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RESUMO

Introducao: O constante surgimento e a disseminacao de fendtipos bacterianos de resisténcia
a multiplas drogas tém se tornado problemas de salide publica em todo o mundo. Objetivo:
Investigar a ocorréncia de fendtipos criticos de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias
isoladas de culturas de vigilancia. Método: Os dados microbioldgicos foram coletados a partir
de culturas de vigilancia realizadas entre janeiro e dezembro de 2015 em um servico terciario
de saude. Foram analisadas 1.590 culturas de vigilancia utilizando o sistema VITEK 2 para
identificacdo fenotipica e suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados. A deteccéo de
B-lactamases de espectro estendido (ESBL) foi realizada por método de disco aproximacéo
e a resisténcia aos carbapenémicos e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)
por métodos de disco difusdo. A deteccdo de bactérias portadoras dos genes blaKPC,
blaNDM e blaOXA-48 foi realizada através da reacdo em cadeia da polimerase in house.
Resultados: Foram identificadas 201 (12,64%) fenétipos de ESBL, 173 (11,87%) de resisténcia
aos carbapenémicos e 3 (0,18%) de MRSA. Foram detectadas 34 cepas portadoras de genes
codificadores de carbapenemases, onde 23 (67,64%) carreavam o gene blaKPC, oito (23,53%)
0 blaNDM e trés (8,82%) ambos os genes. Conclusdes: E um desafio controlar a disseminacao
de fendtipos criticos de resisténcia bacterianos. O predominio de ESBL no referente hospital,
assim como a ocorréncia de genes codificadores de carbapenemases até entao nao relatados,
ratificam a importancia da vigilancia epidemioldgica e do incentivo a pesquisas subsequentes.

PALAVRAS-CHAVE: Enterobacteriaceae Produtoras de Carbapenemase; Genes Bacterianos;
Infeccao Hospitalar; Vigilancia Epidemiologica

ABSTRACT

Introduction: The constant emergence and spread of bacterial phenotypes of resistance to
multiple drugs has become a public health problem worldwide. Objective: To investigate the
occurrence of critical antimicrobial resistance phenotypes in bacteria isolated from surveillance
cultures. Method: Microbiological data were collected from surveillance cultures performed
between January and December 2015 at a tertiary health service. 1,590 surveillance cultures
using the VITEK 2 system for phenotypic identification and susceptibility to antimicrobials of
the isolates were analyzed. The detection of extended-spectrum B-lactamases (ESBL) was
performed using the approach disc and carbapenem resistance method and methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) using diffusion disc methods. The detection of bacteria carrying
the blaKPC, blaNDM and blaOXA-48 genes was carried out through the polymerase chain reaction
in house. Results: The analysis identified 201 (12.64%) ESBL phenotypes, 173 (11.87%) resistant
to carbapenems and 3 (0.18%) MRSA. 34 strains carrying genes encoding carbapenemases
were detected, where 23 (67.64%) carried the blaKPC gene, 8 (23.53%) blaNDM and 3 (8.82%)
both genes. Conclusions: It is a challenge to control the spread of critical resistance bacterial
phenotypes. The predominance of ESBL in the referent hospital, as well as the occurrence of
genes that have not been reported for carbapenemases until then, confirm the importance of
epidemiological surveillance and the encouragement of subsequent research.

KEYWORDS: Carbapenemase-producing Enterobacteriaceae; Bacterial Genes; Nosocomial
Infection; Epidemiological Surveillance
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INTRODUCAO

O surgimento e a disseminacdo de bactérias resistentes a mul-
tiplas drogas (MDR) tornaram-se problemas de saude publica
em todo o mundo, por consequéncia do aumento do nimero de
infeccdes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS)'. As bactérias
sao capazes de desenvolver rapidamente mecanismos que invali-
dam a aplicacdo de varios farmacos?>.

As bactérias apresentam mecanismos de resisténcia aos anti-
microbianos, tais como: alteracdao de permeabilidade da mem-
brana celular por modificagbes nos canais proteicos (porinas),
como ocorre para Pseudomonas aeruginosa; alteracdo no sitio
de ligacdo do farmaco, no caso de Staphylococcus aureus resis-
tente a meticilina (MRSA); bombas de efluxo que expulsam o far-
maco do interior da célula bacteriana, comuns na resisténcia de
Escherichia coli as tetraciclinas; e a producéo e inativacdo enzi-
matica do antimicrobiano, aplicavel a Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase (KPC) e B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) que podem ocorrer na ordem Enterobacteriales*>%7.

MRSA, por meio da aquisicdao do gene mecA, codifica uma pro-
teina adicional de ligacdo a penicilina (PBP) PBP2a, que possui
baixa afinidade por B-lactamicos e, portanto, resulta em resis-
téncia a farmacos dessa classe, com excecao, até o momento,
das cefalosporinas ceftarolina e ceftobiprole®®.

As ESBL sao um grupo de enzimas transmitidas e codificadas por
plasmideos em bactérias Gram-negativas, capazes de degradar
cefalosporinas de terceira geracdo e monobactamicos'®. Estas
enzimas podem ser inativadas por inibidores de B-lactamases
como clavulanato, sulbactam e tazobactam™.

A enzima KPC é uma carbapenemase produzida por bactérias
Gram-negativas portadoras do gene blaKPC capaz de inativar
toda a classe de beta-lactamicos incluindo os carbapenémicos.
A enzima é detectada por métodos fenotipicos e confirmada
por meio de biologia molecular'-'2, Essa carbapenemase foi pri-
meiramente descrita em 2001, em uma cepa de K. pneumoniae
isolada na Carolina do Norte™. Os primeiros relatos deste meca-
nismo de resisténcia no Brasil datam de 2009, em estudos feitos
com cepas isoladas nas cidades de Recife e do Rio de Janeiro
entre os anos de 2006 e 2008'*'4. Estes foram seguidos de muitos
outros relatos em hospitais de diferentes regides do pais®.

Conceitua-se como fendtipo critico de resisténcia, a capacidade
de um microrganismo inativar a principal classe de antimicrobia-
nos clinicamente eficaz (por exemplo, KPC e MRSA)* ™. A expres-
sdo de mecanismos de resisténcia pode induzir a resisténcia a
multiplas classes de antimicrobianos de primeira escolha no tra-
tamento de infecgdes graves. Assim, comumente, uma bactéria
que expressa fenotipos criticos de resisténcia é também MDR®®.

Nesse contexto, & importante atentar-se ao surgimento de
fenotipos criticos por meio de mecanismos de resisténcia
antimicrobiana responsaveis por inibir os efeitos dos antimi-
crobianos usados no tratamento, visto que alguns destes sao
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epidemiologicamente relevantes para o controle de infeccoes e
para a saude publica®.

Nesse interim, a partir do registro de casos de pacientes infectados
com KPC em agosto de 2015 em um servico terciario de salde em Ara-
caju, foi investigada a ocorréncia de fenotipos criticos de resisténcia
aos antimicrobianos em bactérias isoladas de culturas de vigilancia.

METODO

Tipo de estudo

Trata-se de um estudo retrospectivo, descritivo, transversal, de
abordagem quantitativa com a finalidade de observar a ocorrén-
cia de fenotipos bacterianos criticos isolados a partir de culturas
de vigilancia. A amostra de estudo constou de informacdes sobre
o microrganismo e seu perfil de resisténcia oriundos de relatorios
de controle de infeccao hospitalar advindos de arquivos de cultu-
ras de vigilancia de um servigo terciario de saude, localizado na
cidade de Aracaju, no estado de Sergipe, Brasil, entre janeiro e
dezembro de 2015. Os dados contidos foram obtidos a partir de
fichas impressas e assinadas pelo responsavel do laboratorio de
microbiologia da referida instituicao.

Foram investigados apenas casos de fenétipos bacterianos criti-
cos. As variaveis analisadas foram o tipo de amostra de fenétipos
criticos de interesse epidemiologico: MRSA, ESBL e as carbape-
nemases KPC, New Delhi Metalo-B-lactamase (NDM) e OXA-48.

Amostras

No periodo estudado, um total de 1.590 culturas de vigilan-
cia provenientes de colonizacao foi analisado. Os dados foram
adquiridos a partir da disponibilidade de resultados oriundos das
culturas de vigilancias distribuidos equitativamente entre swabs
retais, nasais e axilares coletados de pacientes em leitos de uni-
dades de tratamento intensivo (UTI), clinica, cirdrgica e enfer-
marias de urgéncia. A coleta do material foi realizada conforme
os protocolos de controle de infeccao hospitalar da instituicao.

Andlise das amostras

Ap0s a cultura para isolamento, os microrganismos foram anali-
sados por meio do equipamento VITEK® 2 bioMérieux, que pro-
move identificacdo fenotipica e realizagdo do teste de sensibi-
lidade aos antimicrobianos (TSA) por método semiquantitativo.
Foi analisado o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das
espécies identificadas para posterior realizacdo dos testes de
deteccao de fendtipos criticos de acordo com os procedimentos
padroes do laboratorio de microbiologia clinica da instituico.

Deteccao de fenétipos criticos

Apos identificacdo e analise do TSA, os microrganismos foram sub-
metidos a testes fenotipicos para confirmacdo. Para a deteccdo
do fenotipo ESBL em microrganismos Gram-negativos resistentes
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as cefalosporinas, utilizou-se o teste do disco combinado (TDC)
com discos contendo a cefalosporina isoladamente (cefotaxima,
ceftazidima e cefepima) e em combinacdo com o acido clavula-
nico'8, O fendtipo presente em MRSA foi detectado a partir do
método de disco-difusdo utilizando a cefoxitina em isolados de
S. aureus. A triagem inicial para deteccao de carbapenemases foi
realizada por meio da selecao de microrganismos resistentes aos
carbapenémicos (meropenem, imipenem e ertapenem) e poste-
rior confirmacao por métodos moleculares'” ',

Deteccao genotipica de carbapenemases

Para a confirmacao desse fenoétipo, as linhagens bacterianas
Gram-negativas resistentes aos carbapenémicos foram enca-
minhadas pelo servico a um laboratério de apoio da Funda-
cao Oswaldo Cruz (Fiocruz) no Rio de Janeiro, onde, por meio
da metodologia de reacdao em cadeia da polimerase (PCR) in
house, foram pesquisados os genes codificadores de carbapene-
mases blaKPC, blaNDM e blaOXA-48'%1%20, Foram considerados
fenotipos produtores de carbapenemase a presenca de um ou
mais genes codificadores. As bactérias que nao apresentaram
os genes pesquisados, foram consideradas como linhagens resis-
tentes aos carbapenémicos pela presenca de outros mecanis-
mos de resisténcia.

Analise dos dados

Os dados extraidos foram armazenados em planilhas do Excel©
versdo 2019. Por meio da estatistica descritiva os dados foram
apresentados utilizando de distribuicao de frequéncia relativa e
absoluta. A figura com a frequéncia das variaveis categorizadas foi
obtida utilizando os softwares GraphPad Prism®© 8 e Origin© 2018.

Aspetos éticos

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa (CEP) da Universidade Tiradentes sob o parecer numero
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3.801.168 de acordo com a Resolucao do Conselho Nacional de
Saude n° 466, de 12 de dezembro de 2012.

RESULTADOS

Das 1.590 culturas de vigilancia analisadas, 377 apresentaram
microrganismos com fenotipos criticos de resisténcia. Os swabs
retais demonstraram o maior percentual de fendtipos detec-
tados, totalizando 210 (55,70%) dos isolados, ao passo que 92
(24,40%) nos swabs axilares e 75 (19,90%) nos swabs nasais. Nao
foi possivel discriminar os locais da instituicao onde foram cole-
tados os swabs devido a falta de informacdes no banco de dados.

Em relacao ao total de amostras analisado, foram identificados
201 (12,64%) fenotipos de ESBL, 173 (11,87%) resistentes aos car-
bapenémicos e trés (0,18%) MRSA.

Atentando-se aos fenotipos criticos, é importante observar
a presenca de ESBL e a resisténcia aos carbapenémicos com
frequéncia variavel em todos os meses de analise. Todavia, o
més de dezembro registrou maior nimero destes fendtipos. Car-
bapenemases foram detectadas de agosto a dezembro, e setem-
bro foi 0 més com maior nimero de casos. MRSA foi o fenétipo
com menor nimero de registros, aparecendo somente nos meses
de marco, agosto e setembro (Figura).

Entre os fenotipos criticos identificados no presente estudo, pre-
dominaram 120 (31,83%) isolados de E. coli e 81 (21,50%) de K.
pneumoniae como produtores de ESBL, e 139 (36,87%) isolados
de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos. Todas as 34
(9,01%) Enterobacteriaceae portadoras de genes para carbape-
nemase pertenciam a espécie K. pneumoniae, onde testes mole-
culares demonstraram que 23 (67,64%) apresentaram o gene
blaKPC, oito (23,53%) apresentaram blaNDM e trés (8,82%) apre-
sentaram ambos os genes. O gene blaOXA-48 nao foi encontrado
em nenhum dos isolados bacterianos. Foram também identifica-
dos no estudo trés (0,79%) MRSA.
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Fonte: Elaborada pelos autores, 2020.

ESBL: B-lactamase de espectro estendido; RC: resisténcias aos carbapenémicos; CPM: carbapenemases; MRSA: Staphylococcus aureus resistente a meticilina.

Figura. Ocorréncia de fenotipos bacterianos criticos detectados em culturas de vigilancia no periodo de janeiro a dezembro de 2015 em um servico

terciario de salide em Aracaju-SE.
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DISCUSSAO

A ESBL foi inicialmente documentada na Europa, com poste-
rior disseminacdo a nivel mundial, estando atualmente pre-
sente também no territorio brasileiro com diversas variantes
ja detectadas?"?2. O presente estudo evidenciou o predominio
de fendtipos produtores de ESBL e corrobora com as pesquisas
ja realizadas que revelaram prevaléncia de ESBL em culturas
de vigilancia?»#2,

A relevancia clinica da ESBL esta relacionada a reducédo da
opcao terapéutica limitada aos carbapenémicos como a
classe de escolha para o tratamento de infeccoes por este
fenotipo?®?7:28, Esta enzima é codificada por genes presentes
em plasmideos, segmentos genéticos facilmente transferiveis
entre as bactérias, favorecendo a disseminacao de resisténcia
tanto no ambito hospitalar quanto na comunidade. Também
é comum o carregamento de genes conferindo resisténcia a
outras classes antimicrobianas?®?.

0O fenotipo representado pelo MRSA foi o menos evidenciado
quando comparado aos demais no periodo de estudo. Este
microrganismo é relatado como importante patogeno hospitalar,
exibindo alta viruléncia e producéo de toxinas, causando infec-
coes em tecidos moles e pele?. Pacientes que apresentam colo-
nizacao das narinas por este agente sao os principais contribuin-
tes para sua disseminacao®. As cepas de MRSA sdo resistentes
aos farmacos B-lactamicos, incluindo carbapenémicos, e elevam
a probabilidade de 6bito em até cinco vezes quando comparado
a S. aureus sensiveis a meticilina®'.

Com relacdo a resisténcia aos carbapenémicos e a producédo de
carbapenemases, esta classe de enzimas tem ganhado constante
atencéo pelo seu impacto clinico, uma vez que confere resis-
téncia a todos os agentes B-lactamicos, reduzindo as opgdes
terapéuticas e impondo grandes esforcos para seu controle e
prevencao, dificultados pela rapida transmissao de genes plasmi-
diais codificadores dessas enzimas. Maior destaque é dado para
as enzimas KPC e NDM, disseminadas mundialmente'#%°32, Pode-
-se observar neste estudo que 8,74% das amostras analisadas
apresentavam espécies resistentes aos carbapenémicos e 3,13%
apresentaram genes codificadores de carbapenemases, dado
relevante para o controle de disseminacao e infeccao hospitalar.
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Estudos epidemioldgicos que objetivaram a pesquisa de genes
codificadores de carbapenemases demonstraram predominio
do gene blaKPC*3234 e em menor escala dos genes blaNDM e
blaOXA-4837%%%. O presente trabalho coaduna com os estudos
referidos e também demonstrou o gene blaKPC como predomi-
nante e secundariamente o gene blaNDM, nao sendo evidenciada
a presenca do blaOXA-483%.

O primeiro achado de KPC no servico terciario objetivado neste
estudo ocorreu em agosto de 2015, caracterizando-se como
surto, posto que nao havia relato prévio desse fenotipo. Segundo
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria*, surto é caracteri-
zado quando ha aumento acima do esperado na ocorréncia de
casos de evento ou doenca em uma area ou entre um grupo espe-
cifico de pessoas, em determinado periodo.

Para controle e prevencao da ocorréncia e disseminacao de bac-
térias carreadoras de genes de resisténcia, medidas de controle
devem ser reforcadas e estabelecidas. Na comunidade, as pra-
ticas de sanitizacao e prevencao de doencas sao cruciais para a
diminuicdo do surgimento de infec¢ées. No ambiente hospita-
lar, faz-se necessario a aplicacdo de politicas educacionais, a
implementacao de programas de gerenciamento quanto ao uso
de antimicrobianos e o controle de infeccao hospitalar, com o
monitoramento e emissdo de relatérios sobre infeccoes hospita-
lares por fenotipos criticos de resisténcia®.

CONCLUSOES

As culturas de vigilancia objetivadas permitiram identificar
importantes fendtipos criticos de resisténcia aos antimicrobia-
nos com predominio de ESBL, frequente em servicos terciarios
de salde.

Digna de nota foi a deteccao de genes produtores de carbapene-
mases em linhagens de K. pneumoniae, haja vista esse fenotipo,
até entdo, nao ter sido relatado no servico em questao.

A aplicacédo deste modelo de estudo em outros servicos terciarios
de salde do estado de Sergipe faz-se necessaria para evidenciar
a realidade epidemioldgica quanto a pesquisa de fendtipo KPC,
ratificando a importancia da vigilancia epidemiologica.
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