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Resumo: A emergéncia e disseminagdo dos mecanismos de resisténcia em bacilos Gram-
negativos tém complicado o tratamento de sérias infec¢des nosocomiais. Devido a ineficécia
dos sistemas automatizados na deteccdo de isolados produtores de KPC (Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase) ha a necessidade do desenvolvimento de melhores
metodologias. Uma possibilidade é avaliar os isolados quanto a resisténcia ao ertapenem, o
qual tem maior sensibilidade para detectar a expressdo dos isolados produtores de KPC.
Contudo, a especificidade pode ser reduzida devido a resisténcia conferida por outros
mecanismos, tais como AmpC ou a producdo de ESBL associado a perda de porina.
(Castanheira,2007)

A Klebsiela pneumoniae € um patdégeno nosocomial frequente, sendo a décima quarta
e décima quinta causa de pneumonia e bacteremia, respectivamente, em unidades de cuidados
intensivos de pacientes (Bratu S, 2005). O Enterobacter spp. é o terceiro patdgeno mais
comum causador de pneumonia e 0 quinto patdgeno mais comum causador de septicemia e
infeccBes em sitios cirdrgicos em pacientes internados em centros de tratamentos intensivos
nos Estados Unidos. (Weber DJ,1999)

O presente estudo consistiu na aplicacdo de métodos fenotipicos e genotipicos para a
deteccdo dos genes de resisténcia em Klebsiella spp. produtora de ESBL e Enterobacter spp.
visando contribuir na deteccdo destes patdgenos em laboratorios clinicos, assim como sua

aplicagdo no uso racional de antimicrobianos e estudos epidemioldgicos.
Metodologia

O estudo foi realizado com amostras clinicas de pacientes internados no Hospital Sdo
Lucas da Universidade Pontificia do Rio Grande do Sul e do Hospital Nossa Senhora da

X1 Saldo de Iniciacdo Cientifica — PUCRS, 03 a 07 de outubro de 2011



Conceicdo, localizados em Porto Alegre/RS. Trata-se de um estudo retrospectivo
experimental onde foram incluidas 128 amostras de bacilos Gram-negativos representantes do
género Klebsiella spp. produtores de ESBL e de Enterobacter spp. resistentes ao ertapenem.
Os testes de suscetibilidade foram confirmados através da metodologia de E-test e disco
difusdo, para posterior pesquisa dos genes de resisténcia através da técnica da Reacdo de
polimerase em cadeia PCR.

A extracdo de DNA procaridtico foi realizada utilizando um protocolo com Proteinase
K (20mg/mL). Apds incubacdo a 55°C por 3 horas a amostra foi tratada com
Fenol:Cloroférmio:Alcool isoamilico e centrifugada. O DNA foi precipitado pela adigdo de
800 pL de isopropanol gelado e 180 uL de NaOAc 3M pH 5,2, colocada a 20°C por pelo
menos 2 horas e apds centrifugada. O precipitado de DNA foi ressuspenso com 50 pL de dgua

MilliQ e armazenado a -20°C até ser utilizado.

O meétodo da reacdo em cadeia da polimerase para verificar a deteccdo dos genes de
resisténcia dos microrganismos Klebsiella pneumoniae que foram produtores de ESBL
resistentes ao ertapenem e Enterobacter spp. resistentes ao ertapenem foram submetidos aos
testes moleculares e pesquisados respectivamente os genes e porinas blaKPC, blaTEM,
blaSHV, bla-CTX-M, blaCTX-M-2, e blaKPC, com os seguintes reagentes: 1 ul. de DNA,
1uL de dNTPs, 0,5 pL de Tag DNA polimerase, 1 pL cada primer, 1 uL de MgCl, e agua
destilada estéril para um volume final de 25 pL. Foram incluidos, em cada série de PCR,
controles positivos, negativos e uma mistura de reacdo que nao contém DNA. Todas as
reagOes da PCR foram submetidas a trinta ciclos, um ciclo inicial de 94°C por 5 minutos e um
ciclo final de 72°C por 10 minutos em termociclador (MJ Research PTC-200 Peltier Thermal
Cycler).Os resultados foram obtidos através da eletroforese em gel de agarose 2% contendo
2ug/mL de brometo de etidio em tampao TAE (Tris-acetato 40mM, EDTA 1 mM pH 8,0) a
100 volts por 30 minutos. Finalmente, os produtos da PCR foram visualizados sob luz

ultravioleta.

Resultados
Das 128 amostras de bacilos Gram-negativos representantes do género Klebsiella spp.

produtores de ESBL e de Enterobacter spp. resistentes ao ertapenem analisadas, 14 amostras
(10,9%) foram positivas para o gene blaKPC (Klebsiella pneumoniae produtora de

carbapenemase). Os isolados com resisténcia plena e intermediaria ao ertapenem foram
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submetidos aos testes moleculares e pesquisados os genes blaTEM, blaSHV, blaCTX-M,
blaCTX-M-2 para Klebsiella pneumoniae produtores de ESBL (n=17). Dessas, 0 gene
blaTEM foi detectado em nove (52,9%), das quais quatro amostras (23,5%) também
carreavam blaSHV e duas amostras (11,7%) blaCTXM-2. . Uma amostra (5,8%) apresentou
blaSHV associado com blaCTXM-2 e foi detectado somente blaCTXM-2 em uma amostra
(5,8%).

Concluséo
A deteccdo de genes de resisténcia em isolados produtores de carbapenemases pode

estar associado a diversos mecanismos de resisténcia, contribuindo para falha terapéutica,

necessitando estratégias de vigilancia.
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