UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE
ENTEROBACTERIAS RESISTENTES AOS
CARBAPENEMICOS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jaciane Baggiotto Marques

Santa Maria, RS, Brasil
2014



CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS

Jaciane Baggiotto Marques

Dissertacao de Mestrado apresentada ao Curso de Mestrado do
Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas, Area de
Concentracdo em Analises Clinicas e Toxicoldgicas, da Universidade
Federal de Santa Maria (UFSM — RS), como requisito parcial para
obtencao do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof2 Dra. Marli Matiko Anraku de Campos
Co-orientador: Prof® Dr. Roberto Christ Vianna Santos

Santa Maria, RS, Brasil
2014



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de Pos-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas

A Comissao Examinadora, abaixo assinada, aprova a Dissertacao
de Mestrado

CARACTERIZACAO MOLECULAR DE EN'I:EROBACTERIAS
RESISTENTES AOSCARBAPENEMICOS

elaborada por
Jaciane Baggiotto Marques

como requisito parcial para obtencao do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

COMISSAO EXAMINADORA:

Marli Matiko Anraku de Campos, Dra.(UFSM)
(Presidente/Orientadora)

Roberto Christ Vianna Santos, Dr.(UNIFRA)
(Co-orientador)

Sandra Trevisan Beck, Dra.(UFSM)

Alexandre Vargas Schwarzbold, Dr.(UFSM)

Santa Maria, 30 de abril de 2014.



Dedico este trabalho a minha familia pelo incentivo,

amor e dedicacao, especialmente aos meus pais que nao
mediram esfor¢os para a minha formacgéao e as pessoas que
conviveram comigo e de alguma forma acreditaram e

incentivaram gue este sonho se tornasse realidade.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por estar em meu caminho e por ter me iluminado durante
esta trajetoria.

A minha Familia que sempre se fez presente com incentivo e muito amor.

A minha mae Jacira que foi a maior incentivadora, que sempre esteve ao meu
lado, te admiro muito pela forca e garra que tens de enfrentar a vida, e por ter
batalhado muito para proporcionar o estudo que gostaria de ter tido.

Ao meu pai Paulo que considero muito como meu amigo, que amo muito, que
sempre considerei como o0 homem mais sabio que existe, pois sempre foi ele que
me amparou com seus conhecimentos.

A minha irma Paula que sempre esteve ao meu lado, me apoiando quando
necessario.

A lasmin minha sobrinha, que soube sempre me fazer sorrir nos momentos
dificeis, a tia “Tete” te ama muito, e sempre vai estar ao teu lado para te proteger.

Ao meu companheiro Marino pelo amor, carinho e paciéncia. Obrigada por ter
entrado em minha vida em um dos momentos mais dificeis, € mesmo assim soube
me incentivar e apoiar muito. Saibas que é a pessoa que quero dividir minha vida,
estando ao meu lado sempre. Eu te amo muito!

A minha orientadora, professora Dra. Marli Matiko Anraku de Campos, pela
orientacdo, amizade, paciéncia, confianca, dedicacdo e apoio dado a realizacdo
deste trabalho. Minha admiracéo e gratidao.

Ao meu co-orientador, professor Roberto Christ Vianna Santos que de alguma
forma sempre acreditou em mim, pelo apoio quando precisei, e por ter sido 0 meu
primeiro exemplo de admiracéo e paixao pela profissdo que escolhi. Muito obrigada!;

A professora Priscila por compartilhar seus conhecimentos.

Ao professor Bruno pela ajuda e disposicgéo.

A toda minha familia, tios e primos que de alguma forma torceram pelo meu
sucesso e vitoria.

A familia do meu namorado, muito obrigada pelo carinho e incentivo.

As minhas amigas de coracdo que sempre estiveram ao meu lado e de que

alguma forma nao pude estar do lado delas o tempo inteiro mas mesmo assim,



adoro vocés minhas companheiras de longa data Tanise Dalmolin, Michele Rosa,
Anelise Hundertmarck, Camila, Giana e Mariana Crauss. Saudades sempre!

Aos meus queridos companheiros de laboratoério Tanise, Vanessa A., Pauline,
Bianca, Grazi, Caren, Fallon e Vanessa que sempre se dedicaram em ajudar,
incentivar, e conviver;

A Tanise por sempre se fazer presente nos meus momentos dificeis que levo
como uma grande amiga, a Vanessa A. pela sua sabedoria e grande coracdo em
ajudar as pessoas, a Pauline pelo carinho e pelo incentivo, a Grazi e Bianca pela
ajuda com o material e sempre me dando o apoio de que precisei. Obrigada esse
trabalho tem grande participagdo de voceés!

Aos Professores do Programa de pos-graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas.

Aos funcionarios do departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
(DACT-UFSM).

A Sirlei, uma pessoa com grande coragao.

Aos funcionarios do Laboratério de Analises Clinicas do Hospital Universitario
de Santa Maria (LAC-HUSM), por cederem as amostras clinicas e dividirem o0s seus
conhecimentos com nosso laboratério;

A Universidade Federal de Santa Maria.

Ao CNPq e a CAPES pela bolsa de estudos e pelos recursos financeiros
concedido.

A todos aqueles que, de alguma forma, contribuiram para a realizacdo deste

trabalho, e ndo estdo nominalmente citados.

Muito obrigada a todos!



RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas
Universidade Federal de Santa Maria

CARACTERIZA(}AO MOLECULAR DE ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES AANTIMICROBIANOS CARBAPENEMICOS DO

HOSPITAL UNIVERSITARIO DE SANTA MARIA
AUTORA: Jaciane Baggiotto Marques
ORIENTADORA: Marli Matiko Anraku De Campos
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 30 de abril de 2014.

As enterobactérias resistentes aos carbapenémicos causam grande impacto
para a saude publica devido a seus diferentes mecanismos evolutivos de resisténcia.
Um dos principais mecanismos relatados € a producdo de carbapenemases, que
sdo enzimas que atuam hidrolisando os antibacterianos carbapenémicos como
meropenem, ertapenem e imipenem. A deteccdo dessas enzimas € um desafio
encontrado em muitos laboratérios de rotina de microbiologia clinica devido a
demora na obtenc¢do dos resultados e a utilizacdo de métodos pouco sensiveis. Este
trabalho teve como objetivo caracterizar fenotipicamentee genotipicamente isolados
clinicos de Enterobateriaceae resistentes aos carbapenémicos, provenientes de
pacientes internados no Hospital Universitario de Santa Maria-RS, no periodo de
marco a abril de 2013. Foram incluidas enterobactérias com o perfil de resisténcia
carbapenémicos (ertapenem, meropenem e imipenem), cujo teste de sensibilidade
aos antimicrobianos foi realizado por método automatizado Vitek ® 2 (BioMérieux)
e/ou por ensaio de disco difusdo, provenientes de qualquer sitio de isolamento. Os
isolados foram submetidos ao teste modificado de Hogde (MHT) e, a seguir, foi
realizada pesquisa dos genes blakpc blaspm, blawe, blayiv, blaciv, blanom € blaoxa-as,
por PCR. Dentre os isolados clinicos submetidos ao MHT, 62,5% (n=20)
apresentaram positividade, indicando a producao de carbapenemase. Ainda sobre o
total de microrganismos estudados, o teste genotipico evidenciou que o blakpc foi 0
gene mais encontrado, em 31% (n=10) das amostras, seguido de blaye em 12,5%
(n=4) amostras. Os resultados obtidos demonstram que o uso conjunto de distintas
metodologias se faz necessario para identificar a resisténcia aos carbapenémicos
produzida pelas enterobactérias, de modo a auxiliar o controle de infeccdo na
prevencao da disseminagéo desses microrganismos.

Palavras-chave: Enterobactérias; Carbapenemases; Métodos fenotipicos; Métodos
Moleculares.
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Enterobacteriaceae resistant to carbapenems cause great impact on public
health due to their different evolutionary mechanisms of resistance. The mechanism
of resistance that recently has been reported in Enterobacteriaceae is due to
production of carbapenemases. Carbapenemases are enzymes that act against
carbapenems such as meropenem, ertapenem, and imipenem. The most frequently
reported are the metallo-B-Lactamases and serin-carbapenemases, which are
classified according to their molecular structure. The detection of such enzymes is a
challenge faced in many clinical laboratories due to the delay in obtaining results and
use of not very sensitive methods. The present study aimed to characterize
genotypic and phenotypically clinical isolates of carbapenem-resistant
Enterobateriaceae, during over seven months, isolated from inpatients at the
University Hospital of Santa Maria. Results show that the modified Hodge (MHT) test
is able to identify, in most cases, the strains producing any kind of resistance.
Similarly, the search for genes - through PCR - was effective in identifying
carbapenemase enzymes such as blakpc, blalyp € blayiv. Therefore, none of these
methods alone is enough for the detection of resistance mechanisms. Therefore, the
combined use of the methods is needed to identify the resistance to carbapenems
produced by enterobacteria to prevent its spread and promote the control of
infections caused by these organisms.

Keywords: Enterobacteriaceae. Carbapenemase. Phenotypic methods. Molecular
methods.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia a antimicrobianos apresentada por enterobactérias vém
demonstrando um grande interesse por ocasionar graves problemas a saude
publica. Estes microrganismos tém se alastrado pelo mundo através surtos
pandémicos. Devido ao acumulo de diferentes mecanismos de resisténcia, estes
microrganismos exibem reduzido numero de opcdes terapéuticas, 0 que acarreta
elevada mortalidade(NORDMANN et al., 2013; BRASIL, 2013).

Dentre os mecanismos de resisténcia mais preocupantes encontrados em
enterobactérias esta a producdo de carbapenemases.Este mecanismo veio
contribuir com outros mecanismos de resisténcia ja descritos em enterobactérias,
como as [-lactamases de espectro estendido (ESBL), tornando estes
microrganismos resistentes a quase todos os antimicrobianos disponiveis (LI et al.,
2014).

Trés grandes classes de carbapenemases sdo conhecidas as metalo-3-
lactamases (IMP- imipenemase, VIM- Verona imipenemase, NDM —New Delhi
imipenemase sao as mais frequentes), as serina oxacarbapenemases (a mais
constantemente relatada sendo OXA-48) e as serina carbapenemases do tipo K.
pneumoniae carbapenemase (KPC) (BRASIL, 2013). Do ponto de vista
epidemioldgico estas enzimas sao de extrema relevancia, pois apresentam rapida e
ampla disseminagcdo. Esta propagacdo deve-se ao fato das enzimas serem
codificadas por genes localizados em elementos genéticos moéveis como plasmideos
e transposons, tornando-se umas das maiores preocupac¢des em nivel de infecgédo
hospitalar pelo seu alto poder de difusdo mundial (LUPO et al., 2013).

Dados referentes a disseminacdo de enterobactérias sdo escassos e
relacionam-se principalmente a KPC. Neste sentido, um estudo realizado no sul do
Brasil pesquisou a ocorréncia do gene blakpc em enterobactérias, onde verificou-se
a presenca destes genes nas espécies Klebsiella pneumoniae (53%), Serratia
marscescens (20%), Enterobacter cloacae (11%), Enterobacter sp (5%), Escherichia
coli e Klebsilla oxytoca (2% cada); estas foram encontradas, principalmente, na urina
e trato respiratorio (ALVES & BEHAR, 2013).
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No Brasil, desde a primeira deteccdo de KPC em 2006, esta tem se
disseminado por todo o pais, causando surtos relacionados a K. pneumoniae e
outras enterobactérias. Outras enzimas ja foram encontradas, como IMP, VIM e,
mais recentemente, NDM (PEIRANO et al., 2009; PAVEZ et al., 2009).

A busca por enterobactérias produtoras de carbapenemases tem sido um
desafio em muitos laboratoérios de andlises clinicas, onde os testes de deteccao sédo
baseados em disco difusdo e microdiluicdo em caldo utilizando carbapenémicos
(imipenem, meropenem e ertapenem). Outros métodos também sao utilizados para
fins epidemiol6gicos e para controle de infeccdes, como o teste modificado de
Hodge (MHT) (PATEL, 2009; WANG et al., 2012; LITTLE etal., 2012).

Apesar destes testes fenotipicos serem amplamente utilizados, se faz
necessaria a confirmacédo da producéo de enzimas de resisténcia a carbapenémicos
através de testes moleculares, como a reacdo de cadeia da polimerase (PCR), que
apresenta alta sensibilidade e especificidade. A deteccdo de enterobactérias
produtoras de carbapenemases € de extrema importancia para o controle de
infeccdo e prevencdo da disseminacdo destes mecanismos de resisténcia. Por
conseguinte, torna-se pertinente a implementacdo de métodos mais rapidos e
sensiveis que os métodos laboratoriais fenotipicos atuais. O controle de infeccdes
causadas por enterobactérias resistentes deve ser realizado com esforcos
multidisciplinares, incluindo medidas de detecc¢éo precoce do paciente colonizado e
tratamento adequado, com o propdsito de evitar a propagacéao da resisténcia (LUPO
et al., 2013; BRASIL, 2013).

Neste contexto, é de fundamental interesse cientifico que estudos sejam
realizados a fim de se conhecer os mecanismos moleculares e genéticos envolvidos
na resisténcia a carbapenémicos. Da mesma forma, a avaliagdo da efetividade dos
meétodos utilizados se mostra necessaria e pertinente, uma vez que a deteccao
incorreta dos mecanismos que conferem resisténcia aos antimicrobianos ocasiona
problemas terapéuticos graves em humanos. Através desses novos conhecimentos
sera possivel estabelecer estratégias capazes de controlar a disseminacdo de

microrganismos resistentes.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar fenotipicamente e molecularmente isolados clinicos da familia
Enterobateriaceae resistentes aos carbapenémicos provenientes de pacientes

internados no Hospital Universitario de Santa Maria.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 ldentificar a resisténcia a carbapenémicos através de testes fenotipicos;
2.2.2 Detectar os genes que codificam as carbapenemases;
2.2.3 Comparar a deteccao da resisténcia a carbapenémicos quando

realizada por métodos fenotipicos e genotipicos.



3 REVISAO DA LITERATURA

A familia Enterobacteriaceae é constituida por um grupo heterogéneo de
bacilos Gram-negativos. Os géneros Escherichia, Klebsiella, Proteus, Enterobacter e
Serratia sdo os mais prevalentes (ROOLINS & JOSEPH, 2000). As enterobactérias
sao consideradas os agentes mais frequentes de infeccées em humanos, tanto em
infeccdes comunitdrias como hospitalares. Além disso, esses microrganismos
apresentam tendéncia de adquirir genes de resisténcia aos antimicrobianos, por
transferéncia horizontal, facilitando a disseminacdo dos mesmos (NORDMANN &
CORNAGLIA, 2012; LUPO et al., 2013) .

Microrganismos resistentes aos antimicrobianos vém despertando grande
interesse no meio cientifico, uma vez que podem originar problemas graves para a
saude publica. A associacdo entre 0 aumento da resisténcia a antimicrobianos e a
facilidade de disseminacdo desses mecanismos de resisténcia devido a globalizacao
podem ocasionar surtos pandémicos. Além disso, o nimero reduzido de pesquisas
de novos antimicrobianos e o numero elevado de pacientes com doencas crénicas,
portanto mais suscetiveis a infec¢des, geram, por conseguinte, preocupacéao a nivel
mundial (NORDMANN et al., 2013).

A resisténcia bacteriana € um mecanismo adaptativo de preservacdo da
espécie, todavia, o uso abusivo, irracional e continuo de antimicrobianos tem
contribuido de forma preponderante para o aumento da resisténcia de varias
bactérias (CHEN et al., 2013). Um dos mecanismos de resisténcia adquiridos na
evolucdo adaptativa das bactérias foi a produgdo de p-lactamases pelas
enterobactérias, as quais incluem B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) e do
tipo AmpC (SAVARD et al., 2013; HUSSEINet al.,2009).

As ESBL foram descritas pela primeira vez na Alemanha em 1983 e nos
Estados Unidos da América (EUA) em 1988, podendo ser encontradas em
plasmideos, capazes de hidrolisar as cefalosporinas de segunda e terceira geracao
e 0 aztreonam, porém sao inibidas pelo éacido clavulanico. Com as opcdes
terapéuticas restritas, o tratamento de infec¢cbes provocadas por enterobactérias

produtoras de ESBL passou a ser realizado com a utilizagdo de carbapenémicos,
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por estes apresentarem o0s melhores desfechos clinicos (HUSSEIN et
al.,2009;SAVARD et al, 2013).

A utilizacdo difundida de carbapenémicos, juntamente com outros
mecanismos de resisténcia — como modificagcdo na permeabilidade da membrana
externa, sistemas de efluxo associados a hiperproducédo de B-lactamases do tipo
AmpC ou ESBLs e producdo de [B-lactamases que hidrolisam carbapenémicos
(carbapenemases) — levou a menor suscetibilidade das enterobactérias a esta
classe de medicamentos, sendo estas, conhecidas e denominadas como
Enterobactérias Resistentes a Carbapenémicos (CRE). Devido a isso, a
disseminacgdo desses microrganismos tem causado um grande namero de surtos de
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), assim como, tem ocasionado
diversas mortes. Ademais, os gastos hospitalares atribuidos a infec¢cdes causadas
pelas CRE séo elevados em comparagdo a microrganismos nao resistentes. Neste
sentido, um estudo realizado nos EUA, comprovou que para bactérias resistentes
carbapenémicos, os custos oneraram cerca de 34 bilhées de délares enquanto que
para as ndo resistentes os gastos foram de $ 21 bilhdes (NORDMANN, 2013; DUIN
et al., 2013).

Em 1980, Ambler propds a classificagdo molecular das carbapenemases
levando-se em considerac@o as caracteristicas funcionais de cada microrganismo,
assim como a sequéncia de aminoacidos presentes. A classificacdo se subdivide em
classes A, B, C e D, sendo que as enzimas das classes A, C e D apresentam em
seu sitio ativo uma serina e as da classe B, sdo compostas por metalo-enzimas, que
possuem zinco como cofator enzimatico, facilitando a hidrdlise a B-lactamicos.
(NORDMANN, 2013; KRUSE et al., 2013; DUIN et al., 2013; LI et al, 2014).

A classificacdo mais recente das carbapenemases surgiu em 2009,
denominada classificacdo funcional proposta por Bush & Jacoby. Esta classificacao
leva em consideracdo a classe de Ambler, porém é subdividida em subgrupos
funcionais que independem da estrutura da enzima (tabela 1). Esta nova
denominacédo elucida melhor as propriedades laboratoriais especificas observadas
no perfil de resisténcia de cada isolado. A classificacdo de Bush & Jacoby acarreta
em um aumento da classe de B-lactamases, ja que leva em consideracdo a
capacidade de inibicdo exercida pelo &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam
frente as p-lactamases. As carbapenemases, nesta nova classificagdo, sé&o
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encontradas nas classes moleculares A, B e D e principalmente nos subgrupos 2df,
2f e 3a/b (QUEENAN e BUSH, 2007; BUSH & JACOBY, 2009).

Classe b Inibidos por
molecular Subgrupos
segundo de acordo Tipo de
Ambler com Bush- resisténcia AC ou EDTA Caracteristicas Enzimas
(1980) Jacoby TZB
(2009)
Alta hidrélise a
A 2f Carbapenemase + _ carbapenémicos KPC
Hidrolise de
espectro
e e
B (B1) 3a Carbapenemase - + A VIM e
carbapenémicos,
~ NDM
mas nao
monobactamicos
Hidrolise de
D 2df Carbapenemase + - cloxacilina ou OXA-48

carbapenémicos

Tabela 1: Classificacdo das enzimas carbapenemases de acordo com Ambler e
Bush-Jacoby. Adaptado de Bush & Jacoby (2009).

AC: Acido Clavulanico TZB: Tazobactam

3.1 Serina-carbapenemases

3.1.1 Classe A

S&o representantes desta familia, a NMC-A/IMI (Imipenem-hydrolyzing B-
lactamase/Not metalloenzyme carbapenemase-A), SME (Serratia marcenscens
enzyme), GES (Guiana-extended spectrum) e KPC (K. pneumoniae
carbapenemase). Encontram-se na classe A de Ambler e pertencem ao grupo
funcional 2f segundo Bush & Jacoby (2009) (QUEENAN & BUSH, 2007; BUSH &
JACOBY, 2009).

As enzimas NMC-A, IMlI e SME conferem perfil de resisténcia aos
carbapenémicos, penicilinas e aztreonam, mas apresentam sensibilidadeas

cefolosporinas de espectro estendido. A producédo de SME se restringe a isolados de
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S. marcescens em diferentes localiza¢cdes geograficas, enquanto que IMlI e NMC-A
tem sido isoladas em Enterobacter cloacae nos EUA, Franca e Argentina
(POTTUMARTHY et al., 2003; RADICE et al., 2004; QUEENAN et al., 2006).

Estas enzimas sdo cromossomais e podem ser induzidas pelo uso de
imipenem e cefoxitina. IMI, NMC-A e SME, por estarem nesta localizacdo, ndo estéo
associadas a elementos moveis, justificando melhor o fato de ndo serem
amplamente disseminadas. Apesar disso, 0 gene blay. foi localizado em
plasmideos de Enterobacter asburiae nos Estados Unidos e em isolados de E.
cloacae na China. A diferenciacdo entre elas baseia-se no perfil hidrolitico, onde IMI
e NMC-A sdo inibidas pelo acido clavulanico, caracteristica que ndo € compartilhada
pelas SME (QUEENAN & BUSH, 2007).

As enzimas GES sdo predominantemente encontradas em Pseudomonas
aeruginosa, mas também muito frequentes em enterobactérias. Foi relatada pela
primeira vez em K. pneumoniae nha Franca, porém, tem sido identificada
mundialmente com relatos de casos na Grécia, Franca, Portugal e Brasil. Nove
variantes de GES ja foram descritas e varias apresentam capacidade de hidrolisar
imipenem. GES estd localizada como cassetes em integrons podendo ser
carregadas por plasmideos. Integrons sao elementos genéticos com um ou mais
cassetes de genes, que usualmente podem carrear genes de resisténcia
antimicrobiana (POIREL & NORDMANN, 2002; DUARTE et al., 2003; POIREL et al
2005; PASTERNAN, et al 2005; RYOO et al., 2005; PATEL, 2009).

Encontram-se também nesta classificacdo, as enzimas do tipo KPC, que se
diferenciam das demais enzimas por serem inibidas pelo acido clavulanico. Isto
ocorre devido a diferenca de afinidade da enzima em relacdo aos antimicrobianos.
Normalmente sdo capazes de hidrolisar carbapenémicos e todos os B-lactamicos,
incluindo penicilinas, cefolosporinas e aztreonam. Imipenem, meropenem,
ertapenem, ceftazidima e aztreonam sao hidrolisados com uma eficiéncia um pouco
menor do que penicilinas e cefolosporinas de espectro limitado, conferindo a estas
enzimas o perfil de espectro estendido (BRADFORD, 2004; NORDMANN et al.,
2009).

Falhas na deteccdo de KPC tem sido bastante relatadas, pois estas enzimas
podem equivocadamente ser confundidas com ESBLs. Isso acontece por
compartilharem do mesmo mecanismo de hidrélise de cefolosporinas de espectro

estendido, porém se diferenciam pela hidrélise de carbapenémicos. A inibicdo pelo
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acido clavulanico foi demonstrada pela baixa nos valores de concentragéo inibitoria
minima (CIM) apo6s sua adi¢cdo (YIGIT et al., 2001; QUEENAN & BUSH, 2007;
NORDMANN et al., 2009; LEAO et al., 2010).

A KPC foi relatada primeiramente na Carolina do Norte, em 1996, cujo gene
foi localizado em plasmideo, recebendo a denominacéo blakpc. O gene blakpc esta
diretamente ligado ao transposon (tn4401), facilitando sua disseminagédo. Os
plasmideos sdo segmentos de DNA que podem ser transferidos para outras
bactérias, inclusive para diferentes espécies, contribuindo assim para o aumento e
propagacdo da resisténcia. Apos a descoberta dessa betalactamase mediada por
plasmideo, denominada KPC-1, seguiram-se diversos relatos de outra
carbapenemase, denominada KPC-2, que variava em apenas um aminoacido.
Depois de alguns anos, blakpc.1 foi sequenciado novamente, revelando a perfeita
similaridade com blakpc., (NORDMANN et al., 2009; NORDMANN, 2013; SAVARD
et al., 2013).

Atualmente, estdo descritas 19 variantes de KPC, de KPC-2 até KPC-20,
usualmente encontradas em enterobactérias (http://www.lahey.org/studies/other.
asp), exceto KPC-5 que foi descrita em P. aeruginosa. Apdés seu surgimento, foram
relatados varios surtos de enterobactérias resistentes a carbapenémicos em
diversos paises. Entre os anos de 2006 e 2010 a prevaléncia de KPC passou de
1,3% para 15,2% na lItalia e de 0,0% para 5,5% na Hungria. Outros paises também
reportam casos de KPC em Klebsiella pnemoniae, como a Franca, Reino Unido,
Italia, Suica, Noruega, Canada, Colémbia, China e Brasil. O gene blakpc Se tornou
responsavel por alguns surtos em Nova York e tem sido isolado em 42 estados nos
EUA (NORDMAN, et al., 2013;SAVARD et al, 2013).

No Brasil, KPC foi encontrada primeiramente em Recife, em 2006, abrigando
consigo outros genes de resisténcia. Apoés um més da KPC-2 ter sido detectada em
Recife, foi descrita também em seis isolados clinicos de hospitais do Rio de Janeiro.
Ha evidencias que a KPC-2 produzida por K. pneumoniae tenha emergido no Brasil
no ano de 2005. Em estudos seguintes foram identificados 32 isolados de
enterobactérias resistentes a carbapenémicos em 8 centros de saude, sendo
relatada a presencga, nesses microrganismos, dos genes blap, blayu (MBLS) e
blakpc (PAVEZ et al., 2009; ROSSI, 2011).

Normalmente as enterobactérias produtoras de KPC encontram-se

associadas a surtos de infec¢cdes hospitalares. Este fato leva a um agravamento ou
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a piora do quadro clinico dos pacientes hospitalizados com doengas graves, em uso
de dispositivos invasivos e amplamente expostos a antimicrobianos. A piora do
quadro clinico esta associada a longos periodos de hospitalizacédo, juntamente com
o aumento da mortalidade e morbidade. Esses isolados podem colonizar trato
urinério, intestinal e respiratério. No entanto, as infec¢cdes da corrente sanguinea
estdo associadas com os valores mais elevados de mortalidade causados pela KPC,
particularmente em pacientes imunocomprometidos. Deste modo, demonstra-se a
importancia da rapida identificacdo de pacientes portadores de enterobactérias que
contém a enzima KPC, bem como o isolamento destes (PEIRANO et al., 2009;
NORDMANN et al., 2009; MUNOZ-PRICE & QUINNE, 2013).

3.1.2 Classe D

As Oxacilinases (OXA) sado B-lactamases classificadas molecularmente na
classe D de Ambler e nos subgrupos 2d, 2de e 2df (BUSH & JACOBY, 2010). O sub-
grupo 2d inclui bactérias que sdo capazes de hidrolisar oxacilina e cloxacilina,
apresentando baixa inibicdo pelo acido clavulanico e EDTA, porém sao inibidas por
NaCl. O subgrupo 2de inclui enzimas capazes de hidrolisar cloxacilina ou oxacilina,
com espectro estendido a oxi-imino-betalactamicos, porém ndo hidrolisam
carbapenems. O subgrupo 2df compreende as enzimas OXA que hidrolisam
carbapenémicos. Ocorrem mais frequentemente em isolados de Acinetobacter
baumannii, onde tem localizacdo cromossomal, embora as enzimas OXA-23 e OXA-
48 tenham sido relatadas associadas a plasmideos em enterobactérias.

A primeira OXA, descrita em 1993, hidrolisava bem as penicilinas, mas nao o
imipenem. Desde entdo, um grande numero de surtos tém sido reportados no Brasil,
Coréia, Taiti, Espanha e Portugal (QUEENAN & BUSH 2007; BUSH & JACOBY,
2010).

A enzima OXA-48, pertencente ao subgrupo 2df, possui a capacidade de
hidrolisar os carbapenémicos como imipenem e meropenem, sendo este Ultimo
hidrolisado mais fortemente. Esta enzima pode apresentar localizagéo plasmideal de
enterobactérias e possui a habilidade de hidrolisar cerca de 40 a 50% mais
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rapidamente as benzilpenicilinas ou oxacilinas do que os carbapenémicos e nao
respondem a inibigcdo por acido clavulanico (RAMUSSEN & H@IBY, et al., 2006).

A OXA-48 tem sido detectada em microrganismos ambientais, sendo
geralmente encontrada em conjunto com outros genes de resisténcia. Na Turquia,
esta enzima foi detectada em isolados clinicos de K. pneumoniae, contudo, OXA-48
ainda nado foi identificada no Brasii (MACGOWAN & MACNAUGHTON, 2013;
NORDMANN et al., 2013; BRASIL, 2013).

3.2 Metalo-B-lactamases

As metalo-B-lactamases representam a classe molecular B de Ambler, de
acordo com sua estrutura sdo subdivididas em B1, B2 e B3; ja a classificacdo
funcional de Bush & Jacoby subdivide essas enzimas nos grupos 3a e 3b. O
subgrupo 3a compreende as metalo B-lactamases mais encontradas, denominadas
IMP e VIM, que aparecem frequentemente em enterobactérias. Estdo na classe
molecular B1 de espectro estendido, sendo observadas pela hidrélise de penicilinas,
cefolosporinas e carbapenémicos; apresentam baixa afinidade ou capacidade de
hidrolise dos monobactamicos (BUSH & JACOBY, 2009).

Essas enzimas sdo diferenciadas pela sua estrutura, pois requerem zinco
para sua atividade. Algumas destas enzimas sdo capazes de hidrolisar
carbapenémicos e tem baixa afinidade para hidrolisarem monobactamicos. Ndo sao
inibidas por &cido clavulanico ou tazobactam, mas s&o inibidas por acido
etilenodiaminotetracético (EDTA). Os primeiros microrganismos a apresentar esses
genes de resisténcia foram microrganismos ambientais oportunistas (RICCIO et al.,
2000; MARCHIARO et al., 2008).

As metalo enzimas incluem VIM (Verona imipenemase), IMP (imipenemase),
GIM (Germany imipenemase), SPM (S&o Paulo imipenemase) e a NDM (New Delhi
imipenemase) e todas sao carreadas por plasmideos, sendo entdo, de facil
transmissdo. A enzima IMP foi encontrada pela primeira vez na Europa em A.
baumannii, se propagando para paises como EUA e Australia. A enzima VIM foi
isolada inicialmente na Italia, em 1997, em P. aeruginosa. A SPM foi descoberta em

Sdo Paulo, em isolados clinicos de P. aeruginosa, em multiplos hospitais,
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ocasionando surtos com dados de alta mortalidade. A GIM foi primeiramente isolada
na Alemanha, em 2002. Desde a descoberta de GIM e SPM, elas ndo tém se
propagado fora de seu pais de origem. VIM e IMP continuam sendo detectadas por
todo o mundo, com tendéncia a se moverem entre Pseudomonas e enterobactérias
(QUEENAN & BUSH, 2007).

A enzima IMP é mais encontrada no Japao, sendo a primeira reportada na
China, em 2006. Na Italia tem sido quase que continua a deteccdo de isolados
contendo os genes VIM e IMP. Nos Estados Unidos, em 2001, tanto VIM quanto IMP
foram reportadas,inclusive com relato de um surto clonal em 17 pacientes. Em 2004,
0 mesmo ocorreu no Canada e na Australia (WALSH, 2005).

As enzimas IMP sao diferenciadas de acordo com a variagcdo de aminoacidos
em sua estrutura, sendo divididas em 3 grupos. O primeiro grupo inclui IMP1, IMP-3
até IMP-7 com 90-99% de sua cadeia de aminoacidos idénticos. O segundo grupo
esta representado pelas enzimas IMP-2 e IMP-8, que se diferenciam em somente
dois aminoacidos. Entre o primeiro e o segundo grupo existe uma diferenca de 84%
a 88% na cadeia de aminoacidos. A IMP-9 é a Unica representante do terceiro grupo
que tem em torno de 87 a 86% de aminoacidos idénticos a IMP-1 e IMP-2
(NORDMANN & POIREL, 2002).

A enzima IMP-3 foi descrita no Japéao diferenciando-se de IMP-1 em apenas
dois aminoacidos. A capacidade hidrolitica de IMP-3 ndo apresenta grande
significAncia, pois sua atividade é muito reduzida frente as benzilpenicilinas,
ampicilinas, ceftazidima e imipenem. Desta forma, se sugere que IMP-3 seja a
progenitora de IMP-1. Em 1997, foi isolada na Italia uma variante de IMP-1 a IMP-2
em A. baumannii. A enzima IMP-2 diferencia-se das outras enzimas pela hidrdlise de
penicilinas, carbenicilina, cefaloridina e meropenem. Entre 1994 e 1998 foi descrita a
variante IMP-4, recuperada de amostras sanguineas em Hong Kong. Este isolado
apresentou resisténcia a muitos B-lactamicos, incluindo o imipenem. Dados da
literatura demonstram que estas variantes de IMP-1 a IMP-9 ja foram descritas em
microrganismos diferentes e em varios paises (RICCIO et al., 2000; IYOBE et al.,
2000; POIREL & NORDMANN, 2002).

Assim como IMP, VIM também apresenta variacdes. Apos o relato de VIM-1,
foi descrita VIM-2 no sul da Franca, em isolados de P. aeruginosa. Porém, estes
apresentavam um perfil hidrolitico de amplo espectro, mas ainda suscetivel a

aztreonam. VIM-1 e VIM-2 compreendem 90% de seus aminoacidos iguais, sua
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diferengca pode ser funcionalmente relevante ja que seus perfis de hidrolise sédo
similares a muitos B-lactamicos. A variante VIM-3 foi descrita em Taiwan em P.
aeruginosa, com variagcdo de apenas dois aminoacidos em relacdo a VIM-2. Os
relatos destas enzimas fora de seus paises de origem suportam a idéia de
propagacédo mundial de carbapenemases (POIREL & NORDMANN, 2002;).

A Ultima metalobetalactamase descrita foi a NDM, relatada inicialmente na
india em K. pneumoniae, isolada na Urina. Usualmente s&o resistentes a todos os
antimicrobianos exceto tigeciclina e colistina. Foram isoladas também no Paquistao
e Reino Unido em varias espécies de Gram negativas. Esta enzima tem sido
reportada em paises como Gram Bretanha, Canadéa, Africa do sul, Quénia, Arabia
Saudita, Malasia, Australia, entre outros. Somente nos EUA ja foram relatados 13
casos, todos envolvendo a hospitalizacdo do paciente (SHOMA et al.,, 2013,
NORDMANN, 2013;SAVARD et al., 2013)

Na América do Sul, as enzimas mais encontradas sdo SPM e VIM, na
Argentina, Chile, Venezuela e na Colémbia. SPM foi detectada na Europa
proveniente de um paciente que esteve sob cuidados médicos no Brasil, mostrando
assim, que sua propagacao tem sido reportada somente em seu pais de origem e
em paises vizinhos. Alguns casos de K. pneumoniae produtoras de metalo-3-
lactamase IMP-1 foram reportados no Brasil. Em 2013, pela primeira vez, a NDM foi
descrita em nosso pais. Foi detectado um caso de NDM-1 no estado do Rio Grande
do Sul, na cidade de Porto Alegre, em isolados de Providencia rettgeri e
Enterobacter cloacae (ROSSI, 2011; BRASIL, 2013; CARVALHO-ASSEF et al.,
2013).

3.3 Deteccao laboratorial

A deteccdo de enterobactérias produtoras de carbapenemases é considerada
um desafio nos laboratorios de rotina, devido a esses microrganismos expressarem
resisténcia heterogénea aos [(-lactamicos e apresentarem resisténcia variavel aos
diferentes carbapenémicos. Os pontos de corte ou CIM sao estabelecidos por
manuais publicados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), que sao
adotados no Brasil (SAVARD et al., 2013).
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A técnica mais utilizada para determinacdo de suscetibilidade aos
antimicrobianos em laboratérios de rotina é o ensaio de disco difusdo. Para deteccéo
da producdo de carbapenemases utiliza-se discos impregnados com ertapenem,
pois essa droga tem demonstrado ser o indicador mais sensivel (NORDMANN et al.,
2009). Porém, essa metodologia possui baixa especificidade quando outros
mecanismos estdo envolvidos, como por exemplo, a perda de porinas, efluxo e
super-expressao de ESBL ou AmpC (SAVARD et al., 2013). Apesar da escassez de
estudos comparando a sensibilidade dos diferentes testes de suscetibilidade, alguns
trabalhos comprovam elevada sensibilidade de testes de triagem baseados em CIM
em relacdo aos testes de disco-difusdo ou de gradiente de concentracdo (E-test)
(QUEENAN & BUSH, 2007; KRUSE et al., 2013).

Anteriormente a 2010, o CLSI recomendava o MHT como teste para
confirmacédo de suspeitas de CRE. Nesse teste utiliza-se uma cepa sensivel de E.
coli ATCC 25922 e um disco de meropenem ou ertapenem. As placas sao
examinadas pela auséncia ou presenca de crescimento da cepa E. coli, com zona
de inibicdo na insercdo com o isolado testado, confirmando a producdo de
carbapenemase. Uma das limitacdes da técnica € que no maximo quatro isolados
podem ser testados em uma mesma placa. Esse teste € relativamente barato e de
facil execugéo na auséncia de métodos mais sofisticados. Outras limitagdes incluem:
o fato de que nado se pode diferenciar os mecanismos de resisténcia; o tempo para
realizacdo do teste é relativamente longo; e sua interpretacdo pode necessitar de
experiéncia técnica para diferenciar em cepas que apresentam resisténcia ou nao
(KRUSE et al., 2013).

O método modificado de Hodge vem apresentando falta de especificidade
para a deteccdo de enzimas como NDM e VIM. Savard et al. (2013) cita a baixa
sensibilidade (em torno de 50%) do teste de Hodge para deteccdo de NDM. Desse
modo, outros metodos tem sido recomendados para a confirmacdo da producao de
carbapenemases, como testes de inibicdo através de discos como acido fenil-
borbnico e EDTA. Sendo utilizado como método de confirmacdo para KPC, o acido
fenil-borénico apresenta sensibilidade de 100% e especificidade de 98-100%.0
EDTA tem sido empregado, com bons resultados,para a identificacdo de metalo-B-
lactamases (KRUSE et al., 2013).

O CLSI, em 2010, estabeleceu novos pontos de corte para deteccao de

resisténcia aos carbapenémicos. O ponto de corte para resisténcia ao ertapenem foi
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alterado de 28ug/mL para 21pg/mL; imipenem de =16ug/mL para 24ug/mL; e
meropenem de 216ug/mL para 24pg/mL.

De acordo com os novos critérios estabelecidos pelo CLSI, o teste de
confirmacédo pelo MHT ja ndo se faz necessario para rotina de identificacdo de
enterobactérias resistentes a carbapenémicos. O teste é recomendado somente com
finalidade epidemiolégica para o controle de infeccdo. A fim de se obter resultados
mais concisos e especificos, a técnica de PCR é recomendada como padréo ouro na
identificacdo de isolados produtores de carbapenemases. Além disso, a deteccéo
adequada dos genes que codificam essas enzimas torna-se essencial para que
sejam propostas medidas de controle de infeccdo, bem como seja estabelecida a
melhor escolha de terapia antimicrobiana (WANG et al., 2012; LITTLE et al., 2012.

A deteccao da resisténcia a antimicrobianos requer uma aten¢do maior devido
a urgéncia no diagndéstico, em particular, da presenca dos genes de resisténcia
blanpm, blakpc € blaoxa. O ideal seria que a investigacdo desses genes fosse
realizada por métodos de facil implementacdo e manuseio. O método deve ter a
capacidade de identificar variantes fenotipicas de resisténcia, ou seja, um método
rapido, preciso (sensivel e especifico) e versatil, que possa ser implementado e
evoluir de acordo com a resisténcia apresentada por estes microrganismos frente ao
uso de antimicrobianos (WALSH, 2010; BUSH et al.,, 2013; HAMPRECHT et al.,
2013).

Os testes moleculares tém sido muito utilizados na identificacdo de
carbapenemases, baseando-se na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
apresentando alta especificidade para a confirmacdo de CRE. Esses testes sao
considerados o0 padrao ouro para a especificagdo e identificacdo de
carbapenemases, mesmo existindo diversos outros testes comerciais para
identificacdo de CRE (KRUSE et al., 2013).

A PCR é muito utilizada em estudos epidemioldgicos para a verificacdo de
resisténcia aos antimicrobianos. E a técnica mais rapida para identificar
carbapenemases, podendo identificar grupos e sub-grupos em pouco tempo. Seu
principio comeca pela amplificacdo de genes alvo. E um método muito utilizado na
investigacao da propagacao de genes clonais em surtos (LUPO et al., 2013).

A PCR multiplex permite a amplificacdo de diferentes alvos genéticos em uma
mesma reacdo. O seu desenvolvimento requer algumas exigéncias: a) alta

especificidade dos primers; b) auséncia de anelamento entre os primers; c)
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condicOes de temperatura de reacédo idénticas para todos os primers; d) tamanhos
de amplicons que permitam a diferenciacéo direta dos mesmos (MARKOULATOS et
al., 2002).

Uma vez demonstrada a importancia epidemiolégica das CRE e as
dificuldades encontradas nos laboratérios clinicos para diferenciacdo dos
mecanismos de resisténcia por métodos fenotipicos, evidencia-se a importancia da
utilizacao dos testes moleculares para deteccédo dos genes de resisténcia.

A identificacdo molecular desses genes € uma ferramenta essencial para a
melhor compreenséo da epidemiologia das CRE. Tais dados poderao ser de grande
valia para auxiliar a prevengéo e controle de infecgdo, colaborando para otimizagao
da mobilizacdo de esforcos e recursos humanos e materiais, contribuindo para a

exceléncia dos servicos no Hospital Universitario de Santa Maria.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Isolados Clinicos

Os isolados clinicos de CRE sao provenientes do Laboratdrio de Analises
Clinicas (LAC) do Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), coletados no
periodo de junho a dezembro de 2013. Foram analisadas 32 amostras de culturas
positivas advindas de qualquer sitio de infeccéo, identificadas por meio de método
automatizado Vitek ® 2 (BioMérieux) e/ou por ensaio de disco difusdo. Para a
realizacdo dos experimentos foi incluida apenas a primeira cultura positiva de
pacientes que possuiam mais de uma amostra positiva para CRE.

As culturas foram transportadas para o Laboratério de Micobacteriologia do
Departamento de Analises Clinicas da UFSM (DACT-UFSM), para realizacdo do
MHT e PCR para deteccdo de carbapenemases. As bactérias foram armazenadas a
-80°C em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com glicerol para

futuros processamentos.

4.2 Teste Modificado de Hodge (MHT)

O MHT foi realizado conforme descrito pelo CLSI (2013). O teste foi
conduzido utilizando-se discos de ertapenem (10 pug) ou meropenem (10 pg), a cepa
padrao E.coli (ATCC 25922) e a cepa K. pneumoniae, utilizada como controle
positivo. Esta ultima, foi gentiimente cedida pela Profa. Dra. Ana Sara Levin, do
Laboratério de Investigacdo Meédica (LIM54) — Laboratério de Bacteriologia —
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

O in6culo da cepa E. coli, correspondente a escala 0,5 de McFarland -
preparado por meio de suspensdao direta da coldnia e diluido na proporcéo 1:10 - foi
semeado em placa de agar Mueller-Hinton. Apés a semeadura, um disco de

ertapenem ou meropenem foi adicionado no centro da placa.



31

Com auxilio de uma alga de platina, o controle positivo e as amostras foram
estriados da borda do disco de B-lactamico até a periferia da placa, tendo-se o
cuidado de néo tocar o disco. Apos incubacao a temperatura de 35+£2°C, por 16 a 20
horas, observou-se o crescimento da E. coli no halo de inibicdo do B-lactamico e
avaliou-se a ocorréncia da distorcdo do halo de inibicho das amostras testadas

conforme exibido na figura 1.

j £ coli (ATCC 25922)

Inibicdo da cepa E. coli pelo
disco de B-lactamico

A carbapenemase produzida
pela K. pneumoniae
produtora de KPC inativa o
disco de B-lactamico
favorecendo o crescimento
da E. coli (ATCC 25922)
dentro do halo de inibicao.

Figura 1: Representacdo do MHT (Adaptado de CLSI, 2013.)

4.3 Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) para deteccao dos genes
codificadores de carbapenemases

A extracdo de DNA foi realizada por meio da técnica de fervura descrita por
Woodford & Johnson, 1998. Em um microtubo de centrifuga, foram adicionados
100uL de tampéo Tris-EDTA (TE) e uma alcada de bactéria proveniente de cultura
previamente semeada em placa contendo agar Mueller Hinton. A suspensao foi
aguecida a 100°C por 10 minutos. Em seguida, 900 pl de agua ultra pura estéril
foram adicionados e, posteriormente, centrifugados a 13.000 rpm por 10 minutos.

Todos os isolados de enterobactérias com perfil de resisténcia a
carbapenémicos foram submetidos a PCR para a investigacdo dos seguintes genes

gue codificam carbapenemases: blakpc, blaoxa-4s, blanpm, blaspm, blawe, blayiv €
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blagiy. Para as PCRs foram utilizados os pares de iniciadores demonstrados nas
tabelas 2 e 3. A identificacdo dos genes blakpc, blaoxa-4s € blanpm foi realizada pela
técnica de PCR e para a deteccéo dos genes blaspy, blae, blayiy € blagm utilizou-
se PCR multiplex. Em ambas as reac¢des utilizou-se o kit LGC Biotecnologia PCR 2x
As cepas utilizadas como controle positivo para as reagdes foram cedidas pela
Profa. Dra. Anna Sara Levin, provenientes da colecdo de cultura do LIM54/FMUSP.

Tabela 2: Iniciadores para identificacdo das serina-carbapenemases.

Tamanho de

Gene Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores 5’-3’ Amplicon PB Referéncia
blakpc.r TCGCTAAACTCGAACAGG 795 pb Lomaestro et
blakpc.r TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC al. 2006

blaoxa.as-F GCGTGGTTAAGGATGAACAC Poirel et al.,
438 pb 2011
blaoxa.asr CATCAAGTTCAACCCAACCG
Tabela 3: Iniciadores para identificacdo das Metalo-B-Lactamases.
Gene Sequéncia de oligonucleotideos iniciadores 5’-3’ ;ama}nho de Referéncia
mplicon pb
blanpmir GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 621 pb Nordmann et
blanpmir CGGAATGGCTCATCACGATC al., 2010
blagpmir CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 798 Mendes et.
blagpmir CCTTTTCCGCGACCTTGATC al., 2007
blaypar GAATAG(A/G)(AIG)TGGCTTAA(C/T)TCTC 188 Mendes et.
blaypir CCAAAC(CIT)ACTA(G/C)GTTATC al., 2007
blayimie GTTTGGTCGCATATCGCAAC 382 Mendes et.
blayivir AATGCGAGCACCAGGATAG al., 2007
blagimir TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 7 Mendes et.
blagimir CGGAACGACCATTTGAATGG al., 2007

As condicbes das reacdes para deteccdo dos diferentes genes foram
realizadas de acordo com o0s protocolos previamente publicados, conforme as
referéncias citadas nas tabelas 1 e 2, com algumas modificacbes, a saber. As
condicbes de PCR para a deteccdo dos genes blakpc, blapxa-4s, blanpm € demais
metalo-betalactamases ocorreram nos seguintes parametros: desnaturacao a 94 °C

por 5 minutos, 35 ciclos a 94°C por 5 minutos, anelamento a 58°C por 30 segundos
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e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguidos de um extenséo final a 72°C por 10
minutos.

Os produtos de PCR foram adicionados de GelRed™

(Biotium) e gel loading
buffer 6x e foram submetidos a eletroforese em de gel de agarose 1,5% (p/v)
110V/cm. Os geéis foram visualizados sob transiluminacdo UV (Roefer MacroVue
UV20) e fotografadas com auxilio do equipamento Loccus Biotecnologia LPix® e
software L-Pix Image ST®.

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) sob parecer CAAE (Certificado de

Apresentacdo para Apreciacdo Etica) nimero 27094514.7000-5346.



5 RESULTADOS

Durante o periodo de estudo foram avaliados 32 isolados que apresentaram
resisténcia a carbapenémicos (apéndice B). A partir da andlise dos prontuarios dos
pacientes pode-se associar as espécies de enterobactérias e seus respectivos sitios
de isolamento. Dentre essas, a espécie mais frequente, K. pneumoniae, foi mais
isolada de fezes e urina e K. oxytoca, em sangue, secrecao tragueal e escarro.

Estes dados estao exibidos na figura 2.
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Figura 2: Distribuicdo das espécies de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, isoladas no
periodo de junho a dezembro de 2013, nos diferentes sitios de isolamento, de pacientes internados
no HUSM.

Todos os isolados foram analisados por testes fenotipicos e genotipicos para
a deteccdo de resisténcia. Inicialmente foram submetidos ao MHT e depois ao teste
genotipico. Foram pesquisados sete genes responsaveis pela resisténcia a
carbapenémicos (blakpc blaspm, blawp, blayiv, blagiv, blanom € blaoxa-4s).

Os dados sobre a resisténcia a ertapenem, imipenem e meropenem de cada
isolado clinico foram associados com os resultados obtidos no MHT e com a
presenca do gene blakpc. Estas informacgdes estdo expostas na tabela 4, onde foram

observados 12 diferentes perfis de resisténcia.



Tabela 4: Perfis dos isolados de acordo teste de sensibilidade aos carbapenémicos, MHT e gene blakpc.
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ERTR ERTR ERTR ERTR ERTR ERT S ERTS
ESPECIE IMI R IMI' S IMI' S IMI NT IMI NT IMIR IMI' S TOTAL
MER R MER R MER S MER R MER S MER R MER R
MHT (-) | MHT (-) | MHT + MHT + | MHT (-) [ MHT + | MHT (-) | MHT + MHT + | MHT (-) | MHT + MHT +
blakpc blakpc blakpc blakpc blakpc blakpc blagpc blakpc blakpc blakpc blakpc blakpc
) + ) + ) ) ) ) + ) + )
Enterobacter
1 1 2
aerogenes
Enterobacter cloacae 3 1 4
Escherichia coli 1 1
Klebsiella oxytoca 1 1 1 3 1 7
Klebsiella
_ 4 4 4 1 2 1 1 1 18
pneumoniae
TOTAL 6 1 5 7 1 4 3 1 1 1 1 1 32

(ERT R): resistente ao ertapenem; (ERT S): sensivel ao ertapenem; (IMI R): resistente ao imipenem; (IMI S): sensivel ao imipenem; (MER R): resistente ao
meropenem; (MER S): sensivel ao meropenem.
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Dentre os isolados submetidos ao MHT, 62,5% (n=20) apresentaram
positividade, indicando possivel producdo de carbapenemase (apéndice C). Ainda
sobre o total de microrganismos estudados, os testes genotipicos evidenciaram que
blakpc foi 0 gene mais encontrado, em 31% (n=10) das amostras, seguido de blayp
em 12,5% (n=4) amostras (apéndices B e D). Os dados obtidos da associagéo entre
os resultados do MHT e a pesquisa dos genes de resisténcia blakpc € blayp estdo

demonstrados na tabela 5.

Tabela 5: Associacdo do MHT a presenca dos genes blakpc €  blajve.

MHT bIaKpclb|a|Mp bIaKpC POSITIVO Total
NEGATIVOS blaye NEGATIVO  blaye POSITIVO
Negativo 11 0 1 12
Positivo 11 6 3 20

Total 22 6 4 32




6 DISCUSSAO

Este foi um estudo descritivo de amostras consecutivas de enterobactérias
resistentes a carbapenémicos, isoladas de diversos sitios de infeccdo, de pacientes
atendidos no HUSM, ao longo de sete meses. A analise desses resultados leva a
discusséo de alguns aspectos.

Os resultados encontrados em nosso trabalho incluem urina, fezes e
amostras do trato respiratorio como 0s sitios mais acometidos. Além disso, K.
pneumoniae foi a espécie mais frequente nos diversos sitios de isolamento, sendo
principalmente em infeccbes de trato respiratério (figura 2). De modo similar, no
estudo realizado por SHANMUGAM et al. (2013), os sitios de isolamento de
microrganismos resistentes a carbapenémicos mais reportados foram urina, pus,
trato respiratério e sangue.

Atualmente existem diversos testes fenotipicos para a deteccdo de
enterobactérias produtoras de carbapenemases. Estas técnicas incluem bioensaios
que sdo capazes de detectar atividade hidrolitica das carbapenemases, contudo,
nao sdo eficazes para diferencia-las. (DOYLE et al., 2012).

No presente trabalho, os isolados clinicos que demonstraram resisténcia ao
ertapenem foram, em sua maioria, confirmados pelo MHT, permitindo inferir a
producdo de carbapenemases como mecanismo de resisténcia nos isolados em
questdo. Dois isolados que apresentaram MHT positivo ndo apresentaram
resisténcia ao ertapenem. Porém, foram resistentes ao meropenem, demonstrando,
desta forma, que o rastreio pode ser otimizado pela utilizagdo combinada de dois
carbapenémicos (ertapenem combinado com imipenem ou meropenem)
(PASTERAN et al., 2009; ANDERSON et al., 2007). Esses resultados também foram
relatados em outros estudos (WANG et al., 2012; TZOUVELEKIS et al., 2012;
BIRGY et al., 2012). Ainda que as novas diretrizes do CLSI tenham minimizado a
importancia dos testes fenotipicos para fins clinicos, a sua utilizagcdo para a
identificacdo dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos pode auxiliar o
controle de infeccdo (SEAH et al.,, 2011). Entre os testes de disco difusdo, a
resisténcia ao ertapenem é considerado o melhor indicador fenotipico para producéo

de KPC. No entanto, ndo demonstra ser muito especifico. Contudo, o ensaio de
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disco difusdo apresenta-se como um dos Unicos métodos recomendados pelo CLSI
para fins de rastreio de carbapenemases na rotina (CLSI, 2013).

Os resultados aqui apresentados demonstram que houve concordancia entre
o MHT e o teste de genotipico em 50% das amostras (10 de 20 isolados com MHT
positivo apresentaram o gene blay,:). Conforme a literatura, o MHT pode apresentar
especificidade entre 90 a 100%. Neste contexto, diferentes estudos relatam
divergéncias em se tratando da sensibilidade do MHT, isso ocorre devido a analise
de distintas espécies e genes de resisténcia (XIA et al., 2012; CURY et al., 2012).
Na andlise realizada por Seah et al. (2011), ratificou-se que o MHT é um método
sensivel e capaz de detectar a atividade de carbapenemases em espécies de K.
pneumoniae, K oxytoca e E. coli. Entretanto, este método deve ser utilizado com
cautela, pois ha a constante presenca de resultados falso-positivos e também por
nao distinguir o tipo de carbapenemase envolvida. Pressupde-se que estes
resultados falso-positivos possam estar relacionados a outros mecanismos de
resisténcia de enterobactérias (TSAKRIS etal., 2011; TZOUVELEKIS et al., 2012;
GAZIN et al., 2012).

Ainda neste contexto, estudos comprovam a baixa sensibilidade do MHT em
detectar cepas produtoras de metalo-B-lactamases, pois estas exibem uma fraca
atividade contra carbapenémicos (PASTERAN et al., 2009; RAMANA et al. 2013).
No presente estudo, o MHT nao detectou um isolado portador do gene blavp, 0 qual
foi detectado pela PCR. Néo é possivel afirmar que o MHT foi capaz de identificar ou
ndo metalo-B-lactamases, pois estudos com maior nimero de amostras se fazem
necessarios.

Estudos demonstram que o MHT ndo é um método sensivel para NDM nem
para OXA-48. Estirpes que contém OXA-48 podem apresentar resisténcia fraca aos
carbapenémicos ndo havendo, por conseguinte, nenhum teste fenotipico capaz
detetecta-la. Nao foi possivel confirmar tais resultados, pois ndo foram encontrados
isolados portadores desses genes. Apesar de NDM j& ter sido descrita no Brasil,
inclusive no Rio Grande do Sul, esse gene ndo foi encontrada nos isolados
(BIRGYet al., 2012; RASHEED et al., 2013; BRASIL, 2013;).

A variabilidade demonstrada pelos testes fenotipicos, tanto com ertapenem
como pelo MHT significa que n&o € recomendavel empregar critério Unico de triagem
para carbapenemase. Desse modo, o teste confirmatdrio por PCR é essencial, pois

€ capaz de contornar os problemas enfrentados quando utilizam-se métodos
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fenotipicos, incluindo a reducdo do tempo de deteccdo. Ensaios de PCR simples
para um anico tipo de carbapenemase tém sido amplamente utilizados com sucesso
em numerosos estudos. Tanto a PCR simples quanto a PCR multiplex vém
demonstrando 6timos resultados. Uma dificuldade enfrentada na realizacdo dessa
técnica refere-se a variedade de genes de resisténcia a serem detectados, que
encontra-se pré-definida, podendo haver falhas detec¢cdo de novos genes ainda nao
descritos (TZOUVELEKIS et al., 2012). No trabalho foi possivel, por meio de ambas
as técnicas moleculares, detectar a presenca de dois genes de resisténcia (blakpc €
blajyp), 0s quais foram encontrados associados em trés isolados de K. oxytoca e um
isolado de K. pneumoniae. Tais genes ja foram descritos anteriormente no Brasil
(MENDES et al., 2007; PAVEZ et al., 2009; POIREL et al., 2011).

Quando associou-se o MHT a deteccdo dos genes de resisténcia, foram
observados doze perfis diferentes, que foram agrupados em quatro grupos principais
demonstrado na tabela 4.

O primeiro grupo compreende as amostras onde o método fenotipico (MHT)
foi capaz de identificar carbapenemases sendo confirmadas posteriormente pelos
métodos moleculares.

O segundo grupo é composto pelos resultados positivos do MHT, porém nao
foi possivel observar a presenca de nenhum dos genes pesquisados. Neste grupo
encontrou-se resultado falso-positivo para carbapenemases apresentado pelo MHT,
0 gque pode ocorrer devido a outros mecanismos de resisténcia estarem envolvidos
em enterobactérias, entre eles a expressdo de ESBL, a hiperproducdo de AmpC,
presenca de bombas de efluxo e perda de porinas (TZOUVELEKIS et al., 2012;
GAZIN et al., 2012).

O terceiro grupo compreende um numero pequeno de amostras, 0s quais
representam o oposto do segundo grupo, onde o MHT confirmou sua falta de
sensibilidade, n&o detectando genes que foram positivos pela PCR.

O quarto grupo abrangeu as amostras com resultados negativos tanto no
MHT como nos testes moleculares, mostrando assim que estes isolados ainda
podem apresentar algum outro mecanismo de resisténcia que nao envolvam
carbapenemases, pois esses isolados apresentavam resisténcia a pelo menos um
carbapenémico no teste de sensibilidade. Sugere-se que isso se deva ao fato de que
esses isolados clinicos podem apresentar uma combinacdo de mecanismos de

resisténcia como ESBL, hiperproducdo de AmpC ou impermeabilidade da membrana
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podendo assim ainda responder ao tratamento com carbapenémicos. Entretanto, as
enzimas carbapenemases produzidas pelas enterobacterias descartam o uso de [3-
lactamicos, limitando as opcdes de tratamento dos pacientes (SEAH et al., 2011).

No presente estudo, foi detectada a presenca concomitante de metalo-B-
lactamase IMP e carbapenemase KPC em quatro isolados de K. oxytoca, K.
pneumoniae e E. cloacae.

As carbapenemases como KPC e IMP sdo enzimas de importancia clinica
que estdo localizadas em elementos genéticos moveis (plasmideos) e sao
frequentemente isoladas a partir de pacientes acometidos por infeccoes que tem
falha terapéutica (RAMANA et al., 2013). Devido ao fato dos genes blakpc € blawp
estarem associados a plasmideos, a transmissado horizontal destes genes contribui
para a disseminacdo de estirpes resistentes. As cepas que contém esses genes
normalmente séo resistentes a varias classes de antimicrobianos, restando poucas
opcOes terapéuticas (MOSCA et al., 2013).

Levando em consideracdo a presenga concomitante de varios tipos de B-
lactamases em enterobactérias resistentes, torna-se mais dificil a identificacdo dos
mecanismos individuais de resisténcia, podendo um encobrir o outro, fazendo-se
necessaria a pesquisa de outros genes e de outros mecanismos de resisténcia. A
deteccédo fenotipica de mecanismos combinados de resisténcia, como a expressao
de ESBL em KPC ou em metalo-p-lactamases sdo importantes para fins
epidemioldgicos, bem como para a implementacédo de controle de infeccao (BIRGY
et al., 2012).



7 CONCLUSAO

A partir dos objetivos e resultados apresentados nesta dissertagéo, pode-se

concluir que:

e As espécies de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos com maior
prevaléncia foram K. oxytoca e K. pneumoniae. Os sitios de isolamento mais
frequentes no periodo do estudo, foram trato respiratorio, fezes e urina.

e O método de disco difusdo, utilizando discos de ertapenem, mostrou-se mais
sensivel do que o meropenem na triagem das amostras resistentes, as quais
foram confirmadas através da técnica de PCR.

e O MHT mostrou-se pouco eficiente na identificacdo de cepas produtoras de
carbapenemases.

e A pesquisa de genes — por meio de PCR - demonstrou ser o método mais
especifico na identificacdo das enzimas carbapenemases. A PCR simples ou
a PCR multiplex foram eficazes na identificacdo de dois diferentes genes em
nossa regiao (blakpc € blajp).

e Todas as carbapenemases encontradas pelos métodos moleculares foram
também acusadas por um dos métodos fenotipicos como o ensaio de disco
difusdo e o MHT. Somente uma técnica de triagem ndo € suficiente para
determinacao da producao de carbapenemases por enterobactérias, fazendo-
se necessaria a implementacdo de mais de uma técnica para a confirmacao

destas enzimas de resisténcia.



8 CONSIDERACOOES FINAIS E PERSPECTIVAS

A alta prevaléncia de enterobactérias resistentes causa elevados indices de
infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, tornando-se motivo de preocupacao
na comunidade cientifica. Deste modo, a elucidacdo dos mecanismos de resisténcia
envolvendo esses microrganismos € de extrema relevancia, uma vez que isto ira
proporcionar o melhor desfecho clinico do paciente e podera impedir a disseminagéo
de resisténcia.

A presente dissertacdo concentrou-se em identificar os genes de resisténcia
existentes nas enterobactérias relatadas em nossa comunidade. Da mesma forma,
foi possivel avaliar a efichcia dos métodos empregados na identificacdo destes
isolados de enterobactérias. Comprovou-se, assim, que faz-se necessario 0 uso
conjunto das técnicas disponiveis na deteccao das enterobactérias resistentes.

Entretanto, ainda que os objetivos deste trabalho tenham sido alcancados,
muitas questdes ndo ficaram bem esclarecidas e outras surgiram. Este trabalho
proporcionou apenas um entendimento preliminar sobre a resisténcia de
enterobactérias e seus métodos de deteccdo, tornando-se, desta forma,
imprescindivel que estudos complementares sejam realizados, visando a uma
melhor compreensdo sobre 0s mecanismos de resisténcia a antimicrobianos

encontrados nestes microrganismos.

Assim sugere-se, a curto e a longo prazo:

. Incorporar um maior niumero de amostras ao trabalho, para podermos
melhor elucidar alguns fatos ocorridos no trabalho;

. Expandir o estudo pesquisando outros genes de resisténcia ou
mecanismos envolvidos, como perda de porinas, bombas de efluxo e outros
genes que codificam carbapenemases;

. Testar outros meétodos fenotipicos, como a emprego de discos com

diferentes antibacterianos;
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. Realizar a tipagem por eletroforese em campo pulsado (PFGE) e/ou
multilocus sequence typing (MLST) das amostras que apresentarem algum
tipo de resisténcia;

. Elucidar e estudar, de forma mais aprofundada, a transmissao
horizontal de genes de resisténcia entre as enterobactérias;

. Relacionar dados clinicos dos pacientes com o0s resultados

encontrados.
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APENDICE A - Quadro de resultados fenotipicos e genotipicos.
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Na BACTERIA ACML?,\“T’IEF;A HODGE | KPC | NDM | IMP VIM | SPM GIM OXA-48

1 Klebsiella oxytoca urina POS POS NEG POS POS NEG NEG NEG

2 Klebsiella pneumoniae ssp sangue POS POS | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

3 Klebsiella oxytoca sangue POS POS NEG NEG POS NEG NEG NEG

4 Klebsiella pneumoniae ssp | i) de cateter|  POS POS | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

5 Klebsiella pneumoniae ssp urina NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

6 Klebsiella pneumoniae ssp urina NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

7 Klebsiella oxytoca Sﬁ;;iclglo NEG POS | NEG | POS | POS | NEG NEG NEG

8 Klebsiella pneumoniae ssp secrecao POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
pneumoniae traqueal

9 Klebsiella oxytoca s;reac(;ﬁce:i‘l’ POS POS | NEG | POS | POS | NEG NEG NEG

10 Enterobacter cloacae complex lig cawd_ade POS NEG NEG NEG POS NEG NEG NEG

abdominal

11 Klebsiella oxytoca escarro POS POS NEG NEG POS NEG NEG NEG

12 Klebsiella pneumoniae ssp fezes NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

13 Escherichia coli secrecao POS POS | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG

traqueal

14 Escherichia coli Sﬁ;ﬁ;‘f NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG

15 Enterobacter cloacae complex St?;éﬁgzcl) POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

16 Klebsiella pneumoniae ssp ulcera POS POS | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

17 Klebsiella pneumoniae ssp liquido peritonial POS POS NEG POS NEG NEG NEG NEG
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pneumoniae

18 Klebsiella pneumoniae urina NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

19 Enterobacter cloacae ssp urina NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG

dissolvens

20 Klebsiella pneumoniae ssp urina POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG
pneumoniae

21 Klebsiella oxytoca sangue POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

29 Klebsiella pneumoniae ssp lig. Cavidade NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
pneumoniae pleural

23 Klebsiella oxytoca escarro NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

24 Enterobacter aerogenes ﬁgggﬁzg NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG

25 Klebsiella pneumoniae ssp secrecao NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae traquial

26 Klebsiella pneumoniae ssp fezes NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

27 Klebsiella pneumoniae ssp escarro POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG
pneumoniae

aspirado

28 Enterobacter cloacae complex traguial POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

29 Enterobacter aerogenes St?;;iglglo POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG

30 Klebsiella pneumoniae ssp ferida POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG
pneumoniae operatorla

31 Klebsiella pneumoniae ssp fezes NEG NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG
pneumoniae

32 Enterobacter asburiae sangue NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG

33 Klebsiella pneumoniae ssp swab retal POS NEG | NEG | NEG | NEG | NEG NEG NEG
pneumoniae

34 Klebsiella pneumoniae ssp secrecao POS NEG NEG NEG NEG NEG NEG NEG
pneumoniae traqueal
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APENDICE B - Quadro do perfil de suscetibilidade das amostras.

CEFT

TIG

TRIM+
SULF

PIPE+
TAZO

NITRO

NOR

MER

IMI

GEN

ERT

CIPRO | COLIS

CEFE

CEFT

CEFA

CEFU
ACETIL

CEFU

AN

AMIC

AMOX
+AC

AMP+

AMP | SULB

N°

10
11
12
13

14
15
16
17
18
19
21
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AMP: Ampicilina

AMOX+ SULB: Amoxicilina + Sulbactam
AMOX + AC: Amoxicilina + Acido Clavilanico
AMIC: Amicacina

NA: Acido Nalidixico

CEFU: Cefuroxima

CEFU + ACETIL: Cefuroxima + Acetil
CEFA: Cafalotina

CEFT: Ceftriaxona

CEFE: Cefepime

CIPRO: Ciprofloxacino

COLIS: Caolistina

ERT: Ertapenem

GEN: Gentamicina

IMI: Imipenem

MER: Meropenem

NOR: Norfloxacino



NITRO: Nitrofurantoina

PIPE + TAZO: Piperaciclina + Tazobactan
TRIM + SULFA: Trimetropim + Sulfametoxazol
TIG: Tigeclina

CFTA: Ceftazidima
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APENDICE C-Foto teste modificado de Hodge.




APENDICE D - Fotos dos géis de eletroforese.

Amostras positivas para o gene blagpc.

Amostras positivas para 0s genes blayyp.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CARACTERIZACAO MOLECULAR DE ENTEROBACTERIAS RESISTENTES A
ANTIMICROBIANOS CARBAPENEMICOS NO HOSPITAL UNIVERSITARIO DE
SANTA MARIA

Pesquisador: MARLI MATIKO ANRAKU DE CAMPOS

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 27094514.7.0000.5346

Instituigao Proponente: Universidade Federal de Santa Maria/ Pré-Reitoria de Pés-Graduacéo e
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 570.476
Data da Relatoria: 26/03/2014

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de um projeto de mestrado, que descreve a emergéncia de resisténcia bacteriana aos
carbapenémicos . As enterobacterias resistentes aos carbapenémicos tém sido notaveis devido a
capacidade de causar surtos e pelo aumento de sua prevaléncia. As carbapenemases mais frequentemente
encontradas sdo as KPC, em sua maioria codificadas por plasmidios em cepas de K. pneumoniae. No
Brasil, existem diversos relatos de casos e surtos envolvendo cepas produtoras de KPC,
predominantemente em isolados de K. pneumoniae. No periodo de junho a dezembro de 2013, foram
identificados 34 casos de infeccdes por enterobactérias resistentes aos carbapenémicos no Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM), sendo 58% destes causados por Klebsiella pneumoniae. Portanto, K.
pheumoniae resistente aos carbapenémicos representa hoje um problema importante na instituicéo.
METODO: O presente projeto, propde-se a realizacdo de teste de suscetibilidade aos antimicrobianos por
microdiluicdo em caldo e caracterizacdo molecular de aproximadamente 200 isolados clinicos de
entercbactérias resistentes aos carbapenémicos. Estas amostras serdo selecionadas durante 12 meses
consecutivos, sendo estudados todos os isolados bacterianos de enterobacterias resistentes ao ertapenem,
com teste de Hodge modificado (HTM) positivo ou inconclusivo, provenientes de qualquer sitio de infec¢do.
Inicialmente, as cepas isoladas serdo identificados pelo sistema Vitek2 e submetidos ao HTM e
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teste de sensibilidade por E-test para confirmacdo da resisténcia, como rotina, no setor de microbiologia do
laboratério de anélises clinicas do HUSM. Os isolados serdo submetidos ao teste de sensibilidade aos
antimicrobianos pela técnica de microdiluicdo em caldo, conforme descrito pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2009). Serao testados os seguintes antimicrobianos: imipenem/cilastatina sédica,
meropenem, ertapenem, sulfato de polimixina B e tigeciclina. Todos isolados clinicos identificados
fenotipicamente como resistentes a imipenem, meropenem e ertapenem, serdo confirmados por PCR
quanto a presenca de genes que codificam enzimas com capacidade de hidrélise de carbapenémicas, a
saber: KPC, GES, IMP, VIM, GIM-1, SIM-1 e SPM. Para investigar a presenca destes genes sera realizada
PCR com iniciadores especificos para cada gene. A analise dos dados sera realizada através da colocagéo
dos resultados em um banco de dados, que sera gerado utilizando-se o programa Bionumerics
(AppliedMaths, Bélgica). Esse programa possui diversos modulos que permitem analisar os resultados de
sensibilidade a antimicrobianos, caracterizac@o e tipagem molecular.

Objetivo da Pesquisa:
GERAL: Caracterizar molecularmente isolados clinicos da familia das Enterobateriaceae resistente a
carbapenémicos no Hospital Universitario de Santa Maria.

ESPECIFICOS:

1- Por meio da deteccdo de genes que codificam carbapenemases, determinar se o mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos € por producdo de enzimas que degradam essas drogas;

2- Identificar diferentes tipos de carbapenemases através de técnicas moleculares;

3- Avaliar perfil de sensibilidade a antimicrobianos.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

RISCOS: a pesquisa ndo trara risco de ordem fisica ou psicologica aos pacientes que apresentarem
infeccdo pelos isolados clinicos estudados , pois os testes in vitro serdo realizados com material ja coletado
e processado, ndo havendo intervencdo dos pesquisadores na coleta e diagnéstico do paciente, ndo sendo
estes envolvidos diretamente na pesquisa.

BENEFICIOS: N&do havera beneficios diretos ao paciente. Apenas beneficios indiretos, com maior
conhecimento do tema estudado.
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Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Consideragoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Apresenta Termo de confidencialidade, folha de rosto, autorizacéo institucional, registro no
GAP devidamente redigidos e assinados.

Recomendacgdes:

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
As pendéncias assinaladas anteriormente foram atendidas.

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

SANTA MARIA, 26 de Margo de 2014

Assinador por:

CLAUDEMIR DE QUADROS
(Coordenador)

Enderego: Av. Roraima, 1000 - prédio da Reitoria - 2° andar

Bairro: Camobi CEP: 91.059-900
UF: RS Municipio: SANTA MARIA
Telefone: (55)3220-9362 E-mail: cep ufsm@gmail com

Pagina 03 de 03

SANTA MARIA/ PRO-REITORIA gwm

62



