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RESUMO

Objetivo: Investigar a producdo de carbapenemase entre amostras de Enterobacterales obtidas a partir de
culturas de vigilancia, de pacientes internados em um hospital universitario no Rio de Janeiro, bem como a
distribuicdo das espécies bacterianas e seus perfis de sensibilidade. Métodos: Os swabs retais foram
coletados na admissdo dos pacientes e, apds, semanalmente, nas unidades: Coronariana, Didlise,
Emergéncia, Hematoldgica, Pediatria, e de Terapia Intensiva. As amostras obtidas foram submetidas a
métodos fenotipicos para deteccéo de producao de carbapenemases. A identificagdo bacteriana foi realizada
por meio de espectrometria de massas. O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi determinado por
disco-difuséo e a deteccdo dos determinantes genéticos foi realizada por meio da Reacdo em Cadeia da
Polimerase. Resultados: A producao de carbapenemases foi observada em 34,9% dos isolados. As espécies
mais frequentes foram Klebsiella pneumoniae (68,4%) e Escherichia coli (15,8%). Uma elevada taxa de
multirresisténcia (89,5%) foi observada entre as Enterobacterales produtoras de carbapenemases (EPC).
Verificou-se que 81,6% das amostras apresentavam o gene blakec e 15,8%, o blanom. Duas amostras foram
concomitantemente positivas para os genes blakec/blanom. Concluséo: Foi observada uma elevada taxa de
colonizagdo por EPC multirresistentes, com predominancia de K. pneumoniae carreando blaxec.

Palavras-chave: Bactérias gram-negativas, Microbiota, Controle de infec¢des.

ABSTRACT

Objective: To investigate of the production of carbapenemase among Enterobacterales isolates obtained from
surveillance cultures from patients attended at a university hospital in Rio de Janeiro, as well as the distribution
of bacterial species and their susceptibility patterns. Methods: Rectal swabs were collected at the admission
of patients and, afterwards, weekly, in the units: Coronary, Dialysis, Emergency, Hematological, Pediatrics,
and Intensive Care. The isolates obtained were submitted to phenotypic methods for the detection of
carbapenemase production. Bacterial identification was performed using mass spectrometry. The antimicrobial
susceptibility was determined by disk-diffusion and the detection of the genetic determinants was carried out
through the Polymerase Chain Reaction. Results: The production of carbapenemases was observed in 34.9%
of the isolates. The most frequent bacterial species were Klebsiella pneumoniae (68.4%) and Escherichia coli
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(15.8%). A high rate of multidrug resistance (89.5%) was observed among the carbapenemase-producing
Enterobacterales (CPE). It was found that 81.6% of the isolates had the blakrc gene and 15.8%, blanom. None
of the isolates presented the blaoxa-ss-ike gene. Two isolates were concomitantly positive for blakpc/blanom
genes. Conclusion: A high rate of colonization by multidrug-resistant CPE was observed, with a
predominance of K. pneumoniae carrying blakec.

Keywords: Gram-negative bacteria, Microbiota, Infection control.

RESUMEN

Objetivo: Investigar la produccién de carbapenemasa entre muestras de Enterobacterales obtenidas de
cultivos de vigilancia de pacientes ingresados en un hospital universitario de Rio de Janeiro, asi como la
distribucion de especies bacterianas y sus perfiles de sensibilidad. Métodos: Se recogieron hisopos rectales
al ingreso de los pacientes y, posteriormente, semanalmente en las unidades: Coronario, Dialisis, Urgencias,
Pediatria, Hematolégica y Cuidados Intensivos. Las muestras obtenidas se sometieron a métodos fenotipicos
para detectar la produccion de carbapenemasas. La identificacion bacteriana se realizd utilizando
espectrometria de masas. El perfil de sensibilidad a los antimicrobianos se determiné por difusion en disco y
la deteccion de determinantes genéticos se realiz6 mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
Resultados: Se observé produccion de carbapenemasas en el 34,9% de los aislamientos. Las especies mas
frecuentes fueron Klebsiella pneumoniae (68,4%) e Escherichia coli (15,8%). Se observé una alta tasa de
resistencia a multiples farmacos (89,5%) entre los Enterobacterales productores de carbapenemasas (EPC).
Se encontré que el 81,6% de las muestras tenian el gen blakec y el 15,8%, blanom. Dos muestras resultaron
concomitantemente positivas para los genes blakec/blanom. Conclusion: Se observo una alta tasa de
colonizacion por EPC multirresistente, con predominio de K. pneumoniae portadora de blaxpc.

Palabras clave: Bacterias gramnegativas, Microbiota, Control de infecciones.

INTRODUCAO

A ordem das Enterobacterales inclui varias familias de bacilos Gram-negativos (BGN) fermentadores de
glicose, incluindo a familia Enterobacteriaceae ou enterobactérias. Véarios desses BGN fazem parte da
microbiota intestinal de seres humanos e séo importantes patdégenos oportunistas, podendo causar tanto
infeccdes de origem comunitaria, quanto infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS), tais como
infec¢Bes respiratérias, urindrias e da corrente sanguinea. Entre as principais espécies e géneros de
importancia clinica, frequentemente associadas com IRAS, estdo Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli,
Enterobacter spp., Citrobacter spp., Serratia marcescens, Proteus mirabilis, entre outras (ABBOTT SL, 2011).

Nos Estados Unidos, E. coli e K. pneumoniae foram responsaveis por cerca de 15% e 8% das IRAS em
geral, estando em 1° e 3° lugares, respectivamente, entre os patbgenos mais prevalentes associados com
IRAS, durante o periodo de 2011 a 2014 (WEINER LM, et al., 2016). Ainda nesse estudo, a espécie E. coli foi
classificada como o 1° agente etiol6gico de infec¢cBes urinarias associadas a cateter, enquanto que, K.
pneumoniae ficou em 3° e 4° lugares, como agente de pneumonias associadas a ventilagdo mecéanica (PAV)
e infec¢des primarias da corrente sanguinea (IPCS) associadas a cateter venoso central, respectivamente
(WEINER LM, et al., 2016). No Brasil, dados da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), do ano
de 2016, apontaram K. pneumoniae como a 2° causa mais frequente de IPCS, tanto na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) adulto, quanto na UTI neonatal (BRASIL, 2017).

Nas Ultimas décadas, essas bactérias, particularmente K. pneumoniae, também tém se destacado pela
sua crescente resisténcia aos principais antimicrobianos utilizados na clinica médica, entre eles, as
cefalosporinas de 32 e 42 geracdes e, mais recentemente, os carbapenémicos, considerados drogas de
escolha para tratamento de infec¢des graves por BGN (CODJOE FS e DONKOR ES, 2018; KAYE KS e
POGUE JM, 2015). Em 2017, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) publicou uma lista de patégenos
multirresistentes, considerados prioritarios para a pesquisa e o desenvolvimento de novos antimicrobianos,
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sendo que as Enterobacterales resistentes a carbapenémicos e/ou produtoras de beta-lactamases de
espectro estendido (Extended-Spectrum Beta-Lactamase, ESBL) figuraram entre os trés patdgenos
classificados na categoria de nivel critico (WILLYARD C, 2017).

A resisténcia aos carbapenémicos pode ser devida a varios mecanismos, sendo que, em Enterobacterales
o principal deles é a producéo de enzimas beta-lactamases, denominadas de carbapenemases, que conferem
resisténcia ndo sé aos carbapenémicos, mas a maioria dos [B-lactdmicos, incluindo as cefalosporinas
(CODJOE FS e DONKOR ES, 2018; GIEDRAITIENE A, et al., 2011; PATEL G e BONOMO RA, 2013). As
carbapenemases pertencem a trés classes moleculares, segundo a classificacdo de Ambler: A, B e D. As
enzimas das classes A e D pertencem ao grupo das serino-beta-lactamases, por apresentarem um residuo
de serina em seus sitios ativos e as da classe B, ao grupo das metalo-beta-lactamases (MBL), por requererem
fons de zinco para sua atividade hidrolitica. Devido a essa exigéncia de cations, as MBL sao inibidas por
agentes quelantes, como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (BONOMO RA, 2018).

Entre as carbapenemases da classe A, incluem-se as enzimas Guiana Extended-spectrum (GES) e
Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC), entre outras. Entre as MBL, podemos citar as dos tipos
Imipenemase (IMP), Verona Imipenemase (VIM), Sdo Paulo Metalo-beta-lactamase (SPM) e, a mais
recentemente descrita, New Delhi Metallo-beta-lactamase (NDM). Ja entre as carbapenemases da classe D,
também conhecidas como oxacilinases (OXA), destacam-se a OXA-23, OXA-24, OXA-58 e OXA-143,
comumente descritas em Acinetobacter spp., e a OXA-48, que tem sido relatada entre amostras de
enterobactérias (BONOMO RA, 2018).

Atualmente, as carbapenemases das classes A, B e D de maior importancia epidemioldgica e clinica entre
as Enterobacterales sdo as dos tipos KPC, NDM e a OXA-48, respectivamente, sendo que os determinantes
genéticos dessas enzimas estdo localizados em elementos genéticos mdéveis, como plasmideos e
transposons, aumentando sua transmissibilidade horizontal e disseminagdo (NORDMANN P e POIREL L,
2014). Adicionalmente, esses elementos méveis frequentemente carreiam simultaneamente genes de
resisténcia a outras classes de antimicrobianos, como aminoglicosideos e quinolonas, resultando em um
fenétipo de multirresisténcia (PATEL G e BONOMO RA, 2013).

Pacientes hospitalizados e colonizados por Enterobacterales produtoras de carbapenemases (EPC) séo
reservatdrios silenciosos dessas bactérias e, além de apresentarem maior risco de adquirirem infeccfes
extraintestinais subsequentes, podem atuar como fontes de infec¢bes para outros pacientes, bem como de
surtos hospitalares (MARTIN RM, et al., 2016). A deteccdo dessas amostras e o rastreamento desses
pacientes € uma medida importante para o controle da disseminacdo desses microrganismos no ambiente
hospitalar, bem como de IRAS causadas por bactérias carbapenemase positivas (ADLER A, et al., 2011;
ENFIELD KB, et al., 2014; VIAU R, et al., 2016).

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi detectar fenotipica e genotipicamente amostras de
Enterobacterales produtoras de carbapenemases em pacientes colonizados e internados em um hospital
universitario da regido metropolitana do Rio de Janeiro, bem como verificar a distribuicdo de espécies entre
essas amostras e seus perfis de sensibilidade.

METODOS

No periodo de setembro a outubro de 2018, foi isolado um total de 109 amostras obtidas de culturas de
vigilancia em meio CHROMagar ESBL (Plastlabor, Rio de Janeiro, RJ), durante a Rotina do Laboratério de
Microbiologia, do Servico de Patologia de um Hospital Universitario, de alta complexidade, da regido
metropolitana do Rio de Janeiro, a partir de swabs retais provenientes de 57 pacientes internados em doze
setores hospitalares.

Os swabs foram coletados de todos pacientes admitidos e depois, semanalmente, naqueles pacientes
internados nos seguintes setores: Emergéncia, Centro de Didlise, Pediatria, Unidade Coronariana, Unidade
Hematolégica, UTI adulto e UTI neonatal.

A UTI adulto foi a unidade com maior isolamento de amostras (n=24; 22%), seguida da Unidade
Coronariana (n=18; 16,5%) e da Unidade Hematologica (n=15; 13,8%). As amostras isoladas que
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apresentaram crescimento no CHROMagar ESBL sugestivo dos géneros Klebsiella spp., Enterobacter spp. e
Citrobacter spp. (colbnias azuis esverdeadas) e da espécie Escherichia coli (coldénias rosadas) foram
selecionadas.

As 109 amostras isoladas foram submetidas ao Método de Inativagdo do Carbapenémico Modificado
(CIMm) para verificacdo da producdo de carbapenemase. Em adicdo, todas as amostras também foram
submetidas ao Método de Inativagdo do Carbapenémico com EDTA (CIMe), para classificacdo da
carbapenemase em serino-beta-lactamase ou metalo-beta-lactamase (MBL). Os resultados dos testes CIMe
foram considerados em conjunto com os dos testes CIMm (CLSI, 2018).

Os procedimentos dos testes, bem como a leitura e interpretacdo dos mesmos foram realizadas de acordo
com as recomendac@es do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), em que um aumento > 5 mm
no halo de inibicdo ao redor do disco de meropenem (10ug), do teste CIMe, quando comparado ao halo de
inibicdo ao redor do disco de meropenem (10ug), do teste CIMm, foi considerado um resultado positivo para
produgéo de MBL (CLSI, 2018).

Amostras pertencentes a cole¢éo bacteriana do laboratério e previamente bem caracterizadas como sendo
produtoras de KPC ou de NDM, foram utilizadas como controles serino-beta-lactamase positivo e metalo-
beta-lactamase positivo, respectivamente.

As amostras positivas para a produ¢do de carbapenemases no teste fenotipico CIMm foram identificadas
guanto a espécie por meio da técnica de Espectrometria de Massa com lonizagdo por Dessor¢cédo a Laser
Assistida por Matriz e analisador de Tempo de Voo - MALDI-TOF MS (Matrix-Assisted Laser
Desorption/lonization-Time of Flight Mass Spectrometry), utilizando a plataforma MALDI Biotyper (Bruker
Daltonics, Alemanha).

Os perfis de suscetibilidade das amostras positivas nos testes CIMm foram verificados por meio do método
de difusdo em agar, de acordo com as recomendacgdes e critérios do CLSI, utilizando-se os seguintes discos
de antimicrobianos (Cecon, Sdo Paulo, SP): amicacina (30ug), cefotaxima (30ug), ceftriaxona (30ug),
cefepima (30ug), ceftazidima (30ug), ciprofloxacina (5ug), ertapenem (10ug), gentamicina (10ug), imipenem
(10ug), meropenem (10ug), tetraciclina (30ug) e trimetoprima/sulfametoxazol (1,25/23,75ug) (CLSI, 2018). As
cepas E. coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 foram utilizadas como controles dos
testes. Amostras resistentes a pelo menos um agente de trés ou mais classes de antimicrobianos foram
consideradas multirresistentes (Multidrug-resistant, MDR) (MAGIORAKOS AP, et al., 2012).

As amostras positivas para producdo de carbapenemases nos testes fenotipicos foram submetidas a
reacBes em cadeia da polimerase (PCR) Multiplex, para a deteccdo dos seguintes determinantes genéticos
codificadores de carbapenemases: blakpec, blanom € blaoxa-as-ike (MONTEIRO J, et al., 2012). Cada reacéo foi
preparada contendo 2 ul de DNA cromossOmico, 6,5 ul de agua Milli-Q, 0,5 yL (20 pmoles) de cada iniciador
para os genes blakrc € blaoxa4s, 1uL (20 pmoles) de cada iniciador para o gene blanom, € 12,5 pl do
JumpStart™ REDTaq® ReadyMix™ Reaction Mix (Sigma-Aldrich, Missouri, EUA), totalizando um volume final
de 25 pL.

As condi¢bes de amplificacéo foram: um ciclo de desnaturacgéo inicial a 94°C por 5 minutos; 30 ciclos de
desnaturacéo (94°C por 1 minuto), anelamento (50°C por 1 minuto) e extenséo (72°C por 1 minuto), com um
ciclo de extensdo final (72°C por 5 minutos). As reacdes de PCR foram repetidas duas vezes e para cada
reacao foi realizado o isolamento do DNA, por meio de lise térmica. A amplificagdo do DNA foi visualizada
através de eletroforese em gel de agarose (Invitrogen, Califérnia, EUA) a 1,5% em TBE 0,4X. Amostras
caracterizadas previamente por sequenciamento como sendo portadoras dos genes blakprc, blanom e blaoxa-
4s-ike foram utilizadas como controles positivos.

Todos os dados obtidos foram organizados, tratados e analisados através do programa Microsoft® Excel®
2010.

Esse trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Faculdade de Medicina, da Universidade
Federal Fluminense, sob o0 nUmero CAAE 95984018.6.0000.5243.
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RESULTADOS

Do total de 109 amostras isoladas a partir das culturas de vigilancia de 57 pacientes, 38 (34,9%) amostras
isoladas de 23 (40,4%) pacientes foram positivas nos testes CIMm. Dessas, sete (18,4%) amostras foram
positivas nos testes CIMe, caracterizando fenotipicamente a presenca de enzimas carbapenemases do tipo
MBL; as outras 31 amostras (81,6%) restantes obtiveram resultados negativos para estes testes, sugerindo a
produgéo de serino-beta-lactamases.

Entre os doze setores hospitalares, sete (58%) tiveram pacientes colonizados com amostras positivas nos
testes fenotipicos: UTI, Unidade Coronariana, Clinica Hematol6gica, Emergéncia, Clinica Médica, Clinica
Pediatrica e Setor PGs-operatdrio. Entre esses, a UTI foi o setor com maior percentual de isolamento (13/38
isolados; 34,2%), seguido da Clinica Hematolégica (6/38; 15,8%).

A espécie mais frequente entre as amostras positivas nos testes fenotipicos para producdo de
carbapenemases foi K. pneumoniae (26/38; 68,4%), seguida de E. coli (6/38; 15,8%) e Enterobacter asburiae
(2/38; 5,3%). Amostras de Enterobacter cloacae, Citrobacter farmeri, Klebsiella oxytoca e Providencia rettgeri
produtoras de carbapenemases, também foram detectadas (1/38 amostra cada; 2,6% cada).

As taxas de resisténcia aos carbapenémicos testados (ertapenem, meropenem e imipenem) foram de
81,6%, 78,9% e 73,7%, respectivamente. As maiores taxas de resisténcia observadas foram em relacédo as
cefalosporinas ceftriaxona e cefotaxima (100%), seguidas de cefepima (97,4%) e os menores percentuais
foram frente aos aminoglicosideos testados, amicacina (23,7%) e gentamicina (34,2%) (Tabela 1).

Tabela 1 - Perfis de suscetibilidade aos antimicrobianos das 38 amostras de Enterobacterales produtoras de
carbapenemases, obtidas de pacientes colonizados. Niteréi-RJ, 2018.

Perfis de Suscetibilidade

Antimicrobiano

Sensivel n (%) Intermediario n (%) Resistente n (%)
Cefotaxima 0 (0) 0(0) 38 (100)
Ceftriaxona 0 (0) 0(0) 38 (100)
Cefepima 1(2,6) 0(0) 37 (97,4)
Ceftazidima 0 (0) 3(7,9) 35(92,1)
Ciprofloxacina 2(5,3) 3(7,9) 33 (86,8)
Sulfametoxazole-trimetoprima 5(13,1) 0(0) 33 (86,8)
Ertapenem 3(7,9) 4 (10,5) 31(81,6)
Meropenem 6 (15,8) 2 (5,3) 30 (78,9)
Imipenem 3(7,9) 7 (18,4) 28 (73,7)
Tetraciclina 20 (52,6) 0 (0) 18 (47,4)
Gentamicina 20 (52,6) 5(13,1) 13 (34,2)
Amicacina 25 (65,8) 4 (10,5) 9 (23,7)

Fonte: Lima MMS, et al., 2020.

REAS | Vol.13(2) | DOI: https://doi.org/10.25248/REAS.£6222.2021 Pagina 5 de 10


https://doi.org/10.25248/REAS.e6222.2021

sGacervo+
"Q index base Revista Eletronica Acervo Saude | ISSN 2178-2091

O perfil de resisténcia cefepima / cefotaxima / cefotriaxona / ceftazidima / ertapenem / meropenem /
imipenem / ciprofloxacina / sulfametoxazol-trimetoprima foi o mais frequente (11/38; 29%) e multirresisténcia
foi observada em 34 amostras (89,5%) (Tabela 2).

Tabela 2 - Perfis de resisténcia aos antimicrobianos das 38 amostras de Enterobacterales produtoras de
carbapenemases, obtidas de pacientes colonizados. Niteréi-RJ, 2018.

Amostras Bacterianas

Perfis de Resisténcia

n %
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, IPM, CIP, SUT* 11 29,0
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, IPM, GEN, TET, CIP, SUT* 4 10,6
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, IPM, TET, CIP, SUT* 3 7,9
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, CIP, SUT* 3 7,9
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, GEN, TET, CIP, SUT* 2 53
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, IPM, GEN, AMI, CIP, SUT* 2 5,3
CPM, CTX, CFO, CAZ, IPM, GEN, AMI, TET, CIP, SUT* 2 53
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, IPM, GEN, AMI, TET, CIP, SUT* 1 2,6
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, GEN, AMI, TET, CIP, SUT* 1 2,6
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, IPM, GEN, TET, CIP, SUT* 1 2,6
CPM, CTX, CFO, CAZ, ERT, MER, IPM, AMI, CIP, SUT* 1 2,6
CPM, CTX, CFO, CAZ, TET, CIP, SUT* 1 2,6
CPM, CTX, CFO, CAZ, TET, CIP* 1 2,6
CPM, CTX, CFO, MER, TET, SUT* 1 2,6
CTX, CFO, ERT, MER, IPM, GEN, AMI 1 2,6
CPM, CTX, CFO, CAZ, IPM, TET 1 2,6
CPM, CTX, CFO, ERT, IPM, AMI 1 2,6
CPM, CTX, CFO, CAZ 1 2,6

Total 38 100%

Legenda: AMI: Amicacina, CAZ: Ceftazidima, CIP: Ciprofloxacina, CPM: Cefepime, CTX: Cefotaxima, CFO:
Ceftriaxona, ERT: Ertapenem, GEN: Gentamicina, IPM: Imipenem, MER: Meropenem, TET: Tetraciclina, SUT:
Sulfametoxazol-trimetoprima. *Fenétipo de multirresisténcia (MDR).

Fonte: Lima MMS, et al., 2020.

Cabe ressaltar que todas as amostras positivas nos testes fenotipicos e/ou moleculares apresentaram
resisténcia a pelo menos um dos carbapenémicos testados, com excegédo de trés, que foram intermediarias
a pelo menos um desses antimicrobianos (CBAC 14, intermediaria ao meropenem/blanpom positiva; CBAC 175,
intermediaria ao imipenem/blakec positiva; CBAC 189, intermediaria ao ertapenem e ao imipenem/blaxpc
positiva).

Entre os determinantes genéticos investigados, o blaxpc foi 0 mais frequente (33/38; 86,8%), seguido do
blanom (6/38;15,8%). O gene blakpc foi observado em vérias das espécies de Enterobacterales isoladas, porém
a espécie mais associada a esse determinante genético foi K. pneumoniae (25/38; 65,8%). O gene blanpwm foi
observado apenas entre amostras das espécies K. pneumoniae (n=2), E. coli (n=3) e P. rettgeri (n=1). O gene
blaoxa-as-ike NAO foi detectado em nenhuma amostra e uma amostra (2,6%) foi negativa para todos 0s genes
pesquisados. Ressalta-se que em duas amostras (5,3%) (uma de K. pneumoniae e uma de E. coli) os genes
blakpc € blanom foram detectados simultaneamente (Tabela 3).
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Tabela 3 - Distribuicdo de espécies de Enterobacterales e presenca de determinantes genéticos para
producédo de carbapenemases entre as 38 amostras produtoras de carbapenemases, de acordo com testes
fenotipicos. Niteréi-RJ, 2018.

Determinante genético para carbapenemase, n (%)

Espécie Total

blakpc blanom blaoxa-4siike  blakpc/blanow  Negativo
Klebsiella pneumoniae 26 24 (92,3) 1(3,8) 0 (0) 1(3,8) 0 (0)
Escherichia coli 6 2 (33,3) 2 (33,3) 0 (0) 1(16,7) 1(16,7)
Enterobacter asburiae 2 2 (100) 0 (0) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Enterobacter cloacae 1 1 (100) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Klebsiella oxytoca 1 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Citrobacter farmeri 1 1 (100) 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
Providencia rettgeri 1 0 (0) 1 (100) 0 (0) 0 (0) 0(0)
Totais 38 31 (81,5) 4 (10,5) 0 (0) 2(5,3) 1(2,6)

Fonte: Lima MMS, et al., 2020.

Comparando-se os resultados dos testes moleculares com os dos testes fenotipicos, verificou-se que
houve concordancia de 92,1% dos resultados (35/38). Uma amostra positiva nos testes CIMm/CIMe,
identificada como sendo produtora de MBL (CBAC 60, E. col) ndo apresentou nenhum dos genes
investigados. Outras duas amostras CIMe positivas, classificadas como produtoras de MBL (CBAC 26, E. coli
e CBAC 189, C. farmeri) apresentaram o gene blakpc € foram negativas para o gene blanpwm.

As duas amostras que apresentaram 0s genes blakpc/blanow concomitantemente, foram classificadas
como sendo produtoras de serino-beta-lactamases, de acordo com os testes fenotipicos.

DISCUSSAO

Esse é o primeiro estudo de investigacdo laboratorial fenotipica e genotipica de Enterobacterales
produtoras de carbapenemases em pacientes colonizados, no hospital em questdo. Um elevado percentual
de pacientes colonizados por EPC (34,9%) foi encontrado; um percentual mais baixo (24,3%) foi observado
em outro estudo com pacientes colonizados, internados em um hospital de Porto Alegre, bem como o
encontrado em um estudo realizado na China, com pacientes de UTI colonizados por K. pneumoniae
resistentes a carbapenémicos (20,8%) (PEREZ LRR e DIAS CG, 2016; SHU L, et al., 2019).

O setor hospitalar com maior percentual de pacientes colonizados por EPC foi a UTI. Esse resultado esta
em concordancia com o de outros estudos, que apontam a admissdo na UTI como um dos fatores de risco
para colonizagdo por EPC (CHIOTOS K, et al., 2017; SCHECHNER V, et al., 2012).

A espécie mais frequente, entre as amostras positivas para producdo de carbapenemase, foi K.
pneumoniae, como ja observado em diferentes estudos com pacientes infectados ou colonizados por EPC no
mundo, incluindo o Brasil (RODRIGUES PL, et al., 2015; SAMPAIO JLM e GALES AC, 2016; THADEN JT, et
al., 2014; ZARAKOLU P, et al., 2016). Gorrie CL et al. (2017), em seu estudo com amostras de colonizacdo
obtidas de pacientes internados na UTI de um hospital universitario na Australia, verificaram uma elevada
taxa de colonizacdo por K. pneumoniae entre esses pacientes e uma associacdo significativa entre a
colonizagéo por essa bactéria e a posterior aquisi¢cdo de infeccdo, sendo uma grande proporcdo dessas
infeccdes de origem enddgena.

As maiores taxas de resisténcia foram observadas frentes as cefaloporinas de 32 e 42 geragdes, 0 que ja
era esperado, uma vez que o meio utilizado foi um meio seletivo para isolamento de amostras produtoras de
ESBL, enzimas que conferem resisténcia a esses antimicrobianos; por outro lado, em geral, as
carbapenemases conferem resisténcia a maioria dos beta-lactamicos, incluindo ndo s6 as cefalosporinas,
mas também os carbapenémicos (WALSH TR, 2010).
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Todas as amostras EPC apresentaram resisténcia ou foram classificadas como intermediarias a pelo
menos um dos trés carbapenémicos testados e um elevado percentual dessas amostras apresentou
multirresisténcia (89,5%). Amostras produtoras de KPC ou NDM frequentemente sao multirresistentes, o que
aumenta o impacto da sua disseminacdo no ambiente hospitalar (PORRECA AM, et al., 2018; VIVAS R, et
al., 2020).

A colonizagcdo por EPC é uma fonte de transmiss@o cruzada e, além disso, pacientes colonizados
apresentam risco mais elevado de desenvolverem IRAS por EPC, dependendo de diversos fatores, como a
exposicdo a determinados antimicrobianos (tais como fluoroquinolonas e metronidazol), internacdo em
unidades de UT]I, uso de cateter venoso central e diabetes mellitus (SCHECHNER V, et al., 2012). A detecc¢éo
precoce desses pacientes pode auxiliar, ndo sé no controle de IRAS por EPC multirresistentes, quanto no
manejo terapéutico de pacientes colonizados por essas bactérias.

Amostras produtoras de KPC estdo amplamente disseminadas em varias partes do mundo, sendo a KPC
considerada endémica no Brasil (MUNOZ-PRICE LS, et al., 2013; SAMPAIO JLM e GALES AC, 2016). Neste
estudo, os resultados dos testes moleculares mostraram que o blakxpc foi 0 determinante genético mais
frequente e a espécie KPC positiva mais isolada foi K. pneumoniae, embora o gene blakpc também tenha sido
detectado em outras cinco espécies de Enterobacterales. Varios estudos no mundo e no Brasil mostram
resultados semelhantes (MUNOZ-PRICE LS, et al., 2013; PEREIRA PS, et al., 2013; TAVARES CP, et al.,
2015).

Por outro lado, o gene blanowm foi detectado em 15% das amostras analisadas, distribuido em trés espécies
de Enterobacterales. Vivas R et al. (2020) observaram um percentual bem mais elevado (50%), em estudo
com amostras de Enterobacterales isoladas em um hospital pUblico de Aracaju. Silva IR et al. (2019)
caracterizaram 81 amostras produtoras de NDM isoladas a partir de swabs retais e materiais clinicos, em
nove estados do Brasil e distribuidas em 11 espécies diferentes de BGN, demonstrando a elevada capacidade
de disseminacédo do gene blanpm.

Embora o percentual encontrado no presente estudo tenha sido relativamente baixo e em menor nimero
de espécies, os resultados alertam para a ocorréncia de amostras blanow No hospital investigado e para a
necessidade de medidas de controle visando limitar a sua dissemina¢ao. No nosso conhecimento, esse é o
primeiro relato de amostras de colonizacdo blanpm positivas nesse hospital, reforcando a importancia do
rastreamento laboratorial dessas amostras. E interessante destacar que uma das amostras NDM positivas foi
identificada como P. rettgeri, uma vez que a primeira descricdo de NDM no Brasil foi relacionada com uma
amostra de P. rettgeri, isolada no Rio Grande do Sul (CARVALHO-ASSEF APDA, et al., 2013).

A presenca de amostras portadoras desses determinantes genéticos em pacientes colonizados alerta para
a possivel ocorréncia de infeccBes por amostras EPC positivas para 0s genes blakpc Ou blanom, hesse
ambiente hospitalar. A ocorréncia de NDM entre as amostras EPC traz uma preocupa¢do maior, uma vez que
a nova combinacédo de beta-lactamicol/inibidor de beta-lactamase, ceftazidima-avibactam (CAZ/AVI), liberada
recentemente para o tratamento de infec¢cbes por bacilos Gram-negativos resistentes a carbapenémicos e
multirresistentes, embora apresente atividade frente as serino-beta-lactamases da classe A (KPC, entre
outras) e algumas da classe D (OXA-48), ndo é eficaz no tratamento de infec¢cdes causadas por cepas
produtoras de MBL, como a NDM, diminuindo ainda mais as opgdes terapéuticas (GUIMARAES T, et al.,
2019; SHIRLEY M, 2018).

Neste estudo, foram isoladas duas amostras EPC carreando blakpc € blanom Simultaneamente. Amostras
com essa caracteristica, embora ndo muito frequentes, ja foram isoladas no Brasil (PEREIRA PS, et al., 2015;
QUILES MG, et al., 2015; VIVAS R, et al., 2020). Uma vez que o avibactam n&o tem acgao hidrolitica em NDM,
o tratamento com a nova combinagédo CAZ/AVI pode ter eficacia limitada em infec¢des causadas por amostras
co-produtoras de KPC e NDM. A ocorréncia de isolados de colonizacdo com essa caracteristica refor¢ca a
necessidade da continua realizacdo de culturas de vigilancia e a deteccdo de amostras EPC, considerando-
se que a colonizacao é considerada um fator de risco para aquisi¢céo de infec¢des subsequentes e uma fonte
potencial de surtos hospitalares (FRENCKEN JF, et al., 2018; MARTIN RM, et al., 2016).
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Os testes fenotipicos e genotipicos apresentaram uma boa correlagdo, com apenas trés discrepancias
entre eles. A amostra positiva nos testes CIM, mas negativa ha PCR, pode representar um resultado falso
positivo nos testes fenotipicos ou ainda, ser portadora de outro determinante genético, que nédo foi incluido
na investigagdo genotipica realizada. Outras duas amostras foram consideradas produtoras de ML, nos
testes fenotipicos, mas foram positivas apenas para o gene blakpc, sugerindo resultados falso positivos no
teste CIMe. Apesar das discrepancias encontradas, o método CIMm/CIMe foi satisfatério e pode ser uma boa
alternativa para detecgéo fenotipica de EPC, a partir de culturas de vigilancia. Entretanto, uma limitag&o do
nosso estudo para a avaliacdo do desempenho do método CIM, foi a ndo realizacao dos testes moleculares
em todas as amostras isoladas.

Outras limitacdes desse estudo foram o curto periodo de tempo e o niimero baixo de pacientes incluidos;
entretanto, ainda assim foi possivel observar uma taxa de colonizagcdo por EPC elevada e a ocorréncia de
diferentes espécies de Enterobacterales produtoras de carbapenemases dos tipos KPC e/ou NDM, no hospital
investigado.

CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo mostraram um alto percentual de amostras de colonizag&o produtoras de
carbapenemases e multirresistentes, em pacientes internados em um hospital da regido metropolitana do Rio
de Janeiro, sendo K. pneumoniae a espécie mais preponderante entre as Enterobacterales isoladas. A
carbapenemase do tipo KPC foi a mais frequente, mas amostras produtoras de NDM também foram
encontradas, alertando para a ocorréncia desta MBL, no hospital investigado. A deteccdo laboratorial de
amostras de colonizacao produtoras de carbapenemases, a partir de culturas de vigilancia, pode ajudar a
prevenir uma maior disseminacéo dessas amostras no ambiente hospitalar, permitindo a adog&o precoce de
medidas, tais como precaucdes de contato e coorte de pacientes colonizados, bem como a limpeza e
descontaminacao de superficies, visando ao controle de infec¢Bes e de surtos causados por essas bactérias,
considerando que EPC frequentemente sdo multirresistentes e estdo associadas com taxas de mortalidade
mais elevadas.
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