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RESUMO

Klebsiella pneumoniae tem sido caracterizado como causador de doengas e responsavel
isua resisténcia aos antibidticos. Este trabalho como objetivo caracterizar amostras
clinicas de Klebsiella pneumoniae quanto a producao de enzimas do tipo KPC. Foram
avaliados 30 isolados em 28 pacientes, em um hospital mineiro, no periodo de 2013 a
2015. As amostras foram isoladas e recuperadas para realizagao da técnica de PCR para
detecgdo do gene blaKPC. Foi demonstrado maior associacdo da Diabetes tipo Mellitus
com infecgdo por K. pneumoniae, na Unidade de Terapia Intensiva, bem como maior
resisténcia frente a Tobramicina, Ticarcilina + Acido Clavulanico, fora da UTIL Foi
confirmada a presenca do gene blaKPC em 92,8% das amostras. A pesquisa
demonstrou ainda que a maior parte dos isolados ¢ resistente a pelo menos um
antimicrobiano de cada classe, com exce¢ao de Polimixina B. Por isso sdo necessarios
estudos que monitorem a evolugdo clonal destes microrganismos no ambiente
hospitalar, ndo somente em K. pneumoniae, mas em todos os outros com emergéncia a
multirresisténcia.

Palavras-chave: blaKPC, carbapenemase, multirresisténcia.
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INTRODUCAO

As bactérias s3o os organismos mais abundantes dentre as mais diferentes
formas de seres vivos que colonizaram o planeta e estdo envolvidos praticamente em
todas as interagdes biologicas com o ser humano, inclusive causando infec¢des. Dados
recentes demonstram que em infec¢des por enterobactérias ocorre com 22 a 72% de
mortalidade, portanto estas se caracterizam como um grupo bastante comum com mais
de 25 géneros e centenas de espécies (MATHLOUTHI et al., 2016).

Segundo a ANVISA (Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria) a resisténcia
aos antimicrobianos ¢ um grande problema de satide publica, visto que a disseminagdo
das bactérias tem se mostrado quase incontrolavel. Grande parte da disseminagdo das
bactérias se da pelo uso indiscriminado de antimicrobianos e também pela
contaminagdo cruzada, principalmente porque profissionais da satide podem transmitir
micro-organismos de pacientes infectados para outros, que ndo possuem a bactéria em
seu organismo, por meio das maos (BRASIL, 2010).

O ambiente hospitalar ¢ um risco a mais para os pacientes, essencialmente os
que estdo em Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e semi-intensiva, visto que estes se
encontram debilitados e muitas vezes imunodeprimidos, por isso apresentam baixa
resposta contra agentes patogé€nicos como bactérias multirresistentes (OLIVEIRA;
DAMASCENQO, 2009).

A resisténcia aos antimicrobianos ocorre principalmente pela redugdo da
afinidade das proteinas de superficie e producdo de enzimas, pelas bactérias. Em
espécies da familia Enterobacteriaceae, a permeabilidade ¢ diminuida pela perda de
porinas na membrana externa e producdo de enzimas, como as do tipo, ESBL (j-
lactamases de espectro ampliado, do inglés extended-spectrum B-lactamases), AmpC

(cefalosporinase) e carbapenemases (YIGIT et al., 2010).



Atualmente considera-se multirresisténcia, a resisténcia a mais que um grupo de
antimicrobiano, ja a resisténcia extensiva a drogas quando ocorrem a multiplos agentes
antimicrobianos, podendo ser a todos ou quase todos; embora a resisténcia a todos os
agentes antimicrobianos pode ter uma classificagdo etimologica de pan-resistencia
(MAGIORAKOS et al., 2011).

Os antibidticos mais comuns sdo os P-lactdmicos, como as penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, monobactamicos; tetraciclinas, macrolideos,
aminoglicosideos e estreptograminas. Além de fluoroquinolonas, sulfonamidas e
oxazolidinonas. Os mais utilizados no tratamento infec¢cdes causadas por
enterobactérias, sao os [-lactdmicos da classe dos carbapenémicos principalmente
imipenem, meropenem € ertapenem, mas a resisténcia tem aumentado muito, portanto
seu sucesso ¢ bem variavel (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

No periodo de 2009 a 2010, a ANVISA, recebeu intensas notificacdes das
regides do pais a respeito da disseminacdo de organismos multirresistentes. Estas
infec¢des no Brasil tém sido relatadas com maior frequéncia em pessoas com idade
avancada, em que na maioria dos casos, 0s pacientes ja apresentam algum
comprometimento do sistema imunolégico (CHANG et al., 2013).

A resisténcia causada por enzimas do tipo P-lactamases estdo associadas ao
DNA cromossomal bacteriano ou mesmo ao plasmideo, enzimas que podem provocar a
hidrélise do anel B-lactdmico da droga. Dentre estas enzimas, uma muito comum no
ambiente hospitalar e que esta presente em muitas enterobactérias, ¢ a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), que recebe este nome por ter sido descrita
primeiramente em bactérias da espécie Klebsiella pneumoniae, que confere resisténcia
aos P-lactamicos, B-lactamicos associados a inibidores e carbapenémicos (PEREIRA et

al., 2003).



As PB-lactamases sdao classificadas segundo Ambler (1980), baseado em
informacgdes estruturais como da classe A, por exemplo, KPC ¢ AmpC, classe B as
metalo-B-lactamases, que sao representadas principalmente pelos tipos VIM, NDM e
IMP e classe D que sdo as do tipo oxacilinases, como OXA-48 (TZOUVELEKIS et al.,
2012).

Nos Estados Unidos da América (EUA) e no Brasil (MUNOZ-PRICE et al.,
2013), ¢ comum a observagao de K. pneumoniae produzindo carbapenemases do tipo A,
geralmente KPC. Os genes que codificam essas enzimas sdo plasmidiais e exibem
resisténcia também a piperacilina/tazobactam, cefalosporinas de 3° e 4° geragdo,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos e carbapenémicos (PATERSON, 2006).

Os relatos demonstram que a enzima KPC foi descoberta em 1996, nos Estados
Unidos, no estado da Carolina do Norte, e que apds essa descoberta, ¢ novas
investigacdes foram realizadas nos anos de 1997 a 2001, sendo encontradas amostras
em mais de 39 estados norte-americanos, além de Porto Rico. Concluindo com isto que,
cerca de 5 % das infec¢des agudas causadas por enterobactérias, ja eram resistentes ao
carbapenémicos naquele pais (MUNOZ-PRICE et al., 2013).

Tem sido notificado que viagens a outros paises ndo afetam diretamente a
infeccdo por enterobactérias produtoras de KPC, entretanto quando os pacientes passam
por longos periodos internados em hospitais, hd uma grande chance de infec¢do por
bactérias produtoras de KPC. Hospitais tem relatado cerca de 18% de infec¢ao por K.
pneumoniae resistentes ao carbapenémicos, sendo que a maioria dos casos ocorre nas
primeiras 48 horas apos a admissdo no ambiente hospitalar e a mortalidade pode chegar
em torno de 48% (PATEL et al., 2008).

No Brasil, as primeiras cepas produtoras de KPC, foram detectadas em 2006 em

pacientes internados em UTI em um hospital tercidrio de Recife-PE (MONTEIRO et al.,



2009). Esta enzima tem-se tornado endémica no pais desde entdo, sendo bastante
comum também em Pseudomonas spp. encontradas em esgotos de hospitais (MUNOZ-
PRICE et al., 2013).

As bactérias resistentes aos carbapenémicos t€ém sido amplamente disseminadas
dentro dos hospitais. Estudo realizado em um hospital no Rio Grande do Sul relata que
cerca de 24% das amostras retais analisadas continham bactérias multirresistentes, e que
98,7% eram de Klebsiella pneumoniae. No que se diz respeito a sitios de isolamento,
86,8 % das amostras positivas para K. pneumoniae foram encontradas em sangue e
urina. Todas as amostras foram identificadas como produtoras de KPC, com altas taxas
de resisténcia de até 95% aos carbapenémicos (PEREZ; RODRIGUES; DIAS., 2016).

A bactéria Klebsiella pneumoniae pode conter em si genes como o blaKPC, esse
pode produzir enzimas como a KPC. Essa enzima confere resisténcia a muitos
antimicrobianos e tem se tornado mundialmente difundida. Por apresentar resisténcia
reduzida a outros antimicrobianos pode ser confundida com outras P-lactamases
(MUNOZ-PRICE et al., 2013).

A partir de 2009, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) passou a
recomendar a pesquisa da enzima KPC em isolados de enterobactérias com resisténcia a
cefalosporinas de terceira geracdo e sensibilidade diminuida a carbapenémicos,
preconizando assim, o teste de Hodge modificado. Embora ¢ sabido que a confirmagao
do diagnostico se da por meio de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) pela pesquisa
para o gene blaKPC (SOARES, 2012).

Algumas linhagens de bactérias produtoras de KPC geralmente tém mostrado
resisténcia a multiplas drogas, incluindo os aminoglicosideos, fluoroquinolonas,
piperacilina-tazobactam, e cefalosporinas de espectro ampliado, que ¢ um

antimicrobiano utilizado no tratamento das infec¢des causadas por micro-organismos



resistentes, cujo risco de nefrotoxicidade associada podem ser em pacientes que ja estao
criticamente doentes (DALY et al., 2007).

A bactéria Klebsiella pneumoniae, (pertencente ao grupo das enterobactérias), €
um relevante agente etiologico em doengas como bacteremias, pneumonias,
endocardite, meningite, entre outras, sendo considerado um organismo oportunista,
visto que pode estar presente nas fezes de at¢ 30% da populacdo, e possui uma ampla
facilidade de colonizagdo de mucosas. E frequentemente causadora de patologias em
individuos imunodeprimidos como recém-nascidos, idosos, doentes cronicos,
portadores do virus HIV e recém operados (NOGUEIRA et al., 2009).

Cada vez mais claro o aumento de resisténcia aos antibidticos, como
cefalosporinas de 3% gerac¢do, quinolonas, aminoglicosideos e/ou combinagdo entre os 3
grupos. Estes foram por muito tempo uma importante saida contra as infec¢des, porém,
0 que preocupa ainda mais € que os carbapenémicos, antibidticos antes considerados
letais aos micro-organismos, tem apresentado sensibilidade reduzida frente aos
organismos multirresistentes (DIENSTMANN et al., 2010)

As bactérias podem produzir diversas enzimas, as quais podem conferir
resisténcia aos antimicrobianos, como as [-lactamases, em especial aquelas que
conferem a resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos. Estas s3o as
carbapenemases as quais podem ser divididas em pelo menos 3 classes, A, B e D. Essas
enzimas hidrolisam os carbapenémicos, os quais sd@o os antibidticos preferenciais no
tratamento contra infec¢des graves por bactérias que produzem EBSLs (PATERSON,
2006). As p-lactamases de espectro estendido, do inglés extended-spectrum [3-
lactamases (EBSLs), hidrolisam cefalosporinas de espectro estendido, penicilinas e

monobactamicos (RUPP; FEY, 2003).



A bactéria Klebsiella pneumoniae € um importante patdégeno no ambiente
hospitalar causando muitas mortes em todo o mundo. A descoberta que K. pneumoniae
produtora de carbapenemases ocorreu em 1996, nos Estados Unidos da América, o
nome dado a essa enzima foi referéncia ao seu nome (KPC). A KPC hidrolisa de forma
eficiente os antibioticos das classes dos monobactamicos, cefalosporinas, penicilinas,
inibidores de B- lactamases e carbapenémicos. No Brasil, o primeiro caso relatado da
presenca de KPC aconteceu em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em 2006
(PRICE et al., 2013).

Por isso ¢ tdo necessario estudos sobre cepas bacterianas produtoras de enzimas
como as carbapenemases em Klebsiella pneumoniae, a fim de buscar uma solugao
frente a sua disseminagao e analisar a prevaléncia destas cepas no ambiente hospitalar.
Medidas simples, a curto prazo, como o cuidado para evitar a transmissao cruzada por
parte dos profissionais de saude, como utilizacdo de luvas, lavagem correta de maos,
além de conscientizagdo da populacdo de maneira geral do uso indiscriminado de
antibioticos, podem auxiliar na reducdo da resisténcia dos microrganismos aos

antimicrobianos.



OBJETIVOS
Geral
Caracterizar amostras clinicas de Klebsiella pneumoniae quanto a producdo de
enzimas do tipo KPC.
Especificos
Avaliar o perfil de resisténcia das amostras de K. pneumoniae frente aos
antimicrobianos por Kirby-Bauer e Maldi-Tof®.
Analisar a distribuicao das amostras segundo dados clinicos e demograficos.
Verificar a presenca do gene blaKPC nas amostras de K. pneumoniae por meio

de PCR.



METODODOLOGIA

Local do estudo

Este trabalho foi realizado por meio de amostras obtidas no Hospital e
Maternidade Municipal Dr. Odelmo Ledo Carneiro, de média complexidade, que possui
258 leitos, sendo que 15 sao de UTI Neonatal e 30 de UTI Adulto, com capacidade de
900 saidas ao més, localizado na cidade de Uberlandia/MG.

Recuperagdo das amostras

Foram recuperados isolados de Klebsiella pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos. As amostras de Klebsiella pneumoniae foram isoladas por um
laboratorio de andlises clinicas credenciado ao hospital e armazenadas a uma
temperatura de -20°C, em Caldo Brain-Heart Infusion (BHI) enriquecido com 20% de
glicerol, no Laboratorio de Pesquisa em Bacteriologia (LABAC), do Instituto de
Ciéncias Biomédicas, da Universidade Federal de Uberlandia (UFU).

Todas as amostras foram identificadas e seus antibiogramas realizados por meio
dos testes de Kirby-Bauer e Maldi-Tof® e entdo classificadas em multiresistentes,
extensivamente resistente e pan-resistente. Foram testados os antimicrobianos:
Ampicilina, Cefalotina, Ceftriaxona, Cefoxitina, Cefepime, Cefazolina, Ceftazidima,
Amoxilina+ Acido Clavulanico, Piperacilina + Tazobactam, Ticarcilina + Acido
Clavulanico, Imipenem, Meropenem, Ertapenem, Aztreonam, Amicacina, Tobramicina,
Gentamicina, Ciprofloxacina, Levofloxacino, Sulfa/ trimetropim, Tetraciclina e

Polimixina B.

Defini¢oes
Foram utilizados as defini¢des segundo Magiorakos et al. 2012 de MDR( Multi-

droga resistente) como a resisténcia a um ou mais agente em 3 ou mais categorias

antimicrobianas; XDR ( Extensivamente Resistente) como a resisténcia com um ou



mais agentes em todos, exceto em uma ou duas categorias; PDR ( Pan Resistente)

resisténcia a todos os agentes antimicrobianos testados.

Preparo das amostras (cultura)

O descongelamento foi realizado por meio de cultivo em caldo TSB, por 24
horas a uma temperatura de 37°C. O repique das amostras em Agar Tripticase Soja foi
por meio de esgotamento por estrias, incubados por 24 horas a uma temperatura de
37°C.

PCR simplex para gene blaKPC

Foi realizado no Laboratério de Microbilogia Molecular ( MICROMOL/ icbim/
ufu), com o preparo do mix utilizando Para o preparo do mix foram utilizadas 12,5 pL.
da enzima GoTaq® Green Master Mix, adicionado 1uL. de DNA da bactéria, por meio
do contato direto da ponteira com a colonia em placa, 2,5 uL de cada primer (Quadro 1)
e 25 pL de 4gua ultrapura. A amplificagdo foi realizada no Eppendorf Mastercycler. A
desnaturacdo inicial foi realizada a 95°C por 5 minutos, seguida de desnaturagdo em
sucessivos ciclos de 1 minuto a 95°C, anelamento a 55 °C por 1 minuto, extensao de 72

°C a 1 minuto e extensao final de 72 °C a 10 minutos.

Quadro 1 — Primers especificos para o gene blaKPC.

Gene Primer Sequéncia 5’ -3’ Amplicon pb

KPC-F1 GTATCGCCGTCTAGTTCTGCTG
blaKPC 860
KPC-R1  GTTGACGCCCAATCCCTCGA

Eletroforese em gel de agarose
A anélise do produto final da reagdo foi realizada por meio de eletroforese em

gel de agarose, aplicando-se 5 pL do produto do PCR em um gel preparado a 1,5% de
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agarose em tampdo Tris/Acido Borico/EDTA (TBE) 0,5x, acrescido de SYBR® Safe
(Invirogen) para cada 20 mL de gel. O marcador de peso molecular foi de 100pb DNA
Ladder. A eletroforese foi conduzida em voltagem constante de 90V, durante 90
minutos e o gel fotografado em um sistema de fotodocumentagao.
Andlise dos dados e ética do estudo
Os dados do perfil de resisténcia aos antimicrobianos, dados demograficos e
resultado do PCR foram tabulados em planilha Excel (Microsoft) e a analise estatistica
foi realizada utilizando o teste do Qui-quadrado, ou Exato de Fischer, quando n<5,
todos considerando o intervalo de confianca de 95%, ou seja, P<0,05 (BioEstat 5.1).
Este projeto faz parte de outro, intitulado Epidemiologia de Microrganismos
Multirresistentes no Hospital e Maternidade Municipal Dr. Odelmo Ledo Carneiro, na
Cidade de Uberlandia, MG, o qual foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia sob o n° 463.877/13 (anexo).
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RESULTADOS

Neste estudo foram recuperados 30 isolados de Klebsiella pneumoniae, em 28
pacientes internados tanto na UTI (7) e fora dela (21), que inclui unidades como semi-
intensivo, posto de atendimento (Enfermaria).

Dentre os isolados, a maioria das amostras foi recuperadas de secrecdo de
abcesso (30,0%), seguido de infeccdo de corrente sanguinea (20,0%). As culturas de
vigilancia, embora representem 20% dos isolados sdo diagnostico de colonizacdo
(Tabela 1).

Houve associacao da Diabetes tipo Mellitus com infec¢do por K. pneumoniae, na
Unidade de Terapia Intensiva (P < 0,05). Sendo a septicemia o diagnostico de
internacdo mais frequente (20%), seguido de doengas pulmonares (16,6%) e doengas
renais (10%). E o ano de 2015, registrou progressdo nas infeccdes por Klebsiella

pneumoniae quando comparado aos anos de 2014 e 2013.
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Tabela 1 — Classificagdo das amostras de Klebsiella pneumoniae, quanto a distribui¢ao

no ambiente hospitalar.

Variaveis UTI Nao - UTI Total P
N=8 (%) N=22(%) N=30(%) {IC95%)

Infeccgao/sitio
Corrente sanguinea 2 (25,0) 4 (18,1) 6 (20,0) 0,46
Trato urinario 0 (0,0) 4 (18,1) 4 (13,3) 0,19
Pneumonia 1(12,5) 0 (0,0) 1(3,3) 0,09
Sitio cirurgico 1(12,5) 3 (13,6) 4 (13,3) 0,93
Abcesso 3(37.,5) 6 (27,2) 9 (30,0) 0,58
Cultura de vigilancia 1(12,5) 5(22,7) 6 (20,0) 0,53

Diagnéstico de internacio
Diabetes Mellitus 2 (25,0) 0 (0,0) 2 (6,7) 0,01*
Septicemia 0 (0,0) 6 (27,2) 6 (20,0) 0,09
Doencas do Sistema Nervoso 1(12,5) 1 (4,5) 2(6,7) 0,43
Ferida Cirargica 1(12,5) 0 (0,0) 1(3,3) 0,09
Cicatrizes e fibrose cutanea 1(12,5) 0 (0,0) 1(3,3) 0,09
Peritonite aguda 1(12,5) 0 (0,0) 1(3,3) 0,09
Doengas pulmonares 1(12,5) 4 (18,1) 5(16,6) 0,71
Doencas renais 0 (0,0) 3 (13,6) 3 (10,0) 0,27
Ulcera 1(12,5) 1 (4,5) 2 (6,7) 0,43
Estenose subglotica! 1(12,5) 0 (0,0) 1(3,3) 0,09
Doengas da tireoide? 1(12,5) 0(0,0) 1(3,3) 0,09
Nao tem 2 (25,0) 10 (45,5) 12 (40,0) 0,31

Ano de internagao
2013 1(12,5) 0 (0,0) 1(3,3) 0,09
2014 4 (50,0) 10 (45,5) 14 (46,7) 0,82
2015 3 (37,5) 12 (54,5) 15 (50,0) 0,4

UTI: Unidade de Terapia Intensiva; IC: Intervalo de Confiancga; 1: pds procedimento; 2:
Bocio-ndo-toxico-difuso; *estatisticamente significante (P< 0,05).
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De acordo com a distribuigdo no ambiente hospitalar, os isolados de K.
pneumoniae foram mais frequentes no sexo feminino (60,7%), conforme tabela 2.
Quanto a andlise de acordo com a faixa etdria, a maior prevaléncia foi
encontrada em individuos acima de 66 anos de idade (42,9%), seguido de 46 a 65 anos
de idade (39,2%). Dentre as amostras selecionadas, nenhuma foi isolada em individuos

com idade igual ou inferior a 25 anos (Tabela 2).

Tabela 2 — Classificagdo das amostras de Klebsiella pneumoniae, quanto ao sexo e

idade dos pacientes no ambiente hospitalar.

Variaveis UTI Nao - UTI Total P

N=7(%) N=21(%) N=28(%) (IC95%)

Sexo
Feminino 5(71,4) 12 (57,1) 17 (60,7) 0,50
Masculino 2 (28,6) 9(42,9) 11(39,3) 0,50
Idade
0-25 anos 0(0,0) 0(0,0) 0 (0,0) -
26-45 anos 1(14,3) 4 (19,1) 5(17,8) 0,77
46-65 anos 2 (28,6) 9(42,9) 11 (39,2) 0,50
> 66 anos 4 (57,1) 8 (38,1) 12 (42,9) 0,37

IC: Intervalo de Confianga; UTI: Unidade de Terapia Intensiva

As amostras de K. pneumoniae apresentaram 100% de resisténcia frente aos
antimicrobianos Levofloxacino, Ampicilina, Gentamicina, Tetraciclina, Cloranfenicol,
associagdo de Sulfa + Trimetoprim, Amoxilina + Acido Clavulanico, Piperacilina +
Tazobactam, Ceftriaxona, Cefepime e Aztreonam. Sendo que as amostras ja foram

recuperadas resistentes a algum carbapenémico (Imipenem, Meropenem ou Ertapenem).
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Nenhuma das amostras testadas foi resistente ao antimicrobiano Polimixina B (Tabela
3).

Quando comparada a resisténcia aos antimicrobianos e o local de internacao dos
pacientes, houve diferenca estatistica para Tobramicina, Ticarcilina + Acido
Clavulanico e Meropenem (P < 0,05), maior propor¢ao fora das unidades de terapia

intensiva, como mostra a Tabela 3.
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Tabela 3 — Distribuicao das amostras de Klebsiella pneumoniae quanto a resisténcia aos

antimicrobianos no ambiente hospitalar

(Continua)
Antimicrobiano UTI Nao UTI P IC Total
N=8(%) N=22(%) 95%) N=30(%)

Penicilinas (betalactamicos) 8 21 29
Ampicilina 8 (100) 21 (100) - 29 (100)

Cefalosporinas (betalactimicos) 8 21 29
Cefalotina 8 (100) 20(90,9) 0,37  28(95,2)
Ceftriaxona 8 (100) 21 (95,5) 0,53 29 (100)
Cefoxitina 8 (100) 18 (85,7) 0,19  26(89,7)
Cefepime 8 (100) 21 (100) 0,53 29 (100)
Cefazolina 5(62,5) 20(95,2) 0,06  25(86,2)
Ceftazidima 5(62,5) 20(95,2) 0,06  25(86,2)

Betalactamicos + inibidor 8 21 29
Amoxilina +Ac. Clavulanico 8 (100) 21 (100) - 29 (100)
Piperacilina + Tazobactam 8 (100) 21 (100) - 29 (100)
Ticarcilina + Ac. Clavulanico 5(62,5) 20 (95,2) 0,02*  25(86,2)

Carbapenémicos (betalactamicos) 8 21 29
Imipenem 6 (75,0) 20 (95,2) 0,11 26 (89,7)
Meropenem 6 (75,0) 21 (100)  0,02* 27 (93,1)
Ertapenem 8 (100) 21 (100) - 29 (100)

Monobactamicos 8 21 29
Aztreonam 8 (100) 21 (100) - 29 (100)

Aminoglicosideos 7 19 26
Amicacina 2 (28,6) 9(47,3) 0,39 11 (42,3)
Tobramicina 4 (57,1) 18 (94,7) 0,02* 22 (84,6)
Gentamicina 7 (100) 19 (100) - 26 (100)

Fluorquinolonas 8 22 30
Ciprofloxacina 7 (87,5) 21 (95,5) 0,44  28(93,3)
Levofloxacino 8 (100) 22 (100) - 30 (100)

Inibidores do acido folico 7 12 19
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Conclusao
Antimicrobiano UTI Nao UTI P IC Total
N=8(%) N=22(%) 95%) N=30(%)

Sulfa/trimetoprim 7 (100) 12 (100) - 19 (100)
Fenicol 4 19 23
Cloranfenicol 4 (100) 19 (100) - 23 (100)
Tetraciclina 4 14 18
Tetraciclina 4 (100) 14 (100) - 18 (100)
Polimixina B 0 0 0
Polimixina B 0 0 - 0

*Estatisticamente significante (P< 0,05); IC: Intervalo de Confianca; UTI: Unidade de
Terapia Intensiva.

Os antimicrobianos Nitrofurantoina, Norfloxacina e Orfloxacina foram testados
em apenas uma amostra com resisténcia e por isso foram desconsiderados na tabela
acima.

Para complementacdo dos resultados foram realizados o teste de PCR para
detec¢ao do gene blaKPC em 28 amostras, sendo 6 (21,4%) amostras de UTI e 22
(78,6%) fora da UTI. Foi confirmada a presenga da enzima KPC em 26/28 (92,8%).

A frequéncia de K. pneumoniae com perfil de multirresisténcia (MDR) e
extensivamente resistente (XDR) foram a mesma (50%), embora nas UTIs houve maior
nimero de XDR (67%), nenhuma das amostras foi classificada como pan-resistente

(PDR).
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DISCUSSAO

Klebsiella ¢ um género da familia das Enterobacteriaceae que ¢ amplamente
distribuido no ambiente e pode ser encontrada em diversos locais como lagos, esgotos,
no solo e em plantas. Além disso, Klebsiella pode ser encontrada naturalmente em
mamiferos como suinos, equinos ¢ humanos (PODSCHUN; ULLMANN, 1998). A
espécie Klebsiella pneumoniae ¢ geralmente encontrada colonizando o trato
respiratorio, os olhos, o trato intestinal e o trato geniturindrio de humanos saudaveis
(GUPTA etal., 2003).

A infec¢do por Klebsiella pneumoniae produtora de [-lactamases ¢ um dos
grandes problemas de satide publica, e sua transmissdo estd associada a diversos fatores
como uso indiscriminado de antibidticos, ventilagdo mecanica, procedimentos
cirirgicos e hospitalizacdo prolongada (PATEL et al., 2008). A taxa de mortalidade
associada a infec¢des por K. pneumoniae tem sido alta, mesmo entre os pacientes que
tem recebido tratamento com antimicrobianos, € no Brasil alguns estudos demonstram
taxas de morte superiores a 70% (PATEL et al., 2008; PERNA et al., 2015). Nossos
resultados demonstraram um crescimento nas infec¢des por K. pneumoniae quando
comparados os anos de 2013 a 2015.

Ainda neste estudo o sitio de infecgao mais comum foi o abcesso (30,0%), sendo a
corrente sanguinea um local importante quando considerados os isolados da Unidade de
Terapia Intensiva (UTI). Resultados semelhantes a esses também demonstrados em
recentes estudos no pais (CORREA et al., 2013; PERNA et al., 2015).

Diversos fatores podem ser favoraveis ao risco de infec¢do por K. pneumoniae,
entre 0os mais importantes se destacam a excessiva exposi¢do aos antibidticos,
morbidade do paciente antes da infec¢do e a pressdo de colonizagdo, que ¢ definida

como a proporcao de pacientes colonizados com um organismo particular em uma area
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geografica, dentro de um hospital durante um periodo de tempo especifico (SELBACH,
2013; OKAMOTO et al., 2017).

Nossos resultados demonstraram significancia (P< 0,05) para Diabetes Mellitus
em relacdo a infeccdo por K. pneumoniae, demonstrando que essa comorbidade
favoreceu a infecg¢do por esse microrganismo patogénico, em UTI. Estudos relataram
que um periodo longo de internacdo nos hospitais e doencas subjacentes podem
favorecer a infecgdo por K. pneumoniae (SCHWABER et al., 2007). A septicemia foi o
diagnostico de internacao mais frequente em valores absolutos, seguido de doencas
pulmonares e renais.

Em relacao a idade, estudos demonstram uma maior ocorréncia de K. prneumoniae
em pacientes com idade superior aos 48 anos, mostrando assim, ser essa uma faixa
etaria critica no desenvolvimento da doenga causada por esta bactéria (CHANG et al.,
2016). Outros pesquisadores relataram mais de 60% dos casos de infeccdo por K.
pneumoniae em individuos com idade igual ou superior aos 42 anos (ZARKOTOU et
al., 2011). Da mesma forma neste estudo, a grande maioria dos casos (82%) ocorreu em
pacientes com idade igual ou superior a 46 anos, indicando que sdo idades criticas, que
pode favorecer a infecgdo.

Estudos recentes indicam uma maior incidéncia da infec¢ao de K. pneumoniae em
individuos do sexo masculino (53,7%) quando comparados a individuos do sexo
feminino (BORGES et al., 2015). Da mesma forma, outros autores também relataram
uma frequéncia de 65% das infec¢des em homens (CORREA et al., 2013). Este estudo,
demonstrou uma maior taxa de infeccdo em individuos do sexo feminino (60,7%)

quando comparados a individuos de sexo masculino.
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Klebsiella pneumoniae ¢ um dos patdgenos hospitalares mais comuns
apresentando um perfil de sensibilidades cada vez mais restrito, inclusive associado nao
somente a infec¢ao, mas também a colonizacao (BORGES et al., 2015).

A perda de proteinas de membrana, bem como a expressao de carbapenemases de
classe A como a KPC estao sendo associadas a resisténcia aos carbapenémicos em K.
pneumoniae. Da mesma forma a expressao da classe B (metalo- - lactamases, como
VIM e NDM) por K. pneumoniae tem demonstrado ser efetivo contra os
carbapenémicos, como descrito em diversos paises (PATERSON, 2006;
TZOUVELEKIS et al., 2012).

O gene blaKPC que codifica a enzima KPC ¢ encontrado em plasmideo
bacteriano, e ainda geralmente estd localizado no elemento transposon Tn440/ no
plasmideo, que permite rapida transferéncia para outras bactérias, o que possibilitou
uma diversificacdo genética na enzima KPC (MARTfNEZ et al., 2016; SHEPPARD et
al., 2016). Os resultados neste estudo demonstraram que esse gene foi encontrado na
maioria dos isolados (92,8%), demonstrando ser bastante comum no ambiente
hospitalar.

Este estudo demonstrou ainda, significancia (P< 0,05) na resisténcia de K.
pneumoniae frente aos antimicrobianos Tobramicina do grupo dos Aminoglicosideos,
combinagdo de Ticarcilina e Acido Clavulanico, que sdo B -lactdmicos associado a
inibidores de § -lactamases, no ambiente fora das unidades de terapia intensiva.

Pesquisas demonstraram que a internagdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
pode ser um fator favordvel a colonizacdo por Klebsiella pneumoniae produtoras de
KPC, sendo que esses ambientes sdo os principais reservatorios de drogas contra as
bactérias Gram negativas, e possibilitam inimeras oportunidades de infec¢do cruzada

(PAPADIMITRIOU-OLIVGERIS et al., 2012). Por isso, a recomendacdo ¢ de que os
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pacientes colonizados ou infectados com enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, se possivel fiquem isolados (CDC, 2015).

Diversas caracteristicas podem favorecer a infec¢do por K. pneumoniae na UTI e
aumentar a taxa de mortalidade. Um estudo recente confirmou que a infec¢ao por K.
pneumoniae produtora de carbapenemase associada ao transplante de 6rgaos, infeccao
de corrente sanguinea e admissao na UTI gera altas taxas de mortalidade. Algumas das
razoes para isso estdo relacionadas a internagao prolongada na UTI, submissao dos
pacientes a procedimentos cirurgicos, imunossupressao pré-existente e uso de
dispositivos invasivos, tudo isso pode contribuir para uma maior mortalidade (XU;
SUN; MA, 2017).

A velocidade que ocorre o desenvolvimento e também a disseminagdo da
resisténcia ¢ um processo muito complexo influenciado pela pressao seletiva, pré-
existente de genes de resisténcia e o ndo uso de medidas de controle de infec¢ao (RUPP;
FEY, 2003).

Dentre as medidas de prevencao e controle para infecgdes por bactérias produtoras
de carbapenemases se destacam a rapida identificagdo de tais microrganismos no
ambiente hospitalar e protocolos para prevenir as infeccdes. Outras medidas sdo
eficazes no controle e prevengdo da infec¢do, como lavagem frequente das maos, uso
adequado de antimicrobianos e capacitagdo dos profissionais de sauide (VELASQUEZ
et al., 2013). A literatura tem mostrado que apds a aplicagdo de um programa ativo de
culturas de vigilancia nos hospitais, o numero absoluto de cepas de K. pneumoniae

produtoras de carbapenemases tem reduzido (BARTOLINI et al., 2017).
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CONCLUSAO

A maioria das amostras de Klebsiella pneumoniae eram de infecgdes de abcesso
e do ano de 2015. Foi confirmada a presenca da enzima KPC em mais de 90% das
amostras, demonstrando a disseminac¢ao dessa enzima no ambiente hospitalar.

A pesquisa ainda revelou que a maior parte dos isolados ¢ resistente a pelo menos

um antimicrobiano de cada classe, com excecao de Polimixina B. Foi encontrado o
mesmo numero de amostras MDR e XDR, entretanto as UTIs apresentaram maior taxa
de amostras extensivamente resistentes, em contrapartida a taxa de amostras com perfil
de multirresisténcia foi superior fora da UTIL. E o Diabetes tipo Mellitus na UTI foi
considerado um fator de risco para a infecgdo por K. pneumoniae.

Por isso faz-se necessarios estudos que monitorem a evolucao destes micro-
organismos no ambiente hospitalar, ndo somente em K. pneumoniae, mas em todos as

espécies bacterianas com emergéncia a multirresisténcia.
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de suscetibilidade aos antimicroblanos, na etiopatogenia das infeccfes nas diferentes unidades de um
hespital municipal na cidade de Uberldndia, MG.

Este estudo sera realizade a partr das culturas bacterianas positivas e parfil de suscetibilidade & resisiéncia
acs antimicrobianos, além de pesquisa dos mecanismos de resisténcia das amestras de Staphylococous
aureus. Enterococcus spp.. Kiebsiella pneumaoniae e outras Entercbactérias; Pseudomonas asrugincsa e
Acinetocbacter baumanni. Com este estudo espera-se propar

Enderego: Av Jodo Naves de Avila 2121, Bloco " A" saby 224 - Coampus Sla Mdnica

Bairre:  Sarmio Ménica CEP: a0 408. 144
UF: MiG Munigiple: LUBERLAMNDIA
Telalone: (2437304139 Fax: (3437354305 E-mall  cepflipropp ule b

Situagdo do Parecer:

Aprovade

Mecessita Apreciacao da COMEP:

MNaa

Conslderagdes Finais a critério do CEP:

Data para entrega de Relatdrios Parciais ap CEP/UFL: dezembro de 2014; dezembro de 2015; dezembro de
2018; dezembno de 2077,

Data para entrega de Retatdrio Final ao CEP/UFU: dezembro de 2018,

2B5.: O CEP/UFU LEMERA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AQ CEPF PARA FINS DE ANALISE E APROVACAC DA MESMA.
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