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Resumo

Infecgbes causadas por bactérias multirresistentes aos antimicrobianos
(MDR) estédo relacionadas ao aumento das taxas de morbimortalidade,
sendo imprescindivel o monitoramento desses patdégenos no ambiente
hospitalar. O Laboratorio de Microbiologia Médica (LMM) da Universidade
Estadual de Maringa tem desenvolvido um programa continuo de vigilancia
epidemiologica das bactérias MDR provenientes do Hospital Universitario
Regional de Maringa (HUM). Assim, o objetivo desse estudo foi identificar as
bactérias produtoras de carbapenemases dos tipos NDM e KPC isoladas de
pacientes hospitalizados no HUM entre setembro de 2020 a junho de 2021.
As bactérias MDR sugestivas de produzirem carbapenemases foram
enviadas ao LMM para a deteccéo dos genes blakpc € blanpw pela técnica de
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) Multiplex. Durante o periodo do
estudo foi enviado ao LMM, um total de 943 isolados bacterianos MDR (456
amostras clinicas e 487 amostras de vigilancia). A predominancia foi de
bactérias Gram negativas (96%), sendo a Klebsiella pneumoniae (Kp) e o
Acinetobacter baumanni (Ac) as mais frequentes. Entre os 221 isolados
suspeitos de serem produtores de carbapenemases,129 foram positivos
para o gene blakpc, 67 para blaypy € 19 para ambos os genes (blanpw €
blakpc). Entre os 215 isolados positivos para genes de carbapenemases, 207
(96,3%) eram de Kp. O elevado numero de bactérias MDR produtoras de
carbapenemases verificado nesse estudo, evidenciou a importancia de uma
vigilancia adequada, auxiliando na rapidez do diagndéstico, na tomada de
decisdes e implementacdo de estratégias para o controle da disseminacéo
desses patogenos MDR.
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A disseminacdo de microrganismos multirresistentes (MDR),
sobretudo os resistentes aos carbapenémicos, tem se tornado um desafio
crescente de saude publica no mundo todo, resultando na falta de opcdes
terapéuticas, dificuldade de tratamento e elevados custos hospitalares
(AGYEPONG et al., 2018; ANVISA, 2017; HALAT et al.,, 2020). As
Carbapenemases sédo [B-talactamases de grande importancia, pois tém a
capacidade de  hidrolisar os carbapenémicos, cefalosporinas e
monobactamicos, dentre outros. Atualmente, as carbapenemases de
destaque sdo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (blaxpc) € New Delphi
metalobetalactamase (blanpv) devido sua rapida disseminagdo, conferida
por plasmideos (AGYEPONG et al., 2018; HALAT et al., 2020). Nesse
contexto, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e a ANVISA tem
intensificado esforgcos para controlar a emergéncia e disseminacao de
bactérias MDR, elaborando planos estratégicos de vigilancia epidemioldgica
(AGYEPONG et al., 2018; ANVISA, 2017). Diante disso, o Laboratorio de
Microbiologia Médica (LMM) da Universidade Estadual de Maringa (UEM)
tem desenvolvido um programa continuo de vigilancia epidemioldgica e de
auxilio no diagnostico das bactérias MDR provenientes do Hospital
Universitario Regional de Maringa (HUM). Neste programa, sédo realizados
testes moleculares para investigacdo dos genes de resisténcia bacteriana
aos antimicrobianos, contribuindo para o direcionamento do melhor
tratamento. Dessa forma, nesse estudo, foram identificadas as bactérias
produtoras de carbapenemases dos tipos NDM e KPC isoladas de pacientes
hospitalizados no HUM entre setembro de 2020 a junho de 2021.

Materiais e métodos

No periodo de setembro de 2020 a junho de 2021, bactérias MDR

isoladas de pacientes hospitalizados no HUM foram encaminhadas ao LMM.
Posteriormente os isolados foram registrados em planilha no software Excel,
repicados em placas de agar nutriente, e mantidos em caldo Mueller Hinton
com glicerol em freezer a - 20 °C.
Conforme a necessidade do HUM, os isolados foram testados e/ou ficaram
disponiveis para pesquisas futuras no LMM. Para os isolados MDR que
apresentaram suspeita de serem produtores de carbapenemases, nos
testes fenotipicos estabelecidos pela ANVISA, foi realizada uma reacédo em
Cadeia da Polimerase (PCR) Multiplex padronizada pelo LMM que
contempla a pesquisa dos genes blakpc € blanpw.

Resultados e Discussao

Um total de 943 isolados MDR, sendo 456 provenientes de amostras
clinicas e 487 amostras de vigilancia (swab retal), foram enviadas ao LMM.
A tabela 1 apresenta o numero de isolados MDR de acordo com
género/espécie e gene de resisténcia, para amostras de vigilancia e
amostras clinicas, cadastradas nesse periodo.
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Microrganismo Isolados clinicos (n) Isolados de vigilancia (n) blagpc blaypy blakpc e blaypy
Klebsiella pneumoniae 141 258 128 60 19
Acinetobacter baumanni 156 187 - - -
Pseudomonas aeruginosa 41 - - - -
Staphylococus aureus 32 - - - -
Burkholderia 31 ) ) ) .
cepacia/complexo
Escherichia coli 15 6 1 4 -
Enterobacter cloacae 12 14 - 1 -
Stenotrophomonas maltophilia 1" 2 - - -
Klebsiella oxytoca 1 4 - 2 -
Outros 16 16 - - -
Total ] ] _ 456 ] 487 129 67 19
Tabela 1 — Bactérias multirresistentes isoladas em amostras clinicas ou de vigilancia
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(swab retal) positivas e negativas para os genes blakpc €/ou blaypwm.

Figura 1 — Pesquisa de genes de resisténcia blaxpc € blaypy por PCR realizada no LMM
de setembro de 2020 a junho de 2021.

A predominancia foi de bactérias Gram-negativas (96%), tanto em amostras
clinicas, como de vigilancia. As principais espécies cadastradas foram
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa. Comumente, essas espécies foram associadas a infecdes
urinarias, sanguineas e pneumonias. Além disso, elas estdo listadas no
ranking da OMS de patdgenos mais preocupantes do cenario atual
(AGYEPONG et al., 2018; HALAT et al., 2020).

A distribuicdo dos isolados produtores de blakpc € blanpw, €ntre 0s meses de
setembro de 2020 a junho de 2021 demonstram um importante aumento de
bactérias blaxpc positivas no més de fevereiro e margo, nos quais tivemos
um surto de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemases na UTI-
COVID-19, como mostrado na figura 1. Durante o periodo do estudo,
ocorreram 3 surtos em nosso hospital, que foram rapidamente identificados
por uma equipe multidisciplinar do HUM e pelo LMM através dos nossos
projetos de vigilancia. Os surtos envolveram 0s seguintes microrganismos:
A. baumannii (SHINOHARA et al., 2021), Burkholderia cepacia complex
(SAALFELD et al., 2021) e K. pneumoniae. Este fato explica o nuamero
elevado destes patdgenos cadastrados em nosso laboratério no periodo de
9 meses. Entre os 221 isolados que tinham suspeita de serem produtores de
carbapenemases, 129 foram positivos para o gene blakpc, 67 para o gene
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blanpm € 19 para ambos os genes (blanpm € blakec), presentes principalmente
em K. pneumoniae (96%).
Os genes blakpc € blanpw s@0 genes plasmidiais que podem se disseminar
entre as bactérias. E neste estudo apesar destes genes estarem presentes
em plasmideos de incompatibilidade (Inc), n6s observamos de modo inédito
que 19 K. pneumoniae carreavam o0s dois genes concomitantemente. Estes
genes produzem carbapenemases que conferem resisténcia aos
carbapenémicos, bem como, a quase todos os antimicrobianos da classe
dos B-lactamicos, restringindo as opcdes de tratamento. Atualmente, as
enterobactérias produtoras de carbapenemases sao consideradas um dos
maiores problemas em instituicbes hospitalares, devido a capacidade de
combinarem mecanismos de resisténcia, gerando diversos fendtipos
multirresistentes (HALAT et al., 2020).

Conclusodes

O elevado numero de bactérias MDR produtoras de carbapenemases
verificado nesse estudo, evidenciou a importancia de uma vigilancia
adequada, auxiliando na rapidez do diagnéstico, tomada de decisdo pelo
hospital e rapida implementacdo de estratégias para o controle da
disseminacéo desses patégenos MDR no ambiente hospitalar.
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