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RESUMO

Introducdo: O aumento gradual na ocorréncia e disseminacdo de Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapamenase - KPC entre as bactérias gram-
negativas torna critica a rapida deteccdo destas enzimas. Objetivos: Avaliar a
deteccdo e identificacdo presuntiva precoce de cepas de Klebsiella
pneumoniae produtoras de carbapamenases através de um caldo seletivo e
diferencial (cromogénico) para KPC. Materiais e métodos: A utilizagdo de um
caldo seletivo e diferencial para a deteccdo presuntiva de KPC foi de grande
valor. Foram testadas 69 amostras de swab retal. Estas foram submetidas a
metodologia preconizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e
concomitantemente utilizou-se o caldo seletivo/diferencial em teste e posterior
inoculacdo a partir desse caldo em placa com Agar cromogénico para ESBL,
sendo testado ertapenem e meropenem. Resultados: Dentre as amostras
testadas 6 apresentaram-se positivas nas provas presuntivas e definitivas.
Pode-se observar a viragem do caldo em questédo apés 24 horas de incubacao
somente para as amostras positivas para KPC, além da reducdo na
sensibilidade ao ertapenem e meropenem. Conclusdes: Este pratico e simples
caldo mostrou-se de grande valor devido a sua grande sensibilidade,
especificidade e rapidez no diagnéstico presuntivo frente as cepas positivas
para KPC.

Palavras chaves: caldo seletivo/diferencial, KPC, deteccao



ABSTRACT

Introduction: The gradual increase in the occurrence and spread of Klebsiella
pneumoniae producing carbapamenase - KPC among gram-negative bacteria
makes critical the early detection of these enzymes. Objectives: To evaluate
the detection and presumptive identification of strains of Klebsiella pneumoniae

producing carbapamenases using a selective broth and differential
(chromogenic) to KPC. Material and method: The use of a selective and

differential broth for the presumptive detection of KPC was of great value. We
tested 69 samples of rectal swabs. These were submitted to the methodology
recommended by the Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria and
concomitantly used the broth selective/differential testing and subsequent
inoculation from this broth agar plates for chromogenic ESBL, meropenem and
ertapenem being tested. Results: Among the six samples tested were positive
in the presumptive and definitive evidence. It can be seen the turning of the
stock in question after 24 hours incubation the samples only positive for KPC,
besides the reduction in sensitivity to ertapenem and meropenem.
Conclusions: This practical and simple broth proved to be of great value
because of its high sensitivity, specificity and speed in front of the presumptive

diagnosis of strains positive for KPC.

Key words: Selective/differential broth, KPC, detection
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INTRODUCAO

A resisténcia aos carbapenémicos, em especial pela Klebsiella
pneumoniae (KPC) € um problema freqliente e importante no ambiente
nosocomial. Nos dias de hoje, a reducdo na sensibilidade para os carbapenens
€ motivo de alerta pelas agéncias nacionais de saude, devido a peculiaridades
desses isolados em acumular e transferir importantes determinantes de
resisténcia. %3

Atualmente o mecanismo de resisténcia a KPC possui grande importancia
em contexto mundial. A relevancia da pesquisa destas enzimas tem como
objetivo limitar a disseminacdo, contribuindo para reducdo nos indices de
morbidade e mortalidade correlacionados a infeccBes multirresistentes, onde é
de suma importancia a vigilancia microbiolégica no laboratério em conjunto
com a comissao de infeccdo hospitalar.™*

Sendo assim, a detecc¢do e identificacdo presuntiva se da através do teste
de sensibilidade com discos de cefalosporinas e imipenem, meropenem e
ertapenem, além do Teste de Hodge modificado.*

Atualmente a utilizacdo de meios cromogénicos vem ganhando cada dia
mais adeptos, devido a facilidade e agilidade na identificagdo presuntiva e em
alguns casos definitiva de micro-organismos, como € o caso da Escherichia coli
em meio cromogénico para urina.” A identificacdo direta em 24h pode orientar
o clinico na escolha do antimicrobiano antes mesmo da liberacédo do teste de
sensibilidade.’

A resisténcia aos carbapenémicos pode mostrar-se somente como
aumento das concentracdes inibitérias minimas para ertapenem, meropenem e
imipenem. Isto dificulta a capacidade dos laboratérios em detectar a presenca
de isolados produtores de KPC por meio de métodos convencionais de
determinacao da susceptibilidade antimicrobiana. Este estudo teve a finalidade
de propor um novo caldo seletivo e diferencial para triagem de KPC, para uma
deteccdo rapida e confiavel, constituindo um importante método de controle de
infeccdo e prevencdo da disseminagdo deste micro-organismo em ambiente

hospitalar.



MATERIAIS E METODOS

A identificacdo presuntiva de Klebsiella pneumoniae Produtora de
Carbapemenase foi testada em 138 amostras de swab retal de 69 pacientes
internados no Hospital do Trabalhador, em Curitiba. As andlises foram
realizadas no laboratoério desta instituigao.

Foram colhidos dois swabs retal de cada paciente. O primeiro swab foi
processado conforme Norma Técnica N°1 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria para culturas de vigilancia - Deteccao de Enterobactérias Produtoras
de Carbapamenase, onde a amostra era inoculada em 5mL de caldo TSB
contendo um disco de meropenem (10ug). O segundo swab foi inoculado em
5mL de caldo de Purpura de Bromocresol adicionado de 1,5mL de inositol e um
disco de meropenem (10ug). O inositol foi incluido como componente
diferencial e fonte de energia para os microorganismos capazes de fermentar o
inositol, como é o caso da Klebsiella pneumoniae.’

Feito isto, apds 24 horas de incubacéo, a 37°C, o primeiro caldo foi
repicado por esgotamento em uma placa de Agar MacConkey e aplicado sobre
a superficie um disco de imipenem (10ug) e meropenem (10ug). O segundo
caldo (cromogénico/diferencial) era repicado em uma placa de Agar
Cromogénico chromID ESBL bio-Mérieux® e aplicado sobre a superficie um
disco de meropenem (10ug) e ertapenem (10ug). Esse procedimento foi
realizado somente para as amostras possiveis KPCs, ou seja, para aquelas em
gue ocorria a viragem do caldo da coloracdo purpura para o amarelo, dentro de
24 horas. Essas placas eram analisadas quando a resisténcia ao ertapenem e
meropenem, ao invés de imipenem e meropenem como na metodologia

preconizada pela ANVISA.



FIGURA 1 — Provas positivas e negativas. Observacdo apos 24horas de

incubacéo a 37°C

As amostras com provas presuntivas positivas para KPC eram
submetidas a um teste de sensibilidade com avaliacdo do imipenem,
meropenem e cefalosporinas e posterior Teste de Hodge Modificado.

Como preconizado, as amostras possiveis produtoras de
carbapamenase foram encaminhadas a um Laboratério de referéncia, LACEN,
para confirmagéo de KPC através da identificagdo do gene blayy: por PCR em

tempo real, utilizando o kit EasyQ-KPC bio-Mérieux®’.
RESUTADOS

Um total de 138 amostras foram testadas, 69 pela metodologia
tradicional e 69 utilizando o novo caldo seletivo e diferencial para KPC. Destas
amostras, 6 apresentaram-se positivas para KPC em ambas as metodologias
utilizadas.

Todas as amostras positivas promoveram a viragem do Caldo de
Purpura de Bromocresol+Inositol (CPBI) do parpura para o amarelo dentro de
24 horas. Apos 48 horas de incubacéo, a 37°C, houve fermentacéo do inositol
pelo Acinetobacter baumannii, UGnica bactéria, ndo KPC, que promoveu
alteracdo da coloracéo inicial do caldo. As amostras positivas (caldo amarelo)
foram repicadas em placa de Agar Cromogénico chromID ESBL bio-Mérieux®
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e adicionadas de discos de ertapenem e meropenem, pode-se observar o
crescimento da bactéria ao redor do disco de ertapenem, ndo havendo
qualquer inibicdo do ertapenem frente a KPC. J4& o disco de meropenem
apresentava-se com diminui¢do significativa do halo de inibicdo, em torno de
10 a 15mm. A metodologia tradicional foi realizada concomitantemente. ® Pode-
se observar que na metodologia usada como padréo, apos inoculagdo do swab
retal em caldo TSB com meropenem e posterior repique para Agar MacConkey,
houve diminui¢cdo dos halos do imipenem e principalmente do meropenem. O
desenvolvimento de Acinetobacter baumannii também foi freqlente neste
caldo.

Apenas uma amostra mostrou-se falso negativo para a metodologia
proposta, uma amostra, possivel KPC, ndo promoveu a viragem do caldo. Este
fato € explicado, possivelmente pelo fato do inositol ter sido adicionado ao
caldo de Puarpura de Bromocresol 10 dias antes da inoculagdo do swab retal.
Normalmente os acucares sédo adicionados ao caldo no momento da sua
utilizacao.

N&o houve resultados falso positivos.

Das 62 duas amostras negativas na metodologia proposta as 62 foram

confirmadas negativas na metodologia padrao.

ANVISA
Metodologia
Positivo Negativo Total
Metodologia | Positivo 6 0 6
Proposta Negativo 1 62 63
Total 7 62 69
Tabela 1 - Andlise comparativa da metodologia padrdo com a

metodologia proposta.

De acordo com os resultados obtidos foi verificado uma sensibilidade de

85%, especificidade de 100%, valor preditivo positivo de 100%, valor preditivo

negativo de 98% e acuracia de 98%.

DISCUSSAO
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O desenvolvimento de Klebsiella pneumoniae Produtora de
carbapemenase — KPC foi detectado através da fermentagdo do inositol no
caldo de Purpura de Bromocresol acrescido de 10ug de meropenem.

A vantagem da utilizacdo deste caldo é a identificacdo direta de uma
provavel KPC, com o simples procedimento de inocular um swab retal
diretamente no caldo.

O uso deste caldo diminui o tempo e os custos de repigues cegos sem
necessidade, como é realizado na metodologia convencional, onde todos os
caldos TSB contendo meropenem s&o repicados em Agar MacConkey. A
proposta principal que foi avaliada foi de se repicar somente as amostras que
fermentassem o inositol apds 24 horas, ou seja, somente as amostras que
mudassem a cor do puarpura para o amarelo. Com este primeiro resultado
positivo, a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar da instituicdo j4 pode
ser alertada quanto aos cuidados e isolamento do paciente.

Os resultados obtidos quanto a sensibilidade, especificidade, valor
preditivo positivo e negativo mostraram que a metodologia proposta é confiavel
e de grande valor na identificacdo desta bactéria e seu mecanismo de
resisténcia. A sensibilidade de 85% mesmo sendo alta, poderia ser melhorada
se 0 numero de amostras positivas fosse maior. Dentro de 7 amostras
positivas, 6 confirmaram a positividade e somente uma apresentou-se negativa,
fato esse que pode ser justificado pelo preparo dos caldos ter ocorrido 10 dias
antes da inoculacdo das amostras. Segundo a literatura, 0s agucares devem
ser adicionados no momento da inoculacdo, Depois de um certo periodo vao
sendo consumidos pelo meio e diminuindo a sua concentra¢cdo, com iSSO
quantidades maiores de bactéria sdo necessarias para promoverem o0
crescimento e fermentacao. Isto foi observado ao se tocar uma colbnia e dilui-
la a 0,5 na escala de MacFarland e concomitantemente inocular uma col6nia
da mesma bactéria diretamente no caldo. O caldo contendo 1UFC/mL foi
positivo apos 24 horas enquanto a amostra diluida ndo cresceu.

A especificidade do teste foi de 98%. ApoOs 24 horas de incubacédo
somente as KPC promoviam a fermentacdo do meio. Como a metodologia
tradicional foi realizada como referéncia, eram feitas pesquisas para

enterobactérias produtoras de ESBL. Pode-se observar que mesmo as
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Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL ndo se desenvolviam e tampouco
fermentavam o inositol, mesmo sendo uma caracteristica desta bactéria
promover a fermentacéo do inositol.°

A acuracia do teste também foi avaliada mostrando 98% de resultados
verdadeiramente positivos e verdadeiramente negativos.

O CPBI mostrou-se um caldo confidvel e de facil adaptacdo e
preparacao em um laboratério clinico.

As amostras provaveis KPC foram repicadas para um meio cromogénico
para ESBL, ao contrario da metodologia tradicional onde séo repicadas para o
Agar MacConkey, e testado ertapenem e meropenem, ao invés de imipenem e
meropenem. Foi optado pela utilizacdo do ertapenem para avaliar um aumento
da sensibilidade na deteccdo da resisténcia aos carbapenémicos. Apesar da
orientacdo de nao se utilizar o ertapenem para triagem de KPC, alegando-se
que existe um elevado numero de amostras de K.pneumoniae produtoras de
cefotaximases apresentarem simultaneamente perda de porinas e
consequentemente apresentarem-se falsamente detectadas como produtoras
de carbapamenases, entretanto observou-se uma grande sensibilidade e
especificidade com a utilizacdo deste antimicrobiano.?

Segundo Lolans, 2010, em um trabalho comparando duas metodologias,
onde a primeira consistia em um meio de cultura contendo imipenem e a
segunda disco-difusdo com ertapenem, esta apresentou uma sensibilidade e
especificidade de 97% e 90,5% respectivamente, muito superior quando
comparada a primeira metodologia utilizando o imipenem, onde a sensibilidade
e especificidade eram de 65,5% e 49,6% respectivamente.®

Conforme visto nas amostras realizadas, a resisténcia total ao
ertapenem foi mais sensivel do que a resisténcia ao imipenem. A utilizacao do
ertapenem como screening para deteccdo de resisténcia apresenta niveis de
valor preditivo positivo de 74% e especificidade de 99,2%. *°

A utilizacdo do ertapenem € um indicador mais sensivel de resisténcia
KPC quando comparada ao imipenem e meropenem independente do método
utilizado.**? Segundo CLSI (2010) a deteccéo fenotipica de KPC é baseada
na reducdo da susceptibilidade ao ertapenem e meropenem, entretanto
existem trabalhos onde se coloca o imipenem como mais sensivel e especifico,

como é preconizado pela metodologia tradicional. **
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Dentre os 62 pacientes com amostras de swab retal negativas para
KPC, uma destas pacientes apresentou amostra de swab retal negativa, mas
positiva para KPC em ponta de cateter. Este fato mostra-nos a importancia de
se fazer a cultura de vigilancia colhendo além das amostras de swab nasal e
retal, incluir neste protocolo as culturas de swab inguinal e axilar aumentando a
sensibilidade das culturas de vigilia, como forma de estratégia para controle e

prevencao da disseminacdo desta bactéria.>*°

CONCLUSAO

A identificacdo utilizando a metodologia proposta foi confirmada como
sendo de grande valor pela sua alta sensibilidade e especificidade, além da
facil aplicabilidade em laboratérios clinicos. O tempo da inoculacéo até o alerta
a equipe de controle de infeccao hospitalar seria de apenas 24 horas. Fato este
que podera auxiliar, e muito, no controle e prevencdo de KPC. A triagem
utilizando ertapenem e meropenem também mostrou-se bastante sensivel,

podendo ser utilizado na rotina como forma de triagem destas bactérias.
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