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RESUMO

Objetivo: O objetivo desse trabalho foi isolar e identificar o crescimento de bactérias com
resisténcia & Carbapenemases em amostras provenientes de superficies hospitalares para
vigilancia microbiologica ambiental de um hospital de médio porte na cidade de Santa Maria
-RS. Métodos: Realizou-se um estudo experimental por cultivo bacteriano em meio seletivo
e por biologia molecular com a técnica de PCR convencional. Resultado: O resultado do
trabalho consistiu em um crescimento de importantes espécies patogénicas de bactérias
coletadas de lugares ambientais diferentes, uma amostra positiva para o gene blakPC e duas
amostras positivas para o gene blaNDM. Consideracdes finais: Esse trabalho reafirma a
importancia de a¢des continuas para contencdo e monitoramento de disseminacdo bacteriana

e a necessidade da existéncia de vigilancia microbioldgica periédica em hospitais.

PALAVRAS-CHAVE: IRAS; Biologia molecular; Vigilancia hospitalar.

ABSTRACT

Obijective: The objective of this work was to identify and analyze the growth of bacteria with
resistance to carbapenemases in hospital surfaces for environmental microbiological
surveillance of a medium-sized hospital in the city of Santa Maria -RS. Methods: An
experimental study was carried out by bacterial culture in selective medium and by molecular

biology using the conventional PCR technique. Result: The result of the work consisted of a



growth of pathogenic bacterial species collected from different environmental places, one
sample positive for the blakKPC gene and two positive for the blaNDM gene. Final
considerations: This work reaffirms the importance of actions to contain bacterial

dissemination and the existence of periodic microbiological surveillance in hospitals.

KEYWORDS: IRAS; Molecular biology; Hospital surveillance.



INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana é classificada pela Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) como a capacidade de um microrganismo em impedir a atuacdo de um
antimicrobiano. O surgimento desse fendmeno esta relacionado a diversos fatores como o
uso indevido de agentes antimicrobianos, programas de controle de infeccdo e de
gerenciamento da terapia antimicrobiana inadequados, entre outros. De acordo com a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), o aumento da resisténcia
antimicrobiana acarreta uma série de consequéncias aos cidaddos, como a permanéncia
prolongada no ambiente hospitalar e a ineficacia dos tratamentos preventivos que prejudicam

toda a populagéo®2.

Algumas espécies conhecidas que apresentam resisténcia a antimicrobianos sao
pertencentes a familia das Enterobacteriaceae, como Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. Os carbapenémicos (imipenem, meropenem, ertapenem) possuem atividade in
vitro de amplo espectro e sdo recomendados como terapia empirica contra bactérias,
especialmente bacilos gram-negativas (BGN), causadoras de grande variedade de infec¢des
de origem comunitéria e infecgdes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS), tais como

infeccBes respiratorias, urinarias e da corrente sanguinea®.

Atualmente, as Enterobacterales produtores de Carbapenemase (EPCs) de classes A
(serino-carbapenemases), B (metallo-carbapenemases) e D (oxacilinases) de maior
importancia epidemioldgica e clinica sdo as dos tipos KPC, NDM e OXA-48,
respectivamente, sendo que os determinantes genéticos dessas enzimas estdo localizados
em elementos genéticos mdveis, como plasmideos e transposons, aumentando sua
transmissibilidade horizontal e disseminagdo. Apesar dessas resisténcias serem comumente
encontradas em Klebsiella spp., estdo também presentes em varios outros BGN, incluindo
Enterobacter spp., Proteus mirabilis e Salmonella spp. Além disso, também ja foram

relatadas em organismos lactose negativos, especialmente em Pseudomonas aeruginosa*®.

A enzima KPC (K. pneumoniae carbapenemase), pertencente ao grupo A, foi relatada
pela primeira vez em 1996 em uma cepa de K. pneumoniae recuperada de paciente na
Carolina do Norte (EUA). Esta enzima tem a capacidade de hidrolisar os beta-lactdmicos de

todas as classes e sdo codificadas por genes bla. A grande capacidade de disseminacdo do



gene blaKPC esta relacionada a sua capacidade de associagcdo com elementos genéticos
maveis, principalmente o transposon Tn44011°.

A enzima NDM (New Delhi metalo-B-lactamase), pertencente ao grupo B, foi
descrito pela primeira vez em um paciente internado em um hospital na india, em 2009.
Desde entdo, bactérias produtoras de NDM foram identificadas em mais de 40 paises’. O
gene blaNDM, diferentemente do que tem sido observado para o gene blaKPC, néo se
encontra relacionado a propagacéo de clones ou complexos clonais especificos, plasmideos
especificos ou estruturas genéticas Unicas. A enzima NDM hidrolisa uma ampla gama de
betalactamicos incluindo penicilinas, cefalosporinas e carbapenemases®. Ja a enzima OXA-
48, incluso no grupo D, foi descrita pela primeira vez na Turquia em 2004 e, em seguida,
rapidamente disseminado em varios paises europeus. O gene blaOXA-48 ja foi identificado
em plasmideos, associado a duas cdpias da sequéncia de insercdo 1S1999, estrutura
denominada Tn1999°.

Segundo Bordignon & Lima (2017)°, ha inGmeras causas de IRAS, sendo as mais
comuns em consequéncia de falhas no processo de assisténcia hospitalar, como na
higienizacéo tanto do profissional quanto do paciente, mas também pode ocorrer por falha
na esterilizacdo e manuseio de medicacdes, objetos e instrumentos cirdrgicos, e na execucao
de procedimentos invasivos, a suscetibilidade a infeccdo aumenta. Além disso, devido a
vulnerabilidade imunoldgica de alguns pacientes, as infec¢cdes podem ter origem de bactérias
e fungos da propria microbiota.

Dessa forma, o0 monitoramento microbiano do ambiente hospitalar serve para além de
identificar patdgenos multirresistentes que podem ser a causa de um surto, também para
avaliar a eficacia da limpeza de rotina e de préaticas de desinfeccdo. Atualmente, na maioria
das instituices de salde, as avaliagbes de higiene sdo realizadas esporadicamente,
geralmente apds o inicio de um surto, em vez de uma avaliacdo continua. Investigacoes
epidemioldgicas na disseminacdo de patdgenos nosocomiais durante surtos incluem
superficies diversas, como torneiras, pias e vasos sanitarios. Estudos in vitro estabeleceram
gue muitos patdgenos nosocomiais relevantes podem sobreviver em superficies inanimadas

por semanas*t*?,



Sendo assim, o0 presente estudo teve por objetivo verificar a incidéncia de bactérias
resistentes a carbapenémicos, por meio de cultura microbiana e da biologia molecular, de
amostras de superficies ambientais de um hospital de médio porte na cidade de Santa Maria
-RS.

MATERIAL E METODOS

As andlises de vigilancia ambiental foram realizadas nas dependéncias do Laboratdrio
de Biologia Molecular da Universidade Franciscana — UFN, onde as amostras coletadas
(swabs) foram processadas e os microrganismos identificados armazenados em caldo BHI +

Glicerol 15% a -80°C para analises moleculares.

As amostras foram coletadas pela utilizacgdo de 01 swab de algoddo estéril
umidificado por area selecionada, aplicando friccdo nas superficies em angulo de 30°,
rotacionando o swab e rolando 0 mesmo em todas as direcGes (vertical, horizontal e diagonal)
durante 10 segundos em uma érea de aproximadamente 25 cm?, a partir dos ambientes
hospitalares mais comumente utilizados. Antes da passagem do swab nas superficies, o
mesmo foi pressionado contra a lateral do tubo de coleta a fim de padronizar o volume de

liquido de umidificac&o utilizado em cada swab®®.

Ap0s todas as amostras serem coletadas, os swabs foram acondicionados em tubos
falcon de 15mL contendo 5mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) adicionado de polissorbato
(Tween) 80 (0.02%) como agente neutralizante de residuos de desinfetantes utilizados na
rotina hospitalar, como compostos de amoénio quaternario, peroxido de hidrogénio, fenois e
hipoclorito de sddio os quais possam inibir o crescimento da microbiota ambiental e/ou as
identificagdes subsequentes'®. Os tubos contendo caldo TSB foram transportados até o
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Franciscana (UFN) dentro de 4h apds a coleta

a uma temperatura de 4 — 8 °C, em caixas de isopor contendo gelo de transporte.

Ap0s a chegada das amostras ao laboratério, inicialmente as mesmas sofreram um
processo de dissociacdo mecénica utilizando o vortex por 30 segundos, com vistas a separar
0s agregados bacterianos nas fibras do swab. Entdo, foram incubadas por 24h a 35 + 2 °C
sob condicdes aerobicas em estufa bacteriologica para realizagdo do pré-enriquecimento

celular. Transcorrido este tempo, aliquotas de 10 uL de cada amostra foram semeadas em



placas de petri contendo Agar KPC Cromogénico (LABORCLIN®). As placas foram
incubadas a 35 + 2 °C sob condic¢des aerdbicas em estufa bacterioldgica e o crescimento

examinado por 48h.

Transcorrido o tempo de incubagdo, o crescimento bacteriano nas placas foi
examinado, conforme a bula do fabricante: col6nias com cores rosea, magenta ou
avermelhado, indicam E. coli; coldnias com cores verde escura a azul metalico, presume-se
grupo KESC (Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp. ou Citrobacter spp.); colénias
com cores cinza a creme, sugerem Pseudomonas spp.; col6nias com cores amarelo a marrom
ou verde com halo marrom, apontam Proteus ssp., Morganella ssp., Providencia ssp. Os
microrganismos que apresentaram crescimento no meio de cultura seletivo foram
caracterizados molecularmente para confirmacdo do mecanismo de resisténcia, de acordo

com Bastiaens et al., 20204,

Para a extracao do material genético das bacteérias, de trés a quatros col6nias isoladas
foram al¢adas e colocadas em microtubos contendo 2 mL de salina estéril, adicionou-se as
colbnias bacterianas, segundo a escala 0,5 de turbidez de McFarland. Apds, as amostras
foram incubadas a 100°C durante 10 minutos. Por fim, foram centrifugadas a 9.800 rpm por

5 minutos e os sobrenadantes contendo o DNA foram transferidos para novos microtubos.

Apos a extracdo, 0s ensaios de PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase) convencional
foram realizados com primers para o blaKPC, KPC-F (5’-ATGTCACTGTATCGCCGTCT-
3’) e KPC-R (5-TTTTCAGAGCCTTACTGCCC-3), como descrito anteriormente
Schechner (2009)'°, com 983 pares de bases. A PCR foi realizada em termociclador
PROFLEX™ PCR SYSTEM (Thermo Fisher Scientific®) com Master Mix DNA
polimerase (Ludwig Biotecnologia Ltda®), contendo 1,5 mM de MgClI2, 0,25 mM dNTP,
2,5 U de Taq Polimerase, 0,63 ul de cada primer e 2 ul de DNA bacteriano para um volume
final de 25 pl. A amplifica¢do da reacdo foi realizada usando as seguintes condigdes: 95°C
por 15 minutos na desnaturacdo inicial, seguido por 38 ciclos de 94°C por 01 minuto, 54°C
por 01 minuto e 72°C por 01 minuto e uma etapa de extenséo final a 72°C por 10 minutos.

Os ensaios realizados com primers para o blaNDM, NDM-F (5’-
TTGGCCTTGCTGTCCTTG-3’) e NDM-R (5-ACACCAGTGACAATATCACCG-3),

como descrito anteriormente Monteiro (2012)¢, com 82 pares de bases. A PCR também foi



realizada em termociclador PROFLEX™ PCR SYSTEM (Thermo Fisher Scientific®) com
Master Mix DNA polimerase (Ludwig Biotecnologia Ltda®), contendo 0,25 mM dNTP, 2,5
U de Taq Polimerase, 0,625 pul de cada primer ¢ 2 ul de DNA bacteriano para um volume
final de 25 pl. A amplificagdo da reagdo foi realizada usando as seguintes condic¢des: 95°C
por 05 minutos na desnaturacéo inicial, seguido por 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C
por 30 segundos e 72°C por 45 segundos e uma etapa de extensdo final a 72°C por 05

minutos.

Para verificar a eficiéncia do PCR e determinar os tamanhos dos fragmentos de DNA
amplificados, cada produto de reacdo foi analisada por eletroforese em 2% (peso / vol) para
blaNDM e 1% para blaKPC de gel de agarose. Para ambas as reac6es foi utilizado Gel Red
com bromofenol - Loading Buffer DNA 5x. Apos a eletroforese, o gel foi fotografado sob
luz ultravioleta (UV) a 260 nm.

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica Institucional (CEP-UFN) sob niimero
CAAE: 53176421.9.0000.5306.

RESULTADOS

Nesse trabalho, foram coletadas 110 amostras de superficies hospitalares, incluindo
bandejas de medicacdo, bacias de banho, leitos, carrinhos de anestesia, respiradores, mesas,
bancadas e pias. Destas, em 31 (28,18%) placas de petri houve crescimento bacteriano em
meio Agar KPC Cromogénico (LABORCLIN®), em algumas placas obtivemos mais de um
crescimento bacteriano, totalizando 44 bactérias provenientes de diversos sitios de coletas.
Por meio das caracteristicas das colénias, foram identificados 39,02% pertencentes ao grupo
KESC, 34,14% Pseudomonas spp. e 21,95% E. coli, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1. Demonstrativo sobre locais de coleta e as bactérias identificadas a partir do
crescimento no Agar Cromogénico KPC e pela metodologia de PCR.

Isolado Identificacao n (%) Mecanismo Local de
molecular isolamento

HCSCARBA21  Grupo KESC 39 blaNDM UPA 24h



HCSCARBA4 Pseudomonas blakPC,
spp. 34,1 Unidade Santa
Isabel
HCSCARBAS Pseudomonas blaNDM
spp.

Fonte: Autora, 2021.

ApoGs anélise fenotipica, o teste molecular foi realizado em todos os crescimentos
bacterianos por meio da PCR convencional. Como resultado, obtivemos 01 (2,27%) amostra
positiva para o0 gene blakKPC e 02 (4,54%) amostras positivas para o gene blaNDM, como

exposto na Figura 1.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose dos produtos de PCR com primers especificos para
0s genes blakPC e blaNDM.

HCS HCS
CARBAS CARBA21

Imagem A: Marcador (M) de 100 pares de bases (pb) / controle negativo (CN) / controle
positivo (CP) para blaKPC / amostra positiva. Imagem B: Marcador de 50 pb controle
negativo / controle positivo para blaNDM / amostras positivas para blaNDM.

DISCUSSAO

O Agar Cromogénico KPC (LABORCLIN®) tem como principio a inibicdo da
microbiota contaminante e a capacidade de isolar espécies EPC’s por conter em sua
formulacdo cromdgenos especificos para espécies de Enterobacteriaceae, dentre 0s

constituintes, 0 meropenem esta presente.

A Pseudomonas spp. é responsavel por uma relevancia significativa das infecgdes

nosocomiais, com tendéncia em adquirir resisténcia aos antibiéticos, particularmente aqueles
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em unidade de terapia intensiva (UTI). Em nossa pesquisa, encontramos 34,14% de
Pseudomonas spp. resistentes a meropenem. O estudo de GAD et al (2007)’ demostrou que
P. aeruginosa isoladas de superficies de hospitais sdo mais provaveis de serem resistentes a

carbapenemases em comparacdo com isolados de amostras clinicas.

Na tabela 1, demonstramos que encontramos muitos BGN em ambientes hospitalares,
como Pseudomonas spp. em bandejas e quarto de isolamento, E.coli em pias e leitos, e grupo
KESC em macanetas, pias e em carrinho de anestesia. Assim como Galvin e colaboradores
(2012)*° encontraram muitos tipos de microrganismos patogénicos em uma variedade de
superficies hospitalares comuns, incluindo K. pneumoniae (estrutura da cama, mesa sobre a
cama, colchas, ralos, pias) e A. baumannii (grades da cama, pias, mesas, cortinas e portas).
Outro estudo demostrou que pacientes internados em uma sala anteriormente ocupada por
um paciente com bactérias resistentes tém até 70% mais chances de adquirir esses patégenos

durante sua internagio®®,

As técnicas moleculares, além da area diagnoéstica, também podem ser aplicadas para
fomentar dados que contribuem para informacdes epidemioldgicas, incluindo a vigilancia de
doencas e investigacéo de surtos?®. A PCR é uma técnica com elevadas taxas de sensibilidade
e especificidade, permite a analise de variados nimeros de amostras simultaneamente e é
considerado padrdo-ouro para identificacdo e rastreio de genes de resisténcia expressos por
bactérias. A grande vantagem da biologia molecular ¢é sua alta sensibilidade que permite a
deteccdo do patdgeno em pequena quantidade na amostra?l. Dessa maneira, a detecgio
molecular de bactérias com genes resistentes provenientes de ambientes hospitalares é de

suma importancia para o controle de vigilancia hospitalar.

Em nosso estudo, encontramos dos genes blaNDM e blaKPC em bactérias de diversas
espécies e em locais de coletas diferentes. O estudo de Wink et al. (2020) 22, corrobora com
nossos resultados, que demonstra um aumento significativo na frequéncia do blaNDM, de
4,2% em 2015 para 24% em 2020, em amostras de um hospital de Porto Alegre. Esse estudo
também apresenta o contrario, foi possivel observar, uma tendéncia de diminuicdo da
frequéncia do tipo blaKPC de 90% em 2015 para 77% em 2020.

Além de adquirir genes com capacidade de degradar ligacbes quimicas de

antibioticos, os microrganismos utilizam outras estratégias para aumentar a resisténcia
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intrinseca aos antibidticos, como variagdo da permeabilidade da membrana celular e
alteracdo do efluxo de drogas?. As bombas efluxo transportam ativamente pequenas
moléculas para fora da célula bacteriana, algumas bombas séo conhecidas por remover varios
substratos, tornando esses fatores os principais contribuintes para resisténcia a multiplas
drogas?*.

J& a modificacdo da permeabilidade do antibidtico pode ser causada por alteracGes
estruturais, do numero, da seletividade ou do tamanho das porinas, por onde penetram 0s
antibioticos. Assim, a diminuicéo na funcdo ou na quantidade de porinas causa a resisténcia
da bactéria ao antibidtico, baixando o nivel de antibidtico no interior da célula®?®. Esses
outros mecanismos de resisténcia podem justificar o crescimento bacteriano com resisténcia
ao meropenem em Agar KPC Cromogénico (LABORCLIN®), sem a confirmacdo pela

biologia molecular dos genes blakPC e blaNDM.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados do presente estudo revelaram uma expressiva quantidade de
crescimento bacteriano com resisténcia a carbapenémicos em amostras de superficies
hospitalar, de modo que trés positivas para os importantes genes blakKPC e blaNDM. Assim,
é essencial a reiteracdo das medidas preventivas de higienizacdo dos ambientes hospitalares,
bem como dos profissionais e pacientes.
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NORMAS DE FORI\/IATACAO — REVISTA SAUDE (SANTA MARIA)
1. P4gina de titulo

o Titulo completo: deve constar titulo completo (no idioma portugués e em inglés) ou
para manuscrito em inglés (no idioma inglés e em portugués) ou para manuscrito
em espanhol (no idioma espanhol e em inglés). (méaximo 50 palavras).

2. Resumo:

« Conter as principais partes do trabalho e ressaltando os dados mais significativos,
em portugués e inglés (ou em outros idiomas como no titulo). Para os artigos
originais, devem ser estruturados: Objetivo, Métodos, Resultados e Consideracdes
Finais. Para os artigos das demais se¢des: ndo deve ser estruturado. (méaximo 300
palavras).

3. Descritores:

a) Devem ser fornecidos no minimo trés e maximo cinco termos em portugués e inglés
(ou em outros idiomas como no titulo).

b) Os descritores devem ser baseados nos Descritores em Ciéncias da Saude

(DeCS) publicado pela Bireme, que é uma traducdo do Medical Subject Headings (MeSH),
da National Library of Medicine, e esta disponivel no endereco

eletronico: http://decs.bvs.br.

4. Apresentacdo do texto:

a) Devem ser submetidos em arquivo Word®.

b) Corpo do texto: apresentado em folha A4, com fonte Times New Roman, tamanho 12,

possuir espacamento 1,5 (entrelinhas).

c) Deverd ser iniciado pela introdugdo e apresentado de maneira continua, sem novas

paginas para cada subtitulo.
d) Asimagens e tabelas devem estar contidas no texto.
e) Para qualquer davida: seguir normas VVancouver.

5. Tabelas:
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a) Devem ser numeradas consecutivamente e inseridas apos sua citacdo no texto (ndo
deve vir em arquivo separado).
b) Dever conter um titulo conciso, porém explicativo.
c) Conteudo em fonte 12 com espacamento simples.
d) N&o usar linhas horizontais ou verticais internas.

e) Colocar no rodapé da tabela notas explicativas, quando necessaria e legenda para

abreviaturas e testes estatisticos utilizados.
f) (no maximo quatro).

6. Imagens:

a) Todas as figuras (desenhos, graficos, fotografias e quadros) devem estar citadas no

texto e ser submetidas no tamanho exato ou acima do pretendido para a publicacgéo.
b) A numeracdo deve ser sequencial na ordem em que foram citadas no texto.

c) Se as figuras ja tiverem sido publicadas, deverdo vir acompanhadas de autorizagao por
escrito do autor/editor, constando, na legenda da ilustracdo, a fonte original de publicagéo.

d) (no maximo quatro).

7. Citacdes:

a) As citacOes devem ser numeradas de forma consecutiva, na medida em que ocorrerem

no texto.

b) As citacdes devem ser realizadas utilizando numeracao arabica, sobrescrita, em ordem

numérica crescente, com virgula (Exemplo: Enfermagem®2®

8. Referéncias:

a) A quantidade de referéncias deve estar de acordo com a categoria do manuscrito.

b) As referéncias listadas serdo normatizadas de acordo com o "Estilo Vancouver", norma
elaborada pelo International Committee of Medical Journals

Editors (http://www.icmje.orq).
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c) Os titulos de periddicos devem ser referidos abreviados de acordo com o estilo
apresentado pela List of Journals Indexed in Index Medicus, da National Library of

Medicine (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog/journals).

d) Quando o documento possui de um até seis autores, citar todos os autores, separados
por virgula; quando possui mais de seis autores, citar todos os seis primeiros autores

seguidos da expressao latina “et al.”.

e) Paraabreviatura dos titulos de periodicos nacionais e latino-americanos, consultar o
site: http://portal.revistas.bvs.br eliminando os pontos da abreviatura, com excecédo do
ultimo ponto para separar do ano. Ao citar as referéncias, tenha cuidado, para evitar o erro
no nome dos autores, na citagdo do periodico, ano, volume e no nimero de péginas. Para

tanto, recomenda-se o uso do DOI.

f) A apresentacdo das referéncias listadas devera ser em espaco simples, sem paragrafos,

sem recuos e ordenadas numericamente de acordo com a ordem apresentada no texto.

g) As referéncias devem estar atualizadas e ndo mais de 10 anos.
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