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Resumo

Aresisténcia aos antimicrobianos é uma crescente ameaca a satide publica mundial. O objetivo desse estudo foi reportar a emergéncia de Enterobacterales
produtoras de metalo-beta-lactamases no Hospital Julia Kubitschek (HJK), direcionado para o atendimento aos pacientes de Covid-19. Trata-se de um
estudo descritivo de carater retrospectivo. Foram incluidas 128 cepas de Enterobacterales produtoras de carbapenemases isoladas entre janeiro de
2021 a setembro de 2021. Entre as 128 bactérias com detec¢do de carbapenemases, 92/128 eram do tipo serino, 32/128 eram NDM e em 1/128 foram
detectados os genes bla,,_e bla, .. Além disso, o teste fenotipico mCIM eCIM mostrou-se uma boa ferramenta na triagem da producao e classificacdo

KPC NDM*
das carbapenemases na instituigao.

Palavras-chave: enterobacterales; metalo-beta-lactamases; Covid-19

Abstract

Antimicrobial resistance is a growing threat to global public health. The aim of this study was to report the emergence of metallo-beta-lactamases
producing Enterobacterales at Hospital Julia Kubitschek (HJK), aimed at the care of patients with Covid-19. This is a descriptive, retrospective study. A
total of 128 carbapenemase-producing Enterobacterales strains isolated between January 2021 and September 2021 were included. Among the 128
bacteria with carbapenemase detection, 92/128 were serine-type, 32/128 were NDM and 1/128 were blaKPC plus blaNDM. In addition, the mCIM eCIM
phenotypic test proved to be a good tool for screening the production and classifying carbapenemases in the institution.
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INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos é uma crescente
ameaca a saude publica mundial e gera muita preocu-
pacao e impactos negativos. A producdo de enzimas que
degradam os carbapenémicos é o principal fator relacionado
a resisténcia e diversas carbapenemases ja foram descritas
como a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e a New
Delhi metalo-beta-lactamases, entre outras®. A resisténcia
aos carbapenémicos em Enterobacterales é, na maioria dos
casos, mediada por plasmidios, que exercem um importante
papel na disseminacao do gene, necessitando de praticas de
controle de infeccao rigorosas.?

Os carbapenémicos, um agente antimicrobiano efetivo,
teve seu uso limitado devido a esse novo cenario de emergéncia
das cepas produtoras de carbapenemases. Tanto a KPC quanto
aNDM se disseminaram rapidamente a nivel mundial e estdao
geralmente associadas a resisténcia a outros antimicrobianos.®

A primeira descricao da KPC ocorreu nos Estados Unidos,
em 1996. Apos o relato inicial no Brasil varias publicacdes tem
demonstrado a disseminacdo em todo o pais, inclusive em
bacilos Gram negativos ndo fermentadores.*> No Hospital
Julia Kubistchek da Fundacao Hospitalar do Estado de Minas
Gerais (FHEMIG), o primeiro isolamento de Enterobacterales
produtora de KPC ocorreu no ano de 2009, tornando-se
endémica na instituicao.©

Com relacdo a NDM, foi reportada pela primeira vez no
mundo em 2009, em uma Klebsiella pneumoniae originaria da
India e isolada em 2008. No Brasil o primeiro relato ocorreu no
anode 2013, em uma cepa de Providencia rettgeri e desde entao
o gene vem sendo detectado em varias espécies e locais.”

A partir de 2009, o Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute (CLSI) passou a recomendar a pesquisa da enzima KPCem
isolados de Enterobacterales com resisténcia as cefalosporinas
de subclasse lll e sensibilidade diminuida aos carbapenémicos
e a utilizacao do teste de triagem que permitisse detectar a
inativacao do antimicrobiano. Desde entao algumas modifica-
¢oHes foram realizadas na técnica, tornando possivel diferenciar
as metalo-beta-lactamases de serino carbapenemases.®

Entre as consequéncias da pandemia da covid-19,
com milhdes de casos em todo mundo, existe uma grande
preocupacao com o aumento global da resisténcia aos
antimicrobianos®.

O objetivo desse estudo foi reportar a emergéncia de
Enterobacterales produtoras de metalo-beta-lactamases no
Hospital Julia Kubitschek (HJK) da Fundacao Hospitalar do
Estado de Minas Gerais (FHEMIG), um hospital geral que foi

direcionado para o atendimento aos pacientes de covid-19,
localizado em Belo Horizonte, Brasil. Além disso, foi avaliado
se o método fenotipico mCIM eCIM foi eficiente na triagem
da producdo de carbapenemases.

MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo de carater retrospectivo.
Foram incluidas 128 cepas de Enterobacterales produtoras
de carbapenemasesisoladas entre Janeiro de 2021 a Setem-
bro de 2021 em diversas amostras clinicas, conforme tabela
1. Isolados de amostras clinicas diferentes de um mesmo
paciente foram excluidos.

No setor de microbiologia do Laboratério do HIK, a
identificacdo das espécies é realizada por meio de testes
bioquimicos tradicionais e do sistema semi-automatizado
BBL Crystal” (Enteric/Nonfermenter ID System/Becton, Dic-
kinson and Company). As Enterobacterales produtoras de
carbapenemases foram triadas de acordo com o documento
anual do Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI)
do ano corrente:® isolados com halo de inibi¢do por disco
difusdo <22 mm para imipenem e meropenem e <21 mm
para ertapenem foram consideradas suspeitos.

O teste fenotipico para a deteccao de carbapenemases
mCIM eCIM foi realizado conforme descrito no documento
do CLSL® Quando o teste indicou a deteccao de metalo-be-
ta-lactamases, as cepas foram enviadas para o Laboratério
de Referéncia da Fundacdo Ezequiel Dias (FUNED) para
realizacdo da confirmacdo molecular por meio de reacao
em cadeia da polimerase (PCR) para pesquisa dos genes
bla, bla,., e bla,,. Para o teste fenotipico positivo para
carbapenemases do tipo serino (KPC, OXA, dentre outras),
nao foi estabelecido na unidade o fluxo de encaminhar para
a confirmacao molecular, uma vez que, ao longo dos anos,
notou-se alta concordancia com o teste molecular nesses
casos. Ao mesmo tempo, o laboratério de Microbiologia/
HJK realizou a determinacdo da concentracao inibitéria
minima (CIM) por meio do E-test’ para os carbapenémicos
(Biomerieux®) e a microdiluicao em caldo para a polimixina
(Policimbac®-Probac do Brasil). Asamostras resistentes a poli-
mixina também foram enviadas para a FUNED para pesquisa
do gene mcr-1 (mobilised colistin resistance).

ETICA

Este trabalho foi aprovado no CEP FHEMIG, CAAE
55250422.1.0000.5119.

RBAC. 2022;,54(2):188-192

189



Emergéncia de metalo-beta-lactamases | Soares VM, Viegas DM

RESULTADOS

Durante o periodo do estudo foram isoladas 128 cepas
produtoras de carbapenemases em diversas Enterobacterales
(Tabela 2), sendo que em Janeiro houve a primeira deteccao
de NDM na unidade. Entre as 128 bactérias produtoras de
carbapenemases, 92/128 eram do tipo serino, 32/128 eram
NDM e em 1/128 foram detectados os genes bla,, e bla,,.
Foram excluidas do estudo 3/128 isolados por nao haver
resultado molecular liberado pela FUNED devido a discre-
pancias na identificacdo da espécie. Como nem todas as
cepas classificadas como KPC pelo método fenotipico foram
enviadas, o resultado pelo método molecular foi obtido em
um total de 54/128 amostras.

Amostras clinicas incluidas no estudo

Amostras clinicas Frequéncia (n) Porcentagem
Aspirado traqueal 32 25,00%
Lavado broncoalveolar 1 0,78%
Escarro 1 0,78%
Ferida sacral 1 0,78%
Fragmento de tecido 3 2,34%
Liquido pleural 1 0,78%
Ponta de cateter 18 14,06%
Sangue 15 11,72%
Swab retal 37 28,91%
Urina 19 14,84%
Total 128 100,00%
Tipos de microrganismos e carbapenemases encontradas
Microrganismo KPC(n) NDM (n) KPC+ NDM (n)
Klebsiella pneumoniae 85 14 -
Proteus mirabilis - N 1
Providencia rettgeri - 3 -
Escherichia coli 1 2 -
Enterobacter cloacae 2 - -
Serratia marcescens 2 1 -
Serratia spp. 1 - -
Providencia rustigianii - 1 -
Pantoea agglomerans 1 - -

Legenda: KP(=Klebsiella pneumonia carbapenemase; NDM = New Delhi metalo-beta-lactamases

DISCUSSAO

A pandemia de covid-19 criou condi¢des que favo-
receram a disseminacao de microrganismos resistentes
aos antimicrobianos nos servicos de salde: aumento no
numero e no tempo de hospitalizacdo dos pacientes com
covid-19; pacientes graves com uso prolongado de disposi-
tivos invasivos e assisténcia intensiva; reducdo do nimero
de profissionais de salide e aumento da carga de trabalho;
dificuldades paraimplementacao de medidas de prevencao
e controle de infeccbes; utilizacdo excessiva e empirica de
antimicrobianos de amplo espectro, em larga escala, para
tratamento de infecgdes secundarias, fingicas ou bacteria-
nas.® Esse foi justamente o cenario encontrado no HJK, um
hospital que foi direcionado para o atendimento a covid-19,
com subito aumento de leitos de terapia intensiva em um
curto espaco de tempo.

Conforme observado por outros autores,"® houve um
aumento significativo na prevaléncia de bactérias produtoras
de KPC quando comparado o periodo anterior a pandemia.
Estudos internacionais indicaram que aproximadamente
70% dos pacientes hospitalizados com covid-19 receberam
antibidticos, na maior parte de amplo espectro, apesar da
falta de evidéncia de co-infeccdo por bactérias."” No HJK,
foram diagnosticados 39 pacientes com Enterobacterales
produtoras de KPC em 2019, principalmente em Klebsiella
pneumoniae. No periodo do estudo, foram 92/128 isolados
produtores de carbapenemases do tipo serino, provavelmente
KPC. Em nosso hospital, antes da pandemia, apenas cepas
KPC tinham sido isoladas. Em 2021 houve a emergéncia de
NDM com a deteccdo em 32/128 cepas estudadas.

As New Delhi metalo-beta-lactamases (NDMs), com suas
28 variantes ja descritas, sdo uma familia de enzimas que
disseminou rapidamente pelo mundo, geralmente asso-
ciada a prognésticos ruins e alta mortalidade.”” Conforme
demostrado na tabela 2, nota-se que, apesar do predominio
de Klebsiella pneumoniae entre os isolados KPC, paraa NDM
é marcante a emergéncia em outras espécies como Proteus
mirabilis (12/33). A aquisicao de genes de resisténcia nessa
espécie, além de outros géneros como Providencia spp. e
Serratia spp., torna-se ainda mais preocupante, uma vez que
sao bactérias intrinsecamente resistentes as polimixinas, limi-
tando ainda mais o nimero de antimicrobianos disponiveis
para o uso clinico.?

Gao et al."? relatou a emergéncia de Klebsiella pneu-
moniae resistente aos carbapenémicos (CRKP) e produtoras
de KPC-2 e NDM-1. Ensaios de transferéncia de plasmidios e
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andlises filogenéticas sugeriram que a CRKP KPC2-NDM1 emer-
giu de uma CRKP progenitora que adquiriu outro plasmidio
altamente transferivel portando o gene blaNDM-1. Além disso,
testes de estabilidade mostraram que esses isolados eram
estaveis e tinham capacidade de transmissdo entre pacientes.

Esse relato é preocupante uma vez que em nosso estudo
foi detectada uma cepa de Proteus mirabilis com teste fenoti-
pico positivo para metalo-beta-lactamases e com a presenca
dos genes blaKPC e blaNDM, gerando a preocupacao de uma
possivel disseminacao na unidade e maior limitacao das
opcdes terapéuticas ja tdo escassas. Dados do Laboratério
Central do Estado do Parana (LACEN-PR) mostram Enterobac-
terales positivas concomitantemente para blakKPC e blaNDM
em até 8% do total de isolados positivos para estes genes.”
Gao et al."? mostrou, por meio de testes de sensibilidade aos
antimicrobianos, que o composto ceftazidime-avibactam,
recém introduzido em alguns paises para tratamento de
bactérias produtoras de KPC, tinham pouco efeito nas cepas
que continham os dois genes para KPC e NDM.

A criticidade desse cendrio de resisténcia é agravada
pela elevada taxa de resisténcia a outros antimicrobianos.
Geralmente os genes que codificam as carbapenemases estao
localizados em plasmidios, que também carregam outros
genes de resisténcia para os aminoglicosideos e quinolonas.?
No entanto, a resisténcia a outros antimicrobianos néo foi
avaliada por ndo ser o objetivo desse estudo.

O teste mCIM eCIM é um método fenotipico desenvol-
vido para detectar e classificar as carbapenemases entre
metalo-beta-lactamases e as do tipo serino (KPC, OXA, dentre
outras), baseado na inibicdo da atividade da enzima pelo
agente quelante EDTA (Acido etilenodiamino tetra-acético).
No Setor de Microbiologia do HJK, apds a triagem por meio
de metodologia de disco difusdo, as cepas com sensibilidade
diminuida aos carbapenémicos foram testadas pelo método.
Nesse trabalho, observou-se uma boa concordancia entre o
método fenotipico e o molecular. Quando foram analisadas
asamostras onde houve resultado molecular pela FUNED e o
fenotipico (54/128), observou-se a concordancia entre 47/54.
Entre essas cepas foram 4/54 resultados indeterminados, 1/54
negativo pelo método fenotipico e 2/54 discordantes. Assim,
o método mCIM eCIM mostrou-se util na triagem da produ-
cao de carbapenemases, além de possibilitar a classificacdo
rapida do tipo, com a liberagdo do resultado em 24 horas. Esse
dado é importante para orientar a terapia antimicrobiana,
uma vez que o composto ceftazidime-avibactam, recém
introduzido na instituicao, é uma potente opgao terapéutica
no tratamento de infeccdes por KPC.1?

Entre as espécies incluidas no estudo e que nao apresen-
tam resisténcia intrinseca, foram encontrados 22/99 isolados
de Klebsiella pneumoniae resistentes a polimixina, sendo
que 15/22 eram KPC e 7/22 NDM. Estudos recentes alertam
para o aumento significante da resisténcia a polimixina em
Enterobacterales produtoras de carbapenemases, sugerindo
uma forte associacdo entre a presenca de carbapenemases
e a diminuicdo da atividade da polimixina.”?’ As cepas que
apresentaram resisténcia foram enviadas para o laboraté-
rio de referéncia da FUNED para pesquisa do gene mcr-1
(mobilised colistin resistance) e todos os isolados foram
negativos, mostrando que a resisténcia esta relacionada
provavelmente a genes cromossomais.

CONCLUSAO

Com a escassez de dados locais torna-se dificil prever
o impacto que essa pandemia pode causar no aumento da
disseminacdo de microrganismos resistentes. Assim, é impor-
tante descrever a emergéncia de Enterobacterales produtoras
de metalo-beta-lactamases em um Hospital de Referéncia
para covid-19. Além disso, o teste fenotipico mCIM eCIM
mostrou-se uma boa ferramenta na triagem da producéao e
na classificacdo das carbapenemases na instituicdo.
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