Deteccao de genes de resisténcia microbiana
produzidos por Klebsiella pneumoniae isoladas de
infeccao ou colonizacao de diferentes hospitais do
estado de Sao Paulo: padronizacao de PCR para
outros genes de resisténcia microbiana produzidos
por Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC
isoladas de infeccao e colonizacao hospitalar de
varios hospitais do estado de Sao Paulo

lebsiella pneumoniae sdo bacilos
Gram-negativos frequentemente
envolvidos em infec¢des hospitalares.
Os antibidticos beta-lactamicos apresentam efeitos
sobre a integridade da parede celular e destruicdo da
Em
desenvolveram diferentes mecanismos de resisténcia

bactéria. contrapartida, as  bactérias
para neutralizar a acdo dessas drogas, tais como a
producdo de beta-lactamases, enzimas que degradam
o anel beta-lactamico. Dentre essas enzimas, as
principais sdo as beta-lactamases de espectro
estendido (ESBLs), carbapenemases, tais como
KPC, metalo-beta-lactamases (IMP, SPM, NDM) e
oxacilinases'***°, Metilases 16S RNA ribossomico
(16S RNAr), tal como RmtD, também tém se
disseminado no Brasil, acarretando alto nivel de
resisténcia  aos

aminoglicosideos, os quais,

associados aos carbapenémicos, sdo amplamente
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utilizados na terapéutica clinica®. O objetivo geral
foi padronizar PCR para a deteccdo de genes de
resisténcia em amostras de K. pneumoniae produtoras
de KPC provenientes de colonizagao e/ou infecgao
hospitalar. Os objetivos especificos foram detectar
genes de resisténcia responsaveis pela produgdo de
KPC através da reacdo de polimerase em cadeia e
padronizar PCR para a deteccdo de metalo B-
lactamases, P-lactamases de espectro estendido,
oxacilinases e metilases 16S RNAr. Foram utilizadas
cepas de K.pneumoniae enviadas de diversos
hospitais do Estado de Sao Paulo suspeitas de serem
produtoras de KPC, isoladas de amostras clinicas.
Foram utilizados diversos métodos para a
confirmagdo da identificagdo bioquimica, testes de
sensibilidade (disco-difusao), PCR em termociclador
gradiente para a padronizag¢ao de protocolos de PCR
para outros genes de resisténcia microbiana. No
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periodo de setembro de 2011 a dezembro de 2011 e
de 19 de abril a 24 de maio de 2012, 277 cepas de K.
isoladas de colonizagcdo, foram
como produtoras de ESBL e
apresentaram resisténcia ou sensibilidade diminuida

pneumoniae,
confirmadas
aos carbapenémicos. Todas as cepas foram
submetidas ao PCR para a detec¢do do gene de
bla,,.. Das 277 cepas de K. pneumoniae submetidas
ao PCR, 213 (77%) foram confirmadas como
produtoras de KPC. Na padroniza¢ao do protocolo
para PCR multiplex para a deteccdo de bla,,. €
bla,,, a melhor temperatura de anelamento foi a
54 °C. Na padronizacao de protocolo para PCR para
a deteccdo de metilase 16s rRNA (RmtD), os
melhores pardmetros definidos foram com a
temperatura de anelamento de 52,4°C e concentragao
de MgCl, a2 mM. A partir desses dados foi realizado
um protocolo utilizando o Mix PCR (Easy Path) que
tem, na sua composicdo, uma concentracdo de
MgCl, a 2 mM. Na padronizag¢io de protocolo para
PCR multiplex para a detec¢do de MBLs (blag,, €
bla ) os melhores pardmetros definidos foram com
a temperatura de anelamento de 56,8°C com uso do
Mix 2 Easy Path. O multiplex PCR funcionou muito
bem para blag,,,, mas ndo para bla,,,, a reagdo sera
repetida com novos ajustes. Optamos pela
padronizagdo de um PCR multiplex que também
pudesse detectar, além da bla,,., também a bla
porém ndo foram detectadas cepas produtoras de
NDM nas cepas analisadas. Para detectar a presenga
da RmtD, uma metilase 16S RNAr, padronizamos

uma reagdo de PCR, que serd utilizada sempre que
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houver a suspeita da produgdo dessa enzima, ou
seja, alto nivel de resisténcia aos aminoglicosideos.
Portanto, a continuidade da padronizacdo de PCR
para a deteccdo de outros genes de resisténcia ¢ de
fundamental importancia no intuito de se criar novas
estratégias para evitar a disseminagdo desses
microrganismos em nosso meio.
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