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RESUMO

A Klebsiella pneumoniae tem se destacado principalmente no ambiente hospitalar, isso
devido a sua capacidade de expressar uma diversidade de enzimas de resisténcia a
antibioticos, facilitando sua disseminacéo e dificultando a terapéutica clinica. Enzimas como
as carbapenemases do tipo metalobetalactamases (NDM) e a KPC hidrolisam n&o apenas
0s carbapenémicos, mas também os demais betalactamicos, levando ao surgimento de
microrganismos cada vez mais resistentes. Objetivo: Realizar analise fenotipica e molecular
das enzimas de NDM e KPC provenientes de um hospital de Foz do Iguagu — PR.
Metodologia: Foram selecionadas 200 amostras clinicas de Klebsiella pneumoniae
oriundas de pacientes internados no periodo de julho de 2018 a julho de 2019. Para a prova
fenotipica foi seguido a Nota técnica 01/2013 da ANVISA e PCR para amplificagdo dos
genes codificadores de NDM e KPC. As provas microbiolégicas foram realizadas em
parceria com o Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Ministro Costa Cavalcanti
(HMCC) e a pesquisa molecular junto ao Centro de MedicinaTropical da Triplice Fronteira.
Resultados: No teste fenotipico, 165 (82,5%) cepas apresentaram positividade para KPC,
2 (1%) cepas para MBL e 17 (8%) cepas para ambos KPC e MBL, enquanto que no ensaio
molecular o gene blaKPC foi detectado em 162 (81%) cepas, o gene blaNDM em 2 (1%)
cepas e ambos os genes em 19 (8,5%) cepas; 16 (8,5%) cepas em ambas as metodologias
foram negativas para as carbapenemases pesquisadas. Em suma, pdde-se concluir que
houve uma eficiéncia diagndstica positiva entre ambas as técnicas e que constituem
ferramentas eficientes na triagem de carbapenemases do tipo KPC e NDM em areas
endémicas.

Palavras-chave: Carbapenemase. Klebsiella pneumoniae. NDM. KPC. Triplice fronteira
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Klebsiella pneumoniae: phenotypic and molecular analysis of KPC and NDM resistance
mechanisms in a hospital in Foz do Iguagu, PR. 2020. 63 pages. Master’s thesis of the
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae has stood out mainly in the hospital environment, due to its ability to
express a diversity of antibiotic resistance enzymes, facilitating its dissemination and
hindering clinical therapy. Enzymes like carbapenemases of metalobetalactamases type
(NDM) and KPC hydrolyze not only carbapenems, but also other beta-lactams, leading to
the emergence of increasingly resistant microorganisms. Objective: To perform phenotypic
and molecular analysis of NDM and KPC enzymes from a hospital in Foz do Iguagu - PR.
Methodology: 200 clinical samples of Klebsiella pneumoniae from patients admitted from
July 2018 to July 2019 were selected. For the phenotypic test, Technical Note 01/2013 from
ANVISA and PCR was followed to amplify the genes encoding NDM and KPC. The
microbiological tests were carried out in partnership with the Laboratory of Clinical Analysis
of the Hospital Ministro Costa Cavalcanti (HMCC) and molecular assays at the Center for
Tropical Medicine of the Triple Frontier. Results: In the phenotypic test, 165 (82.5%) strains
were positive for KPC, 2 (1%) strains for MBL and 17 (8%) strains for both KPC and MBL,
while in the molecular assay the blaKPC gene was detected in 162 (81%) strains, the
blaNDM gene in 2 (1%) strains and both genes in 19 (8.5%) strains; 16 (8.5%) strains in
both methodologies were negative for the researched carbapenemases. In short, it could be
concluded that there was a positive diagnostic efficiency between both techniques and that
they constitute efficient tools in the screening of KPC and NDM carbapenemases in endemic
areas.

Key words: Carbapenemases. Klebsiella pneumoniae. NDM. KPC. Triple frontier
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1.INTRODUGAO

O surgimento e disseminagdo de microrganismos multidroga resistentes
(MDR) tém se tornado uma séria ameaga a saude publica global e ao que tudo indica, sem
previsdo de ser solucionada, podendo afetar individuos em qualquer momento da vida. As
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos estdo associadas as elevadas taxas de
mortalidade, reduzido numero de opgdes terapéuticas e avangado potencial de
disseminacgao (LACEN/SC, 2016).

Embora o desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana seja um
fendbmeno natural dos microrganismos, esses mecanismos estdo sendo potencializados e
selecionados devido a fatores como o mau uso de medicamentos antimicrobianos na
saude, antimicrobianos de ma qualidade, capacidade laboratorial deficitaria, programas
inadequados ou inexistentes de prevencdo e controle de infecgcbes, favorecendo a
transmissdo de microrganismos dessa ordem, bem como expondo os demais individuos
aos mesmos, entre outros fatores (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Dados emitidos pelo CDC (Centers for disease control and Prevention) dos
Estados Unidos da América revelam que pelo menos 2,8 milhdes de pessoas sio infectadas
por bactérias multirresistentes e mais de 35 milhdes de pessoas morrem em decorréncia
disso s6 nos Estados Unidos (CDC, 2019).

Recentemente, o Grupo Ad Hoc de Coordenacgéo Interagencial da ONU
sobre resisténcia antimicrobiana (IAGC) emitiu um alerta de que as doencgas relacionadas
a resisténcia aos medicamentos podem causar 10 milhées de mortes a cada ano até 2050,
além de danos catastroficos a economia. Podendo levar aproximadamente 24 milhdes de
pessoas a extrema pobreza até o ano de 2030 (IACG, 2019).

Atualmente, o saldo de o&bitos em decorréncia de infecgdes por
microrganismos resistentes € de 700 mil pessoas por ano. Com isso, cada vez mais,
doengas comuns estdo se tornando mais dificeis de serem tratadas e procedimentos
meédicos que tem o objetivo de salvar vidas, se tornam cada vez mais arriscados (OPAS,
2019).

Dentre os principais microrganismos causadores de doengas e associados
a multirresisténcia, a Klebsiella pneumoniae tem se destacado significativamente,
principalmente no &mbito hospitalar, devido a sua elevada incidéncia e capacidade de
adquirir e transferir informagbes genéticas que configuram mecanismos de

multirresisténcia, sendo enquadrada pela Organizagao Mundial da Saude (OMS) como um
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patogeno alvo de alta prioridade na busca por novos antimicrobianos (SANTOS; SECOLI,
2019).

Dos principais mecanismos de sobrevivéncia desenvolvido pelas bactérias,
em especial a K. pneumoniae, estdo as carbapenemases, enzimas que conferem hidrélise
dos principais antimicrobianos utilizados em terapias hospitalares, tais como penicilinas,
cefalosporinas de 12 a 42 geragdes, monobactam e carbapenens. Esse grupo é composto
por 3 perfis: metalobetalactamases (MBL), Oxa-carbapenemases e carbapenemases do
tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), sendo que destas, as principais sao as
MBL do tipo Nova Delhi metalobetalactamases (NDM) e KPC, por apresentarem rapida e
ampla disseminagdo mundial apos seus primeiros relatos (ANVISA, 2013).

O diagndstico precoce constitui ferramenta de suma importancia para a
caracterizagao desses mecanismos expressos por bactérias resistentes, principalmente em
ambito hospitalar. No entanto, apenas avaliar o perfil de sensibilidade e resisténcia do
antibiograma a esses farmacos, ainda € insuficiente, visto que a jungao de betalactamases
de espectro estendido ou do tipo AmpC com deficiéncia de permeabilidade, também podem
configurar resisténcia aos carbapenens sem que haja de fato produ¢ao de carbapenemase
(SCHRONER, 2018).

Dessa forma, sdo necessarios testes complementares que alcancem
melhores resultados na identificagdo e isolamento desses microrganismos. Para isso, 0s
testes fenotipicos para carbapenemases e o0 uso de biologia molecular, através da
amplificagdo dos genes que codificam essas resisténcias configuram instrumentos valiosos

para o rastreio e isolamento desses mecanismos (ANDRADE, 2008).

1.1. Referencial tedrico

As bactérias representam um grande grupo de organismos microscopicos
tanto em termos de numero quanto em variedade. Sao seres procariontes (Figura 1) e
pertencem ao Reino Monera. Podem ser encontrados em inumeros ambientes, desde o
solo e as massas de agua, até as superficies internas e externas de seres humanos,
animais inferiores e plantas. No entanto, nem todas as bactérias sao benéficas ao homem,
ha uma série de bactérias patogénicas como por exemplo o bacilo causador da tuberculose

ou o coco causador da meningite, entre outros. O fato desses microrganismos
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permanecerem apenas como colonizadores ou causadores de infecgdes dependera da sua
natureza e das defesas do corpo humano (MENEZES e SILVA; NEUFELD, 2015).

Figura 1: Célula procarionte

Capuda
Parede ouular
Membrana plasmatica

Nucleode
(ADN arcular)

Fonte: ANIMALES, 2020.

1.1.1. Familia Enterobacterales

A familia das Enterobacterales é constituida por um grande e diversificado
grupo de microrganismos, classificados em 60 géneros, 250 espécies e quatro grupos
entéricos ainda ndo nomeados. Esta € composta por bacilos gram negativos (BGN)
conforme exemplificado na figura 2, que apresentam caracteristicas gerais tais como
fermentacdo da glicose, a maioria sao oxidase negativos (exceto Plesiomonas sp.),
anaerodbios facultativos, redutores de nitrato a nitrito, nao formadores de esporos, a maioria
apresenta flagelos peritriqueos conferindo mobilidade (exceto Shigella sp. e Klebsiella sp.),
podem ser encapsulados ou ndo. Para sua identificacdo e isolamento sdo necessarios
meios de cultura especificos, seguido por uma série de provas bioquimicas (CUNHA, 2014,
ADEOLU et al, 2016).
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Figura 2 - Bacilo gram negativo (BGN).

Fonte: MCVEY SCOTT, KENNEDY e CHENGAPPA, 2017.

Os Bacilos Gram Negativos (BGN) sdo bactérias com formato de
bastonetes que através do método de coloracido de Gram se coram na cor rosa quando
observados ao microscopio Optico. Esse método recebeu essa nomenclatura em
homenagem ao patologista dinamarqués Hans Christian Joaquin Gram, que realizou sua
descoberta em 1884 e modernamente, esta técnica permanece como padrao-ouro para a
caracterizagao bacteriana (KASVI, 2019).

Embora esse grupo de bactérias possa ser encontrado no solo, na agua ou
em associagao com outros microrganismos vivos, incluindo plantas e insetos, seu habitat
favorito € o intestino de animais e seres humanos, seja compondo parte da microbiota
natural ou como agentes de infecgdo (HIRAI, 2018).

Bactérias pertencentes a esta familia geralmente estdo associadas aos
casos de sepse, infecgdes do trato urinario como cistite e pielonefrite, além de pneumonias

comunitarias e nosocomiais (CUNHA, 2014).

1.1.2. Klebsiella pneumoniae

O género Klebsiella recebeu essa nomenclatura no final do século XIX, em
homenagem ao microbiologista alem&o Edwin Klebs. O bacilo atualmente conhecido como
Klebsiella também foi citado por Carl Friedlancer e por muito tempo foi designado como
‘pbacilo de Friedlancer”, e notoriamente conhecido por causar graves pneumonias
(KONEMAN et al., 2008).
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Espécies de Klebsiella estdo amplamente distribuidas na natureza e no
trato gastrintestinal de seres humanos e animais. Em humanos, ela pode colonizar a pele,
a faringe, a bexiga e o intestino. No entanto, essa espécie também pode ser patogénica e
causar pneumonias associadas a ventilagdo mecanica, bacteremia, septicemia, infec¢des
do trato urinario, doenga pulmonar crénica e infecgoes de tecidos (CABRAL, 2011).

Klebsiella pneumoniae € um patdgeno bacteriano associado a infec¢des
hospitalares graves que acomete principalmente o trato urinario e respiratério, podendo
causar de igual modo septicemia e meningite. Sua maior incidéncia é em ambientes
hospitalares acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos (KONEMAN et
al., 2008).

De acordo com Cabral (2011), K. pneumoniae caracteriza-se por ser um
bacilo gram negativo, imével, ndo produtor de esporos e produtor de capsulas
polissacaridicas, onde estdo alojados seus antigenos, permitindo a sua diferenciagdo em
até 77 sorotipos. Ademais, realizam a fermentacdo da lactose, produzem urease, nao
produzem indol (exceto a K. oxytoca) e nao produzem sulfeto de hidrogénio. Sua
caracterizagdo morfologia se da através de colbnias grandes e mucoides em placas de
isolamento primario (figura 3), podendo se desenvolver com facilidade em meios

especificos para o seu cultivo como o Agar Macconkey.

Figura 3 - Isolamento de K. pneumoniae em Agar Macconkey.

Fonte: MICROBIOLOGY PICTURES, 2019.
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1.1.3. Epidemiologia

Klebsiella pneumoniae é a bactéria mais comumente isolada em amostras
clinicas e pode causar uma forma classica de pneumonia primaria. Sua presenca na
orofaringe de pessoas saudaveis pode ocorrer em até 6% dos casos, no entanto sua
prevaléncia ocorre em pessoas hospitalizadas, podendo chegar até 20% dos casos, uma
vez que este grupo se apresenta mais debilitado (KONEMAN et al, 2010).

Segundo dados epidemioldégicos as espécies desse género estdo
envolvidas em 7-14% dos casos de pneumonias nosocomiais, 6-17% de infec¢des do trato
urinario, 4-15% de sepses, 3-20% de infecgdes neonatais e 4-17% das infecgdes em UTls
(QUEIROZ et al., 2014).

No Brasil, o Estado do Parana, através de sua plataforma online de
notificagdes (SONIH) publicou um comunicado de infecgdes relacionadas a assisténcia em
saude (IRAS), dentre os quais 3141 (48%) das notificagdes foram por enterobactérias e
destas, 1293 (38,4%) foram de K. pneumoniae (SESA, 2018).

Ainda de acordo com o mesmo autor Sesa (2018), destas 1293
notificagdes, 276 (21,3%) foram referentes a infecgbes primarias de corrente sanguinea,
172 (13,3%) estavam relacionadas a infec¢do de sitio cirurgico, 487 (37,7%) com infecgdes
do trato urinario e 358 (27,7%) com pneumonia.

Segundo Barcellos et al (2018), a taxa de infec¢des hospitalares no Brasil
configura cerca de 14% das internagdes. Dados da OMS revelam que aproximadamente
234 milhées de individuos realizam procedimentos hospitalares por ano, destes um milhdo
morre em consequéncia de infecgdes hospitalares e sete milhdes passam por

complicacdes.

1.1.4. Resisténcia microbiana

Desde a descoberta da penicilina, os antimicrobianos tém sido utilizados
no intuito de tratar as mais variadas patologias ao longo dos tempos, no entanto, esse fator
tem desencadeado o surgimento de microrganismos mais complexos e com mecanismos
de resisténcia versateis. Esse processo evolutivo dos microrganismos tem sido observado

e intensificado apés o uso macico de antimicrobianos que por pressao seletiva



21

consequentemente seleciona as bactérias “mais fortes” (aquelas resistentes) e mata as
“mais fracas”, dificultando o tratamento (PEREIRA, 2016).

Os antibidticos (Tabela 1) s&o classificados e divididos conforme sua
estrutura quimica e mecanismo de acdo, podendo ser betalactdmicos, tetraciclinas,
quinolonas, entre outros. Além disso, existem os antibioticos com espectro estendido, como
as penicilinas e cefalosporinas (betalactamicos), amplamente utilizadas em infecgdes mais
graves e causadas em sua maioria por integrantes da familia das Enterobactérias
(OLIVEIRA, 2016).

Tabela 1: Classificagdo dos betalactamicos.

Classe/ Familia Antibiéticos
Sulfonamidas Sulfadiazina, Sulfametoxazol-trimetoprina
Betalactamicos Penicilinas: benzilpenicilina, ampicilina, oxacilina, amoxicilina;

Cefalosporinas 12 geragao: cefalotina, cefalexina, cefazolina;
Cefalosporinas 22 geragao: cefoxitina, cefuroxima;
Cefalosporinas 32 geracéo: ceftriaxona, cefotaxima, ceftazidima;
Cefalosporinas 42 geracéao: cefepime;
Cefalosporinas 5% geracéo: ceftarolina;
Carbapenens: imipinem, meropenem, ertapenem
Monobactam: aztreonam;

Glicopeptideos Vancomicina e teicoplanina;
Polimixinas Colistina e Polimixina B;
Tetraciclinas Tetraciclina, doxiciclina, tigeciclina;

Aminoglicosideos Gentamicina, amicacina, tobramicina;
Macrolideos Eritromicina, azitromicina;
Lincosamidas Clindamicina;
Anfenicéis Cloranfenicol;
Quinolonas Ciprofloxacina, levofloxacina, norfloxacina;
Miscelania Acido fusidico; nittrofurantoina;

Fonte: (PEREIRA, 2016 adaptado pela autora).

As bactérias podem apresentar resisténcia intrinseca ou natural a um
determinado farmaco, e isso ocorre quando uma classe inteira bacteriana apresenta
resisténcia a uma classe especifica de antibiotico, ja em contrapartida a resisténcia

adquirida € um tipo de mecanismo que ocorre em nivel genético, podendo ser de natureza
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cromossOmica através de mutagao, transducao e transformacéo ou extra cromossémica,
através de plasmideos (PEREIRA, 2016).

Em um contexto geral, apdés o microrganismo encontrar a sua melhor
estratégia, os novos genes que codificam resisténcia, sdo disseminados para as bactérias
adjacentes através da transferéncia horizontal de plasmideos e dessa forma perpetuando
e intensificando essa caracteristica para as demais classes bacterianas (OLIVEIRA, 2016).

Os antibidticos da classe dos betalactdmicos sdo os mais utilizados no
tratamento de doencgas graves, principalmente as cefalosporinas de segunda e terceira
geracéo (AKTURK et al. 2016). Em consequéncia do frequente uso desses antimicrobianos,
acabaram surgindo uma série de modifica¢gdes e mecanismos de resisténcia como maneira
de defesa e sobrevivéncia desse tipo de bactéria (ROCHETTI, 2011).

A antibioticoterapia indiscriminada tem se tornado um grande desafio a
saude publica em todo o mundo, pois tem levado a proliferagdo de bactérias dotadas de
enzimas como as carbapenemases do tipo metalobetalactamases (MBL) e as KPCs que
hidrolisam nao apenas os carbapenémicos, mas também os demais betalactamicos, como
cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos, contribuindo para o surgimento de
microrganismos com perfil de resisténcia a multiplos antibidticos, sendo conhecidas como
bactérias multirresistentes, levando a um quadro epidémico de infec¢des hospitalares com
implicagbes graves tanto no ambito social quanto econdmico (SANTOS, 2004; CUNHA,
2014; SHEN, 2016; ANVISA, 2013).

A resisténcia antimicrobiana leva ao aumento dos custos médicos,
prolongando as hospitalizagdes e aumentando a mortalidade. Pois, quando infecgdes ja
nao podem ser tratadas por antibiéticos de primeira linha, geralmente medicamentos mais
caros devem ser utilizados. Impactando no tempo de tratamento da doenca, aumentando
os custos de saude, bem como a carga econémica e a qualidade de vida sobre a sociedade
(OPAS, 2018).

Segundo Santos e Secoli (2019), o custo médio anual gasto em combate
aos microrganismos multirresistentes, gira em torno de U$ 45 bilhdes. E o valor gasto com
terapias anualmente pode chegar a 70% das despesas com salde na india, 43% no
Paquistao e 20% no Brasil.
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1.1.5. Mecanismos de resisténcia

7

A resisténcia bacteriana é a capacidade que o0s microrganismos
desenvolvem para derrotar os antibioticos que foram projetados para a sua morte. O uso
indiscriminado ou mesmo abusivo dos mesmos, trouxe consigo o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia comuns, principalmente em ambientes hospitalares (CDC,
2019).

Dentre os principais mecanismos temos: 1- a mutagcdo génica, na qual
acontece a alteracdo do alvo do antimicrobiano, dessa forma ndo comprometendo o
funcionamento bacteriano; 2- alteracdo da permeabilidade da membrana celular, impedindo
a entrada do antibiético na célula; 3- bombas de efluxo que realiza o bombeamento do
antibidtico para fora da mesma; e 4- a hidrdlise, ou seja, a capacidade de degradar ou de
inativar o antibiético (LOUREIRO et al, 2016).

A resisténcia aos antimicrobianos esta diretamente relacionada a
expresséo fenotipica dos organismos procariontes, podendo ser intrinseca, adquirida ou
susceptibilidade. O surgimento de bactérias resistentes a antimicrobianos comumente
utilizados na pratica clinica pode ser considerado como uma manifestacdo natural baseada
no principio evolutivo de sua adaptagao decorrente das mudangas no seu meio ambiente.
Sabe-se que as enterobactérias podem levar apenas 20 minutos para se replicar, ou seja,
a partir dessa premissa, muitas geragdes podem ser produzidas em apenas algumas horas,
levando a inumeras oportunidades para uma evolugao adaptativa (CUNHA, 2014).

A partir da introdugcdo da Ampicilina em 1960, a resisténcia aos agentes
betalactdmicos tornou-se um importante problema clinico. Os antibiéticos betalactdmicos
compreendem as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e o monobactam. Eles
representam em torno de 60% do total de antimicrobianos utilizados, isto devido a sua
eficacia e seguranga. Entretanto, os carbapenémicos sédo considerados mais potentes e
com espectro de agdo mais estendido seja com bactérias gram positivas ou negativas, o
que os tornam farmacos de ultima linha e utilizados em casos de infec¢des graves onde o
microrganismo possui perfil de resisténcia abrangente (SCHORNER, 2016; LOUREIRO et
al, 2016).

A carbapenemase de acordo com Oliveira (2016) € uma enzima produzida
por bactérias, que confere resisténcia aos antibiéticos da classe dos carbapenens através
da hidrélise. Atualmente existem duas correntes de classificagao desse mecanismo: Ambler

e Bush-Jacob-Medeiros. Enquanto a classificacdo de Ambler baseia-se na homologia
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proteica, ou seja, na similaridade de aminoacidos e ndo nas caracteristicas funcionais, Bush
e colaboradores se fundamentam nas propriedades funcionais enzimaticas, na estrutura
molecular e na sequéncia nucleotidica para a classificagdo em grupos funcionais
(ABRANTES e NOGUEIRA, 2017).

Segundo a classificagdo de Bush (Tabela 2) o primeiro grupo € composto
por betalactamases que n&o sofrem inibigao total pelo acido clavulanico, o segundo pelas
penicilinases, cefalosporinases e betalactamases de amplo espectro e o terceiro e ultimo
grupo pelas metalobetalactamases, inibidas mais fracamente por inibidores de
betalactamases. Por outro lado, Ambler utiliza uma classificacdo de A a D, sendo as serino-
carbapenemases integrantes das classes A, C e D e as metalobetalactamases

pertencentes a classe B, pois possuem um ion zinco em seu sitio alvo (AREND, 2014).

Tabela 2 - Classificagdo das Betalactamases por Ambler, Bush-Jacob e Medeiros.

GRUPO DE CLASSE SUBSTRATOS INIBIGAO PRINCIPAIS
BUSH- MOLECULAR PREFERENCIAIS PELO ACIDO REPRESENTANTES
JACOBY- DE AMBLER CLAVULANICO
MEDEIROS
1 C Cefalosporinas - Enzimas AmpC de
BGN
22 A Penicilinas + Penicilinases de
estafilococos
2B A Penicilinas e + TEM-1, TEM-2 e
cefalosporinas SHV-1
2BE (ESBLS) A Penicilinas, + TEM-3 a TEM-160,
cefalosporinas de SHV-2 a SHV-101 e
espectro Klebsiella oxytoca
estendido e K1
monobactamicos
2BR A Penicilinas +/- TEM resistentes aos
inibidores
2C A Penicilinas e + Hidrolisam
carbenicilina carbenicilina
2D D Penicilinas e +/- OXA-1 a OXA-11,
cloxacilina PSE-2
2E A Cefalosporinas + Cefalosporinases
inibidas pelo acido
clavulanico
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2F A Penicilinas, + Carbapenemases
inibidas pelo acido
Cefalosporinas e clavulanico
carbapenens

3 B Maioria dos - Carbapenemases

betalactamicos dependentes de

(inclusive zinco (metalo
carbapenens) betalactamases)
4 Nao Penicilinas - Penicilinase de
determinada Burkholderia cepacia

Legenda: BGN: Bacilo gram negativo; TEM-1, TEM-2, SHV-1, TEM-3, TEM-160, SHV-2, SHV-101, OXA-1,
OXA-11 e PSE-2: genes produtores de betalactamases; ESBL: betalactamases de amplo espectro.

Fonte: OLIVEIRA, 2009.

1.1.5.1. Carbapenemase Classe A

Este tipo de carbapenemase hidrolisa todos os betalactamicos, no entanto
sua atividade pode ser inibida em partes pelo acido clavulanico, tazobactam e o acido
bordnico. A KPC compbe essa classe de resisténcia, sendo a KPC-2 e KPC-3 mais
frequentemente encontradas devido a sua localizacdo em plasmideos, e as unicas

linhagens detectadas em territorio nacional até o momento. (OLIVEIRA, 2016).

1.1.5.2. Carbapenemase Classe B

As metalobetalactamases s&o capazes de hidrolisar todos os
betalactamicos com exce¢ao do monobactam e podem ser inibidas apenas por quelantes
de zinco como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA), ndo sendo afetados por outros
inibidores como o acido clavulanico entre outros. Enzimas pertencentes a esse grupo sao
potencialmente perigosas, pois limitam as opg¢des de tratamento (OLIVEIRA, 2016). Fazem
parte desse grupo as metalobetalactamases dos subtipos SPM (Sdo Paulo
Metalobetalactames), VIM (Verona Imipinemase), GIM (German imipinemase), IMP
(Imipinemase), AIM (Australian imipinemase) e NDM (Nova Deli metalobetalactamase)
(ABRANTES e NOGUEIRA, 2017).
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1.1.5.3. Carbapenemase Classe C

Neste grupo se encontram as cefalosporinases ou AmpC (Adenosina
monofosfato ciclico). Elas sozinhas ndo promovem a resisténcia aos carbapenémicos, mas
quando associadas a fatores como a deficiéncia de porinas, podem gerar reducao da
sensibilidade e inclusive conferir resisténcia aos carbapenémicos (ABRANTES e
NOGUEIRA, 2017).

1.1.5.4. Carbapenemase Classe D

Esse grupo, assim como as carbapenemases da Classe A, apresentam
enzimas serino-proteases. Hidrolisam as oxacilinas, oximinocefalosporinas e
carbapenémicos. As mais conhecidas sdo as carbapenemases do tipo OXA-48. As
oxilinases também podem estar associadas a outros fatores betalactamicos como por
exemplo o CTX-M que confere resisténcia aos betalactamicos cefotaxima e ceftriaxona.
Além da OXA-48, existem outros subtipos como a OXA-146, OXA-40, OXA-58, OXA-24,
OXA-23 sendo diferenciadas por meio de sua constituicdo estrutural (ABRANTES e
NOGUEIRA, 2017; OLIVEIRA, 2016).

1.1.6. Diagnostico

Atualmente, a identificacdo de Klebsiella pneumoniae resistente ocorre
através do uso de técnicas microbioldgicas de acordo com critérios estabelecidos pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute) e BrCAST (Brazillian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing), como o teste de sensibilidade aos antimicrobianos
(TSA), avaliando-se os halos de inibicdo em disco-difusdo (Figura 4), ou através da
dosagem de concentragdo inibitoria minima (MIC) dos seguintes antibioticos: penicilinas,

carbapenens, cefalosporinas e monobactam (ANVISA, 2013).
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Figura 4 - Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) por disco-difusao.

Fonte: KASVI, 2019.

Além do teste convencional de analise dos halos (disco-difus&o), métodos
complementares como disco aproximagao ou o uso de solugdes inibitérias também podem
ser utilizadas a fim de obter melhores resultados. Para isso, os testes fenotipicos sao
bastante uteis para triagem desses materiais (ANVISA, 2013).

Ainda que a determinag&o ndo seja tdo complexa, a detec¢ao de KPC ainda
€ um desafio para a maioria dos laboratérios clinicos. A suspeita se inicia a partir da
resisténcia total ou intermediaria aos antimicrobianos da classe dos carbapenens, sendo
que destes, o ertapenem desempenha melhor marcador de triagem, visto que possui maior
sensibilidade para detec¢do de carbapenemase (SCHORER, 2016).

Ainda de acordo com o mesmo autor, o0 método fenotipico mais utilizado
para esta pesquisa era o HODGE modificado (MHT) que consiste na inativagdo de um
carbapenem por cepas produtoras de carbapenemase, permitindo que uma cepa
indicadora sensivel ao carbapenem estenda o crescimento em diregdo a um disco contendo
0 mesmo antimicrobiano ao longo da faixa do in6culo da cepa testada, no entanto, com o
advento das cepas NDM, o mesmo foi desaconselhado pela ANVISA devido a sua baixa
sensibilidade (<50%) para a detecgao e triagem desse novo mecanismo.

Sendo assim, outras metodologias foram propostas como por exemplo o
uso de bloqueadores enzimaticos como o acido fenilborbnico (AFB) que possui acima de
99% de especificidade para detecgao de KPC e o acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
que funciona como quelante do ion zinco e por isso, constitui ferramenta importante para
detecgdo de MBL em enterobactérias (ANVISA, 2013).
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Ademais, ja estdo disponiveis no mercado testes imunocromatograficos
que consistem na deteccdo de cepas produtoras de KPC, NDM e OXA-48-like em um
mesmo teste, com elevada especificidade e sensibilidade, além de emitir resultados em até
15 minutos (SAGIROGLU et al, 2018).

Contudo, métodos moleculares como a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR), permanecem sendo padrédo-ouro para identificacdo e rastreio de genes de
resisténcia expressos por Klebsiella pneumoniae. Neste método, o DNA a ser amplificado
€ determinado por sequéncias iniciadoras ou primers, que se ligam aos genes de interesse
como blaKPC-1, blaKPC-2 e blaNDM-1, responsaveis pela expressdo das enzimas que
conferem resisténcia a cepa (KPC-1, KPC-2 e NDM-1) (ANDRADE, 2008).

As técnicas moleculares podem ser aplicadas para detectar associagoes,
estratificar e refinar dados através de mensuracdes sensiveis e especificas, contribuindo
para em atividades epidemioldgicas, incluindo a vigilancia de doengas, investigagao de
surtos, identificacdo de padrbes de transmissdo e fatores de risco entre casos
aparentemente distintos, caracterizar interagdes patdégeno-hospedeiro, detectar
organismos nao cultivaveis, e permitir melhor entendimento da patogénese das doengas
em um nivel molecular (AREND, 2014). A alta sensibilidade da técnica permite a detecgéo
do patdégeno na amostra original, as vezes auxiliando naquelas amostras que nao
conseguem ser identificadas fenotipicamente por causa da baixa carga patogénica.

Através da Real Time qPCR (PCR quantitativa em tempo real), pode-se
realizar a quantificacdo do material genético alvo durante o seu processo de amplificagao.
Isso se deve ao uso de fluorescéncia, que permite a visualizagdo da amplificagdo, bem
como a quantificacdo do material pesquisado, garantindo bastante sensibilidade e
excelentes resultados em menos de 2 horas. No entanto, exige mao-de-obra especializada
e equipamentos sofisticados, além de insumos com custos bastante elevados (KASVI,
2019).

Desta maneira, o uso de biologia molecular é de suma importancia, visto
que complementa os achados microbiol6gicos em um curto espago de tempo, uma vez que
sua versatilidade, aliada com a preciséo e sensibilidade dessa técnica faz com que tenha
grande aplicabilidade no campo da microbiologia diagnostica. Possibilitando uma
terapéutica adequada para o tratamento de pacientes hospitalizados, diminuindo, por sua

vez o tempo de internamento dos mesmos (SCHORNER, 2016).
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1.2. Justificativa

7

Atualmente, a resisténcia bacteriana € um problema de saude publica
global e a disseminagao dos genes de resisténcia aos antimicrobianos € uma preocupagao
recorrente. Varias bactérias apresentam predisposicdo ao desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia enzimaticos quando expostas inadequadamente a agente
antimicrobianos, sendo estes um grande empecilho no momento de escolher o antibiético
mais adequado para o tratamento do paciente (CUNHA, 2014).

O HMCC é um complexo hospitalar que atende a triplice fronteira (Brasil,
Paraguai e Argentina) e por isso torna-se um alvo bastante importante para a realizagao
desse tipo de pesquisa. O crescente fluxo e mobilidade populacional nesta regido
possibilitam realizar uma analise ampla e abrangente na identificagdo de cepas resistentes.

Diante desse contexto, a deteccao fenotipica da producado de MBL e KPC
permitira o uso de praticas clinicas mais rapidas e seguras na escolha e indicagdo do uso
de antibioticos. Auxiliando no diagndstico precoce, diminuindo por sua vez, o tempo de
internagdo, o uso empirico e indiscriminado de antimicrobianos, evitando que a cepa seja
disseminada para outros pacientes.

O estudo permitira auxiliar no esclarecimento acerca destes mecanismos
de resisténcia, contribuindo dessa forma para o aumento do banco de informacgdes para
pesquisas avangadas nesta area. Ademais, os dados gerados nesta pesquisa podem ser
utilizados na implantagdo de medidas de prevencao e controle da propagacgao de cepas
dotadas dessas enzimas de resisténcia em ambientes hospitalares e na comunidade, com

vistas a reduzir a morbidade e a mortalidade.

1.3. Pergunta Norteadora e Hipotese

A resisténcia microbiana em amostras clinicas de pacientes hospitalizados

esta relacionada aos mecanismos de resisténcia com variantes dos genes KPC e NDM.
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2.0BJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o fendtipo e o gendtipo de metalobetalactamase do tipo NDM e
carbapenemase do tipo KPC em populagdes de Klebsiella pneumoniae isoladas de
amostras clinicas de pacientes internados em um hospital de emergéncia em Foz do

Iguacu, PR, no periodo de julho de 2018 a julho de 2019.

2.2 Especificos

Analisar 300 isolados de Klebsiella pneumoniae com perfil de resisténcia
aos carbapenémicos, cefalosporinas e monobactam,;

Realizar a identificagao fenotipica dessas amostras de acordo com a Nota
técnica 01/2013 da Anvisa;

Investigar a presenca de variantes dos genes blaKPC e blaNDM através de

Biologia Molecular.
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3.MATERIAL E METODOS

Este projeto foi autorizado pela instituicdo a qual serdo coletados os dados
- Hospital Ministro Costa Cavalcanti Fundag¢ao de Saude Itaiguapy, através de um termo de
consentimento para a disponibilizacdo dos isolados. Tendo sido aprovado no Comité de
Etica em Pesquisa (CEP)/ Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/ Plataforma
Brasil, Parecer numero: 2.858.261 (Anexo ).

Foram utilizadas amostras de sangue, urina, fezes, swabs retais e
secregdes destinadas a realizacdo dos exames laboratoriais de rotina de pacientes
internados que deram entrada no laboratoério de analises clinicas do Hospital Ministro Costa
Cavalcanti (HMCC) no periodo de julho de 2018 a julho de 2019. Foram selecionadas uma
amostra por paciente, a fim de evitar varios clones de um mesmo individuo e ampliar o

escopo de pesquisa.

3.1. Identificagdo microbiana

A identificacdo foi realizada por meio de identificagdo bioquimica e
concentragdo inibitéria minima estimada em automacgao através do equipamento Vitek 2
(BioMerieux®), onde foram selecionados 200 isolados de Klebsiella pneumoniae que
apresentaram perfil de resisténcia para os antibidticos da classe das penicilinas,
cefalosporinas, carbapenens e monobactamicos. Para a identificagdo foram utilizados os
cartbes GN (BioMerieux®) e para o antibiograma os cartdes 238 (BioMerieux®) para
amostras urinarias e cartdes 239 (BioMerieux®) nas demais amostras.

Os parametros utilizados para selegao de triagem de resisténcia das cepas
analisadas foram MIC = 2ug/ mL para meropenem/ imipinem e MIC = 1 pg/ mL para
ertapenem.

3.2. Identificagao fenotipica

A identificacdo fenotipica desses isolados foi realizada através da

metodologia de disco aproximagao conforme Nota técnica N° 01/2013 da Anvisa (Anexo Il).
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Para os testes de metalobetalactamases (MBL) foram utilizados discos de Imipinem e
Meropenem do mesmo lote, que foram depositados na face interna de uma placa de Petri
estéril e em seguida foram embebecidos com 10 ul de solugédo de EDTA a 0,1 M. Ja para
KPC foram utilizados discos de Meropenem e Imipinem do mesmo lote, que foram
depositados na face interna de outra placa de Petri estéril e entdo, depositados 10 pl Acido
FenilBorénico (AFB). Os discos contendo as solu¢des de EDTA e AFB foram deixados em
repouso por 20 minutos até que toda umidade fosse evaporada (ANVISA, 2013; SHENOY,
JYOTHI e RAVIKUMA, 2014).

A seguir, foi realizada uma suspensdo bacteriana de cada cepa a ser
testada em solucéo salina estéril 0,9% com turbidez equivalente ao padrao 0,5 da escala
de McFarland. Foi utilizado um turbidimetro (BioMerieux®) como auxilio para esta finalidade,
em seguida a suspensdo foi semeada em uma placa de Agar Mueller-Hinton em quatro
campos sobrepostos (Figura 5). Apos completa evaporagdo da umidade, os discos de
Meropenem e Imipinem contendo as solugbes de EDTA e AFB, além dos discos sem
nenhuma solucéo adicionada foram aplicados sobre a placa semeada e incubados a 36°C

por 24 horas.

Figura 5 — Teste fenotipico realizado em placa de Mueller Hinton

Fonte: a autora, 2020.
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Os isolados que apresentaram diferengca = 5 mm entre o diametro do halo
de inibicdo com discos de carbapenémicos (imipinem ou meropenem) contendo EDTA e
didmetro de halo de inibicdo dos discos de carbapenémicos sem EDTA foram considerados
potenciais produtores de metalobetalactamases. Enquanto os isolados que apresentaram
diferenca =2 5 mm entre o didmetro do halo de inibicdo com discos de carbapenémicos
(imipinem ou meropenem) contendo AFB e diametro de halo de inibigdo dos discos de
carbapenémicos sem AFB foram considerados potenciais produtores de KPC.

Apos a avaliagao fenotipica os isolados foram armazenados em BHI + 50%
de glicerol a uma temperatura de -80°C para posterior avaliagdo genotipica (WEIB et al,
2017).

3.3. Identificagao molecular

O estudo molecular foi realizado no laboratoério de biologia molecular do
Centro de Medicina Tropical da Triplice Fronteira. Para a realizagdo da PCR em tempo real,
o material genético bacteriano (K. pneumoniae) foi extraido de acordo com protocolo
original do CDC (CDC, 2011).

A metodologia de amplificagdo escolhida foi a PCR em tempo real com a
quimica SYBR Green modificando o protocolo do CDC; para isto, foram utilizados primers
especificos (tabela 3) para a amplificagdo dos genes blaKPC-1 e blaNDM-1 que
correspondem aos genes de resisténcia confirmatério para KPC e NDM (FLORES et al,
2016). Para a identificacdo da espécie bacteriana estudada e como controle endogeno,
foram utilizados primers (tabela 3) especificos para a regido 16S rDNA que constitui uma
regiao conservadora da espécie. As sequencias dos primers foram verificadas através do
software BLAS Tnt (National Library of Medicine) e os tamanhos dos amplicons, temperatura
de anelamento, probabilidade de dimeros de primers foram determinados utilizando o
software primers-BLAST (National Library of Medicine).

Os primers foram verificados quanto ao tamanho, temperatura de

anelamento e porcentagem de GC (guanina/ citosina).
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Tabela 3 — Sequéncia de primers utilizados na amplificacdo dos genes KPC e NDM em amostras de K.

pneumoniae.
Oligonucleotideos Sequéncia nucleotidica, 5°-3°
16S rRNA-F TGGAGCATG TGG TTTAATTCGA
16 S 16S rRNA-R TGC GGG ACT TAACCCAACA
KPC-F GGC CGC CGT GCAATAC
KPC KPC-R GCC GCC CAACTC CTT CA
NDM-F GAC CGC CCA GAT CCT CAA
NDM NDM-R CGC GAC CGG CAG GTT

Fonte: CDC, 2011.

Os primers (IDT Sintese biotecnologia®) foram reconstituidos com agua
ultrapura conforme especificagao do fabricante para 100 uM e em seguida, foi realizada a
padronizacao das concentragdes em concentracées de 0,7 uM, 0,5 yM, 0,4 uM e 0,25 pM.
A PCR em Tempo Real pelo sistema SYBR Green foi realizada em um
volume de reacdo de 20 pL contendo 10 uL QuantiNova kit SYBR Green PCR Master Mix
(Qiagen®); 0, 5 pL de cada primer; 6 UL de agua ultrapura, 2 yL de ROX ReferenceDye e
1 uL de DNA.

3.3.1. Extracdo do DNA

As colbdnias bacterianas foram ressuspendidas em 25 uL de agua ultrapura
em microtubos estéreis livres de DNAse e RNAases, em seguida foi adicionado 25 pL de
NaOH 0,1 M e homogeneizado por inversao. O tubo foi acoplado em termo bloco a 99°C
por 10 minutos e resfriado em gelo por 5 minutos, apos isso, foi neutralizado com 18 pL de
Tris-HClI 0,5 M com pH 8,0. Foi adicionado 400 pyL de agua ultrapura gelada,
homogeneizado por inversdo e centrifugado por 3 minutos. Por fim, o sobrenadante foi

transferido para outro microtubo estéril.
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Ao final da ultima etapa de extragdo, o DNA foi quantificado em

espectrofotdbmetro (NanoDrop TM®) e armazenado a —80 ° C.

3.3.2. PCR em tempo real

Areacao de PCR em tempo real foi realizada no equipamento QuantStudio
7 Flex — Real time PCR System (Thermofisher®) utilizando o kit QuantiNova SYBR green
PCR (Qiagen®).

As condigdes de termociclagem foram: 2 minutos a 50°C, seguidos de 10
minutos a 95°C e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C. Ademais, todos os
primers testados foram submetidos a andlise da curva de desnaturagao (melting), no intuito
de determinar a temperatura de desnaturacdo dos produtos de PCR para cada gene e
identificar dimeros de primers.

O ciclo de dissociagao dos produtos para a curva de desnaturagao (melting)
foi: 95°C por 15 segundos, 1 minuto a 60°C, e uma etapa para realizagdo da curva de
desnaturagcdo que variou de 68°C até 95°C, com aumento gradual na temperatura de
0,5°C/s. Através disso, foi determinada a temperatura de desnaturagcéo (Tm) dos produtos
de PCR dos genes pesquisados. Além disso, foi avaliado o Ct em que houve a detecc¢ao da

positividade.

3.3.3. Eficiéncia e especificidade da PCR em tempo real

Para determinar a eficiéncia dos primers foi realizada uma curva padrao
utilizando diluicdes de uma amostra positiva adquirida comercialmente oriunda de um
banco de culturas de cepas padroes (ATCC BAA 1705 e BAA 2146), posteriormente foi
calculada a eficiéncia utilizando o software qPCR efficiency calculator
(www.thermofisher.com). As curvas foram avaliadas por um ensaio com as amostras em
duplicata. A regresséo linear foi construida com o minimo de 5 pontos.

Foram utilizadas cepas controles adquiridas comercialmente. Como
controle positivo, utilizou-se as cepas de K. pneumoniae ATCC BAA 1705 (KPC), K.
pneumoniae BAA 2146 (NDM) e como controle negativo K. pneumoniae ATCC 700603.
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3.4. Analise estatistica dos dados

Para a analise descritiva, assim como a tabulagdo e armazenamento dos
dados, criagdo de tabelas e graficos foi utilizado o programa Microsoft Excel 2010. As
analises estatisticas foram realizadas através do programa Prism 8.0 (GraphPad
software®).

Para a analise de relevancia entre as metodologias fenotipica e molecular
dos mecanismos testados foi realizado o Teste Exato de Fisher com correcao de Yates para
dados nao paramétricos.

A relacdo de materiais bioldégicos analisados e a positividade dessas
amostras foi avaliada através do teste de variancia Kruskal-Wallis para dados nao
parameétricos.

O valor de P = 0,05 foi considerado estatisticamente significativo nas

analises.
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4. RESULTADOS

4.1. Identificagao fenotipica

Um total de 200 amostras (Tabela 4) foram selecionadas e analisadas no
periodo de julho de 2018 a julho de 2019. Destas, 165 (82,5%) foram inibidas pelo AFB
indicando positividade para KPC, 2 (1%) foram inibidas pelo EDTA indicando positividade
para MBL, 16 (8%) foram inibidas para AFB e EDTA concomitantemente e, 17 (8,5%) nao
apresentaram positividade tanto para AFB quanto EDTA (Grafico 1).

A maioria dos isolados de K. pneumoniae resistentes foram oriundos de
amostras de swab de vigilancia epidemioldgica (retal), seguidos de amostras urinarias,
respiratdrias e de corrente sanguinea, incluindo dispositivos invasivos associados (cateter).
Destas, mais da metade, ou seja, 110 (55%) isolados eram provenientes de pacientes do

sexo masculino, enquanto 90 (45%) foram isolados de pacientes do sexo feminino.

Tabela 4: Amostras clinicas fonte dos isolados

Amostra Quantidade %
Swab de vigilancia (retal) 105 52,5%
Urina 40 20%
Secregao traqueal 31 15,5%
Hemocultura 11 5,5%
Ponta de Cateter 10 5%
Abscesso 2 1%
Escarro 1 0,5%
Total 200 100%

Fonte: a autora, 2020.
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Foram selecionados 4 (2%) isolados da Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal e Pediatrica, 60 (30%) isolados da Unidade de Terapia Intensiva Geral, 46 (23%)
isolados da Unidade de Terapia Intensiva Coronariana e 90 (45%) isolados dos blocos de
internacao (Grafico 2). Destes, 193 (96,5%) eram de origem brasileira e 7 (3,5%) de
nacionalidade paraguaia. Ademais, a maior parte dos atendimentos 110 (55%) eram SUS e

apenas 90 (45%) possuiam algum convénio médico.

Grafico 1: Resultado identificagdo fenotipica.

Analise fenotipica

N AFB
mEDTA

W AFB + EDTA
m OUTROS

Legenda: AFB — Acido Fenilbordnico; EDTA - Acido Etileno diamino-acético; OUTROS — negativo para as
carbapenemases pesquisadas.

Fonte: a autora, 2020.
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Grafico 2: Incidéncia de isolados por setor

m UTI Neo/ PEDI
mUTI
muco

H Blocos

Legenda: UTI neo/ PEDI — Unidade de terapia intensiva neonatal e pediatrica; UTI — Unidade de terapia
intensiva geral; UCO- Unidade de terapia intensiva coronariana; BLOCOS - Blocos de internagao hospitalar.

Fonte: a autora, 2020.

4.2 Identificagdo molecular

4.2.1 Padronizagéao da PCR quantitativa em tempo real

A analise da amplificagdo do 16 S (Figura 6) apresentou 90,91% de
eficiéncia, enquanto KPC (Figura 7) apresentou 94,17% e NDM (Figura 8) 89,95%.
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Figura 6 - Andlise de eficiéncia de 16S.
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Fonte: a autora, 2020.

Figura 7 - Analise de eficiéncia de KPC.
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Fonte: a autora, 2020.
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Figura 8 - Andlise de eficiéncia de NDM.
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Fonte: a autora, 2020.

4.2.2 Resultados moleculares

Na pesquisa molecular 162 amostras (81%) apresentaram positividade
para o gene blaKPC, 2 (1%) foram positivas para o gene blaNDM, 19 (9,5%) apontaram
presenca dos genes blaKPC e blaNDM na mesma amostra e 17 (8,5%) ndo apresentaram

positividade para os genes pesquisados (Grafico 3).
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Gréfico 3: Resultado identificagdo molecular.

Analise molecular

M blakPC
M blaNDM
M blakPC+blaNDM

B QOutros

Legenda: blaKPC — carbapenemase do tipo KPC; blaNDM — Nova Delhi metalocarbapenemase; Outros -
negativo para as carbapenemases pesquisadas.

Fonte: a autora, 2020.

4.3 Comparacgao entre teste fenotipico e molecular

Em relagéo a positividade para KPC (Grafico 4), ambos os testes realizados
demonstraram similaridade nos resultados, onde 181 cepas foram positivas para esse

marcador de resisténcia, apresentando o valor de P superior a 0,9999 (99,99%).
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Grafico 4: Relacdo de amostras positivas e negativas para KPC.
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Fonte: a autora, 2020.

Para a analise do marcador de resisténcia de NDM (Grafico 5), o teste
fenotipico identificou 18 cepas, enquanto o molecular identificou 21 cepas, apresentando
valor de P de 0,7364 (73,64%).
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Grafico 5: Relagdo de amostras positivas e negativas para NDM.
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Fonte: a autora, 2020.

E na identificacdo de cepas concomitantemente positivas para KPC e NDM
(Gréfico 6), o teste fenotipico apresentou positividade para 16 cepas enquanto o molecular

para 19 cepas, apresentando o valor de P de 0,7239 (72,39%).
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Grafico 6: Relacdo de amostras positivas e negativas para KPC e NDM.
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Fonte: a autora, 2020.

Estratificando as amostras positivas por locais de coleta e
consequentemente internagdo, notou-se que houve um aumento significativo de
positividade dos swabs retais oriundos dos blocos de internagao, superando as unidades
de terapia intensiva quando analisadas em isolado (UCO e UTI), além disso esse material
foi o unico onde se pode detectar positividade nos setores pediatricos (Tabela 5).

Em relagdo as amostras urinarias, novamente as maiores taxas de
positividade foram detectadas nos setores de internacdo, contabilizando um indice de
positividade de 92,5% (Tabela 5), onde o mecanismo de KPC foi o unico detectado. Um
perfil semelhante de resisténcia foi observado nas amostras da UCO e UTI, que tiveram
100% de positividade para o mesmo mecanismo de resisténcia.

A positividade das amostras de aspirado traqueal foram mais elevadas nas
unidades de terapia intensiva (UCO e UTI) em relagdo aos demais setores, devido ao
numero de pacientes que fazem o uso de dispositivos como a ventilagdo mecanica ser mais
incidente (Tabela 5).

As amostras de hemocultura e ponta de cateter também foram mais
incidentes nos blocos de internagao e apresentaram perfis de resisténcia semelhantes. Bem

como o perfil apresentado nas amostras de Secreg¢ao de abscesso e escarro (Tabela 5).
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Cruzando as amostras com os mecanismos de resisténcia apresentados,
apos analise estatistica com o teste de variancia de Kruskal-wallis foi encontrada diferenca
estatistica significativa apenas nas amostras de swab retal em comparagdo com os demais
materiais biolégicos analisados e apenas para o0 mecanismo de resisténcia KPC, ou seja, a
taxa de positividade das amostras de swab retal positivas para KPC neste estudo
apresentaram meédias indicativas de haja pelo menos uma diferenga significativa entre os
grupos analisados, sugerindo que este material possui relevancia significativa em relagao
ao fator de resisténcia KPC, conforme descritos no grafico 7.

Os demais materiais analisados nao apresentaram significancia estatistica

(Hlustrados no Gréfico 8).

Grafico 7: Relagao de positividade para o mecanismo de resisténcia KPC e material bioldgico analisado.
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Fonte: a autora, 2020.
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Grafico 8: Relacdo de positividade para o mecanismo de resisténcia NDM e material biolégico analisado.

20- = NDM
) p—— —
9 10
]
S
@ [ | L EEN
I o--1---}. -....lll.l.llll.
&
o
On
&
§ -04-LlLll-t-
a I B R R e il S B
20T T T T T T T T T T T T T T T T T T
LB PO D P& o0 O Pr 0 O’ P« 2O O
0&\&\\0 & B S B DG TP T B
RO D,07 L o N0 L e, L B ,00 L0 L L
@. & o°e,°,§? & \(2\ 0000.509 < 0000,509 < 006"9 & 6& K&
R0 o e 2N . A W R
e X2 OGP SRR @%@ O a4
0&'010*"0100'010020 2O N &
$O\Q°0QOQQ°® &Q°°’b 0@\)‘00’00
) QQ*Q’:\' \’ ‘Q’Z&% %Qi\oﬁo 00’ 00\' ‘Q:o’o’é@o ‘Q%OO‘Q%Q, 009
. . 9 (9
é,®\$‘$°‘°\;%0 {&0 0{\(\'60 60%009006?\\9"%0%0'%0 \.‘b 6'0
o' 2 X 2 LR ENR O
P & Pt LTPEOS & NP
& Bl N RGO
’p 60 S ‘2‘00 &
S L @
=) Q,o?.bo Q'é\ )
900, Oy R
a_,ef" Q°

Fonte: a autora, 2020.



49

5.DISCUSSAO

A resisténcia microbiana das enterobactérias aos carbapenens, em
especial a K. pneumoniae, tem se tornado um grande desafio a saude publica mundial e
inclusive no Brasil. Em razao da limitacdo no uso de antimicrobianos em cepas resistentes
a esses antimicrobianos, a mortalidade em pacientes infectados por essas cepas é maior
que naqueles infectados por enterobactérias sensiveis aos carbapenens (MENG et al,
2019).

Ainda segundo o mesmo autor, um estudo realizado na cidade de Nova
lorque (EEUU) revelou que pacientes infectados com cepas de K. pneumoniae resistentes
aos carbapenens apresentaram 48% de mortalidade hospitalar, além de maior tempo de
internacao e elevado custo financeiro quando comparados com pacientes infectados com
cepas da mesma bactéria, porém sensiveis aos carbapenens.

Esses mecanismos de resisténcia ndo € novidade e esta se distribuindo
mundialmente, embora cepas como a KPC tenham sido descritas em 2001, somente em
2005 é que se deu a sua primeira aparicao no estado da Carolina do Norte - Estados Unidos
e em outubro de 2009 foi registrado o primeiro caso no estado do Parana, Brasil (AREND,
2014). Ja a cepa de NDM foi registrada primeiramente em 2008, na india e em 2013 teve
seu primeiro surto na Franga e primeiro caso descrito no Brasil (SILVA, 2013; PICOLOTTO,
2018).

O controle da disseminacido dessas cepas resistentes é bastante dificil,
uma vez que os genes codificadores dessas enzimas situam-se em elementos moéveis, 0os
plasmideos. Além disso, estudos revelaram que a eficiente disseminagdao de KPC esta
associada a distribuicao de clones de alto risco distribuidos mundialmente que apresentam
melhores condigbes de adaptagdo (SCHORNER, 2016).

De acordo com os dados obtidos neste trabalho, ambas as analises
fenotipica e molecular mostraram resultados muito proximos em relagao a frequéncia de
KPC (82,5 e 81%), NDM (1%) e até mesmo aquelas que ndo apresentaram positividade
para nenhuma das carbapenemases avaliadas no trabalho. Observamos uma leve
diferenca na identificacdo de cepas que continham os dois mecanismos (KPC e NDM)
concomitantemente, podendo ser evidenciada com melhor performance através da
metodologia molecular, pois a investigagéo fenotipica mostrou 8% de positividade enquanto

a metodologia molecular mostrou 9,5%.
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No entanto, essas diferencas nao foram estatisticamente relevantes, pois
apresentaram valores de P acima de 0,05 (KPC: >0,9999; NDM: 0,7364; KPC/ NDM:
0,7239). Um numero maior de amostras avaliadas poderia aumentar o poder do teste
estatistico e permitir determinar as diferencias.

Em se tratando do protocolo adotado para a amplificagdo das amostras, os
primers apresentaram elevada eficiéncia para todos os genes pesquisados e embora a
indicagdo para ensaios diagndsticos seja a utilizagdo da quimica de Tagman®, o protocolo
adotado nesta pesquisa (SyBRgreen®) demonstrou resultados satisfatorios. Porém, vale
ressaltar que a padronizagao da técnica € de suma importancia nessa escolha, pois SyBR
green® é ferramenta que pode sofrer influéncia de sequencias de dupla fita que ndo a
pesquisadas (como dimeros de primers) que mascaram os resultados, podendo revelar
resultados falsamente positivos. Em contrapartida, o sistema de detecgdo Tagman® possui
sondas especificas que reduzem essa possibilidade (ROSSETI, SILVA e RODRIGUES,
2006).

Levando em consideragao que ambas as metodologias ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas e o valor gasto por técnica (Fenotipico: R$ 61,77 e
Molecular: R$ 103,72), pode-se dizer que a técnica fenotipica pode ser tranquilamente
empregada na rotina diagndstica, uma vez que apresentou bom desempenho e prego mais
acessivel, porém com tempo de liberagcdo do resultado mais longo (24 horas). Em
compensacgao, a metodologia molecular, embora mais cara apresenta tempo menor de
liberagao do resultado (até 3 horas).

Neste estudo foi evidenciado um maior numero de cepas KPC em relagao
a NDM, apresentando uma prevaléncia similar com estudos realizados na China por Hou
et al (2015), que apresentou 97,3% de prevaléncia das cepas KPC.

Um estudo realizado por Castanheira et al (2019) utilizando 178.825 cepas
de enterobactérias de diversos centros de atencdo a saude em 42 paises da América do
Norte, América Latina, Europa e Asia, demonstrou significativa prevaléncia de K.
pneumoniae resistente aos carbapenémicos na América Latina em relagdo as demais
regides estudadas.

Logan e Weinstein (2017) também relataram KPC como carbapenemase
endémica na América Latina, onde o Brasil juntamente com a Colémbia e a Argentina
demonstraram elevados indices dessa resisténcia em cepas de K. pneumoniae.

Resultados similares também foram encontrados em Porto Alegre através

do estudo de Silva et al (2017), que revelou 56,4% de K. pneumoniae com inibicdo de AFB
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sugerindo KPC, seguidos de 3,4% de inibigdo de EDTA e 32,6% das cepas ndo apresentou
inibicdo pra nenhum dos substratos pesquisados, sugerindo outro tipo de mecanismo
envolvido ou deficiéncia de porinas.

Ainda no mesmo estudo, foi evidenciado maior incidéncia de resisténcia
aos carbapenémicos em amostras de swab retal (43,4%), corroborando com os dados
evidenciados em nosso trabalho.

No entanto, um estudo realizado no Sergipe por Vivas et al (2020), relatou
uma sobretaxa de isolados de NDM (50,3%) comparado com KPC (5,4%) e apenas um
isolado (1,2%) mostrando positividade para ambos os genes. Embora ndo se saiba a origem
do material biolégico dessas amostras, sabe-se que as cepas testadas eram de K.
pneumoniae.

A regiao oeste do Estado do Parana concentra um contingente de mais de
um milhdo e cem mil habitantes. E Foz do Iguagu é um dos municipios que concentra mais
de 100.000 habitantes. Com o inicio da constru¢cao da Usina Hidrelétrica (década de 70) de
Itaipu houve uma explosao demografica com a vinda de trabalhadores de todas as partes
do Brasil (PMFI, 2020).

Atualmente, a cidade apresenta 256.081 habitantes e sua localizagao entre
a Triplice Fronteira (Brasil — Paraguai e Argentina) e a presenga de atrativos turisticos como
o Parque Nacional do Iguagu, permite uma mobilidade populacional elevada ndo apenas
de brasileiros, mas também turistas argentinos, paraguaios, norte-americanos, franceses,
espanhois, alemaes, ingleses, peruanos, chineses e italianos (AEN PR, 2020).

Foz do Iguagu esta localizada na regido oeste do Parana e, embora esteja
situada entre as fronteiras (Paraguai e Argentina), os dados obtidos neste trabalho nao
foram diferentes da epidemiologia de outras cidades do Parana, segundo dados da SESA
(2018 ), onde o numero de cepas de K. pneumoniae para KPC foi de 30,7% e NDM de
1,55%. Em relag&o ao local da infecg¢ao, as infec¢des urinarias registradas nesse periodo
para o mesmo microrganismo foram 31,42% para o KPC e 2,87% para o NDM (SESA,
2018).

Neste trabalho ndo sequenciamos as cepas testadas para avaliagdo de
clonalidade das cepas, sendo esta uma sugestdo que permitiria verificar se ha circulagao
de cepas atipicas na regido ou clones de uma cepa padrao. Um estudo realizado em
Curitiba por Arend et al (2015) avaliou a clonalidade de 129 amostras de K. pneumoniae e
encontrou maior incidéncia de cepas de KPC em swabs retais (30,5%), seguidas de

hemocultura (21,1%), urina (11,7%) e aspirado traqueal (10,9%). Destes, mais da metade
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(84%) provinha de 2 clones predominantes, sugerindo a possibilidade de contaminagao
cruzada.

Verificamos também que a maior incidéncia de cepas positivas de swab
retal, urina, hemocultura e ponta de cateter foram provenientes dos blocos de internagao
hospitalar, isto porque o numero de pacientes internados nesses locais supera as
internagdes nas UTls, sendo assim, a amostragem analisada € muito maior.

Entretanto, as amostras de secrecao traqueal foram mais incidentes nas
unidades de terapia intensiva adulta, pois nos blocos o numero de pacientes em ventilacao
mecanica € menor que nas UTIs.

Foram analisados 200 isolados de Klebsiella pneumoniae com perfil de
resisténcia aos carbapenémicos, cefalosporinas € monobactam. A intencao preliminar do
projeto era realizar a analise de 300 isolados, porém nao foi possivel atingir esse objetivo
no periodo determinado para a analise. Entretanto, isso ndo prejudicou a eficacia da
pesquisa, pois 0 numero analisado ainda supera o valor amostral necessario para este
projeto.

Embora ndo haja registro de outros estudos sobre resisténcia bacteriana
realizados nesta cidade, de acordo com este trabalho, o status atual de Foz do Iguacu é
endémico para o KPC, e este € um motivo importante para que seja dada maior atengéo ao
diagndstico precoce de cepas que apresentam resisténcia, pois 0 manejo inadequado
permite a disseminacao de plasmideos contendo informagdes de resisténcia a outros
microrganismos, tornando a terapia e o resultado favoraveis ao paciente.

Além disso, ac¢des de vigilancia e boas praticas em gestédo hospitalar devem
ser incentivadas e aprimoradas, bem como a implementacdo de acdes de melhoria para

controlar a disseminagédo de microrganismos multirresistentes no ambito hospitalar.
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6. CONCLUSOES

Foi realizada a identificacdo fenotipica e molecular de 200 cepas de K.
pneumoniae.

A analise fenotipica revelou 165 (82,5%) cepas de KPC, 2 (1%) cepas de
MBL, 16 (8%) cepas de KPC e MBL e 17 (8,5%) cepas negativas para as resisténcias
pesquisadas.

A pesquisa dos genes blaKPC e blaNDM identificou 162 (81%) cepas
apresentando o gene blaKPC, 2 (1%) cepas apresentando o gene blaNDM, 19 (9,5%) cepas
apresentando ambos os genes e 17 (8,5%) cepas nao detectaveis para os genes
pesquisados.

A correlagdo do teste fenotipico frente a metodologia molecular
considerada padrdo ouro para blaKPC e blaNDM foi boa, demonstrando ser uma
ferramenta importante para predizer a producdo dessas carbapenemases em areas

endémicas onde n&o haja predominancia de outras carbapenemases.
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L TERMO DE AUTORIZAGAO

Eu ALINE CRISTIANE CECHINEL ASSING BATISTA, académica (o)
do Programa de Pés-graduacic stricto sensu em Biociéncias 2018 do curso de mestrado da
Universidade Federal da Integraclo Latino-Americana UNILA. sob orientaclo do Prol
Jorge Luis Maria Ruiz, venho solicitar autorizacio do Hospital Ministro Costa Cavalcanti,
para realizagio da dissertacio de mestado.

O respectivo projeto tem como tena: Resistéocia microbiana

O objetivo do projeto & Pesquisar o fendtipo ¢ o gendtipo de MBL ¢ KPC
em populacies de Kiebsieilo pneumomioe isoladss de amostras climicas de pacientes
internados em um hospital de emergéncia em Foz do Iguagu, PR, no periodo de julbo de
2018 a julho de 2019,

A coleta de dados serd realizada, por meio de analise fenotipica utilizando
discos de imipinem, meropenem e ertapenem, impregnados com as salucdes de Acido
FenilBardnico (AFB), Cloxacilina (CLOXA) ¢ EDTA em 300 amostras previamenie
triadas pelo laboratdrio de Andlises Clinicas do HMCC e que possuam resisténciz 2 pelo
menos 2 carbapenens, conforme nota ticnica 0172013 da ANVISA. Em seguida as mesmas
serio armazenadas em caldo TSB com glicerol e congeladas a -50"e Parz 2 andlise
molecular, o material genético serd extrzido através de ebulicio de acordo com profocolos
do CDC, pars a amplificacio serdo wilizados primers especificos para = idemtificacio dos
genes biaKPC e BlaNDM através de PCR em tempo real utilizando a quimica SyBRgreen.

Como o controle positivo, serlo utilizadas cepas controles que apresentem
genes de resisténcia que estdo armazenadas no banco de microrganismos do Laboratdrio
Especial de Microbinlogia Clinica (LEMC).

Todos os procedimentos serdo realizados em conformidade com os
principios éticos, desta maneira, serd solicitado i instimiclo a qual serdo coletados os
dados, um terma de consentimento para & disponibilizacio dos isolades. Alm disso, essz
pesquisa serd submetida & svaliagdo por comiti de &
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O Hospital Ministro Costa Cavalcant concede & (o) refesone
académicaio) o direito de wilizar 0s dados obtidos de forma andnima ¢ confidencial,
coletados apenas com fim de pesquisa Fica claro tambén 2 garantls de esclarecimenso
antes ¢ durante a pesquisa sobre » metodologia aplicada ou qualquer ous divida O
Hospital Ministro Costa Cavalcantl e seus locals utilizados nlio terio penbuss cuso para a
realizagio deste rabalh.

Assinaremos o presente documento em [rés visd de igual teor, licando uma
em posse do Direwor Superistendente do Hospital Misistry Costa Cavalcantl, outra com o
arientador ¢ uma com a acadfmica. A sua stsinatura peste Mo de Cconsentimenzo dard
putorizacho a sutora da pesquisa a wtilizar o8 dados obiidos quando sr fizer necessicio,
Incluindo o divilgacho dos mesmos e publicaio dos resubtados obeidos wmo pars on
participantes quanto para 4 comunidade cientifica, no cmo desta ditima, smpre sarho
resguardados & privacidade e ¢ onlmato.

M Rul
f “‘"#ﬂ
uflndeo i
Dr. Francisney P. do Nasclmento Dr. Jorge Luis M. Rusz
Coordenador Curso Orirntador do Projeto
Rogéro Soures Sohm
e e i R o >
I A
ROGERIO SOARES BOHM

Diretor Supesintendente
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ANEXO II

Apéncia Nacional de Vigildncia Sanitaria
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NOTA TECNICA N° 01/2013

MEDIDAS DE PREVENCAO E CONTROLE DE
INFECCOES POR ENTEROBACTERIAS
MULTIRESISTENTES.

Brasilia. 17 de abril de 2013
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