UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOQOS

UNIVERSIDADE FEDERAL

DA GRANDE DOURADOS FACULDADE DE CIENCIAS BIOLOGICAS E AMBIENTAIS

GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA

PECEU MAGYVE RAGAGNIN DE OLIVEIRA

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DO GENE blakpc.,

EM Serratia marcescens

DOURADOS/MS

2016



DA GRANDE DOURADOS PECEU MAGYVE RAGAGNIN DE OLIVEIRA

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DO GENE blakpc.»

EM Serratia marcescens

Trabalho de Conclusdo de Curso Il
apresentado a Faculdade de Ciéncias
Bioldgicas e Ambientais para a obtencéo

do titulo de Bacharel em Biotecnologia.

Orientadora: Profa. Dra. Simone

Simionatto.

Coorientadora: Msc. Kesia Esther Silva

DOURADOS/MS

2016



Dados I nter nacionais de Catalogagéo na Publicacéo (CIP).

0481 Oliveira, Peceu Magyve Ragagnin De
Isolamento e identificacdo molecular do gene blaK PC-2 em Serratia
marcescens / Peceu Magyve Ragagnin De Oliveira -- Dourados: UFGD, 2016.
47f. :il. ; 30 cm.

Orientadora: Dra. Simone Simionatto
Co-orientadora: Msc. Kesia Esther Silva

TCC (graduagdo em Biotecnologia) - Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e

Ambientais, Universidade Federa da Grande Dourados.
Inclui bibliografia

1. Infecg@o hospitalar. 2. blakK PC-2. 3. Resisténcia bacteriana. |. Titulo.

Ficha catal ogréfica el aborada automati camente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

©Direitosreservados. Permitido a reproducéo parcial desde que citada a fonte.



Peceu Magyve Ragagnin de Oliveira

ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO MOLECULAR DO GENE blakpc.»

EM Serratia marcescens

Trabalho de Conclusédo de Curso aprovado como requisito parcial para obtencdo do titulo de
bacharel em biotecnologia pela Universidade Federal da Grande Dourados, com a comissao

formada por:

Prof.2 Dr.2 Simone Simionatto
Universidade Federal da Grande Dourados
Faculdade de Ciéncias Biologicas e Ambientais

Prof.2 Dr.2 Silvana Beutinger Marchioro
Universidade Federal da Grande Dourados
Faculdade de Ciéncias da Saude

Msc. Nathalie Gaebler
Universidade Federal da Grande Dourados

Msc. Kesia Esther Silva
Universidade Federal da Grande Dourados

Dourados, de Maio de 2016



Dedico este traballs. . .

4 minka familia, amigos, colegas de laboratonio e a
minka orientadona felo afols, incentivo e comfianca dunante

a nealézagao do mesmo.



Ventko com esse agradeciments lembrar de algumas fessoas gue
me afolaram durante a graduacie ¢ o desenvolviments desse
taballo de conelusds de curnso.

Agradeco primenamente a minka mae Heide Ragagnin, for
dser um exemplo de esfongo e trabalhs. Por tode afois e confianca em
wim invedlidos desde o comego da graduagdoe, dem ela wada disse

oo mews Gumdos Mickel ¢ Mancelo, pelo compankeiniomo,
denante @ gradaagdo.

A minka ovientadma, Dra. Simome Simiswatts, pela
confianga no desenvolviments desse trabalho e por todo comhecimento
Dransmitido como onientadona e professona do cunso de Biotecnologia.

A minka coovientadona Resia Eothor Sdua, for ter oide
wminka guia wo (aboralince, ter we ajudade muile durante a
nealigagdo doo exponimentos e fron Yodos oo emdinamentos condugidos
durnante a nealiyacdo da pesguisa.

A Wikaine Glawce Macid (Hani), por sempre tor me
ajudado e tinade qualguer divida quande ew frecisec, demdo wum
evemplo wo laboratonéo.

Aos meus melhores amigos, Mathens Fernandes, Yodo Assie
Gobbs, Elismary WMartine (Mary), Rewata Mells ¢ Yosé
Lownengo, que sempre edtiveram fresentes dunante o peviode de
graduacdo. Sejam wos dia-a-dia ou meoms didtantes, me



aconsellavam ¢ me ajudavam de alguma forma a segutn em frente e
ndo desistir.

Aos meus compantkeincs de laboratinéo do Grupo de Pesguioa
presentes e nanca negaram ajuda quands ex frecisel,

Aos colegas da S5*Twnma de Blotecnslogia, fela unido e todos
08 momenlod em gue £addamod Junlod.

Hos  frofessones, forn tode o comhecimento e expenioncia
padsados a mim durante todo o periodo da graduacis.

A Univensidade Federal da Grande Dowadsos, as CUP2 ¢
a Fundect-MS, pele espage cedide, fela bolsa comcedida e felo



4 neaden lves a thowsand
lves before ke dies. The man
who wever neads lves only one. ”

George R. R. Wantin



1.
2.

© o N o

SUMARIO

Introducéo

Reviséo de literatura

2.1. InfecgBes Hospitalares

2.2. Enterobacteriaceae

2.3. Antibidticos B-lactamico

2.4. Resisténcia bacteriana

2.5. Producio de p-lactmases

2.5.1 Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

Objetivos

3.1. Geral

3.2. Especificos

Material e métodos

4.1. Aprovacéo pelo Comité de Etica e Pesquisa (CEP-UFGD)

4.2. Coleta e isolamento das cepas bacterianas

4.3. Identificagdo  microbioldgica das enterobactérias
carbapenemases

4.4. Teste modificado de Hodge

4.5. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

4.6. Deteccéo do gene blakpc-2

Resultados

5.1 Identificagdo bacteriana

5.2 Teste modificado de Hodge

5.3 Concentracéao Inibitéria Minima (CIM)

5.4 Avaliacdo da presenca do gene blakpc-2

Discussao

Concluséo

Referéncias

ANEXos

produtoras

© 00 o o1 B~ W N PP

U el ol ol o o
w W w N NN

13
14
14
14
16
16
17
18
20
21
24
25
32

de



Indice De Siglas e Abreviaturas

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria

ATCC — American Type Culture Collection / Colecdo de Cultura do tipo Americana
bla — Gene codificador das B-lactamases

CDC — Centers for Disease Control and Prevention / Centro de Controle e Prevengéo
de Doengas

CEP — Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

CLSI — Clinical Laboratory Standards Institute / Instituto de Padronizacdo de
Laboratério Clinico

DNA — Acido desoxirribonucleico

ERT — Ertapenem

ESBL — B-lactamases de espectro estendido

IMI — Imipenem hydrolyzing -lactamase

IMP — Imipenase

IPM — Imipenem

KPC — Klebsiella pneumoniae carbapenemase

MBL — Metallo-p-lactamase

MER — Meropenem

MHT — Modified Hodge Test /Teste Modificado de Hodge (TMH)

MIC — Minimum inhibitory concentration / Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
MS — Mato Grosso do Sul

NDM — New Delhi metallo- s-lactamase

NMC — Not metalloenzyme carbapenemase

OXA — Oxacilinase

PCR — Polymerase Chain Reaction / Reagdo em Cadeia da Polimerase

SIM — Seoul imipenemase

SME - Serratia marcescens enzyme

UTI — Unidade de Terapia Intensiva

VIM — Verona integron-encoded metallo-4-lactamase



INDICE DE TABELAS
Tabela 1. — Sequéncia de primers utilizados para amplificagdo do gene blakpc2. p. 15

Tabela 2. — Amostras clinicas das quais as cepas de Serratia marcescens foram

isoladas. p. 16

Tabela 3. — Critérios utilizados para interpretacdo da CIM (ug/mL) como sensivel,
intermediario ou resistente, respectivamente, segundo os critérios preconizados pelo
CLSI (2015). p. 18

Tabela 4. — Variacdo da efetividade dos carbapenémicos no teste de Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). p. 19

Tabela 5. — Resultado do perfil de sensibilidade das amostras de Serratia marcescens
produtoras de carbapenemase frente aos antibidticos ertapenem, meropenem e

imipenem. p. 20



INDICE DE FIGURAS
Figura 1. — Estrutura dos antibioticos B-lactamicos. p. 6
Figura 2. — Mecanismos de transferéncia horizontal de genes por células bacterianas.
p. 7
Figura 3. — Mecanismos de resisténcia em bactérias Gram-negativas e os antibioticos
afetados. p.8
Figura 4. — Estrutura do transposon Tn4401. p. 11
Figura 5. — Numero de pacientes com cepas de S. marcescens produtoras de
carbapenemase distribuidas por grupos segundo faixas etérias de pacientes internados
em um Hospital de Ensino em Dourados/MS. p. 17
Figura 6. — Teste modificado de Hodge utilizando o antibiético ertapenem (10 pg/ml).
Testes positivos (S3, S6 e S7), teste negativo (S2). p. 18
Figura 7. — Eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do
resultado da amplificacdo por PCR do gene blakpc., em cepas de Serratia marcescens.
p. 21



RESUMO

Enterobactérias do género Serratia tém sido associadas a uma série de infeccdes
hospitalares, principalmente do trato urinario e respiratorio. Cepas de Serratia sp. ja foram
identificadas carreando enzimas carbapenemases, principalmente do tipo Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), a qual confere resisténcia aos antibidticos
carbapenémicos. Os genes codificadores de enzimas KPC estdo localizados em estruturas
genéticas moveis, o que permite a sua facil disseminacéo entre bactérias da mesma e de outras
espécies. Este trabalho teve como objetivo, identificar cepas de Serratia marcescens
produtoras de carbapenemase do tipo KPC, isoladas de pacientes internados em um Hospital
de ensino em Dourados/MS. As cepas bacterianas foram coletadas durante outubro de 2011 a
maio de 2012 e identificadas pelo sistema automatizado Vitek®2 (BioMérieux). Cepas
resistentes a carbapenémicos foram submetidas ao teste modificado de Hodge e o perfil de
sensibilidade aos carbapenémicos foi avaliado pela Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A
presenca do gene blakpc., foi avaliada através da técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR). Neste estudo, foram identificadas 27 cepas de S. marcescens, provenientes de secrecao
traqueal, urocultura, hemocultura, swab retal, swab nasal, Ulcera de declbito e ponta de
cateter. Destas, 96,29% apresentaram resultado positivo no teste modificado de Hodge,
consideradas possivelmente produtoras de carbapenemases. Na determinacdo da CIM, 100%
das cepas foram resistentes ao antibiotico ertapenem (>2 pg/mL) e imipenem (>4 pg/mL),
92,6% foram resistentes ao meroponem (>4 pg/mL). Das 27 cepas, 24 cepas (88,88%)
apresentaram resultado positivo na PCR para o gene blakpc-o. Estes dados demonstram uma
alta prevaléncia de cepas de S. marcescens produtoras de KPC em um Hospital de Ensino em
Dourados/MS. Acredita-se que estes resultados irdo contribuir para a¢fes preventivas no
controle de infecgBes hospitalares provocadas por microrganismos multirresistentes de

interesse clinico.

Palavras-chave: Infeccdo hospitalar, blakpc-2, Resisténcia bacteriana.



ABSTRACT

Enterobacteria of the genus Serratia have been associated with a number of nosocomial
infections, mainly in urinary and respiratory tract. Strains of Serratia sp. were identified with
enzymes of carbapenemases, especially Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) type.
This enzyme confers resistance to carbapenem antibiotics. KPC genes are located on mobile
genetic structures, that allows its easy spreading among bacteria from the same and other
species. This study aimed to identify strains of Serratia marcescens producing KPC
carbapenemase type, that were isolated from patients admitted into a teaching hospital in
Dourados/MS. The strains were collected during October 2011 to May 2012. They were
identified by the automated system Vitek®2 (BioMérieux). The strains which were resistant
to carbapenems, were subjected to the modified Hodge test. The sensitivity to carbapenems
was evaluated by using minimum inhibitory concentration (MIC). The presence of blakpc-2
gene was measured by the technique of Polymerase Chain Reaction (PCR). In this study, it
was identified 27 strains of S. marcescens, from tracheal aspirates, urine culture, blood
culture, rectal swab, nasal swab, eschar and catheter. In these strains, 96.29% were positive in
the modified Hodge test, being considered possibly producing carbapenemases. In the MIC
determination, 100% of strains were resistant to imipenem (>2 pg/mL) and ertapenem (>4
pg/mL) antibiotics and 92.6% were resistant to meroponem (>4 pg/mL). In the total of 27
strains, 24 (88,88%) were positive by PCR for blakpc-2 gene. These data demonstrate a high
prevalence of strains of S. marcescens producing KPC in a teaching hospital in Dourados/MS.
It is believed that these results will contribute to preventive actions in the control of

nosocomial infections caused by multiresistant microorganisms of clinical interest.

Keywords: Nosocomial infection, blakpc-2, Bacterial resistance.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, as infecces hospitalares sdo consideradas um grande desafio para os 6rgaos
publicos, devido ao aumento das taxas de mortalidade e morbidade dos pacientes, tempos de
internacdo prolongados e aumento de gastos para o sistema de salde. A terapia
antimicrobiana praticada, muitas vezes de forma indiscriminada, associada & falha nos
protocolos de controle e prevencdo de infeccdo hospitalar, resulta em um crescente nimero de
microrganismos resistentes a diferentes classes de antibidticos. As infeccdes hospitalares sdo
consideradas um problema, principalmente para pacientes imunocomprometidos e alojados
em unidades de terapia intensiva, além de se tornar um desafio para o poder puablico na
execucdo de acOes de prevengdo e controle de infeccdo nas instituicbes hospitalares
(NORDMANN et al., 2012; OLIVEIRA & MARUYAMA, 2008).

Bactérias da Familia Enterobacteriaceae estdo entre 0s patdgenos mais comuns
responsaveis por surtos ligados as infeccBes hospitalares, pois apresentam resisténcia a
maioria dos antibioticos P-lactdmicos. Os carbapenémicos foram por muito tempo
considerados medicamentos de ultima escolha na terapia contra infeccbes causadas por
microrganismos Gram-negativos devido a sua estabilidade. Porém, o aumento significativo do
uso terapéutico dos carbapenémicos associado a exposi¢cdo a outros medicamentos e a
auséncia de medidas de controle e preven¢do adequados, resultou em um crescente nimero de
enterobactérias resistentes a esses compostos. (POIREL et al., 2007; NORDMANN et al.,
2011).

Esta resisténcia aos carbapenémicos pode ocorrer devido a producdo de enzimas do
tipo carbapenemases. Sendo este um dos principais mecanismos de resisténcia bacteriana.
Essas enzimas foram divididas, segundo Ambler et al. (1991), em quatro classes de acordo
com a similaridade entre as sequéncias dos aminoacidos, sendo identificadas como classe A,
B, C e D. Na classe A estao incluidas as enzimas -lactamases de espectro estendido (ESBL),
penicinilases e carbapenemases do tipo serina, como a Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC). Na classe B estdo as metalo-p-lactamases, como as NDM-1, IMP, VIM. Na classe C,

encontram-se as cefalosporinases (AmpC) e na classe D, as oxacilinases, como a OXA-48.

A KPC ¢ considerada a enzima mais frequente, sendo codificada pelo gene blakpc
(YIGIT et al., 2001), o qual esta inserido em uma estrutura genética movel, o transposson
Tn4401 (NAAS et al., 2008), que pode carrear varios genes de resisténcia, contribuindo para

sua facil disseminacdo (CUZON et al., 2010). Embora o gene blaxec tenha sido isolado
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primeiramente em K. pneumoniae, 0 mesmo ja foi encontrado em outros géneros da Familia
Enterobacteriaceae, dentre eles bactérias do género Serratia spp (DIENSTMANN et al.,
2010). Com o surgimento de varios surtos da KPC, esta passou a compor um importante
mecanismo de resisténcia no contexto de infeccdo hospitalar mundial e a sua pesquisa se
tornou um fator relevante a fim de restringir sua disseminacdo. Assim, 0 conhecimento do
perfil de sensibilidade dessas cepas e seu modo de disseminacdo sédo de suma importancia
para auxilio na escolha do procedimento terapéutico adequado e para 0 monitoramento da
disseminacdo dos microrganismos resistentes em ambientes hospitalares (DIENSTMANN et
al., 2010).

O perfil de resisténcia dos microrganismos varia de acordo com a complexidade do
hospital, caracteristicas dos pacientes atendidos, doencas subjacentes e frequéncia do uso dos
antimicrobianos nos ambientes hospitalares. Na regido da grande Dourados observa-se a
necessidade de realizar levantamentos sobre a ocorréncia de cepas produtoras de
carbapenemases, bem como intensificar as pesquisas com KPC na clinica médica, por ser uma

regido que atende pacientes de diversas cidades da regido.

O objetivo desse estudo foi realizar a caracterizacdo de cepas de S. marcescens
produtoras de carbapenemase do tipo KPC, isoladas de pacientes internados em um Hospital
de Ensino em Dourados/MS, e contribuir para 0 monitoramento da ocorréncia de cepas

produtoras de KPC de interesse clinico.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 InfeccOes Hospitalares

A infeccdo hospitalar é conceituada como qualquer infec¢do adquirida em ambientes
hospitalares durante a internacdo ou ap0s a alta do paciente, quando este esteve hospitalizado
ou passou por procedimentos médicos (ANVISA, 2004). Ela contribui para maiores indices
de morbidade e mortalidade, tempos de internacdo prolongados e alto custo. Quando causadas
por bactérias multirresistentes representam um sério problema para o setor de saude publica e
acOes de prevencdo e controle de infeccdo nas instituicdes hospitalares devem ser tomadas,
devido ao constante risco de propagacao e resisténcia desses microrganismos (NORDMANN,
2009; OLIVEIRA & MARUYAMA, 2008).

Os pacientes considerados mais susceptiveis aos quadros de infeccBes hospitalares séo
aqueles que passaram por algum procedimento invasivo, como a utilizacdo de cateteres
Venosos ou urinarios, procedimentos cirurgicos e exposicdes a antibidticos por longos
periodos (SINGH, et al. 2006). Um relatorio divulgado pelo Centers for Disease Control and
Prevention (CDC, 2013) indicou que, nos Estados Unidos, as bactérias Gram-negativas sdo
responsaveis por 36,3% das infeccdes hospitalares, onde as mesmas sdo as causadoras de
infeccbes no trato urinario (59,3%), seguido da pneumonia associada a ventilagdo mecanica
(47,2%) e infeccBes na corrente sanguinea (23,5%) (SIEVERT et al., 2013). Um relato6rio
divulgado pelo Centro de Vigilancia Epidemioldgica (CVE, 2014) indicou que, no estado de
Sao Paulo, as bactérias Gram-negativas estavam presentes em 47% dos microrganismos
isolados em hemocultura. Nas unidades de terapia intensiva (UTIs) o nimero de infeccdes
causadas por estes microrganismos é de aproximadamente 70% (PELEG, et al., 2010).

Dentre as bactérias multirresistentes, se destacam as Enterobacteriaceae. Elas séo
consideradas um problema frequente para a saude publica devida sua prevaléncia em
infeccdes hospitalares e seu alto potencial de resisténcia (AGUILAR, M. A. P., 2009). Assim,
as infeccOes hospitalares causadas por Enterobacteriaceae sdo consideradas, de acordo com

CDC, 2012, um desafio crescente para a comunidade médica.



Pagina |4

2.2 Enterobacteriaceae

Os membros da Familia Enterobacteriaceae sdo classificados como bastonetes Gram-
negativos anaerobicos facultativos, onde na maioria das espécies a locomocao é realizada por
flagelo peritriqueo. Trata-se de um importante grupo bacteriano também conhecido como
entérico. A maioria desses microrganismos sdo fermentadores ativos da glicose e de outros
carboidratos e oxidase-negativos. (SHANMUGAM, 2013). As enterobactérias possuem
fimbrias que permitem a aderéncia a superficies ou membranas mucosas. Os pili sexuais
auxiliam na troca de informacdo genética entre células, que frequentemente inclui resisténcia
a antibioticos. Enterobactérias também produzem proteinas chamadas bacteriocinas, que
causam a lise de espécies de bactérias intimamente relacionadas podendo ajudar a manter o
equilibrio ecoldgico de varios microrganismos no intestino (TORTORA et al., 2012).

E considerada a maior e mais heterogénea familia de bacilos Gram-negativos
relacionados a infec¢des hospitalares (KONEMAN et al., 2010). Sua principal caracteristica é
a resisténcia natural ou adquirida a antibidticos, podendo causar infec¢des urinarias, infeccdes
do trato respiratorio, gastrointestinal, bacteremias, septicemias, dentre outras (PITOUT,
2010). Os principais géneros relacionados a infeccdo hospitalares sdo: Escherichia spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp., Klebsiella spp, Serratia spp., Enterobacter spp., dentre
outros (BRATU et al., 2005).

Bactérias do género Serratia, estdo presentes na agua, solo, plantas, insetos e no
intestino de homens e animais. As principais espécies sdo S. marcescens, S. plymuthica, S.
liquefaciens, S. rubidaea e S.odifera. (KHANAFARI, et al. 2006). Bactérias deste género sdo
consideradas emergentes em infec¢Ges hospitalares em todo o mundo (POLLETT et al., 2014;
PENA et al., 2014). Por serem importantes patdgenos dotados de propriedades invasoras e
com tendéncia de resisténcia a muitos antibioticos de uso comum, o seu estudo €é considerado
fundamental para melhoria dos indicadores de saide (VASCONCELOS et al., 2006). S.
marcescens € a espécie considerada mais importante, estando associada a uma variedade de
infeccbes humanas, sobretudo a pneumonia e septicemia em pacientes imunocomprometidos
(KONEMAN et al., 2010). Estes microrganismos ja foram isolados de cateteres, solugdes

salinas para irrigacédo e outras solucdes supostamente estéreis (MAHLEN, 2011).
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2.3 Antibioticos B-lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos, como penicilinas e cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos, caracterizam-se pela presenca de um anel B-lactdmico em sua estrutura
(Figura 1), o que é fundamental para sua atividade antimicrobiana. O espectro de acdo dos -
lactdmicos inclui bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e espiroquetas. Ndo sdo ativos
contra micoplasmas porque estes ndo apresentam parede celular. (BABIC, 2006).

Os p-lactamicos atuam inibindo a sintese da parede celular das bactérias em
crescimento, atuando na inibicdo da producdo de peptidoglicano, que é um heteropolimero
rigido e insoluvel na &gua, constituido por cadeias lineares de dois aclcares aminados: NAG
(&cido n-acetilglucosamina) e NAM (acido n-acetilmuramico), ligados entre si por ligacoes
glicosidicas. Os componentes do peptidoglicano sdo sintetizados no citoplasma e
transportados através da membrana citoplasmatica para o espaco que existe entre esta e a
parede celular (espago periplasmatico). Neste nivel existem proteinas com atividade
enzimatica (transpeptidases e carboxipeptidases), responsaveis pelo estabelecimento de pontes
interpeptidicas entre cadeias vizinhas de peptidoglicano em crescimento, denominadas de
Penicilin Binding Proteins (PBPs). Os antibidticos ligam-se as PBPs e impedem a sintese do
peptidoglicano causando sua lise osmotica. Especificamente, bloqueiam a reacdo de
transpeptidacdo que ocorre fora da membrana celular, impedindo a unido de cadeias que
formam o mucopeptideo da parede celular (MARCH, 2013; BABIC, 2006; MARIN &
GUDIOL, 2003).

B-lactams
Penicillin Cephalosporin Carbapenem Monobactam
,C\r cof
) ®NH, HC ® NH
f\\—kﬂ JJ H H H:N 7 2
Ho N/ N] -SYCHs 57 *WN :’5‘ ] HE />_S Hjc5r !
o N/ "CH, PN O N /; -
t0f HN a IDQ §
Amoxicillin Ceftazidime ° Imnpenem 07 NMe, \‘;7 N W }/ |
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AN Py { : J Aztreonam
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- 0 N/ "CH, \f—N o /L _OAc & N /
s o o ©
€0; HaN (00 to;
Ticarcillin Cefotaxime Meropenem
Clinically used and exploratory B-lactamase inhibitors
00—
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Figura 1. — Estrutura dos antibi6ticos B-lactamicos.*
*Fonte: Adaptado de Bush e Fisher, 2011.
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A emergéncia de enterobactérias resistentes a B-lactamicos constitui um dos principais
desafios enfrentados pelo sistema de salde, devido ao alto indice de disseminagdo desses
microrganismos. Torna assim necessario 0 estudo para a identificacdo de mecanismos de
resisténcia bacteriana (NORDMANN, 2009; OLIVEIRA & MARUYAMA, 2008).

2.4 Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana refere-se a um fendmeno biol6gico natural de espécies a
modificacdes no ambiente, no entanto, com a introducdo e uso irregular de agentes
antimicrobianos na pratica médica, observou-se um aumento no indice de resisténcia
antimicrobiana no mundo inteiro ( WANNMACHER, 2004).

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia intrinseca é
resultante da genética, estrutura e fisiologia normal do micro-organismo. Ja na resisténcia
adquirida ocorre uma modificacdo na informacdo genética do micro-organismo, devido ao
recebimento de elemento mével com algum gene de resisténcia, tornando-o assim resistente a
algum antibidtico que anteriormente era eficaz (ALANIS, 2005).

Os genes de resisténcia bacteriana aparecem muitas vezes associados a elementos
genéticos moveis, como: plasmideos (elementos extracromossomais circulares que se
autorreplicam e podem ser transferidos para outra célula por conjugacdo); transposons
(sequéncias de DNA que tem a capacidade de se mover dentro do genoma e também
realizarem conjugacéo); integrons (elementos de DNA que adquirem e mobilizam genes
contidos em cassetes) e o0s bacteri6fagos (virus que infectam células bacterianas).
(CARATTOLI, 2009).

A forma mais comum de adquirir resisténcia é através da aquisicdo de DNA exdgeno,
também conhecido como transferéncia horizontal de genes. Os mecanismos envolvidos séo:
transformacdo, onde a bactéria adquire DNA do meio-ambiente; transdugdo, processo
mediado por bacteriéfagos que ao recombinar o seu material genético com o DNA bacteriano,
adquirem genes de resisténcia bacterianos, transportando-os no seu genoma e transferindo-os
para outras bacterias quando as infectam e conjugacéo, transferéncia de plasmideos ou outros
elementos conjugativos entre células de cepas ou espécies bacterianas diferentes (FURUYA,

2006). Esses mecanismos sao exemplificados na Figura 2.
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Figura 2. — Mecanismos de transferéncia horizontal de genes por células bacterianas.*
*Fonte: Adaptado de Furuya & Lowy, 2006.

Com a prética da terapia antimicrobiana os mecanismos de resisténcia a p-lactamicos
tornaram-se cada vez mais comuns, principalmente em ambientes hospitalares. Esses
mecanismos incluem: perda ou expressdo reduzida de porinas, que sdo proteinas localizadas
na membrana externa responsaveis pelo transporte de substancias para o interior da célula,
gue impede a entrada do antibidtico na célula. Hiper-expressdao de bombas de efluxos, sdo
sistemas que realizam a expulsdo do antibidtico do interior da célula para o meio extracelular.
Alteracdo do sitio alvo, uma mutacdo genética que altera o sitio alvo do antibiético, ndo
afetando o funcionamento da bactéria. Producdo de proteinas B-lactamases com atividade
enzimética e capacidade de inativar ligagcbes quimicas dos compostos B-lactamicos. Nas
bactérias Gram-negativas encontram-se no espago periplasmatico e inativam o antibiotico
antes de atingir a membrana citoplasmatica (COTRIM, et al., 2012; PELEG, et al., 2010). Na
Figura 3 estdo esquematizados alguns desses mecanismos.

Carbapenémicos pertencem ao grupo dos B-lactamicos de agentes antimicrobianos,
que causam a lise celular das bactérias através da inibicdo da sintese da parede celular
bacteriana (SHANMUGAM, 2013). Por conta disso, os carbapenémicos foram por muito
tempo considerados medicamentos de escolha na terapia contra infec¢bes causadas por
microrganismos Gram-negativos devido a sua estabilidade frente a essas enzimas [-
lactamases de expectro estentido (ESBL) (QUEENAN & BUSH, 2007). No entanto, o

aumento significativo do uso terapéutico dos antibi6ticos carbapenémicos, associado a
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exposicdo a outros medicamentos e a auséncia de protocolos de controle e prevencdo de
infeccdo hospitalar, permitiu a emergéncia de enterobactérias resistentes a este grupo de
antibioticos (POIREL et al., 2007; NORDMANN et al. 2011).

Anthistics Bactéria Gram-negativa °
° o ®
Perda de porinas ¥ K o o o
carbapenémicos (imipenem) \ 8 ,r M .no‘ l{SPJ’W |v:- pras
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2 o
9 o [*] [+

Figura 3. — Mecanismos de resisténcia em bactérias Gram-negativas e os antibioticos afetados.*
*Fonte: Adaptado de: Peleg, et al. 2010.

2.5 Producéo de p-lactmases

A hidrolise de antimicrobianos pelas B-lactamases € o principal mecanismo de
resisténcia aos f-lactdmicos em bactérias Gram-negativas.

As enzimas B-lactamases foram divididas em quatro classes de acordo com a
similaridade entre as sequéncias dos aminoacidos, sendo identificadas como classes A, B, C e
D. Na classe A, estdo incluidas as enzimas B-lactamases de espectro estendido (ESBL),
penicinilases e carbapenemases do tipo serina, como a Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC). Na classe B, as metalo-p-lactamases, como as NDM-1, IMP, VIM. Na classe C,
encontra-se as cefalosporinases (AmpC) e na classe D, as oxacilinases, como a OXA-48
(AMBLER et al., 1991).

A outra classificacdo vigente se baseia na atividade enzimética, sendo as f-
lactamases divididas em trés grupos: O grupo 1, pertence as cefalosporinases, classificadas na

classe molecular C; O grupo 2, € formado pelas enzimas pertencentes ao grupo A e D de
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Ambler e; O grupo 3, € constituido pelas enzimas metalo-p-lactamases (MBLs) (BUSH &
JACOBY, 2010).

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo enzimas que conferem resisténcia
a varias classes de antibidticos, como cefalosporinas e penicilinas (NORDMANN e POIREL,
2002; POIREL et al., 2007). As ESBLs destroem o anel B-lactdmico do antibidtico,
inativando-o e conferindo assim a resisténcia (MARCH, 2013). O mecanismo responsavel
pela resisténcia a classe de antibioticos carbapenémicos é a producdo de carbapenemases,
como metalo-B-lactamases (MBLs) e KPC. Os genes que codificam as enzimas [-lactamases
encontram-se em constante mutacdo, em resposta a pressdo seletiva exercida pelos
antibidticos utilizados no controle de microrganismos produtores de diferentes p-lactamases.
Contribuindo assim para uma facil disseminacdo de cepas multirresistentes no ambiente
nosocomial (NOYAL et al., 2009). Desta forma, a sua contengdo é um grande desafio para os
servicos de controle de infeccdo hospitalar, além de tudo, o uso indiscriminado de antibioticos
de amplo espectro associado a transmissdo horizontal entre os pacientes, aumentam as taxas
de resisténcia bacteriana, o que acaba limitando a escolha das opcdes terapéuticas disponiveis
(COTRIM, et al., 2012).

2.5.1 Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

A KPC tem a capacidade de inibir a acdo de todos os antibiéticos B-lactamicos
incluindo penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenémicos (imipenem,
meropenem e ertapenem) (MAMMINA et al, 2012; SHANMUGAM, 2013). Ela é
considerada a enzima clinicamente mais encontrada desse grupo, sendo codificada pelo gene
blakrc (NORDMANN et al, 2011) e foi isolada primeiramente em K. pneumoniae (YIGIT et
al., 2001) na regido da Carolina do Norte em 1996 (KITCHEL, 2009). Devido a grande
capacidade de mobilidade deste gene codificador de carbapenemases, em virtude dos
elementos transferiveis que codificam essa enzima, hd uma maior dissemina¢do da KPC,
constituindo a sua contencdo um grande desafio para os servigos de controle de infeccdo
hospitalar (NORDMANN et al., 2009; RASMUSSEN, 2007).

Embora o gene blakec tenha sido isolado primeiramente em K. pneumoniae (YIGIT et
al., 2001) o mesmo j& foi relatado em outros géneros da familia Enterobacteriaceae, como
Escherichia coli, Serratia spp, Enterobacter spp, Citrobacter freundii, Salmonella spp,
Pseudomonas aeruginosa, Proteus Mirabili e Raoultella spp. (WENDT et al, 2010; CHEN et
al, 2011; SHANMUGAM et al, 2013).
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Dezesseis variantes do gene KPC ja foram descritos e classificados em ordem
numerica sequencial de blakpc, a blakpci7 (WANG et. al., 2014,), sendo KPC-2 e KPC-3 as
mais frequentes e tém sido relatadas e associadas com surtos epidémicos em varias regides
pelo mundo, inclusive no Brasil (CUZON, et al., 2010; NAAS, et al., 2009; MONTEIRO et
al., 2009; NORDMANN et. al. 2009).

No Brasil, o primeiro relato de cepas de K. pneumoniae produtoras da KPC-2 foi em
20086, isoladas de quatro pacientes hospitalizados em uma UTI de Recife (MONTEIRO et al.,
2009). Um més depois, foi publicado outro relato da KPC-2 encontrada em seis isolados de K.
pneumoniae em dois hospitais do Rio de Janeiro (PEIRANO et al., 2009). Desde entéo, varios
relatos da KPC surgiram nos estados brasileiros. No estado do Mato Grosso do Sul o primeiro
relato de K. pneumoniae produtoras da KPC, foi em 2010 (CHANG et al., 2013).

Os genes relacionados a KPC estdo frequentemente inseridos em uma estrutura
genética mdvel, o transposon Tn4401, o qual pode carrear varios genes relacionados a
resisténcia, entre eles os que codificam para as enzimas da classe A (NMC, IMI, SME, GES e
KPC) (NAAS et al., 2008), Classe B (NDM-1, VIM, IMP, GIM, e SIM) (YONG et al., 2009)
e Classe D (OXA) (QUEENAN, 2007).

O transposon Tn4401 pertence a familia Tn3 e serve como suporte genético para o
gene blakpc. Ele tém 10kb em tamanho e apresenta, além do gene blakpc, duas sequéncias de
repeticdo invertidas (IRR e IRL), o gene da transposase, proteina que catalisa 0 movimento da
estrutura para outra regidao no genoma. O gene da resolvase, que é o repressor da transposase.
Duas sequéncias invertidas, ISKpn6 e ISKpn7, com uma delecdo de 100 a 200 bp que
determina as variantes do transposon Tn4401(NAAS, 2008). A figura 4 representa o
transposon Tn4401 e a origem da mobilizag&o do gene blakpc.
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Figura 4. — Estrutura do transposon Tn4401*
*Fonte: Adaptado de Naas, et al. 2008.

Devido ao aparecimento de varios surtos relacionados a KPC, esta enzima tornou-se
um mecanismo de resisténcia muito importante em relacdo as infecgbes hospitalares
mundialmente. Devido a facilidade que o gene blakpc pode ser transmitido por elementos
transferiveis entre varias espécies da Familia Enterobacteriaceae, torna imprescindivel a
pesquisa e identificacdo da KPC para a compreensdo do curso de resisténcia aos
carbapenémicos em bactérias Gram-negativas, a fim de restringir sua disseminacéo e o uso de
antibioticos p-lactdmicos em ambientes hospitalares (NORDMANN et al., 2011),
contribuindo para a reducdo dos indices de morbidade e mortalidade dos pacientes infectados
(DIENSTMANN, et al., 2010).

Vaérios estudos ja foram realizados relatando surtos de bactérias do género Serratia
spp. produtoras de carbapenemase ao redor do mundo (MAHLEN, 2011; POLLETT et al.,
2014; PENA et al., 2014; LIN et al., 2016). Em um levantamento de vigilancia realizado pelo
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC, 2014), espécies de S.
marcescens eram responsaveis por 3,5% das pneumonias e 2,7% das infecgcdes da corrente
sanguinea adquiridas em UTI. No Brasil, relatos de S. marcescens multirresistentes ainda sdo
escassos (RIBEIRO et al., 2013; GUIMARAES et al., 2013; MARGARETE et al., 2015). E
recentemente, no estado do Mato Grosso do Sul, foi descrito um surto de S. marcenses
(SILVA et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Realizar a caracterizacao fenotipica e molecular de cepas de S. marcescens produtoras
de carbapenemase do tipo KPC isoladas de pacientes internados em um Hospital de Ensino
em Dourados/MS, buscando contribuir para 0 monitoramento da ocorréncia de cepas

produtoras de KPC de interesse clinico.

3.2 Objetivos Especificos

e Isolar cepas de S. marcescens produtoras de carbapenemase do tipo KPC em
amostras clinicas;

e Identificar cepas de S. marcescens produtoras de carbapenemase através do
Teste modificado de Hodge;

e Determinar o perfil de susceptibilidade aos antibi6ticos carbapenémicos pelo
teste de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM);

e Identificar a presenca do gene blakpc, através da técnica de Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR);

e Determinar a eficiéncia da deteccdo de carbapenemases pelo Teste
Modificado de Hodge, utilizando-se da deteccdo do gene blakpc.2 pela PCR

como comparativo.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aprovacdo pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEP-
UFGD)

Este estudo foi submetido e aprovado junto ao Comité de Etica e Pesquisa em
Humanos da Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD), com o numero do parecer
130.754/2012 (Anexo A).

4.2 Coleta e isolamento das cepas bacterianas

As cepas bacterianas foram coletadas de outubro de 2011 a maio de 2012 e foram
isoladas de pacientes internados em um Hospital de Ensino em Dourados/MS.

Dados sobre a identificacdo bacteriana, coleta das amostras, ala de isolamento,
amostra clinica e faixa etaria dos pacientes foram coletados utilizando os registros do
Laboratério de Andlises Clinicas do hospital.

4.3 ldentificacdo das enterobactérias produtoras de carbapenemases

A identificacdo e o perfil de sensibilidade das cepas bacterianas foram determinados
pelo sistema automatizado Vitek®2 (bioMérieux, Hazelwood, MO). As cepas que
apresentaram resisténcia aos antibioticos carbapenémicos, segundo recomendacdes do
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015), foram incluidas no estudo e

submetidas aos demais testes.

4.4 Teste modificado de Hodge

Todas as cepas de S. marcescens que apresentaram resisténcia aos carbapenémicos
foram submetidas ao teste modificado de Hodge, utilizando o antibidtico ertapenem
(sensibilidade e especificidade de 90%). O teste modificado de Hodge foi realizado da
seguinte forma: preparou-se uma suspensdo de 0,5 da escala de McFarland de Eschericichia
coli ATCC 25922 em solucdo salina 0,9% a qual foi inoculada em uma placa contendo agar
Mueller Hinton, com auxilio de um swab estéril. Foi colocado um disco de ertapenem (10
ug/mL) no centro da placa. Com o auxilio de uma alca de platina, estrias foram feitas em
linha reta em direcdo do disco para as extremidades da placa, utilizando quatro cepas
bacterianas para cada placa. As placas foram incubadas por 24 horas a temperatura de 36 °C,
e entdo foram avaliadas as distor¢fes nos halos de inibi¢do. Foram utilizadas como cepas
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padrdo para o teste K. pneumoniae ATCC®BAA-1706 (como controle negativo) e K.
pneumoniae ATCC®BAA-1705 (como controle positivo).

4.5 Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A avaliagdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada através do
teste de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM), pela técnica de microdiluigdo em caldo
Mueller-Hinton, seguindo as padronizagdes estabelecidas pelo CLSI (2015). As CIMs de
antibioticos carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) foram testadas em
diferentes faixas de concentracdo, variando entre 128 a 0,25 ug/mL. As cepas foram
inoculadas em microplacas de 96 pocos e incubadas a 36 °C por 24 horas. Apds este periodo a
CIM foi registrada como sendo a menor concentracdo em que 0 agente antimicrobiano inibiu

completamente o crescimento do micro-organismo.

4.6 Deteccao do gene blakpc-2

Para a etapa de caracterizacdo molecular foram desenhados primers para a
amplificacdo do gene blakpc2 com o auxilio do proGrama Vector NTI®11 (Invitrogen). Os
isolados de S. marcescens foram semeados em agar MacConkey e submetidos a extracdo de
DNA utilizando QIAamp DNA minikit® (Qiagen) seguindo o protocolo do fabricante, sendo
armazenado a -20 °C.

A avaliacdo da presenca do gene blakpc-, foi realizada através da técnica de Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR), conforme descrito por Monteiro et al. (2009), com algumas
modificagOes. As reagdes de PCR foram realizadas para o volume final de 50 pL, contendo 2
U de DNA Taq polimerase, 50 pmol de cada primer, 200 uM de cada DNTP, 1 x tampéo de
reacdo, 1,5 mM MgCl; e 10-50 ng de DNA. As reacdes de amplificacdo foram conduzidas em
um termociclador (MyCicler Bio RAD) nas seguintes condi¢Oes de ciclagem: desnaturacéo
inicial a 94 °C por 5°, seguida de 35 ciclos com desnaturagdo a 95 °C por 45°’, anelamento a
55 °C por 40”’, extensdo a 72 °C por 40’’ e extensdo final a 72 °C por 7°.

Posteriormente, os produtos de PCR foram analisados em gel de agarose 1% corado
com GelRed (Uniscience). O resultado foi observado sob luz ultravioleta, fotografado e o
padrdo de bandas observado. A Tabela 1 demonstra a sequéncia de primers utilizados para
amplificar o gene blakpc-».

A presenca do gene blakpc-, foi confirmada pelo sequenciamento, utilizando primers
especificos (SILVA et al., 2015).
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Em trés cepas isoladas de S. marcescens foi realizada a PCR para a deteccdo de

outros dois genes (blasnyy € blatewm).

Tabela 1. Sequéncia de primers utilizados para amplificacdo do gene blagpc..

Primer Sequéncia

blakpc-» Forward 5> TCTGGACCGCTGGGAGCTGG 3”7

blakpc» Reverse 5> TGCCCGTTGACGCCCAATCC 37
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5. RESULTADOS

5.1 Identificacdo bacteriana

No periodo de outubro de 2011 a maio de 2012, 139 cepas de enterobactérias com
perfil resistente ou intermediario a cefalosporinas de terceira geracdo foram isoladas de
pacientes internados em um Hospital de Ensino em Dourados/MS. Dentre os isolados, 27
(20%) foram identificadas como S. marcescens, sendo provenientes de diferentes amostras
clinicas. As fontes de infeccbes que obtiveram maior nimero de cepas isoladas foram
secrecdo traqueal (37%), seguido de urocultura (25,92%), hemocultura (11,11%), amostras de
swab retal, swab nasal e Ulcera de decubito (7,40%) e ponta de cateter (3,70%). Dos 27
isolados 19 (70,3%) foram considerados patogenos de infeccdo e 8 (29,7%) foram

considerados colonizacGes. Esse resultado pode ser observado na Tabela 2.

Tabela 2. — Amostras clinicas das quais as cepas de Serratia marcescens foram isoladas.

Amostras Clinicas NuUmero de Isolados (%0) Infeccéo Colonizagdo
Secrecdo traqueal 10 (37 %) 9 1
Urocultura 7 (25,92 %) 7
Hemocultura 3 (11,11 %) 3
Swab retal 2 (7,40 %) - 2
Swab nasal 2 (7,40 %) - 2
Ulcera de declbito 2 (7,40 %) - 2
Ponta de cateter 1 (3,70 %) - 1
Total 27 (100 %) 19 (70,3%) 8 (29,7%)

As cepas foram recuperadas de 19 pacientes, onde 13 (68,42%) pacientes eram do
sexo masculino e 6 (31,58%) do sexo feminino. A prevaléncia de S. marcescens foi maior em
pacientes com faixa etaria acima dos 60 anos (47,36%) e na faixa etaria entre 0-15 anos (21%)
conforme pode ser observado na Figura 5. Todos os pacientes estavam hospitalizados em
diferentes Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) incluindo 15 (79%) internados em UTI
adulta, 2 (10,5%) na UTI neonatal e 2 (10,5%) em UT]I pediatrica.



Pagina |17

10 -

(o)} ~ (o]
1

Pacientes

0 .
0-15 16-30 31-45 46-60 >60
Faixa etaria por idade

Figura 5. — Numero de pacientes com cepas de S. marcescens produtoras de carbapenemase
distribuidas por grupos segundo faixas etarias de pacientes internados em um Hospital de Ensino em
Dourados/MS.

5.2 Teste modificado de Hodge

No teste modificado de Hodge, das 27 cepas de S. marcescens, 26 (96%) obtiveram
resultado positivo, indicando que as cepas sao possivelmente produtoras de carbapenemases.
A Figura 5 apresenta o resultado do teste modificado de Hodge de quatro cepas de S.

marcescens, sendo que uma delas apresentou resultado negativo.
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Figura 6. — Teste modificado de Hodge utilizando o antibidtico ertapenem (10 pg/ml). Testes
positivos (S3, S6 e S7), teste negativo (S2).

5.3 Concentracéo Inibitoria Minima
A avaliagdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada, seguindo

as padronizacOes estabelecidas pela CLSI (2015), conforme a tabela 3.

Tabela 3. Critérios utilizados para interpretacdo da CIM (pg/mL) como sensivel, intermediario ou

resistente, respectivamente, recomendados pelo CLSI (2015).

Agentes Carbapenémicos Interpretacdo da CIM (ug/mL)
Sensivel Intermediario Resistente
Ertapenem (ERT) <0,5 1 >2
Imipenem (IPM) <1 2 >4
Meropenem (MER) <1l 2 >4

Os trés agentes microbianos testados demonstraram diferente efetividade entre si. A
tabela 4 apresenta a variacdo na efetividade destes carbapenémicos obtida a partir dos
resultados da CIM.
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Tabela 4. Variacdo da efetividade dos carbapenémicos no teste de Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM) e resultados obtidos no Teste Modificado de Hodge e na Avaliacdo da presenga do

gene blagpc..

MIC (pg/ml) do carbapenem

Paciente Cepa TMH blakpc.o

no ne IPM MEM ETP

1 3365 64 128 64 + +
2 4063 64 64 64 + +
2 4093 64 64 64 + +
3 5474 8 8 16 + +
4 7804 32 32 32 + +
5 137 16 8 16 + +
5 2918 16 16 16 + +
5 3011 4 8 16 + +
6 2459 8 8 16 + +
6 3927 16 16 6 + +
7 2865 16 32 16 + _
8 4168 4 8 32 + +
9 4930 32 32 32 + _
10 5049 2 4 32 + +
11 2170 8 32 32 + +
12 2685 8 16 32 + +
13 2983 16 64 64 + _
13 5230 16 8 32 + +
13 7426 32 128 64 + +
14 3081 16 64 64 - +
14 44 16 64 16 + +
15 4093 32 64 64 + +
15 1517 4 64 32 + +
16 933 2 8 4 + +
17 2886 4 4 64 + +
18 3258 32 128 32 + +
19 3567 16 64 16 + +

IPM, imipenem; MEM, meropenem; ETP, ertapenem.
TMH, teste modificado de Hodge.

No teste da CIM, a maioria das cepas de S. marcescens foram resistentes frente aos
antibidticos ertapenem, imipenem e meropenem com 100%, 92,6% e 100% de resisténcia,

respectivamente, conforme pode ser avaliado na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultado do perfil de susceptibilidade das amostras de S. marcescens produtoras de carbapenemase
frente aos antibidticos ertapenem, meropenem e imipenem.

Sensibilidade das amostras Agentes Carbapenémicos
n (%) Ertapenem Imipenem Meropenem
Resistentes 27 (100%) 25 (92,6%) 27 (100%)
Intermediarios - 2 (7,4%) -
Sensiveis - - -
Total 27 27 27

5.4 Avaliacao da presenca do gene blakpc-2

Dentre os 27 isolados de S. marcescens, que foram submetidos a técnica da PCR, 24
cepas (88,88%) apresentaram resultado positivo para a presenca do gene blakpc-2 € 3 (11,12%)
apresentaram resultado negativo. Estes resultados indicam que 11,12% das cepas de S.
marcescens, apresentam perfil de resisténcia a carbapenémicos no teste modificado de Hodge
e CIM, no entanto, ndo eram produtores da KPC, indicando a presenca de outro possivel
mecanismo de resisténcia. Com estas trés cepas negativas foi realizada a PCR para a detec¢édo
de outros dois genes (blasyyv € blatem), onde 2 apresentaram resultado positivo para o gene
blasyy € 1 isolado apresentou resultado positivo para a presenca do gene blargm. A Figura 6,

demonstra o resultado do PCR de 5 cepas de S. marcescens avaliadas neste estudo.

399 pb

Figura 7. — Eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed (Uniscience) do resultado da amplificacdo
por PCR do gene blakpc, em cepas de S. marcescens Colunas 1, 2, 3, 5 cepas de S. marcescens com resultado
positivo; Coluna 4, cepa de S. marcescens com resultado negativo. Coluna M, marcador de peso molecular
Ladder 100 pb (sigma); coluna CP, controle positivo da reacdo; coluna CN, controle negativo da reagdo. A seta

indica o produto amplificado de 399 pb referente ao gene blaxpc.».
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6. DISCUSSAO

As infeccdes hospitalares causadas por bacterias multirresistentes sdo um grande
desafio para a saude publica, devido ao aumento das taxas de mortalidade e morbidade dos
pacientes, tempos de internacdo prolongados e aumento de gastos para o sistema de salde
(NORDMANN et al., 2012). Dentre esses microrganismos destaca-se a S. marcescens, sendo
esta considerada emergente em infec¢fes hospitalares em todo o mundo (POLLETT et al.,
2014; PENA et al., 2014), devido suas propriedades invasoras e sua capacidade de apresentar
resisténcia intrinseca a diversos antibidticos. Assim, a identificacdo de mecanismos de
resisténcia em S. marcescens é considerado fundamental (VASCONCELOS et al., 2006).
Diante disso, neste estudo propOs-se a avaliacdo de cepas de S. marcescens produtoras de
carbapenamase do tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) isoladas de pacientes
internados em um Hospital de Ensino em Dourados/MS. Durante o periodo de 8 meses foram
identificadas 27 cepas de S. marcescens, sendo que 24 destas cepas (88,88%) foram
identificadas como produtoras de KPC.

A prevaléncia de S. marcescens foi maior em individuos com faixa etaria acima dos
60 anos (47,36%), em um estudo realizado por Alves et al. (2013), foi observado que 50% dos
pacientes se encontravam na faixa etaria de 51 a 71 anos. Ja no estudo de Kim et al. (2015)
47% dos pacientes apresentava faixa etaria acima dos 65 anos. Provavelmente o indice foi
maior em pacientes idosos devido a deficiéncia imunolégica e a presenca de outras
enfermidades apresentadas por estes pacientes (NIELSSON, et al., 2014)

Foi observado que as amostras clinicas com mais isolados de S. marcescens foram a
secrecdo traqueal (37%) seguido da urocultura (25,92%), esta Gltima causada provavelmente
pelo uso de cateteres urinarios (PELEG, et al., 2010). Estes resultados concordam com um
estudo anterior realizado por Kim et al. (2015), o qual relatou que as principais portas de
infeccbes causadas por S. marcescens foram pelo trato respiratério inferior (50%), seguido
pelo trato urinario (20.4%). Dentre os 27 isolados, 19 (70,3%) foram considerados patdgenos
de infecgdo e 8 (29,7%) foram considerados colonizages, esse alto indice de infeccdo estd
relacionado a alta viruléncia e poder de invacdo do microrganismo estudado (MAHLEN,
2011).

Para analisar os mecanismos de resisténcia antimicrobiana, testes fenotipicos e
moleculares foram realizados. Neste trabalho, o teste modificado de Hodge foi utilizado para
avaliar se a sensibilidade reduzida aos carbapenémicos detectada pelo teste de triagem era
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causada pela producio de carbapenemases. E importante salientar que o teste modificado de
Hodge é um teste fenotipico com sensibilidade e especificidade de 90% e detecta
carbapenemases em geral, ndo sendo especifico para KPC (NORDMANN et al, 2012;
BARTH & RIBEIRO, 2012).0 teste modificado de Hodge (TMH) apresenta uma facil
execucdo, porém o resultado demanda de 24 a 48 horas. Enterobactérias produtoras de B-
lactamases do tipo ESBL associados a perda ou expressao reduzida de porina ou hiper-
expressao de bombas de efluxo podem apresentar resultados falso-positivos no TMH e
também a deteccdo de carbapenamases do tipo NDM é considerada fraca por este método
(PELEG, et al., 2010; NORDMANN et al, 2012). Neste estudo, dos 27 isolados de S.
marcescens, 26 (96%) obtiveram resultado positivo, indicando assim a possivel producgdo de
carbapenemases. No Unico isolado que ndo foi considerado possivel produtor de
carbapenemase foi identificada a presenca do gene blakpc-2, indicando que o gene codificador
para KPC ndo estava sendo expresso durante a realizacdo do TMH. Mesmo com um resultado
positivo no TMH, torna-se necessario a realizacdo de técnicas moleculares para confirmar a
presenca do gene de resisténcia. Desta forma, 0 TMH pode ser utilizado apenas na triagem da
deteccdo da atividade de carbapenamases, sendo Gtil como uma das etapas iniciais de controle
de surtos causados por microrganismos produtores de carbapenemases (NORDMANN et al,
2012).

Todas as cepas avaliadas foram resistentes ao ertapenem e ao meropenem, e 92,6%
das cepas foram resistentes para o imipenem. Esses resultados foram semelhantes aos
apresentados por Zhou et al. (2013), que descreveram 95,2% de resisténcia ao ertapenem e
90,4% imipenem, diferindo apenas no meropenem, com 66,7% de resisténcia.

Para a determinacdo da presenca do gene de resisténcia blakpc, foi utilizado a
técnica da PCR que € considerada padrdo ouro para a identificacdo e diferenciagdo de
carbapenemases, devido a sua excelente sensibilidade e especificidade, tendo como principal
desvantagem o alto custo e a necessidade de profissionais treinados para sua realizagéo.
(NORDMANN, et al. 2012).

Através da PCR foi possivel identificar que, 88,88% das cepas avaliadas foram
positivas para a presenca do gene blakpc-2, evidenciando a alta prevaléncia de S. marcescens
produtoras da KPC em um Hospital de Ensino de Dourados/MS. Ao todo, 3 (11,12%) cepas
de S. marcescens apresentaram perfil de resisténcia aos carbapenémicos no TMH e CIM, mas
obtiveram resultados negativo para o gene blakpc2. Este dado indica que outros fatores de

resisténcia a carbapenémicos podem estar presentes nestas cepas, considerando que bactérias
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da Familia Enterobacteriaceae podem apresentar diferentes mecanismos de resisténcia, como
perda ou expressao reduzida de porinas e hiper-expressao de bombas de efluxos, bem como a
presenca de outras enzimas f-lactamases nessas cepas como, IMP, VIM, NDM, GES, SME,
TEM, OXA, ESBL e AmpC (COTRIM, et al., 2012; PELEG, et al., 2010). Assim, outros
estudos poderdo ser conduzidos nessas cepas para a identificacdo de outras p-lactamases e a
identificagdo de outros mecanismos de resisténcia.

Ja foram descritos varios estudos reportando a presenca da KPC em enterobactérias no
Brasil (BIBERG et al. 2015; AREND et al. 2015; FREIRE et al. 2015; MELO et al. 2014;
TAVARES et al. 2015; ANDRADE et al. 2011; SILVA et al., 2016). No entanto, relatos de S.
marcescens multirresistentes no Brasil ainda sdo escassos (RIBEIRO, et al., 2013;
GUIMARAES et al., 2013; MARGARETE et al., 2015). Recentemente um estudo realizado
no Brasil descreveu um surto de S. marcenses co-produtoras de IMP-10 e KPC (SILVA et al.,
2015). Considerando o nimero crescente de cepas multirresistentes relacionadas a infeccbes
hospitalares sendo relatado em todo o pais, nosso estudo mostra-se relevante, pois indica a
emergéncia de cepas S. marcescens resistentes produtoras de carbapenemase em um Hospital
de Ensino em Dourados/MS, indicando a importancia da criacdo de medidas de controle e

prevencdo da disseminacao das mesmas no ambiente hospitalar.
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7. CONCLUSAO

Os resultados evidenciam a presenca de cepas de S. marcescens produtoras da KPC
em um Hospital de Ensino em Dourados/MS, indicando que medidas de controle e prevencéo
da disseminacdo de cepas multirresistente no ambiente nosocomial devem ser aprimoradas,
uma vez que ha poucas opgdes terapéuticas disponiveis para esta espécie bacteriana, o que
culmina com altas taxas de mortalidade dos pacientes infectados. Os resultados obtidos com
esta pesquisa dardo subsidio para acbes de vigilancia em salde, além de informacdes Uteis

para a melhoria dos servigos de controle de infec¢do hospitalar.
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9. ANEXOS
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proeblemas.

Objetivo da Pesquisa:
Estudar a ocorréncia de Enterobactérias produtoras de carbapenemase {KPC) isoladas de pacientes
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Telefone: (657)3410.2328 Fax: (6713411-3637 E.mail;  cepdiuigd edu be




Pagina |33

FUNDAGAO UNIVERSIDADE
UF FEDERALDAGRANDE € Qg ™
GD DOURADOS/UFGD-MS

=

alendigos no Hospital Universitérie de Dourados, wisando identificar os fatores da riscos associados a
aquisigda de infecgies causadas por astas baclanias

Avaliacho dos Riscos e Beneficios:

Quants aos beneficios parece esr uma proposta que possiltars auxiliar agies de vigilancia em saide,

Comentarios ¢ Consideragbes sobre a Pesquisa:
O tema & relevants e os resultadcs da pesquisa podem contribuir com aghes de vigilansia em sadde nd HL.

Considerages sobre os Termas de epresentagio obrigatéria;

Solicitou dispense do TCLE, jusiificando que os dados serdo colelados por fumciondrics do HU, néo
havendo contain com o pacienkes Alam digio, cta tambem a dificuldade de localizar o5 paciertes nados
Dars & pEsquise.

Recomendagdes:

sem recomendagies.

Conclusdes ou Pendincias e Lista de Insdeguagdes:
s@m pendéncias.

SHuacio do Parecer;

Aprovada

Moceesita Apreclagio da CONEP:

M3

Conglderagtes Finais a critério do CEP:
Protocole Aprovado.

DOURADDS, 25 de Outubro da 2012

Assinador por:
Rosilda Mara Mussury Francao Silva
|Coordenadar)
Emdaregno:  Rua Jodo Ross Gaes, 1787
Balrma: Wik Progresso CEF 7025071

UF: W& Murigipios DOURADCS
Telefone: (&7 )41 (=580 Fax; (B720411-307 Eamall: cepeludgd e br




