aos carbapenémicos avaliados pelo teste de

Concentracdo Inibitoria Minima.

Sensibilidade Variacdo da efetividade das amostras bacterianas
das amostras
(ng/ml)
S. marcescen®=10) K. pneumoniagn=56)
IMI MERO ERTA IMI MERO ERTA
16 5 - - 35 1 1
8 2 8 6 6 40 43
4 2 - - 7 3 2
2 1 2 - 4 3 1
1 - - 4 2 2 -
0,5 - - - 1 - 7
0,25 - - - 1 1 1
0,12 - - - - 2 1
0,06 - - - - 2 -
0,03 - - - - 2 -
Total 10 10 10 56 56 56

Legenda: IMI=Imipenem; MERO= Meropenem; ERTA=Ertapenem.

Teste Modificado de Hodge (TMH)

A producédo de carbapenemase foi detectada por TMH em 8 isolad®s de
marcescens(80%) e 42 deK. pneumoniae (75%) sendo classificadas como
possivelmente produtoras de carbapenemases. A Figura 2 demonstra o resultado

positivo obtido pelo Teste Modificado de Hodge de isolados avaliados neste estudo.
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Figura 2. Teste Modificado de Hodge utilizando o antibiético ertapenem (10 pg/ml).

Figura: a)k. pneumoniae; b) S. marcescens.

Reacgdo em cadeia da Polimerase

A amplificacdo por PCR demonstrou que o géfepc, estava presente em
todos os isolados de€5. marcescensesistentes a carbapenémicos e em 35 isolados
(62.5%) deK. pneumoniadFigura 3). A presenca dos genldaoxa-4s, blavim-1, blawp-1
e blaypm-1 N&o foi evidenciada nestesolados.

MC+C-1 2 3 4 5 6 7 89 10 11 12 13 14 15

1000 ph s

750 pb s

500 pb
==
400 pb s

300 pb e

200 pb e

100 pb

Figura 3. Eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) com
resultado da amplificagéo por PCR do gengsla(399 pb) enK. pneumoniaeColuna

M, marcador de peso molecular Ladder 100 pb (Sigma); coluna C+, controle positivo
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da reacdo de PCR; Coluna C-, controle negativo da reacédo de PCR; Colunaf}, 2, 8,
10, 13, 14, 15 edlisolados dek. pneumoniaecom resultado positivo para a presenca
do gene blgc.2 coluna 3, 4, 5, 6, 7, 11 e 12 resultado negativo na PCR.

DISCUSSAO

A disseminacdo de enterobactérias produtoras de carbapenemases constitui um
grave problema clinico e epidemiolégico em vérias instituicbes de saude do Brasil que
ameaca os cuidados de saude (SCHWABER & CARMELI, 2007; LASCOLS et al.,
2012, ANVISA, 2013. O perfil de resisténcia dos microrganismos varia de acordo com
a complexidade do hospital, caracteristicas dos pacientes atendidos, doencas subjacentes
e 0 uso de antimicrobianos (NOGUEIRA et al., 201desta forma, € importante
conhecer os padrées epidemioldgicos e os determinantes genéticos que conferem essa
resisténcia. Diante disso, este estudo realizou a caracterizacdo molecular de cepas de
enterobactérias resistentes a carbapenémicos isoladas de pacientes internados em um
hospital puablico de Dourados/MS.

Neste estudo a infeccdo causada Sormarcescen$oi mais frequente em
pacientes recém-nascidos (80%), enquanto que a infec¢cdo caus&dgppeumoniae
foi maior em pacientes com idade entre 66 a 85 anos (43%). Estes resultados divergem
de outros ja descritos, onde as infec¢des foram mais frequéntes em pacientes com faixa
etaria > 60 anos (FALAGAS et al., 2007; TUON et al, 2012; CORREA et al., 2013;
ALVEZ & BEHAR, 2013; JASKULSKI, 2013; SEIBERT et al., 2014; GAGLIOTTI et
al., 2014; KOFTERIDIS et al., 2014; BIBERG et al., 2015; VARDAKAS et al., 2015).
Embora os resultados do presente estudo ndo possam responder porque a prevaléncia de
infeccbes porS. marcescen® K. pneumoniaefoi maior em criancas e idosos,
respectivamente, acredita-se a presenca de outras enfermidades concomitantes, bem
como a condicao imunolégica dos pacientes tenha influenciado estes resultados (TUON
et al, 2012).

A maioria dos isolados foi recuperado dwabs de vigilancia, indicando
possivelmente que o quadro clinico dos pacientesle@lonizacdo. Este resultado
também foi observado no estudo de Almeida et al., (2012) no qual constataram que
42.5% dos isolados foram oriundossieabretal.

A maioria dos pacientes colonizados comK. pneumoniae estavam
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hospitalizados em UTIscom varias co-morbidades e submetidos a intervencdes
médicas agressivas, incluindo exposicdo a antibidticos de amplo espectro. Esses
resultados corroboram com estudos reportados anteriormente (MENEZES et al., 2007;
MOURA et al., 2007; MAMMINA et al., 2010JASKULSKI, 2013;BIBERG et al.,

2015; PERNA et al., 2015; KATSIARIA et al., 2015).

Nos pacientes colonizados cddn marcescena maior prevaléncia ocorreu na
Unidade Intermediéria (70%), a qual € destinada aos cuidados para com recém nascidos
e criancas. Alguns estudos relatam a ocorréncia de surt®srdarcescenscorrendo
principalmente em pacientes pediatricos, em unidades de terapia intensiva neonatal e
pediatrica (MANNING et al.,, 2001; JANG et al., 2001; ASSADIAN et al., 2002;
FRIEDMAN et al., 2008; MARAGAKIS et al., 2008; DESSI et al., 2009; VOELZ et al.,
2010; ARSLAN et al., 2010; IOSIFIDIS et al., 2012).

Na determinacado do perfil de susceptibilidade, a maioria dos estudos reportados
na literatura descreve elevada resisténcia ao ertapenem, o qual tem maior sensibilidade
para detectar a expressao dos isolados produtores da KPC (NORDMANN et al., 2012;
JASKULSKI, 2013). No entanto, isolados 8emarcescensK. pneumoniaeeportados
neste trabalho apresentaram maior resisténcia ao antibiético imipinem, reforcando a
ideia de que o perfil de resisténcia dos isolados bacterianos produtores de
carbapenemase difere conforme a complexidade do hospital, caracteristicas dos
pacientes, doencas subjacentes e frequéncia no uso de antibiéticos (CHANG et al.,
2013).

Sessenta e seis isolados e pneumoniaee dez deS. marcescengoram
submetidas ao Teste Modificado de Hodge, sendo que 42 (75%) e 8 (80%) foram
positivas no testes, respectivamente, indicando serem possivelmente isolados grodutore
de carbapenemases. A amplificacdo por PCR demonstrou que oblgese; foi
identificado em todas os isolados 8e marcescens)o entanto, somente 62.5%sdo
isolados d&K. pneumoniadoram positivas no PCREste resultado divergente indica que
outros mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos podem estéeprestes isolados
bacterianos, como a alteragdo na permeabilidade da membrana, pasperddificacoes
na estrutura dos canais de porina.

No entanto, € importante salientar que o TMH € um método fenotipico com 90%
de sensibilidade e especificidade, indicando somente a existéncia de carbapenemases
nao sendo especifico para KPC (BARTH & RIBEIRO, 2012). Por outro lado, a PCR é 0

meétodo padrdo-ouro para deteccdo do d¢isec,0 qual codifica a producdo da enzima
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KPC (NORDMANN et al., 2009).

Em conclusé@o, o presente estudo evidenciou um elevado nimero de isolados de
Enterobacteriaceaeesistentes a carbapenémicos e produtoras da KPC circulantes neste
hospital. Estes resultados indicam que a deteccdo precoce desses isolados pode
contribuir para tracar acdes preventivas no controle de infeccbes hospitalares

provocadas por microrganismos multirresistentes de interesse clinico.
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