26° Encontro Anual d.e.lnichiogé.o Cignﬁﬁc’o. e lTesenbeds 20T
6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

DISSEMINACAO DE Klebsiella pneumoniae PRODUTORA DE KPC EM
HOSPITAL PUBLICO DO NOROESTE DO PARANA/ BRASIL

Leonardo Mochiutti Girardi (PIBIC/CNPq), Clariana Akemi Kariya Leite
(CCS/DAB/UEM), Paula Assis Queiroz (CCS/DAB/UEM), Katiany Caleffi-
Ferracioli (CCS/DAB/UEM), Rosilene Fressatti Cardoso (CCS/DAB/UEM),

Claudia Terencio Agostinho Pires (CCS/DAB/UEM) Vera Lucia Dias Siqueira
(Orientador), e-mail: vidsiqueira@gmail.com

Universidade Estadual de Maringa /Centro de Ciéncias da
Saude/Departamento de Analises Clinicas e Biomedicina/Maringa, PR.

Area: Ciéncias Biologicas - 2.00.00.00-6
Subarea: Microbiologia Médica - 2.12.02.01-0

Palavras-chave: Resisténcia Bacteriana, Klebsiella pneumoniae, KPC
Resumo

A resisténcia aos carbapenémicos em Klebsiella pneumoniae no Brasil,
inclusive na regidao Sul tem sido uma preocupacdo emergente. O objetivo
deste estudo foi realizar a deteccdo de K. pneumoniae produtoras de
carbapenemases do tipo KPC em pacientes internados, bem como analisar
0 padréo de disseminacao desses isolados no Hospital Municipal de Maringa
entre janeiro de 2014 e junho de 2015. Foram detectados neste estudo 33
isolados de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, sendo 17
positivos para o gene blakpc, 0 que corresponde a 51% das amostras
analisadas neste estudo. Detectamos uma distribuicdo policlonal das
amostras, classificadas em 5 clusters distintos. Entre isolados produtores de
KPC, 64,7% foram classificados no mesmo cluster, achado que reforca a
necessidade de medidas de controle para evitar a disseminacéo clonal de K.
pneumoniae produtoras de KPC no hospital estudado, a qual pode ter
causas iatrogénicas e esta relacionada com o manejo de pacientes e com o
ambiente hospitalar.

Introducao

Nos ultimos 10 anos, houve um aumento progressivo de enterobactérias
resistentes a carbapenémicos (ERC) em todo o mundo, particularmente de
espécies produtoras de carbapenemases do tipo Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) e New Delli Metalo-B-lactamases (NDM), que do
ponto de vista epidemiologico sdo de extrema relevancia e apresentaram
rapida e ampla disseminacdo mundial (NORDMANN et. al. 2014). A
deteccdo de isolados produtores de carbapenemases e o conhecimento da
epidemiologia local e perfil de sensibilidade das bactérias isoladas em cada
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instituicdo de saude é essencial para que se estabelecam medidas de
contengéo e tratamento adequadas.

Desta forma, o objetivo deste estudo foi realizar a deteccédo de Klebsiella
pneumoniae produtoras de carbapenemases em pacientes internados, bem
como analisar a distribuicdo e padrao de disseminacdo desses isolados no
Hospital Municipal de Maringd (HMM) no periodo de janeiro de 2014 a junho
de 2015.

Materiais e métodos

Isolados de K. pneumoniae provenientes de diferentes sitios de infec¢cdo ou
culturas de vigilancia de pacientes internados no HMM no periodo de janeiro
de 2014 a junho de 2015, que foram resistentes a pelo menos um
carbapenémico (ertapenem, imipenem, meropenem) no teste automatizado
(Phoenix BD) foram selecionados para o estudo. A resisténcia foi confirmada
por testes de sensibilidade pelo método de disco-difusdo, conforme
recomendacao do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,
2016). A concentracao inibitoria minima (CIM) de alguns isolados foi confimada
por Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia).

Com relacdo a deteccado fenotipica de carbapenemases, o Teste de Hodge
Modificado (THM) foi realizado conforme metodologia descrita pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2016) e o teste com inibidores
enzimaticos - acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), acido fenilborénico
(AFB) e cloxacilina (CLOXA) - segundo critérios estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em Nota técnica n°1/2013
(ANVISA, 2013).

O estudo da diversidade genética dos isolados foi realizado empregando-se
a técnica Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus — Reacdo em
cadeia da polimerase (ERIC-PCR) segundo Versalovic (1991). Isolados com
similaridade igual ou superior a 90% foram considerados pertencentes ao
mesmo cluster.

O teste molecular para a deteccédo do gene blakpc foi realizado por meio da
técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) conforme descrito por
Poirel et al. (2011).

Resultados e Discussao

Neste estudo foram detectados 33 isolados resistentes a pelo menos um
carbapenémico testado, provenientes de culturas de vigilancia e de
diferentes sitios de infec¢ao.

Os resultados dos testes de sensibilidade aos carbapenémicos para os 33
isolados foram: 30 amostras resistentes e 3 intermediarias a ertapenem; 17
amostras resistentes e 16 sensiveis a imipenem; e 16 amostras resistentes,
4 intermediarias e 13 sensiveis a meropenem (Figura 1).

Quanto a deteccéo fenotipica de carbapenemases, 17 isolados foram positivos
no teste de blogueio enziméatico com AFB. O AFB mostrou-se uma ferramenta

niversidade _ A %
—‘4UEM?:;:‘:::!*3 CAIXA BRe\. RCNPq  ilh:

W W Gtaum onselho Naciona de Dsenvolvime Apoio ao Desenvolvimento Clentifico
z s fnica o Tocno  Tocnolagico do Parana.




26° Encontro Anual de Iniciagcdo Cientifica EAIC 16 17 de outubro de 2017

6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

com alto potencial de deteccédo de isolados produtores de carbapenemase do
tipo KPC. Todas os isolados foram negativos para o teste com EDTA e CLOXA.
O Teste de Hodge Modificado foi positivo para 17 amostras e inconclusivo para
um isolado n&o produtor de carbapenemase.

Em relacdo a deteccdo molecular do gene blakpc, 17 isolados foram
positivos, representando 51% das amostras inclusas neste estudo.

Sendo assim, todas os isolados produtores de KPC foram corretamente
identificadas através dos testes fenotipicos (THM e bloqueio enzimatico com
AFB), com sensibilidade igual a 100%, em relacdo a deteccdo molecular
pela amplificacdo do gene blakpc.

Do total de 33 amostras de K. pneumoniae, foram detectados 5 clusters
distintos e 7 isolados 6rfaos (Figura 1).

5 . & g g Cddigo blaxec THM ERTA IMI MERO AFB CLOXA EDTA
‘ ‘ ' ' - " | HMassLE Negativo NEG (-) R s s NEG | NEG | NEG
1 HM687FR Negativo NEG (-) R s 5 NEG = NEG = NEG
m HM755AN Negativo NEG () | R R NEG | NEG = NEG
w52 HMA425AM Negativo NEG (-) B R R NEG | NEG  NEG
| | HM780SE Negativo NEG (-) | R R NEG = NEG  NEG
HM806AN Negativo NEG () R R R NEG = NEG  NEG
L 4 HM630GE Negativo NEG () R < s NEG NEG NEG
HM287J0 Negativo NEG (-) | s | NEG = NEG = NEG
HM49205 KPC+ POS (+) R R R POS | NEG | NEG
£ HM615AL KPC+ POS (+) R S s POS NEG NEG
™ HM730MA KPC+ POS (+) R s | POS | NEG  NEG
ur HM401RO KPC+ POS (+) e S POS | NEG | NEG
HMO82LA Negativo NEG (-) R R R NEG = NEG = NEG
HM631DE Negativo NEG (-) R R R NEG | NEG = NEG
| | HM272MA KPC+ POS (+) R s s POS | NEG | NEG
82[7 HM&50D0 Negativo NEG (-) R R R NEG NEG NEG
w7 HM639LA Negativo NEG (-) R R | NEG | NEG  NEG
HMS33EM Negativo Inconclusivo R R R NEG NEG NEG
HMS540AN KPC+ POS (+) R R R POS | NEG | NEG
HM270AL KPC+ POS (1) R R R POS | NEG | NEG
oLz HMB40AL Negativo NEG (+) R R R NEG | NEG = NEG
HM416DI KPC+ POS (+) R R R POS | NEG  NEG
HM460NO KPCH POS (+) R R R POS | NEG | NEG
HM304LA KPC+ POS (+) R R R POS | NEG  NEG
W3 HMS02LA KPCH POS (1) R s s POS | NEG | NEG
HM815AN KPC+ POS (+) R s s POS | NEG | NEG
HMO052AN KPC+ POS (+) R R R POS | NEG  NEG
HM115MA KPCH POS (+) R s s POS | NEG | NEG
sl HM190J0 KPC+ POS (+) R s s POS | NEG | NEG
- HMB000S KPC+ POS (+) R R R POS | NEG | NEG
HMA408MA Negativo NEG (-) R R R NEG = NEG = NEG
} HM143LA Negativo NEG (-) R R R NEG = NEG  NEG
HM40910 KPC+ POS (+) R R R POS = NEG = NEG

Figura 1 — Relacao genética, perfil de sensibilidade a carbapenémicos e resultado dos
testes com inibidores enzimaticos de 33 isolados de Klebsiella pneumoniae de um hospital
publico do Noroeste do Parana. Dendrograma obtido por “Enterobacterial repetitive
intergenic consensus” — Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR). A linha do dendrograma
denota o limiar de 90% de homologia para definicdo de grupos de similaridade genética.
Abreviacdes: NEG: Negativo; POS: Positivo; THM: Teste de Hodge Modificado; CIM:
concentracao inibitéria minima. R: resistente. S: sensivel. I: intermediario.
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Foi possivel a identificacdo de populacdes clonais e nao-clonais entre
isolados positivos para 0 gene blakpc, porém, dos 17 isolados positivos para
KPC, 64,7% (n=11) foram classificados no mesmo cluster (Figura 1). A
presenca de populacdes clonais entre isolados produtores de
carbapenemases alerta para uma possivel disseminacdo clonal intra-
hospitalar desses isolados.

Conclusbes

Em nosso estudo encontramos um percentual alarmante de K. pneumoniae
produtoras de KPC entre os isolados do Hospital estudado. Esses resultados
reforcam a necessidade de medidas de controle para evitar a disseminacao
clonal de K. pneumoniae intra e inter-hospitalar, que pode ocorrer
principalmente por pacientes colonizados que contribuem para esta
disseminacéao e por profissionais de saude, uma vez que espécies da familia
Enterobacteriaceae podem sobreviver durante varias horas nas maos de
funcionarios do hospital e por até varios meses em superficies inanimadas.
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