UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
Programa de Pds-Graduagdo em Saude Animal

MANUELLA RODRIGUES DE SOUZA MELLO

DETEC(;AO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CARBAPENEMASE EM
Enterobacteriaceae E Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS EM CLINICAS
VETERINARIAS DO DISTRITO FEDERAL, BRASIL.

BRASILIA
DISTRITO FEDERAL — BRASIL
2014



UNIVERSIDADE DE BRASILIA

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
Programa de Pds-Graduagdo em Saude Animal

MANUELLA RODRIGUES DE SOUZA MELLO

DETECC;AO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CARBAPENEMASE EM
Enterobacteriaceae E Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS EM CLINICAS
VETERINARIAS DO DISTRITO FEDERAL, BRASIL.

Auditorio

DISSERTACAO DE MESTRADO
EM SAUDE ANIMAL
PUBLICACAO: 095/2014

ORIENTADOR (A): PROF? DR? SIMONE PERECMANIS

BRASILIA/DF
2014



UNIVERSIDADE DE BRASILIA ,
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria
Programa de P6s-Graduagio em Satde Animal

DETECCAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA CARBAPENEMASE EM
Enterobacteriaceae E Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS EM CLINICAS
VETERINARIAS DO DISTRITO FEDERAL, BRASIL.

MANUELLA RODRIGUES DE SOUZA MELLO

DISSERTACAO DE  MESTRADO
SUBMETIDA AO PROGRAMA DE POS-
GRADUACAO EM SAUDE ANIMAL,
COMO PARTE DOS REQUISITOS
NECESSARIOS A OBTENCAO DO
GRAU DE MESTRE EM SAUDE
ANIMAL.

'APROVADA:

SIMONE PERECMANIS, PROF.* DR?* (Universidade de Brasilia)
(ORIENTADORA)

ANGELA PATRICIA SANTANA, PROF* DR® (Universidade de Brasilia)
(EXAMINADORA INTERNA)

BRASILIA, MARCO DE 2014.



BIBLIOGRAFICA E CATALOGAGAO

SOUZA-MELLO, M. R. Deteccdo da atividade da enzima carbapenemase em
Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa isoladas em clinicas veterinarias do
Distrito Federal, Brasil. Brasilia: Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria,

Universidade de Brasilia, 2014, XXp. Dissertacdo de Mestrado.

Documento formal, autorizando reprodugéo
desta dissertacdo de mestrado para empréstimo
ou comercializagdo, exclusivamente para fins
académicos, foi passado pelo autor a
Universidade de Brasilia e acha-se arquivado
na Secretaria do Programa. O autor reserva
para si 0s outros direitos autorais, de
publicacdo. Nenhuma parte desta dissertacao
de mestrado pode ser reproduzida sem a
autorizacao por escrito do autor. Citagcdes sao

estimuladas, desde que citada a fonte.

FICHA CATALOGRAFICA

Souza Mello, Manuella Rodrigues de

Deteccdo da atividade da enzima carbapenemase em
Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa isoladas em clinicas
veterinarias do Distrito Federal, Brasil. / Manuella Rodrigues de
Souza Mello. — Registro: 2014

—f.;—cm.

Orientadora: Simone Perecmanis

Dissertacdo de Mestrado (M) — Universidade de Brasilia/Faculdade
de Agronomia e Medicina Veterinaria, 2014.

1. KPC. 2. Teste de Hodge Modificado. 3. Clinicas Veterinarias. I.
Perecmanis, Simone, orient. Il. Titulo




Dedico a Anne Daianne Maximo,

com imensa saudade.

Aos meus pais, com profunda

gratidao e amor.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, agradeco a Deus por todas as dadivas e alegrias em minha vida.
Ele me proporcionou minhas conquistas, minha familia tdo amada e meus queridos
amigos.

Agradeco imensamente a Professora Dra. Simone Perecmanis. Além de um
exemplo de mulher, educadora e orientadora, uma amiga que me acompanhou e confiou
em mim ao longo desses cinco anos de trabalho.

Agradeco, especialmente, aos meus queridos que cultivei com muito amor no
laboratdrio: Hudson, Vinicius, Rafael Lourinho e Ana Paula. A rotina ao lado de vocés
sempre foi maravilhosa. Agradeco a Deus por ter me dado colegas de trabalho que
posso considerar com verdadeiros amigos.

Agradeco de todo 0 meu coragdo a minha amiga-irma Anne Daianne. VVocé nos
deixou um vazio e sempre existira a saudade dos momentos maravilhosos que qualquer
um tinha ao seu lado. VVocé me incentivou, me ouviu, me escutou e, claro, rimos uma
vida inteira juntas.

Agradeco imensamente & minha querida amiga Karla Moraes Guedes que esta
sempre presente em todos os momentos dificeis e por ter aceitado o convite para
participacdo da banca, realizando um trabalho critico excepcional. Muito obrigada!

Agradeco também aos mais recentes amigos de trabalho: Marcela, Luciana,
André Simaan, Diego e Portugal. Obrigada pela alegria, pelo carinho e pela grande
ajuda.

A Capes e Cnpq, por me ajudarem financeiramente nesses dois anos de estudo.
Agradeco a minha familia e aos meus pais, Josefa e Antonio Roberto. Obrigada pelo
amor, pela educacdo e por sentimentos tdo intensos e gratificantes que eu ndo consigo
expressar com palavras. Eu amo voces.

Agradeco ao meu amor, Felipe Augusto, razdo da minha felicidade e paz de
todos os dias. Obrigada pelo apoio, por me sustentar quando preciso, por ser parte da

minha vida, por ser meu melhor amigo e parte minha familia.



"Nao vos aconselho o trabalho, mas a luta. Ndo vos aconselho a paz, mas a vitéria!
Seja 0 vosso trabalho uma luta! Seja a vossa paz uma vitéria!™

Friedrich Wilhelm Nietzsche



RESUMO

O recente aparecimento de bactérias produtoras de enzimas carbapenemases representa
um problema de salde publica relacionado com a ineficiéncia no tratamento de
infeccbes nosocomiais. Além do aumento de isolados humanos, muitas pesquisas
apontam o crescente nimero de bactérias multirresistentes ndo somente em ambientes
hospitalares, mas também em isolados de animais, ambientes e afluentes. Entretanto,
estudos direcionados para o potencial zoonético ainda sdo limitados. O objetivo do
presente estudo foi identificar cepas de Enterobacteriaceae e P. aeruginosa produtores
de enzimas carbapenemases circulantes em ambientes veterinarios. Foram isoladas 17
amostras provenientes de clinicas veterinarias e submetidas ao teste de difusdo em disco
com imipenem, ertapenem e meropenem. 11 cepas sugestivas da presenca de
carbapenemases, com halo <22 mm no antibiograma, foram submetidas ao Teste de
Hodge Modificado. Todas as amostras foram negativas para o teste de Hodge
Modificado. Apesar de ndo ter sido detectada fenotipicamente a expressdo da enzima
carbapenemase, a resisténcia aos carbapenémicos pode estar relacionada a outro
mecanismo de resisténcia adquirido. Portanto, considerando 0s crescentes relatos da
disseminacdo de carbapenemases, em especial a KPC, o mapeamento das areas onde
bactérias multirresistentes estdo presentes € vital para a elaboracdo de medidas de
controle e manutencdo da salubridade da populacéo.

Palavras-chave: KPC. Teste de Hodge Modificado. Carbapenemases. Resisténcia

bacteriana. Clinicas Veterinarias.



ABSTRACT

The recent emergence of bacteria producing carbapenemase enzyme represents a public
health issue related to the inefficiency in the treatment of nosocomial infections. In
addition to the increased human isolates, current studies indicate the increasing number
of multidrug-resistant bacteria not only in hospital settings, but also present in isolates
from animals, common areas and affluents. However, studies on the zoonotic potential
are still limited. The aim of this study was to identify strains of Enterobacteriaceae and
P. aeruginosa producing carbapenemase enzymes in veterinary environments. 17
samples from veterinary clinics were isolated and examined through the disk diffusion
test with imipenem, meropenem and ertapenem. 11 strains suggesting of the presence of
carbapenemase with halo < 22 mm on antibiograma were submitted to the modified
Hodge test. All samples were negative for the modified Hodge test. Despite the
expression of carbapenemase enzyme has not been phenotypically detected, the
carbapenem resistance may be related to another mechanism of acquired resistance.
Therefore, considering the increasing reports of the spread of carbapenemases,
especially KPC, the mapping of areas where multidrug-resistant bacteria are present is
vital for the development of control measures and maintenance of the population health.
Key words: KPC. Modified Hodge Test. Carbapenemasis. Antibiotic resistance.

Veterinary clinics.
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CAPITULO |

1 INTRODUCAO

A ocorréncia de infeccbes hospitalares € diretamente afetada pelo
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, visto que aumenta o tempo de internagédo dos
pacientes e o custo hospitalar e da comunidade, além de evoluirem para ébitos. Com o
uso indiscriminado de antibidticos nas ultimas décadas, essa realidade se tornou ainda
mais frequente (Alanis 2005, Brasil 2010). Nesses casos, a escolha de antibioticos
carbapenémicos é priorizada por serem estes eficazes no tratamento de quadros
associados a bactérias multirresistentes (Levinson & Jawetz 1998). Contudo, apos a
descoberta de bactérias produtoras de enzimas capazes de conferir resisténcia a esses
antibioticos, foi indispensavel um novo enfoque a cerca de uma ameaca para a saude
publica (Brasil 2010).

Em 1996, — na Carolina do Norte, EUA — foram identificados isolados da
enterobactéria Klebsiella pneumoniae que apresentavam resisténcia a antibioticos
carbapenémicos (Yigit et al. 2001). Essa resisténcia é conferida pela acdo de um tipo de
enzima carbapenemase, nomeada de KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase),
capaz de provocar a hidrolise de grande variedade de [-lactdmicos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas, monobactans e carbapenémicos (Queenan & Bush 2007). A
mutacdo da sequéncia genética do gene original que induz a producéo de enzimas KPC
fez surgir diversas variantes identificadas em diferentes espécies de bactérias e
localidades. A enzima ja foi identificada em Citrobacter freudii e Klebsiella oxytoca
(Rasheed et al. 2008), Enterobacter spp. (Bratu et al. 2005), Salmonella spp. (Miriagou
et al. 2003) e Escherichia coli (Bratu et al. 2007), além de notificacdes em Israel
(Navon-Venezia et al. 2006), China (Li et al. 2011), Grécia (Cuzon et al. 2008) e Franca
(Naas et al. 2005).

O primeiro caso reportado na América do Sul ocorreu na Colémbia, em 2006,
onde a presenca da enzima foi identificada em K. pneumoniae, Citrobacter freudii e
Pseudomonas aeruginosa (Villegas et al. 2006). A partir de 2006, ocorréncias
consecutivas foram identificadas no Brasil, primeiramente em Recife (Monteiro et al.

2009) e na sequéncia, Rio de Janeiro (Peirano et al. 2009), Sdo Paulo (Beirdo et al.



2009) e Distrito Federal, sitio com o maior nimero de casos de pessoas infectadas e de
6bitos no pais (Pereira 2012).

Além do aumento de isolados humanos, bactérias multirresistentes portadoras de
carbapenemases foram detectadas em ambiente ndo hospitalar, como demonstrado em
pesquisas envolvendo amostras colhidas de animais de producdo (Fischer et al. 2012),
animais de companhia (Shaheen et al. 2013, Stolle et al. 2013), afluentes e esgoto
(Quinteira 2005). Entretanto, ainda é muito escassa a literatura sobre o potencial
zoondtico de microrganismos multirresistentes, principalmente os produtores de
carbapenemases KPC, e os seus futuros impactos na sociedade, na Medicina, bem
como, na Medicina Veterinaria (Woodford et al. 2014, Portnet & Johnson 2010).

Na Medicina Veterinaria ha poucos relatos sobre a contaminacdo ambiental e a
possivel presenca de bactérias que representam risco a satde publica. O acometimento
ou a morte de animais como consequéncia de contaminacdo do ambiente hospitalar ndo
séo identificadas ou documentadas, demonstrando uma menor preocupagdo com a

insalubridade do ambiente e dos pacientes (Portnet & Johnson 2010, Santos et al. 2010).

2 LEVANTAMENTO BIBLIOGRAFICO

2.1 RESISTENCIA BACTERIANA E O USO DE ANTIBIOTICOS

Os primeiros antimicrobianos surgiram no inicio do século XX, como agentes
quimioterapicos e antibidticos propriamente ditos. Dentre os agentes antibioticos, o
primeiro a ser descrito foi a penicilina em 1929, por Fleming, embora sua
comercializacdo s6 tenha sido implementada apos a segunda guerra mundial (Madingan,
Martinko, Parker, 2004).

Ja na metade do século XX era conhecida resisténcia de bactérias da espécie
Staphylococcus aureus, 0s agentes causadores mais comuns de infecgdes hospitalares
nos anos 80 e 90, a penicilina (Souza et al. 2005, Rubin et al. 1999). Ainda no que
concerne a alta habilidade de desenvolvimento de resisténcia a antibidticos, bactérias da
familia Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e outras anaerobias presentes do
trato intestinal possuem a propriedade corriqueira de transferéncia de genes resisténcia

entre diferentes géneros e espécies (Quinn et al. 2005).



Atualmente, a resisténcia a drogas antimicrobianas é cada vez mais
representativa, tanto em humanos quanto em animais (Quinn et al. 2005). O uso
indiscriminado de antibidticos na medicina e em producBes agropecuérias tem
contribuido para o aumento de relatos nos Gltimos 30 anos (Santos et al. 2010, Alanis
2005).

Entre as condigcdes predisponentes para a disseminacdo da resisténcia, locais
com uma alta concentracdo de bactérias multirresistentes estdo em primeiro plano.
Hospitais e, em especial, as Unidades de Terapia Intensiva, apresentam os fatores de
risco mais importantes existentes: o uso excessivo de antibiéticos em ambiente
nosocomial; falhas dos profissionais da salde em procedimentos de higiene; e a
permanéncia de pacientes com o sistema imune comprometido em leitos hospitalares
(Santos 2004).

Em casos criticos de infec¢Oes causadas por bactérias multirresistentes é adotado
0 tratamento com antibidticos carbapenémicos, como o imipenem, meropenem e
ertapenem, eficazes contra um amplo espectro de bactérias gram positivas e gram
negativas. Dessa forma, o aspecto mais preocupante da dispersdo de resisténcia
bacteriana € a exclusdo de opg¢des terapéuticas para pacientes de risco que contrairam

infeccdes oportunistas. (Levinson & Jawetz 1998, Hirsh & Zee 1999).

2.2 RESISTENCIA A BETA-LACTAMICOS E A EMERGENCIA DE BETA-
LACTAMASES

O mecanismo de acdo de drogas antimicrobianas esta relacionado ao
comportamento das bactérias ao sofrerem a a¢do quimica da droga (Hirsh & Zee 1999).
O principal mecanismo de resisténcia de patdgenos envolvidos em infeccdes
nosocomiais ¢ a producdo de P-lactamases (Bertonchelli & Horner 2008; Bradford
2001). Em geral, enzimas B-lactamases sdo codificadas cromossomicamente, exercendo
um importante papel na selecdo de bactérias resistentes, e muitos géneros de bactérias
gram-negativas possuem esses mecanismos naturalmente. A evolucdo dessas enzimas é
a partir de proteinas de ligacdo a penicilina, que em sua estrutura génica se assemelha as
B-lactamases (Bradford 2001, Jacoby & Munoz-Price 2005). A outra oportunidade de
transferéncia da resisténcia bacteriana € por meio de plasmideos, elementos genéticos

circulares que carregam uma sequéncia de pares de base podendo compartilhar todas as



informacOes presentes, parte delas ou apenas um determinado trecho de pares de base
que codifica a producdo desse tipo de enzima (Quinn et al. 2005). A primeira -
lactamase transferida por plasmideo em bactérias gram-negativas ocorreu na década de
1960, onde foi descrito o gene TEM-1 (Datta & Kontomichalou 1965). A variedade de
enzimas com essa estrutura é enorme e ja foram identificadas mais de 150 tipos de B-

lactamases atualmente (Bradford 2001).

2.3 CARBAPENEMASES

As enzimas que fazem parte dessa classificacdo séo p-lactamases que hidrolisam
preferencialmente carbapenémicos, podendo apresentar resisténcia conjuntamente a

penicilinas e/ou cefalosporinas (Quinteira 2005).

2.3.1 Classificacéo

Conforme classificacdo das B-lactamases sugerida por Ambler (1980), quatro
classes foram divididas (Classes A, B, C e D), tomando como base de organizacgéo a sua
estrutura primaria. As classes A e B podem ser consideradas carbapenemases ja que
possuem a capacidade, mesmo que reduzida, de catalisar a hidrolise de carbapenémicos.
No entanto, a resisténcia observada nas classes C e D (oxacilinases) pode estar ligada a
outros fatores, como a alteracdo da permeabilidade da membrana (Rasmussen et al.
1996, Quinteira 2005).

A classe A é composta por apenas nove enzimas, dentre elas: Sme-1 (Naas et al.
1994), IMI-1 (Rasmussen et al. 1996), KPC-1 (Yigit et al. 2001), KPC-2 (Moland et al.
2003), KPC-3 (Woodford et al. 2004) e etc. Esse grupo compreende carbapenemases de
metabolismo catalitico do tipo serina-f-lactamase, ou seja, no centro ativo da enzima
possui resquicios de serina, um aminoacido primario responsavel pela hidrolise, que
oferece uma resisténcia variavel a cefalosporinas e sdo sensiveis ao tratamento em
conjunto com 4cido clavulanico e tazobactam (Bradford 2001, Quinteira 2005,
Bertonchelli & Hoérner 2008). Das enzimas da classe A, a familia KPC surgiu mais
recentemente diferindo do padrdo das outras enzimas, apresentando alto nivel de

resisténcia as cefalosporinas e, sobretudo aos carbapenémicos (Miriagou et al. 2003),



além de uma sequéncia de pares de base pouco compativel com as demais enzimas do
grupo (Quinteira 2005).

As enzimas pertencentes da classe B, chamadas metalo-p-lactamases, podem ser
transferidas por plasmideos ou codificadas cromossomicamente. Utilizam ions de zinco
ou outros cations divalentes para realizar o seu metabolismo catalitico. As enzimas
desse grupo sdo responsaveis pela resisténcia da maioria dos antibidticos disponiveis
comercialmente (Bush et al. 1995).

2.3.2 Mecanismo de acéo dos p-lactamicos

Os B-lactamicos possuem em comum um anel B-lactdmico, uma estrutura intacta
primordial para a agdo antimicrobiana, formado por trés atomos de carbono e um atomo
de nitrogénio com radicais que podem alterar e sdo exemplos de antibioticos que inibem
a acdo de enzimas transpeptidades, responsaveis pela etapa final da sintese da parede
celular bacteriana. A parede celular, composta de por uma camada de peptidioglicanos,
confere protecdo, sustentacdo e manutencdo externa da membrana celular, além do
controle da pressdo osmotica interna da célula bacteriana, vital para sua sobrevivéncia.
A molécula do antibidtico penetra na bactéria através das porinas presentes na
membrana externa da parede celular bacteriana e em seguida se ligam e inibem as
proteinas ligadoras de penicilina (PLP), as chamadas transpeptidades. Para que todo
eSSe processo ocorra, a estrutura do antimicrobiano ndo deve ser destruida pela acdo das

B-lactamases (Levinson & Jawetz 1998; Spinosa et al. 2006).

2.3.3 Mecanismo de resisténcia das carbapenemases

As carbapenemases conferem resisténcia mediada pela acdo das enzimas
acelerando reacBes e com poder catalitico. O mecanismo catalitico, também conhecido
como complexo de Michaelis (ou enzima substrato ES) ocorre em duas etapas: A
primeira etapa corresponde a uma ligacdo ndo covalente, particularmente estavel, entre
0 catalisador (carbapenemase) e o0 substrato (carbapenémico). A inativacdo do
antibiotico ocorre na segunda etapa por meio da hidroxilacdo irreversivel da ligacédo

amida do anel p-lactdmico. A hidrolise faz com que a enzima seja liberada ainda ativa,



podendo realizar novamente a reacdo com outras moléculas do antibidtico (Livermore
1995).

2.3.4 Origem e disseminacao das carbapenemases

Com base nas publicacdes em revistas e jornais cientificos, a primeira evidéncia
da presenca de novas carbapenemases ocorreu a partir de um isolado de Klebsiella
pneumoniae com total resisténcia ao imipenem e ao meropenem. A amostra,
denominada KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), foi isolada no ano de 1996
em um hospital participante do programa ICARE (Intensive Care Antimicrobial
Resistance Epidemiology) da Carolina do Norte, Estados Unidos (Yigit et al. 2001).

Em estudo realizado durante os anos de 1998 e 1999, a enzima carbapenemase
KPC-2 foi detectada em quatro amostras de K. pneumoniae, a partir de amostras de
pacientes internados no Centro Clinico de Maryland, Estados Unidos. Tais isolados
apresentaram resisténcia ao ertapenem e foram consideradas sensiveis ou intermediarias
ao imipenem e meropenem, diferentemente dos achados da KPC-1, na Carolina do
Norte. A enzima observada nesse estudo, batizada de KPC-2, apresentou 99% de
compatibilidade genética com a sequéncia da KPC-1, possuindo apenas um aminoacido
variante (Moland et al. 2002).

Woodford et al. (2004) publicou dados de amostras de K. pneumoniae
produtoras da carbapenemase KPC-3, coletadas entre os anos de 2000 e 2001 em um
hospital de Nova York, provenientes de 24 pacientes de UTI.

O primeiro relato de presenca de KPC fora dos Estados Unidos ocorreu na
Franca (Naas et al. 2005), em 2005, quando amostras de um paciente foram
identificadas de K. pneumoniae produtora de KPC-2 com a mesma sequéncia genética
das amostras descritas por em Salmonella enterica em Maryland (Miriagou et al. 2003).
O paciente estava internado anteriormente em um hospital em Nova York, onde passou
por um procedimento cirdrgico e provavelmente ocorreu a contaminac¢dao com a bactéria
identificada, comprovando o transporte intercontinental. Até a descoberta da enzima
KPC na Franca, a mediacdo por plasmideo do gene que codifica a enzima KPC apenas
tinha ocorrido nos Estados Unidos (Naas et al. 2005).

A primeira aparicdo de enzimas KPC ndo relacionadas com o transporte de

bactérias provenientes dos Estados Unidos ocorreu em lIsrael no ano de 2005, onde



foram encontradas quatro amostras de E. coli produtoras de KPC-2 (Navon-Venezia et
al. 2006). Também em lIsrael, Leavitt et al. (2007) sugeriu o potencial de dissemina¢do
clonal em Israel de K. pneumoniae que carregavam genes que codificam as enzimas
KPC-2 e KPC-3.

A partir de 2005, casos consecutivos foram relatados na América do Sul:
primeiramente na Colombia, em 2005, e depois em Recife, em 2006. O estudo
conduzido na Colombia identificou a enzima KPC-2 em K. pneumoniae (Villegas et al.
2006). Apesar nao ter sido confirmada a relagéo direta com as amostras encontradas nos
Estados Unidos no estudo de Villegas et al. (2006), um artigo publicado em 2007 por
Wei et al. (2007) comprovou a relacdo genética entre os achados da Colémbia e dos
Estados Unidos. Nesse estudo, foi descrita uma amostra de K. pneumoniae produtora de
KPC-2, na China, sem identidade genética com os descritos nos Estados Unidos (Wei et
al. 2007).

Embora o caso de KPC ocorrido em Recife tenha sido proveniente de amostras
de 2006, apenas em 2009 houve a primeira notificacdo da presenca dessas enzimas. Em
trés das quatro amostras de pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva
foram detectados 0s genes blakpc-, € blacTx-m-2 (Monteiro et al. 2009).

No entanto, Pavez et al. (2009) confirmou a presenca de K. pneumoniae
produtora de KPC-2 isoladas em S&o Paulo por meio de um estudo regional de
vigilancia sanitaria de amostras do periodo de 2003 a 2008. O estudo indicou que a
aparicdo de genes de resisténcia ligados a producdo de carbapenemases parece ter
surgido em S&o Paulo em 2005 e, posteriormente, foi observada em outros estados do
Brasil (Pavez et al. 2009).

Em avaliacdo conduzida por Pereira (2012), realizada no periodo de 2006 a
2010, a respeito do polimorfismo genético e o perfil de resisténcia a antimicrobianos
realizada em doze estados brasileiros (AL, AM, CE, DF, ES, GO, MG, MA, PE, PI, RJ
e SC), foi detectado o gene blakpc-> em todas as amostras e associado a plasmideos em
95,3% das amostras. O gene blakpc2 ¢ outros genes de resisténcia relacionados a -
lactamases de amplo espectro (ESBL) foram detectados em seis amostras oriundas de
dois hospitais do Rio de Janeiro, nos anos de 2007 e 2008. Ademais, outro fator que
dificulta o controle sanitario é a dispersdo do gene blaxpc através de complexos clonais
(Pereira 2012).



O Conselho Federal de Enfermagem (Cofen 2012) publicou dados do periodo de
2009 e 2010 indicando os casos notificados de pacientes infectados ou contaminados
por enterobactérias produtoras da enzima KPC na rede hospitalar no Brasil: Espirito
Santo, 3 casos; Goias, 4; Minas Gerais, 12; Santa Catarina, 3; Sdo Paulo, 70; e Distrito
Federal, 157. O maior nimero de casos e Obitos foi notificado no Distrito Federal. A
Geréncia de Investigacdo e Prevencdo a Infeccdo e Eventos Adversos em Servigos de
Saude (GEPEAS) divulgou, em 12 de janeiro de 2011, que entre janeiro de 2010 e 08 de
janeiro de 2011, 367 casos de portadores foram notificados no Distrito Federal. Desses,
82 pacientes apresentavam sinais de infecgdo e 16 6bitos foram informados. O fato é
que desde 2008 a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) adotou medidas
para controlar a situacdo epidemiologica das ‘“‘superbactérias” por meio de manuais
explanando sobre as principais sindromes infecciosas relacionadas a assisténcia a saude,
incluindo suas defini¢bes, indicadores, medidas e estratégias de prevencdo (Brasil
2010).

3 OBJETIVOS

Gerais
Identificar a presenca de espécies de enterobactérias e P. aeruginosa resistentes a

carbapenémicos em hospitais e clinicas veterinarias do DF e Entorno.

Especificos
Detectar a presenca de enzimas carbapenemases, fenotipicamente, por meio do
Teste Hodge Modificado.
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CAPITULO II

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana representa um fator prejudicial quando associado aos
casos de infecgdes hospitalares. O uso indiscriminado de antibiéticos nas ultimas
décadas, a desatencdo aos procedimentos de higiene por parte de profissionais da satde
e a permanéncia de pacientes com o sistema imune comprometido em leitos hospitalares
séo elementos que induzem o desenvolvimento e a disseminagdo de microrganismos
ndo suscetiveis a acao de antibi6ticos (Alanis 2005, Brasil 2010, Santos 2004).

A escolha terapéutica priorizada € a utilizacdo de carbapenémicos, antibiéticos
da classe dos PB-lactamicos, em razdo da eficacia em quadros infecciosos associados a
bactérias multirresistentes, sobretudo a enterobactérias (Levinson & Jawetz 1998). Os
B-lactdmicos possuem em comum um anel [-lactdmicos, uma estrutura intacta
primordial para a a¢ao antimicrobiana. O anel B-lactamico é formado por trés atomos de
carbono e um atomo de nitrogénio com radicais que podem alterar e sdo exemplos de
antibioticos que inibem a acdo de enzimas transpeptidades, responsaveis pela etapa final
da sintese da parede celular bacteriana. A parede celular confere protecéo, sustentacéo e
manutencdo externa da membrana celular, composta por uma camada de
peptidioglicano, que controla a pressdo osmotica interna da célula bacteriana, vital para
sua sobrevivéncia. A molécula do antibidtico penetra na bactéria atraves das porinas
presentes na membrana externa da parede celular bacteriana e, em seguida, se liga e
inibe proteinas ligadoras de penicilina (PLP), as chamadas transpeptidades. Para que
todo esse processo ocorra, ndo devem ser destruidos pelas R-lactamases produzidas
pelas bactérias (Levinson & Jawetz 1998, Spinosa et al. 2006). A inativacdo do
antibiotico ocorre na segunda etapa por meio da hidroxilacdo irreversivel da ligacédo
amida do anel B-lactamico. A hidrolise faz com que a enzima seja liberada ainda ativa,
podendo realizar novamente a reacdo com outras moléculas do antibiotico (Livermore
1995).

As enzimas que exercem as atividades descritas acima sdo denominadas -
lactamases, dispostas em quatro classes (Classes A, B, C e D), conforme a classificacdo
de Ambler (1980). As classes A e B possuem a capacidade, mesmo que reduzida, de

catalisar a hidrolise de carbapenémicos, enquanto a resisténcia associada as classes C e
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D (oxacilinases) pode estar relacionada a outros fatores, como a alteracdo da
permeabilidade da membrana (Rasmussen et al. 1996, Quinteira 2005).

Uma nova B-lactamase classe A, nomeada de KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase), emergiu nos ultimos 10 anos, demandando um novo enfoque a cerca
de uma ameaca para a salde publica (Brasil 2010). Seu perfil de resisténcia distinto é
capaz de hidrolisar ndo somente grande variedade de [-lactdmicos, incluindo
penicilinas, cefalosporinas e monobactans, como também carbapenémicos (Queenan &
Bush 2007).

A carbapenemase KPC foi primeiramente identificada em amostras de Klebsiella
pneumoniae, em 1996, na Carolina do Norte, EUA (Yigit et al. 2001). A enzima j4 foi
identificada em Citrobacter freudii e Klebsiella oxytoca (Rasheed et al. 2008),
Enterobacter spp. (Bratu et al. 2005), Salmonella spp. (Miriagou et al. 2003) e
Escherichia coli (Bratu et al. 2007). Os relatos da enzima KPC e de novas variantes da
foram isoladas em lIsrael (Navon-Venezia et al. 2006), China (Li et al. 2011), Grécia
(Cuzon et al. 2008), Franca (Naas et al. 2005) e América do Sul (Villegas et al. 2006).

A partir de 2005, ocorréncias foram documentadas no Brasil: primeiramente, em
Recife (Monteiro et al. 2009) e os relatos seguintes no Rio de Janeiro (Peirano et al.
2009), S&o Paulo (Beirdo et al. 2009) e Distrito Federal, sitio com o maior nimero de
casos de pacientes infectados e de dbitos no pais (Pereira 2012).

O alto nimero de casos de pacientes infectados por bactérias multirresistentes
em hospitais no Distrito Federal motivou a execucdo deste trabalho, que objetiva a
identificacdo de espécies de enterobactérias e P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos. A principal finalidade foi detectar a presenca de enzimas
carbapenemases, fenotipicamente, por meio do Teste Hodge Modificado. Essa
abordagem visa identificar o transporte de carga bacteriana entre proprietarios e animais
de companhia, e a introducdo de mais mecanismos de resisténcia na populacdo humana

e animal.

MATERIAL E METODOS

Entre marco e outubro de 2013 foram visitadas cinco clinicas veterinarias, onde
nos foi permitido acesso, localizadas em Brasilia e no Entorno, para a realizacdo de

coletas de amostras. Foram coletados swabs de arrasto de locais onde ocorre maior
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circulagdo de animais e ou de dispensa de materiais como pia, piso, bancada de
atendimento, mesa do veterinario, balanca, mesa cirdrgica, autoclave e balde acessorio
para a mesa de atendimento. Todas as amostras foram coletadas em triplicata.

Os swabs coletados foram transportados em caldo BHI (Brain Heart Infusion)
até o laboratdrio de Microbiologia Médica Veterinaria da Universidade de Brasilia para
0 processamento das amostras. Os swabs foram estriados em placas de Agar Sangue de
carneiro a 5%, incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente, as colénias foram
repicadas em agar MacConkey. As colbnias caracteristicas foram submetidas aos testes
bioquimicos de identificacdo de enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa para a sua
classificacdo. Para identificacdo das enterobactérias foi utilizado primeiramente dos
testes de catalase, Oxidade e Oxidacao/Fermentacédo da Glicose.

Depois de identificadas como pertencentes da familia Enterobacteriaceae, um
teste bioquimico de triagem conhecido como IMVIiC (constituido pelos testes do Indol,
Vermelho de Metila, Voges-Proskauer e Citrato) e outros testes bioquimicos de rotina
para identificacdo de género e espécie serdo realizados. Os testes utilizados para a
identificacdo foram Motilidade, Fenilalanina, Gelatina, Triplo Ferro Aglcar, Malonato,
Ornitina, Lisina, Arginina, Glicose, Sacarose, Lactose, Rhamnose, Rafinose, Xilose,
Arabinose, Maltose, Salicina, Dulcitol e Sorbitol (Oliveira 2000). Para o isolamento e
identificacdo de Pseudomonas aeruginosa foi observado o crescimento bacteriano com
producdo de pigmento pioverdina (verde fluorescente), piocianina (azul verdoso) e
fluoresceina (amarelo fluorescente) na placa de Petri contendo Agar Cetrimida.

Para a deteccdo da enzima KPC, as bactérias foram submetidas a metodologia de
antibiograma por difusdo em disco com carbapenémicos (meropenem, imipenem e
ertapenem). Para a interpretacdo dos resultados, foram adotados os padrdes do diametro
do halo inibitério de sensibilidade, publicados em 2012, pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI), como indicado no Quadro 1.

Quadro 1: Padrdo do halo de sensibilidade indicado pelo CLSI, 2012.

CLSI, 2012
Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
ETP >22 mm 21-19 <18 mm
IMP >23 mm 22 -20 <19 mm
MER >23 mm 22-20 <19 mm

ETP: ertapenem; IMP: imipenem; MER: meropenem.
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As bactérias com halo inibitério <22 mm no antibiograma foram submetidos ao
teste de Hodge modificado. O disco utilizado preferencialmente é o ertapenem 10mm,
uma vez que relatos indicam que a sensibilidade e a especificidade para KPC séo
maiores na utilizagdo deste antimicrobiano (90% a 100% e 81% a 93%,
respectivamente) quando comparados aos demais (Dienstmann et al. 2010).

Para interpretagdo da sensibilidade aos antimicrobianos empregaram-se
didmetros de halos para carbapenens recomendados pelo Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI 2012). O Teste de Hodge Modificado, indicado pelo CLSI para isolados
suspeitos de bactérias produtoras de carbapenemases, que apresentam um perfil de
resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro, foi realizado seguindo o seguinte
protocolo: Primeiramente, foi preparada uma suspensdo de caldo Mueller Hinton
contendo trés ou quatro colonias de E. coli ATCC 25922, sabidamente sensivel a agéo
do ertapenem. Esta suspensdo foi entdo inoculada em toda a superficie de uma placa de
Agar Mueller Hinton, como o realizado em procedimentos de rotina de antibiograma. A
placa foi deixada secar por 10 minutos em temperatura ambiente. O disco de ertapenem
foi posicionado no centro da placa. Uma segunda suspensdo, agora composta por
colbnias do isolado a ser testado, foi inoculada em linha reta, da borda do disco de
ertapenem até a periferia da placa. Em uma mesma placa também foram inoculados uma
estria do controle negativo, a K. pneumoniae ATCC 700603 e outras estrias referentes
as amostras teste, cada uma em uma distancia aceitdvel para que ndo ocorresse
interferéncia nos resultados umas das outras. Apds 18 horas, como previsto, formou-se
um halo de inibicdo central, relativo a suscetibilidade da E. coli ATCC 25922. Para a
interpretacdo dos resultados, foram consideradas negativas as amostras que néo
interferiram no diametro do halo central. As possiveis positivas corresponderiam
aquelas que o crescimento bacteriano se estendesse até bem proximo ao disco de

ertapenem (Oliveira & Cardoso 2012).

RESULTADOS

Nas coletas realizadas para esse estudo foram isoladas dezessete amostras de P.
aeruginosa e Enterobactérias provenientes de mesas de internacdo, atendimento e
cirdrgica, chdo, pia, canil e no balde localizado abaixo da mesa de atendimento. Entre 0s

isolados, sete (41,4%) foram identificados como Enterobacter spp., quatro identificados
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como (23,5%) K. pneumoniae, trés identificados como (17,6%) P. aeruginosa, duas
identificadas como (11,7%) E. coli e uma identificada como (5,8%) Serratia spp.

No Quadro (Quadro 2) relaciona todas as amostras identificadas e o perfil de
resisténcia a partir do teste de difusdo em disco com os antibioticos imipenem,

ertapenem e meropenem.

Quadro 2: Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos 17 isolados.

Interpretacdo do teste de difusédo em disco

ETP IMP MER

Isolados (Halo/CLSI) (Halo/CLSI) (Halo/CLSI)
E. coli 13 mm/R 19 mm/R 29 mm/S
E. coli 29 mm/S 29 mm/S 29 mm/S
Enterobacter spp. 30 mm/S 24 mm/S 18 mm/R
Enterobacter spp. 30 mm/S 30 mm/S 30 mm/S
Enterobacter spp. 24 mm/S 25 mm/S 16 mm/R
Enterobacter spp. R 24 mm/S 24 mm/S
Enterobacter spp. R 16 mm/R 20 mm/I
Enterobacter spp. 30 mm/S 24 mm/S 29 mm/S
Enterobacter spp. 19 mm/I 26 mm/S 20 mm/I
K. pneumoniae 29 mm/S 29 mm/S 30 mm/S
K. pneumoniae R R R

K. pneumoniae 10 mm/R 16 mm/R 14 mm/R
K. pneumoniae 30 mm/S 30 mm/S 30 mm/S
P. aeruginosa 14 mm/R 24 mm/S 25 mm/S
P. aeruginosa 22 mm/S 30 mm/S 24 mm/S
P. aeruginosa 18 mm/R 25 mm/S 20 mm/I
Serratia spp. 20 mm/I 30 mm/S 20 mm/I

ETP: Ertapenem; IMP: Imipenem; MER: Meropenem; R: Resistente; S: Sensivel; I:

Intermedidrio; CLSI: Clinical Laboratory Standards Institute

Com a realizacdo do procedimento de triagem realizado com uso da técnica de
difusdo em disco foi encontrado um total de onze (64,7%) amostras que apresentaram

halo inibitério inferior a 22 mm e 23 mm - para o ertapenem e 0s demais,
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respectivamente, a pelo menos um dos antibioticos, sendo sugestivas de KPC, uma vez
que a resisténcia encontrada sugere a presenca de enzimas carbapenemases. Dentre as
bactérias resistentes estdo: trés (27,3%) P. aeruginosa, uma (9,1%) E. coli, duas
(18,2%) K. pneumoniae, cinco (45,4%) Enterobacter spp.. Apenas foi observado perfil
de total suscetibilidade em bactérias isoladas na pia do consultério e na balanca. Ainda
referente ao teste de difusdo em disco com carbapenémicos, 0 imipenem apresentou
maior indice de sensibilidade (76,5%), enquanto o ertapenem apresentou resisténcia em
52,95% das amostras.

O fendtipo de KPC ndo foi detectado em nenhuma das amostras uma vez que, 0
teste de Hodge modificado foi empregado nas onze amostras sugestivas de KPC,
selecionadas por meio dos resultados do teste de difusdo em disco. O resultado foi
negativo para todas as amostras testadas, eliminando a possibilidade de presenca de
carbapenemases, a partir da detecgéo fenotipica.

DISCUSSAO

A presenca de bactérias resistentes a carbapenémicos em clinicas veterinarias
sugere a circulacdo desses patdégenos na comunidade, apesar de a maioria dos casos
relatados no Brasil serem vinculada a hospitais e pacientes humanos internados em
Unidades de Tratamento Intensivo (Dienstmann et al. 2010). A troca de carga bacteriana
entre 0s proprietarios e seus animais é ratificada com os dados encontrados nesse
trabalho, visto que antibioticos carbapenémicos ndo sdo empregados comumente na
clinica veterinaria. Logo, os achados podem estar vinculados ao alto ndmero de
notificacGes na rede hospitalar do Distrito Federal, inferindo que esses microrganismos
resistentes foram disseminados pela populacdo a partir do surto hospitalar. Para destacar
a importancia dos achados na Medicina Veterinaria, a disseminacdo de mecanismos de
resisténcia contra carbapenémicos pode interferir nas op¢Oes terapéuticas, ja que a
resisténcia a carbapenémicos estd associada também a um alto nivel de resisténcia a
cefalosporinas e penicilinas, amplamente empregados na Medicina Veterinaria (Spinosa
et al. 2006). Pesquisas direcionadas para a deteccdo de carbapenemases em animais e
ambientes veterinarios ainda sdo muito limitadas e a escassez de literatura em relagdo a

dados de perfil de sensibilidade limita a analise comparativa entre os dados encontrados
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e 0s estudos ja existentes ndo abordam todos os locais onde podem estar presentes essas
bactérias.

A respeito do teste de difusdo em disco, as taxas de suscetibilidade obtidas no
presente estudo foram de 76,47%, 52,94% e 47,05%, para 0 imipenem, meropenem e
ertapenem, respectivamente. O imipenem apresentou maiores taxas de sensibilidade e o
ertapenem, menores, de forma semelhante também aos estudos dirigidos por Carvalhaes
(2009), que utilizou cepas sabidamente portadoras de genes de carbapenemases, onde as
taxas de resisténcia encontradas foram de 93% para o imipenem, 57% para 0
meropenem e 11% para o ertapenem. Da mesma forma, Dienstmann et al. 2010,
encontraram em amostras provenientes de hospitais em Porto Alegre, microorganismos
100% sensiveis ao imipenem, enquanto 78,57% foram suscetiveis ao meropenem e
nenhuma amostra ao ertapenem. Esses estudos sugerem que o emprego do ertapenem
como opcdo terapéutica é comprometido pela acdo de mecanismos de resisténcia.

Em relagdo aos resultados negativos do THM, Livermore et al. (2001)
defenderam a ideia de que testes interpretativos, embora sejam amplamente empregados
por laboratérios de microbiologia, ndo séo ferramentas de diagndstico especificas, uma
vez que ndo é possivel detectar novos mecanismos de resisténcia como o mesmo perfil
de resisténcia. Ou seja, no presente estudo, a presenca de enzimas carbapenemases das
classes A, B e D pode ser descartada, devido ao resultado negativo para todas as
amostras, porém outro mecanismo de resisténcia esta presente e ndo pode ser detectado
pelo THM. Qutra hipdtese € a suscetibilidade reduzida aos carbapenémicos atribuida a
perda de proteinas da membrana externa, resultando na diminuicdo da permeabilidade
nos canais de entrada dos p-lactamicos (Poole 2004). Carvalhaes et al. (2009)
descreveram a perda de proteinas da membrana externa, denominadas outer membrane
protein (OMP), em 96% das cepas de enterobactérias produtoras da B-lactamase classe
B CTX-M. A perda de porinas é um mecanismo de resisténcia associado as bactérias
gram-negativas, visto que somente gram-negativas possuem membrana externa
(Kaczmarek et al. 2006, Livermore et al. 1995).

Uma terceira hipotese é a possibilidade da existéncia de resultados falso
negativos no THM, uma vez que, embora este teste seja considerado altamente eficaz na
deteccdo de carbapenemases das classes A, especialmente do tipo KPC, B e D, em
destaque as enzimas OXA-48, foram observados falso negativos em estudo realizado

por Girlich et al. (2012). Neste ensaio foi observada a sensibilidade diminuida (50%) do
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THM em cepas produtoras das enzimas do tipo NDM-1, em conformidade com o0s
achados de Castanheira et al. (2011), onde onze de quinze amostras produtoras de
NDM-1apresentaram resultado negativo ou fracamente positivo no THM. Dessa forma,
é possivel que a resisténcia observada nos antibiogramas realizados esteja liga a
presenca de ESBL, como por exemplo, a enzima NDM-1.

A proposicdo mais aceitavel é que o nimero de amostras testadas ndo tenha sido
suficiente para a deteccdo desse mecanismo de resisténcia emergente. Nos Estados
Unidos, Shaheen (2013) pesquisou em 944 isolados, oriundos de amostras de cées e
gatos, que foram submetidos a andlise do perfil sugestivo de presenca de KPC. Apenas
100 amostras foram submetidas & Reacdo em Cadeira da Polimerase (PCR) e
confirmando a presenca dos genes pesquisados em somente seis amostras. Também em
caes, Stolle et al. (2013) executou um estudo de um total de 1311 amostras de E. coli
(1175) e K. pneumoniae (136), onde foram confirmadas, também por PCR, oito
(0,61%) amostras positivas para a presenca da enzima (cinco amostras de K.
pneumoniae e trés de E. coli). De tal modo, é presumivel notar que a deteccéo,
fenotipica ou molecular, de enzimas carbapenemases é dificil, de forma que ¢é

imperativa uma alta amostragem para a identificacdo de positivos.

CONCLUSAO

Apesar de descartada a presenca de carbapenemases nas amostras isoladas nesse
estudo, foi possivel identificar bactérias da familia Enterobacteriaceae e P. aeruginosa
capazes de inativar a acdo dos carbapenémicos em clinicas veterinarias.

Por conseguinte, a presenca de patdgenos oportunistas multirresistentes ndo se
encontra somente em clinicas veterinarias, mas também em residéncias, locais pablicos
e em producdo de animais destinados para alimentacdo, como ja documentado. Sem
duvidas, medidas de controle da disseminacao de resisténcias bactéria a antibioticos sdo

vitais para um melhor progndstico do futuro.
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