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Resumo:

Infeccbes causadas por bactérias multirresistentes aos agentes
antimicrobianos (MDR) séo responsaveis por altas taxas de morbimortalidade em
todo o mundo. A rapida evolugcdo na resisténcia desses microrganismos intensifica
ainda mais a falta de opc¢Oes terapéuticas, causando grande preocupagdo na pratica
clinica. Desde 2011, o Laboratério de Microbiologia Médica (LMM) da Universidade
Estadual de Maringa realiza um programa de vigilancia, estocando bactérias Gram-
negativas e Gram-positivas MDR para pesquisas posteriores e analisando todas as
amostras que a equipe do laboratério do Hospital Universitario de Maringa envia
como suspeitas de terem carbapenemases. A pesquisa desses genes de resisténcia
é realizada por meio de uma reacdo em Cadeia da polimerase (PCR) que contempla
a investigacdo das principais carbapenemases circulantes no Brasil como Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) e New Delhy metallo-betalactamase (NDM),
sendo o resultado enviado ao HUM para completar o diagnostico do paciente. No
periodo de agosto de 2018 a junho de 2019, um total de 725 isolados foram
estocados e registrados no LMM, sendo 505 isolados de amostras clinicas e 220
isolados de culturas de vigilancia. De todas as amostras testadas, em 29 isolados foi
identificada a presenca do gene KPC e em 4 isolados a presenca de NDM. Uma
vigilancia adequada de bactérias MDR no ambiente hospitalar € de extrema
importancia, pois a rapida deteccdo de genes de resisténcia contribui para o
processo de tomada de decisdo, levando ao isolamento do paciente e
implementacdo de medidas de controle.

Introducao

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos € um problema relevante em varios
paises, inclusive no Brasil. No ano de 2014 a Organizacdo Mundial de Saude
aprovou um plano de acédo global com o objetivo de minimizar o problema de
resisténcia antimicrobiana, indicando a adocdo de medidas de vigilancia para
prevenir a disseminacao de bactérias multirresistentes aos agentes antimicrobianos
(MDR) (MEHRAD et al., 2015).

Os genes que codificam carbapenemases conferem as bactérias a
capacidade de hidrolizar os beta-lactamicos, como carbapenémicos, cefalosporinas,
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penicilinas e monobactamicos. Do ponto de vista epidemioldgico sdo de extrema
relevancia as carbapenemases do tipo KPC e as do tipo NDM, pois ambas
apresentaram rapida e ampla disseminacdo mundial apds suas descri¢cdes iniciais
(ANVISA, 2013).

Desde 2011, o Laboratério de Microbiologia Médica (LMM) da Universidade
Estadual de Maringd (UEM) realiza um programa de vigilancia de bactérias
multirresistentes aos agentes antimicrobianos, no Hospital Universitario de Maringa
(HUM). Esse programa inclui andlises genéticas que utilizam metodologias de
investigacao da resisténcia de bactérias MDR, as quais sdo muito importantes para
direcionar o uso de antimicrobianos, de forma a garantir a terapéutica adequada ao
paciente e colaborar com o controle da resisténcia bacteriana. Dessa forma, o
objetivo desse estudo foi realizar a rapida deteccdo das carbapenemases KPC e
NDM e estocar bactérias MDR isoladas em um hospital ensino.

Materiais e métodos
Manutencéo do estoque de bactérias MDR:

Isolados bacterianos MDR de amostras clinicas e de swabs de vigilancia de
pacientes hospitalizados no HUM séo enviados ao Laboratério de Microbiologia
Médica (LMM) que pertence ao Departamento de Ciéncias Basicas da Saude (DBS)
da UEM. Durante todo o periodo de desenvolvimento do projeto, os isolados foram
registrados em planilha no software Excel, repicados em placas de agar nutriente,
estocados em tubos tipo eppendorf com caldo Mueller Hinton e glicerol e armazenados
em freezer a -20 °C. Posteriormente, esses isolados ficaram disponiveis para a
utilizacdo em projetos de pesquisa.

Deteccédo das principais carbapenemases:

Em isolados do HUM que apresentaram suspeita da presenca de
carbapenemases, foi realizada a pesquisa de genes de resisténcia por meio de uma
reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) multiplex padronizada pelo LMM que
contempla a pesquisa dos genes Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e
New Delhi metallo-beta-lactamase (NDM).

Resultados e Discussao

Durante o periodo de agosto de 2018 a junho de 2019 foram estocados 725
isolados bacterianos que apresentaram diferentes perfis de resisténcia aos principais
antimicrobianos, sendo que 505 foram isolados de amostras clinicas e 220 de
culturas de vigilancia.

As Figuras 1 e 2 apresentam 0 numero de isolados de acordo com
género/espécie, sendo a figura 1 referente aos isolados provenientes de amostras
clinicas e a figura 2 referente aos isolados de vigilancia.
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Escherichia coli
Staphylococcus sp NN 95
Pseudomonas sp. S 73
Klebsiella sp. TS 56
Acinetobacter sp. S 42
Enterobacter sp. S 20
Streptococcus sp S 17
Proteus sp. 3 10
Citrobacter sp. 3 5
Serratiasp. § a4
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Providencia sp. 12
Morganella sp. 12
Lelliottia sp. 12
Enterococcus sp. 12
Achromobacter sp. 12
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Figura 1 - Isolados de amostras clinicas do Hospital Universitario de Maringa estocados no
Laboratorio de Microbiologia Médica no periodo de agosto de 2018 a junho de 2019.

A E. coli foi o microrganismo mais isolado em amostras clinicas dos pacientes
do HUM, sendo o principal sitio de isolamento o trato urinario. Diferentes estudos
apontam ela como a principal causa de infec¢cfes do trato urinério, pois pertence a
microbiota normal do intestino humano e pode contaminar, colonizar e,
subsequentemente, causar infecgbes extra-intestinais, sendo também um dos
principais agentes etioldgicos de septicemias, e meningites.
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Figura 2 —Isolados de swabs de vigilancia do Hospital Universitario de Maringd estocados no
Laboratorio de Microbiologia Médica no periodo de agosto de 2018 a junho de 2019.

Entre as bactérias isoladas de swabs de vigilancia, a bactéria mais frequente
foi o Acinetobacter baumannii. Trata-se de um patégeno humano oportunista que
infecta predominantemente pacientes gravemente doentes, sendo considerado uma
ameaca global no cenéario dos servicos de saude, principalmente devido a sua
propensdo a adquirir mecanismos de resisténcia a multiplos antimicrobianos
(GIAMMANCO et al., 2017). Esse numero elevado de isolados de A. baumannii no
HUM também se deve ao fato de que este microrganismo € endémico em nossa
regiao.

No periodo de 11 meses foram realizadas 34 pesquisas moleculares dos
genes de resisténcia KPC e NDM, em isolados suspeitos detectados por analise
fenotipica, sendo que de todas as amostras testadas, em 29 isolados foi identificada
a presenca do gene KPC e em 4 isolados a presenca de NDM.
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A carbapenemase do tipo KPC tem a capacidade de hidrolisar ndo apenas o0s
antimicrobianos  carbapenémicos, mas também Vvarios outros agentes
antimicrobianos da classe de antibidticos B-lactamicos, tornando as opcdes de
tratamento muito restritas e contribuindo para a alta taxa de mortalidade (PORRECA
et al., 2018). A carbapenemase do tipo NDM tem sido transportada por plasmideos
gue abrigam outros genes de resisténcia e possuem alta capacidade de
disseminacédo. (ROZALES et al., 2014). Portanto, destaca-se a importancia de um
sistema de vigilancia de bactérias MDR e da deteccdo de genes de resisténcia como
KPC e NDM no ambito hospitalar.

Conclusodes

Durante o periodo do projeto foi possivel compreender a importancia de uma
vigilancia adequada de bactérias MDR no ambiente hospitalar. A rapida deteccdo de
genes de resisténcia contribuiu para o processo de tomada de decisdo no HUM,
levando ao isolamento do paciente e implementacdo de medidas de controle.
Também foi possivel auxiliar em diferentes linhas de pesquisa dentro do laboratério
com a manutencéo do estoque de bactérias MDR.
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