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Resumo

Objetivo: Dentre os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos, a produgéo de
carbapenemases tem o impacto mais significativo na saide humana. Esse trabalho tem
como objetivo analisar os mecanismos de resisténcia relacionados as enterobactérias com
sensibilidade diminuida aos carbapenémicos isoladas no Hospital Eduardo de Menezes da
Fundacéo Hospitalar do Estado de Minas Gerais (FHEMIG), Brasil. Métodos: Trata-se de
um estudo retrospectivo das cepas de enterobactérias onde houve a detecgéo fenotipica de
provavel producéo de carbapenemases e analise molecular. Resultados: Esse estudo mos-
trou que a principal carbapenemase encontrada entre os isolados foi a KPC, no entanto
chama a atencéo o isolamento de uma cepa produtora de NDM. Conclusao: A detecgéo de
carbapenemases codificadas em elementos moéveis reforga a necessidade de uma vigilan-
cia epidemioldgica constante na instituicéo.
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INTRODUCAO

A auséncia de novos antibiéticos contra as bactérias
Gram-negativas e o surgimento de mecanismos de resis-
téncia que eliminam as opg¢des terapéuticas disponiveis
para o tratamento das doencas infecciosas causadas por
enterobactérias s@o as causas de um grave problema de
salide publica no ambito mundial.™) Dentre os mecanismos
de resisténcia aos carbapenémicos, a producéo de carba-
penemases, seja por sua eficiéncia hidrolitica, pela codifi-
cacdo por genes localizados em elementos genéticos mo-
veis ou pela sua rapida disseminacgéo, tem o impacto mais
significativo na satide humana.?

As carbapenemases séao -lactamases que hidrolisam
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e, em varios
graus, carbapenémicos (doripenem, ertapenem, imipenem
e meropenem).® Trés grandes classes de carbapenemases
séo encontradas atualmente em enterobactérias no mundo

inteiro: as metalo-p-lactamases, incluindo as NDM (New
Delhi metallo-p-lactamases); as OXA-carbapenemases,
sendo a OXA-48 a mais frequente em enterobactérias; e as
carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase).®

As OXA-carbapenemases foram inicialmente identi-
ficadas em isolado de Klebsiella pneumoniae na Turquia
em 2001.5 Até o momento estdo menos globalmente dis-
seminadas, com circulagdo mais restrita ao Oriente Médio
e alguns paises europeus.?® O primeiro relato de KPC ocor-
reu na Carolina do Norte, nos Estados Unidos, em 1996.
Hoje é endémica nesse pais e segue com crescentes ca-
sos nos Ultimos anos em todo o mundo. No Brasil, ja foram
reportados isolados em diversos géneros e espécies
bacterianas, o que evidencia a sua disseminagéo no pais.®”
Em 2008, no norte da Europa, a carbapenemase NDM-1 foi
detectada em Klebsiella pneumoniae, isolada de uma pa-
ciente de origem indiana com infecgdo urinaria.®% O conti-
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nente indiano possui altas taxas de prevaléncia desta
enzima. Os relatos de isolamento de NDM no Brasil sédo
escassos, porém ja foi reportada a deteccédo dessa carba-
penemase em Providencia rettgeri, na cidade de Porto Ale-
gre, Rio Grande do Sul,® além de cepas de Providencia
rettgeri e Enterobacter cloacae produtoras de NDM em qua-
tro diferentes hospitais localizados em duas cidades do
estado do Rio de Janeiro.®

A reducao da sensibilidade aos carbapenémicos nas
enterobactérias pode, no entanto, também ser causada por
B-lactamases de espectro estendido (ESBL) ou enzimas
AmpC, quando coexiste diminuicdo da permeabilidade de-
vido a alteragd@o ou redugdo da expresséo de porinas.('%

Neste contexto, considerando a relevancia e os desa-
fios impostos pelo tema, objetivou-se a andlise dos meca-
nismos de resisténcia relacionados as enterobactérias com
sensibilidade diminuida aos carbapenémicos isoladas de
pacientes hospitalizados no Hospital Eduardo de Menezes
(HEM) da Fundacéo Hospitalar do Estado de Minas Gerais
(FHEMIG), um hospital de referéncia para AIDS e outras
doencas infecto-contagiosas, localizado em Belo Horizonte
no estado de Minas Gerais, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo e retrospectivo no qual
foram incluidas todas as cepas de enterobactérias com sen-
sibilidade diminuida aos carbapenémicos, isoladas de
amostras clinicas no setor de Microbiologia do Laboratério
de Analises Clinicas do HEM, no periodo de janeiro de 2015
ajulho de 2017.

Os métodos manuais utilizados foram o método semi-
quantitativo de difusdo em disco, também conhecido como
método Kirby & Bauer, e a determinagdo da concentracao
inibitéria minima (CIM) por meio de fitas de Etest® (AB
Biodisk, Solna, Suécia).

A deteccao fenotipica de carbapenemases foi realiza-
da de acordo com o documento anual do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)(11) e a Nota Técnica
N°01/2013 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa).® O teste de sensibilidade para as enterobactérias
isoladas de pacientes nosocomiais foi realizado testando-se
simultaneamente os discos dos antibiéticos ertapenem,
imipenem e meropenem. Para bactérias do grupo CESP
(Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp., Provi-
dencia spp., Morganella morganii e Hafnia alvei) foram con-
siderados apenas os resultados de imipenem e meropenem.
Caso o isolado fosse sensivel aos trés carbapenémicos, o
resultado era liberado como tal, ndo sendo necessario
pesquisar os genes de resisténcias as carbapenemases.

Os critérios interpretativos de susceptibilidade a es-
tes carbapenémicos utilizados para as enterobactérias séo:
diametro de halo de inibicdo < 22mm ou concentracao
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inibitéria minima (CIM) > 2ug/mL para o imipenem e o
meropenem e diametro do halo de inibicdo <24 mm, ou
CIM > 1ug/mL para o ertapenem. Os isolados bacterianos
que apresentaram um dos critérios acima citados foram
encaminhados para o laboratério de referéncia da Funda-
céo Ezequiel Dias (FUNED) para a realizagcdo de PCR
multiplex (Reacédo da Cadeia da Polimerase) para pesqui-
sa dos genes que codificam as carbapenemases do tipo
KPC, NDM e OXA-48.

A coleta de dados foi realizada a partir dos registros
internos do setor de Microbiologia para as seguintes varia-
veis: género e espécie da bactéria isolada, amostra clinica,
perfil de sensibilidade aos carbapenémicos e aminoglico-
sideos e resultado do teste molecular. Os dados coletados
foram analisados utilizando-se o programa de dominio pu-
blico EpilnfoTM criado pelo CDC (Centers for Disease
Control and Prevention).("?

Consideragdes éticas

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pes-
quisa da Fundacao Hospitalar do Estado de Minas Gerais,
parecer técnico nimero 72363617.1.0000.5124 (CAAE).

RESULTADOS

No periodo do estudo, foram isoladas 48 cepas com
sensibilidade diminuida aos carbapenémicos, sendo que 38/
48 (79,2%) eram produtoras de KPC, através de confirma-
¢éo molecular, e 9/48 (18,7%) foram negativas para KPC,
OXA e NDM. Nesse periodo, houve o isolamento de uma
cepa de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapene-
mase do tipo NDM.

ATabela 1 apresenta a prevaléncia das diferentes es-
pécies de enterobactérias na amostra e a positividade para
KPC e NDM.

Tabela 1 - Prevaléncia das espécies de enterobactérias nas amostras
clinicas e positividade para KPC e NDM

Positividade para carbapenemases, n (%)

Microrganismo Isolados, n(%) KPC NDM Negativo
Klebsiella 40(83,3%)  32(80%)  01(2,5%) 07(17,5%)
pneumoniae
Enterobacter 3 6 205 03(100%) 00 00
aerogenes
Enterobacter

03(6,2%) 02(66,7%) 00 01(33,3%)
cloacae
Klebsiella 01(2,1%) 01(100%) 00 00
oxytoca
Morganella 415 19y 00 00 01(100%)
morganii

Com relagao ao sitio de isolamento, a maioria dessas
48 cepas foi isolada em amostras de urina (47,9%), segui-
das pelo sangue (25%), aspirado traqueal (10%) e outras.
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DISCUSSAO

A resisténcia aos antimicrobianos é um desafio cres-
cente a saide humana no mundo. Esse estudo mostrou que
a principal carbapenemase encontrada entre os isolados
foi a KPC, confirmando a disseminagdo endémica dessa
enzima no Brasil e em outros paises, sendo a carbapene-
mase mais frequentemente observada desde a sua descri-
¢ao inicial em 1999.'2 No entanto, esse trabalho chama a
atencdo pelo isolamento de uma cepa de Klebsiella
pneumoniae produtora de NDM. Nao foram encontradas
carbapenemases do tipo OXA-48.

O microrganismo predominante foi a Klebsiella
pneumoniae, correspondendo a 83,3% dos isolados com
sensibilidade diminuida aos carbapenémicos. Apesar do
papel de destaque da Klebsiella pneumoniae, com sua pre-
disposicao a causar infeccées nosocomiais e a habilidade
de acumular e transferir mecanismos de resisténcia, a dis-
seminacgéo para outras espécies é frequente e esse traba-
Iho mostra o isolamento de KPC entre Enterobacter
aerogenes, Enterobacter cloacae e Klebsiella oxytoca na
instituicdo. A transferéncia lateral de genes para KPC entre
enterobactérias colonizantes do intestino é frequente.(™

Apo6s a sua descricdo inicial, a metalo-p-lactamase
NDM ganhou atengéo publica devido a sua rapida dissemi-
nacdo mundial. Apesar de os relatos de isolados clinicos
produtores de NDM serem escassos no Brasil, acredita-se
que o isolamento dessas se tornem mais frequentes ap6s a
implementacgédo da padronizagédo das técnicas pela Anvisa.®
Em nossa instituicao, devido ao facil acesso e a rapidez da
liberacao das técnicas moleculares pelo laboratério de re-
feréncia (FUNED), optou-se pela triagem utilizando-se os
halos de inibicdo por metodologia de disco-difusédo e con-
centracao inibitéria minima (CIM), ndo sendo utilizados os
testes com inibidores e potenciadores para a deteccéo de
carbapenemases (EDTA e acido borénico).

O relato do primeiro isolamento de Klebsiella pneu-
moniae produtora de carbapenemase do tipo NDM na ins-
tituicao sinaliza a necessidade de que a vigilancia da emer-
géncia de novos mecanismos de resisténcia seja constante
e eficaz dentro das instituicdes de saude, apontando uma
oportunidade para controle da disseminacao desse tipo de
resisténcia no Brasil.®) Atengao especial é requerida quan-
do sé@o tratados pacientes com histéria recente de hospita-
lizagdo em outros locais, principalmente em paises onde ha
prevaléncia de bactérias produtoras dessas enzimas.(™® O
movimento internacional de pacientes entre os paises re-
sultou na deteccédo de cepas de Klebsiella pneumoniae
produtoras de NDM em diversos locais, inclusive no Brasil,
no estado do Rio de Janeiro. Além disso, ha relatos de pa-
cientes que apenas viajaram a paises como india, Paquistao
e Bangladesh, o que pode indicar a aquisicdo comunitaria
de cepas produtoras de NDM pela ingestao de agua ou ali-
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mento contaminado.® A coexisténcia de NDM e outras
carbapenemases em Klebsiella pneumoniae também ja foi
reportada em varios paises e no Brasil, onde os autores
mostraram a coproducdo de duas importantes enzimas,
KPC-2 e NDM-1.("

Em 09/48 (18,7%) nao foi encontrada nenhuma carba-
penemase. Areducéo da sensibilidade aos carbapenémicos
nas enterobactérias pode também ser causada por -lacta-
mases de espectro estendido (ESBL) ou enzimas AmpC,
quando coexiste diminuicdo da permeabilidade devido a al-
teracdo ou redugéo da expresséo de porinas.(®

As cepas analisadas foram isoladas principalmente
em amostras de urina, seguida pelas amostras de sangue.
Estudos mostram que a mortalidade de pacientes com in-
fecgbes de corrente sanguinea por essas bactérias produ-
toras de carbapenemases é muito alta, principalmente em
pacientes de unidades de terapia intensiva.(™

As opcoes terapéuticas para essas cepas sao limita-
das, restando poucos antimicrobianos, como a colistina,
aminoglicosideos e tigeciclina. Observou-se que 16/48
(33,3%) e 10/48(22,7%) das cepas ainda guardavam sen-
sibilidade a amicacina e gentamicina, respectivamente.
Outras 16/48 (33,3%) e 2/48(4,5%) apresentaram sensibili-
dade intermediaria a esses mesmos antimicrobianos. O
perfil de sensibilidade a tigeciclina ndo foi avaliado, bem
como para a polimixina, pois para a ultima droga a meto-
dologia de disco-difusdo e gradiente em agar nao sao
confiaveis para essa finalidade.

O presente estudo possui algumas limitagdes. Uma
delas foi a auséncia de coleta de dados clinicos e epide-
miol6gicos dos pacientes para verificar possiveis fatores de
risco associados a producgéo de carbapenemases. Por tra-
tar-se de um estudo retrospectivo, néo foi possivel estudar
a historia clinica do paciente onde foi isolada a carbape-
nemase do tipo NDM para verificar se houve viagem e
internacdo em outros paises. Ressalta-se que o Hospital
Eduardo de Menezes é um hospital publico de referéncia
estadual em doencas infecto-contagiosas, recebendo mui-
tas vezes pessoas de outros locais, principalmente quando
ha grandes eventos na cidade. Além disso, ndo foram inclu-
idos isolados obtidos a partir de swabs retais para cultura
de vigilancia, pois o laboratério de referéncia, Fundacgéao
Ezequiel Dias (Funed), ndo analisa esse tipo de amostra
proveniente de locais onde ja houve confirmacéo anterior
da deteccédo de KPC.

CONCLUSAO

Nos ultimos anos, enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos tém sido cada vez mais reportadas em
todo o mundo. Em particular, Klebsiella pneumoniae tem
adquirido carbapenemases, reduzindo as opc¢des de tra-
tamento para infecgdes bacterianas. Esse estudo mostrou
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a deteccdo de dois tipos de carbapenemases de grande
importancia epidemiol6gica associadas a elementos gené-
ticos moveis na instituicdo, reforcando a necessidade e a
importancia de uma vigilancia constante para prevenir a dis-
seminacgdo dessas enzimas no ambiente hospitalar.
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Abstract

Objective: Among the mechanisms of resistance to carbapenems, the
production of carbapenemases has the most significant impact on human
health. This work aims to analyze resistance mechanisms related to
enterobactetia with decreased susceptibility to carbapenems isolated
at the Eduardo de Menezes Hospital of the Hospital Foundation of the
State of Minas Gerais (FHEMIG), Brazil. Methods: This is a retrospective
study of enterobacterial strains where there was phenotypic detection of
probable production of carbapenemases and molecular analysis. Results:
This study showed that the main carbapenemase found among the
isolates was KPC, however, the isolation of an NDM-producing strain is
noteworthy. Conclusion: The detection of carbapenemases encoded in
mobile elements reinforces the need for constant epidemiological
surveillance in the institution.
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