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Resumo

Cury AP. Avaliacdo de método molecular para deteccdo de colonizacdo por
carbapenemases comparado com a cultura de vigilancia diretamente do swab
retal [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo;
2020.

A disseminacgdo global de microrganismos resistentes aos carbapenémicos é
uma preocupacao critica de saude publica. Novas plataformas moleculares
podem detectar genes de carbapenemase em menor tempo que a cultura de
vigilancia, mas uma avaliacdo local é essencial. Os objetivos desse estudo
foram avaliar o desempenho diagnéstico de uma plataforma automatizada de
PCR em tempo real para deteccdo de genes codificadores de carbapenemases
diretamente de swabs retais, correlacionar os resultados moleculares com a
cultura de vigilancia caracterizando 0s microrganismos com resutados
discrepantes e mensurar as indicagdes de precaucéo de contato relacionada a
Gram-negativo multirresistentes produtores de carbapenemases a partir de
método genotipico e fenotipico. Foi realizado estudo prospectivo de
desempenho diagnéstico da plataforma automatizada Gene Xpert® (Cepheid,
Sunnyvale, CA) usando o ensaio Xpert-Carba-R® diretamente de swabs retais
de pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva e Transplantados
(alto risco) e Pronto Socorro (baixo risco) entre abril e julho de 2016 no Hospital
das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo. Os
resultados foram comparados com a PCR in house realizada a partir do caldo
tioglicolato sem antibidtico provindo da cultura de Vvigilancia de
Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (método de referéncia). O
limite de deteccéo foi analisado na cultura de vigilancia e no Xpert Carba-R® e
os valores do threshold cycle foram correlacionados com o PCR in house. Do
total de 921 swabs retais, 21% (196) foram do grupo alto risco e 79% (725) do
grupo baixo risco. A PCR in house detectou 9,1% (84) de amostras positivas
sendo, 77 blakpec (8,4%), 5 blaviv (0,5%) e 2 blanowm (0,2%). O Xpert Carba-R®
detectou 9,9% (91) de amostras positivas, sendo 87 blakrec (9,5%) e 4 blanom
(0,4%) em até 50 minutos. Doze amostras, 1,3% (10 blakpc, 2 blanom) foram
positivas somente no Xpert Carba-R® e apresentaram Threshold cycle >30.
Cinco amostras (0,5%), foram positivas para blavim apenas pelo PCR in house
e confirmados como blaviv-2 por sequenciamento de DNA. A acuracia do Xpert
Carba-R® foi de 98,2%, sensibilidade de 94%, especificidade de 98,6%, valor
preditivo positivo de 86,8% e negativo de 99,4% e coeficiente Kappa de 0,893.
O desempenho diagnéstico foi similar nos dois grupos. A cultura de vigilancia
foi positiva em 9,3% (86/921) e destas, 23% (20/86) foram negativas para
carbapenemases confirmadas por sequenciamento completo do genoma como
produtoras de [-lactamases de espectro estendido com alteracdo de
permeabilidade. Dentre as 835 culturas negativas, 3% (25) foram positivas para
carbapenemases. As culturas foram obtidas em até 120 horas. O limite de
deteccdo para blakec foi de 10* UFC/swab nos dois métodos. Do total de 859



pacientes, 111 (13%) estavam colonizados, determinados a partir do método
genotipico (n=91) ou fenotipico (n=86). Os resultados positivos concordaram
em 59%. O Xpert Carba-R® néo detectou 23% das Enterobacterales resistentes
a carbapenémicos e a cultura ndo detectou 27% dos organismos produtores de
carbapenemase. Concluiu-se que o Xpert Carba-R® é um método acurado com
um tempo de resposta significantemente menor comparado com a cultura de
vigilancia e que as duas metodologias sdo complementares para identificar os
pacientes colonizados e otimizar as precaucfes de contato minimizando
possivel disseminag&o horizontal.

Descritores: Bactérias aerdbias gram-negativas; Resisténcia microbiana a
medicamentos; Enterobacterales resistentes a carbapenémicos; Genes de
carbapenemases; Cultura de vigilancia;, Testes de sensibilidade microbiana;
Klebsiella pneumoniae carbapenemase; Técnicas de diagndstico molecular.



Abstract

Cury AP. Evaluation of a molecular method for the detection of colonization by
carbapenemases compared to surveillance culture directly from the rectal swab
[thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo”;
2020.

The global spread of carbapenemase-producing organisms has been a critical
public health concern. New molecular platforms can detect carbapenemase
genes in less time than surveillance culture, but a local evaluation is essential.
The objectives of this study were to evaluate the diagnostic performance of an
automated real-time PCR platform for the detection of genes encoding
carbapenemases directly from rectal swabs, to correlate the molecular results
with the surveillance culture characterizing the microorganisms with discrepant
results, and to measure the contact precautions indications related to multidrug-
resistant gram-negative producers of carbapenemases using a genotypic and
phenotypic method. A prospective diagnostic performance study of the
automated Gene Xpert™ platform (Cepheid, Sunnyvale, CA) using the Xpert-
Carba-R™ assay was performed directly of rectal swabs from patients admitted
into the Intensive Care and Transplant Units (high-risk), and into the Emergency
Department (low-risk) between April and July 2016 at Hospital das Clinicas,
Faculty of Medicine, University of Sdo Paulo. The results were compared with
the in-house PCR performed after antibiotic-free broth enrichment from
surveillance culture of carbapenem-resistant Enterobacterales (reference
method). The limit of detection for the surveillance culture and the Xpert Carba-
R™ assay was performed and the threshold cycle values were correlated with
the in-house PCR. A total of 921 rectal swabs was collected: 21% (196) were in
the high-risk group and 79% (725) in the low-risk group. In-house PCR detected
9.1% (84) of positive samples, 77 blakpc (8.4%), 5 blaviv (0.5%), and 2 blanom
(0.2%). Xpert Carba-R™ detected 9.9% (91) of positive samples, 87 blakpc
(9.5%), and 4 blanom (0.4%) within 50 minutes. Twelve samples, 1.3% (10
blakpc, 2 blanom) were positive only by Xpert Carba-R™, and showed Threshold
cycle >30. Five samples (0.5%) were positive for blavim only by in-house PCR
and confirmed to be blavim2 using DNA sequencing. The accuracy of Xpert
Carba-R™ was 98.2%, sensitivity 94%, specificity 98.6%, positive predictive
value of 86.8%, and negative predictive value of 99.4%; Kappa coefficient of
0.893. The diagnostic performance was similar in the two groups. The
surveillance culture was positive in 9.3% (86/921) of the samples and of these,
23% (20/86) were negative for carbapenemases confirmed by whole genome
sequencing as producers of extended-spectrum B-lactamases with permeability-
related mutations. Among the 835 negative cultures, 3% (25) was positive for
carbapenemases. The culture results were obtained within 120 hours. The limit
of detection for the blakrc was 10 UFC/swab in both methods. Among the 859
patients, 111 (13%) were colonized, determined using the genotypic (n = 91) or
phenotypic (n = 86) method. The positive results agreed with 59%. Xpert Carba-



R™ did not detect 23% of the carbapenem-resistant Enterobacterales and the
culture did not detect 27% of the carbapenemase-producing organisms. It was
concluded that Xpert Carba-R™ is an accurate method with a significant lower
turnaround time when compared to the surveillance culture and that the two
methodologies are complementary to identify colonized patients and optimize
contact precautions while minimizing possible horizontal spread.

Descriptors: Gram-negative aerobic bacteria; Drug resistance, microbial,
Carbapenem-resistant enterobacterales; Carbapenemase genes; Surveillance
Culture; Microbial susceptibility test; Klebsiella pneumoniae carbapenemase;
Molecular diagnostic techniques.
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1.1 Resisténcia antimicrobiana no ambito mundial: ameaca global

A resisténcia antimicrobiana € uma série ameaca para a saude
publica, desafiando a medicina moderna e a sustentabilidade de uma resposta
efetiva e global do risco persistente de doencas infecciosas. A crescente
resisténcia antimicrobiana tem recebido destaque no ambito médico, social,
econdmico e governamentall. Define-se como resisténcia antimicrobiana a
capacidade de um microrganismo para resistir & acdo de um ou mais agentes
antimicrobianos e se desenvolve quando as bactérias se adaptam e crescem
na presenca de antibidticos. O seu desenvolvimento esta relacionado a
freqiéncia com que os antibidticos sdo usados. Como muitos antibiéticos
pertencem a mesma classe de medicamentos, a resisténcia a um antibiotico
especifico pode levar a resisténcia a uma classe relacionada?.

As bactérias resistentes podem circular em populacdes de seres
humanos e animais, através de alimentos, agua e meio ambiente, e a
transmissdo € influenciada pelo comércio, viagens, migracdo humana e
animal®. Embora o surgimento destes microrganismos, seja por mutacdes ou
pela aquisicAo de elementos genéticos moveis portadores de genes de
resisténcia, ocorra independentemente da presenca de agentes
antibacterianos, a exposicdo a esses medicamentos é que fornece a pressao
seletiva necessaria para o aumento e a sua disseminacdo®. Portanto, a forca
motriz das crescentes taxas de resisténcia pode ser encontrada no abuso e no
uso indevido de agentes antibacterianos. Nesse sentido, a medicina humana
teve um papel fundamental através da prescricao inadequada e disponibilidade
de antibiéticos vendidos sem receita e automedicagao®.

O uso generalizado de antimicrobianos em animais e na cadeia
alimentar também constitui uma fonte importante de resisténcia
antimicrobiana, quantidades macicas de antibiéticos tém sido utilizados como
promotores de crescimento, profilaxia e tratamento de infecgdes em animais de
criacdo e na aquicultura, aumentando a pressao seletiva sobre microrganismos

comensais e patogénicos que podem se espalhar para os seres humanos por
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meio de contato direto, através da cadeia alimentar, ou indiretamente pela
poluicdo ambiental dos efluentes agricolas?>. O uso excessivo de
antimicrobianos para tratar humanos e animais também causou o acumulo
desses compostos no ambiente, e 0 impacto desse acumulo no surgimento de
resisténcia a antibiéticos ndo deve ser subestimado®. Agentes antibacterianos
tém diferentes vias de entrada no meio ambiente, como esgoto da comunidade
ou hospitais atraveés de esterco e lencéis d'agua, transformando o ambiente em
um grande reservatorio para genes de resisténcia que se alimentam da
crescente poluicdo ambiental tornando-se assim um ambiente ideal para a
transferéncia horizontal de genes e a selecdo de determinantes genéticos que
fornecem resisténcia a antibiéticos’2.

No ambiente de salde o alto consumo de antibiéticos, a presenca de
pacientes criticos com tempo de internagdo prolongado e a permanéncia
constante de espécies patogénicas alimenta o desenvolvimento de resisténcia
e fornece mais um cenario ideal para a disseminacdo de microrganismos
resistentes e a transferéncia horizontal de genes de resisténcia®. Ainda dentro
deste contexto, destaca-se o uso de antibiéticos em paises de baixa renda,
onde existem fatores adicionais que contribuem para o0 surgimento de
resisténcia, incluindo atividade menos potente de alguns agentes
antibacterianos (incluindo medicamentos falsificados), contra disponibilidade,
dosagens insuficientes, falta de laboratérios de diagnostico e baixo nivel de
saneamento, facilitando a disseminacdo hospitalar e comunitaria destes
organismos!®1l, Pequenas infeccdes poderdo ter novamente custo de vida e as
vitérias conquistadas contra doencas infecciosas nos ultimos cinquenta anos
serdo prejudicadas, como pneumonia e disenteria que sédo doencas da infancia
mais comuns nos paises em desenvolvimento, além cirdrgias e quimioterapia
contra o cancer que tornar-se-d40 menos seguras sem antibiéticos efetivos para
proteger contra infeccGes®®.

O impacto indireto da resisténcia antimicrobiana, no entanto, estende-
se além do aumento dos riscos para a saude e tem muitas consequéncias para
a salde publica com amplas implicacdes, por exemplo, no indice de

Desenvolvimento Humano, sendo um dreno na economia global com perdas
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econdmicas devido a reducado da produtividade causada pela doenca (de seres
humanos e animais) e maiores custos de tratamento'?. O Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) alertou sobre o risco de morbidade e mortalidade
relacionado as infec¢des causadas por bactérias multiresistentes estimando 23
000 mortes com custo adicional de 20 bilhdes de dolares por ano nos Estados
Unidos®3. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) advertiu que a resisténcia
antimicrobiana coloca em risco os ganhos dos Objetivos de Desenvolvimento
do Milénio e em perigo a realizacdo dos Objetivos de Desenvolvimento
Sustentavel e que somente na Unido Européia, um subconjunto de bactérias
resistentes aos medicamentos é responsavel anualmente por cerca de 25 000
Obitos, com custos adicionais de cuidados de saude e perda de produtividade
no valor de pelo menos 1 500 milhées de euros®. No Férum Econdmico
Mundial de Davos, em 2013, a resisténcia microbiana foi considerada como
uma das ameacas que coloca em risco a existéncia da raca humana e no
Plano de Acéo Global, publicado em 2016, foi demonstrado, através de uma
modelagem econdmica rapida que quantifica o fardo humano e econdémico
global desencadeado por um aumento ndo controlado até 2050, uma estimativa
de que cepas resistentes a drogas para tuberculose, maléria e infeccbes
bacterianas poderiam custar 10 milhdes de vidas por ano. Isso chegaria a um
custo econdmico de 100 trilhdes de délares?.

Diante da contextualizacdo do problema, Roca e colaboradores
(2015)** reuniram as opinides debatidas por especialistas (formuladores de
politicas, autoridades de salde publica, agéncias regulatérias, empresas
farmacéuticas e a comunidade cientifica em geral) ao combate da resisténcia
antimicrobiana resumindo as principais medidas para prevenir o surgimento e
sua disseminagdo em todo o mundo: (a) uso racional de antibiéticos em todos
os ambientes, (b) implementacdo de medidas de controle de infeccdo em
ambientes de saude, (c) desenvolvimento de estratégias para mitigar os riscos
de exposicao ambiental, (d) desenvolvimento de testes de diagndstico rapidos
e acessiveis, (e) promocao de pesquisas sobre prevencdo e vigilancia da
resisténcia antimicrobiana, (f) promocdo de pesquisa e desenvolvimento de

novas estratégias antimicrobianas e agentes antibacterianos e (g) melhoria



INTRODUCAO - 27

geral da consciéncia do uso de antibiéticos e risco de aumento da resisténcia

(Figura 1).
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FONTE: Adaptacéo de Roca e colaboradores (2015)4

Figura 1 - Fluxo de aquisicdo da resisténcia antimicrobiana e as principais
intervencgdes em pontos-chave especificos para evitar esta ameaca

A resisténcia antimicrobiana afetar4 todos, independentemente de
onde moram, sua saude, circunstancias econdmicas, estilo de vida ou
comportamento. Afetara setores além da salde humana, como saude animal,
agricultura, seguranca alimentar e desenvolvimento econémico. Isso ndo é
mais um problema médico, tornou-se uma ameaca a saude global que exigira a
acao coordenada de diferentes partes interessadas para combaté-la em sua
raiz. Portanto, todos os setores e disciplinas devem se envolver nos esforgcos
para preservar a eficacia dos medicamentos antimicrobianos através de
programas de conservacao e manutencédo buscando uma abordagem coerente,
abrangente e integrada em nivel global, nacional e regional, denominada "One
Health", envolvendo diferentes atores e setores como medicina humana e

veterinaria, agricultura, financas, meio ambiente e consumidores.
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1.2 Impacto de infeccdes causadas por Enterobacterales resistente a
carbapenémicos

Embora Enterobacterales inclua mais de 70 géneros, Escherichia coli,
Klebsiella spp e Enterobacter spp sdao as mais comumente relatadas ao
sistema de vigilancia da Rede Nacional de Seguranca de Salide do CDC?'°. No
primeiro relatério da OMS sobre o status global da resisténcia antimicrobiana,
foram selecionados nove combinacdes de bactérias e antimicrobiano de
interesse internacional o0s quais encontram-se E. coli resistente a
fluoroquinolonas, E. coli resistente as cefalosporinas de terceira geracao,
Klebsiella. pneumoniae resistente as cefalosporinas de terceira geracao e K.
pneumoniae resistente a carbapenémicos®.

E. coli € a causa mais frequente de infeccbes comunitarias e
hospitalares no trato urinario, incluindo pielonefrite e esta associada a
infec¢des intra-abdominais, como peritonite, infec¢cdes de pele e tecido mole,
meningite em neonatos e é um dos principais agentes causadores de infec¢des
transmitidas por alimentos em todo o mundo.

As infeccbes por K. pneumoniae séo particularmente comuns no
ambiente  hospitalar entre  recém-nascidos  prematuros, pacientes
imunossuprimidos e aqueles sob cuidados médicos avangcados como agente de
infeccdes urinarias, do trato respiratério e infeccdes de corrente sanguinea’®.

E. coli e K. pneumoniae adquirem resisténcia aos antibioticos B-
lactamicos principalmente por meio de transferéncia de elementos genéticos
moveis que carregam genes produtores de B-lactamase de espectro estendido
(ESBL). A resisténcia a outros antimicrobianos orais amplamente utilizados,
como cotrimoxazol e fluoroquinolonas, também emergiu e se espalhou
globalmente restando poucas opcdes para tratamento oral em muitas partes do
mundo!’. Uma revisdo sobre sepse neonatal e infantil adquirida na comunidade
demonstrou que, devido a resisténcia, uma proporcdo significativa ndo era
tratavel pelo regime recomendado de primeira linha e nem pelo alternativo, com
cefalosporinas, mantendo os carbapenémicos como a principal opcdo em

infecgGes graves!® o,
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Desde o inicio dos anos 80, os carbapenémicos tém sido utilizados
com sucesso como Ultima linha de defesa contra bacilos Gram-negativos
resistentes a multiplas drogas (BGN-MDR). A resisténcia aos carbapenémicos
em Enterobacterales foi desconhecida até o inicio dos anos 2 000 e desde
entdo, surgiram como agentes patogénicos associados aos cuidados de saude
epidemiologicamente importantes em todo o mundo, inclusive no Brasil?°.

Organismos resistentes a carbapenémicos (ORC) expressam
resisténcia aos carbapenémicos através de diferentes mecanismos, por sua
vez, organismos produtores de carbapenemase (OPC) podem ser resistentes
ou sensiveis aos carbapenémicos. Se estes organismos forem pertencentes a
ordem Enterobacterales, entdo sdo definidos como Enterobacterales resistente
a carbapenémicos (ERC) e Enterobacterales produtora de carbapenemase
(EPC).

A definichko de ERC determinada pelo CDC em 2012 (nhao
sensibilidade a imipenem, meropenem ou doripenem e resisténcia a todas
cefalosporinas de terceira geracao) foi projetada para ser mais especifica para
ERC produtoras de carbapenemase (ERC-PC). No entanto, essa definicdo ndo
contemplou parte dos isolados produtores de Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) e OXA-48, que permaneciam sensiveis as
cefalosporinas de terceira geracdo ou sO demonstravam resisténcia ao
ertapenem. Na tentativa de simplificar e aumentar a capacidade de identificar
ERC-PC o CDC definiu, em 2015, que ERC sé&o enterobacterias resistente a
gualquer carbapenémico ou produtor de carbapenemases. Além disso, para
bactérias que possuem nao-sensibilidade intrinseca a imipenem (Morganella
morgannii, Proteus spp., Providencia spp.), € necessaria resisténcia aos outros
carbapenémicos que néo o imipenem?L.

Os motivos que tornam as infec¢gbes causadas por ERC e EPC um
grave problema de saude incluem; (I) infec¢des invasivas associadas a taxas
de mortalidade superiores a 40%%2, (l) a presenca de mecanismos de
resisténcia adicionais que as tornam resistentes a maioria dos antimicrobianos
podendo até se manifestarem como pan-resistentes??, (lll) alto potencial de

disseminacdo em servicos de cuidados da saude®# e (V) Enterobacterales sdo
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causa comum de infecgBes comunitérias, e portanto, as ERC apresentam o
potencial de se deslocar do seu nicho atual, entre 0os pacientes expostos a
salde, para a comunidade?3,

O risco de morte durante a hospitalizacao de pacientes com infec¢des
causadas por bactérias produtoras de KPC sdo até 4 vezes maiores do que
aguelas observadas em pacientes com infec¢bes por Enterobacterales multi-
sensiveis®’. Particularmente, para pacientes transplantados, que tiveram a
expectativa e a qualidade de vida significativamente melhoradas nas duas
dltimas décadas devido ao desenvolvimento de drogas imunossupressoras
mais potentes e seguras, 0 aumento progressivo da incidéncia de
complicac@es infecciosas poés-transplante devido a BGN-MDR com um papel
especial desempenhado pela K. pneumoniae, representa uma grande ameaca
a estes avangos®2426, Altas taxas de mortalidade sdo observadas em pacientes
transplantados e infectados com K. pneumoniae produtora de KPC (Kp-KPC)
sendo superior a 78% nos transplantados de figado?’, 56% nos transplantados
de medula 6ssea?® e 41,9% nos transplantados renais?°.

Dentre os pacientes com neoplasias, K. pneumoniae é o segundo
agente de bacteremia®3! com 73% de taxa de mortalidade em 30 dias®? com o
agravante de apresentarem poucos sintomas confundindo o perfil clinico da
infeccdo com o progresso da doenca e os fatores de risco da mortalidade
estarem mais frequentemente relacionados com infec¢cdo aguda do que doenca
de base®:.

As EPC sao propensas a gerar custos mais elevados do que outros
BGN resistentes, como as produtoras de ESBL, porque sdo mais dificeis de
tratar e promovem atividades de prevencdo e controle mais extensas®3*. O
custo envolvido nas Infeccdes relacionadas a assistencia a saude (IRAS) e nas
tentativas de controlar os surtos sdo dificeis de mensurar, mas comumente
estdo associados ao periodo prolongado de permanéncia hospitalar, a receita
perdida (que pode estar diretamente ligada ao periodo de permanéncia), o
tempo da equipe, medicamentos, diagndstico e custos relacionados a
intervencgao, tais como o fechamento de alas, bloqueios de leitos, precaucoes

de contato adicionais e intervencdes ambientais3>36, Durante um surto por K.
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pneumoniae produtora de carbapenemase New-Delhi metallo-B-lactamase
(NDM) em 2015, que afetou cerca de 40 pacientes internados em cinco
hospitais na cidade de Londres, foram gastos cerca de um milh&o de libras em
10 meses para controlar a sua disseminagdo. Deste gasto, 75% foram
provindos de “custos de oportunidade” (tempo da equipe, receita perdida em
cirurgias, dias de internacéo prolongados e bloqueio de leitos) e 25% provindos
de “despesas reais”, que afetaria a linha de fundo financeira do hospital como
custos com antimicrobianos, triagem microbioldgica e precaucfes de contato.
O maior custo individual foi a receita cirdrgica perdida eletiva (300 000 libras),
seguida do tempo da equipe (200 000 libras). A maior “despesa real” foi com a

triagem microbioldgica (80 000 libras)3”.

1.3 Importancia da deteccao de pacientes colonizados

A identificacdo de pacientes portadores de BGN-MDR, ditas
“colonizadas”, pode servir tanto para o direcionamento da antibioticoterapia
empirica em infeccbes que acomentem pacientes sabidamente colonizados
como para identificar potenciais transmissores.

A atual recomendacdo do CDC para controlar a transmisséo de BGN-
MDR nos servicos de saude incluem; (l) reconhecer esses patdgenos como
epidemiologicamente importantes, (Il) quantificar a magnitude deste agentes
dentro dos servicos e regionalmente, (lll) identificar pacientes colonizados e
infectados nos estabelecimentos de saude e (IV) implantar intervencdes
destinadas a impedir a transmisséo cruzada desses patégenos??.

A transmissédo cruzada de agentes de resisténcia em uma unidade é
dependente de dois fatores; (a) existéncia de “reservatoérios”, em especial
pacientes colonizados e superficies contaminadas no ambiente a volta do
paciente e (b) “uma via de transmissao” representada principalmente pelas
maos dos profissionais de saude. A detec¢do de pacientes colonizados permite

0 estabelecimento de medidas de precaucao de contato visando o controle da
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transmissdao de agentes resistentes presentes de forma silenciosa em
individuos geralmente assintomaticos. A sua nao identificacdo pode impactar
num alto potencial de disseminagédo ocasionado pela contaminacdo das maos,
de equipamentos compartilhados e do ambiente hospitalar, particularmente
agravado em unidades com superlotacdo3®3°. Além disso, o transporte
intestinal de genes de resisténcia alocados em elementos moveis, como
plasmideos e transposon, € uma importante fonte de transmissao interespécie
e tanto Enterobacterales como BGN nao fermentadores sé&o capazes de servir
como reservatorios e vetores.

A colonizacdo comumente € 0 primeiro passo para o desenvolvimento
de uma infeccdo nosocomial e sua identificacdo evita o atraso da terapia
antimicrobiana apropriada, preditor independente modificavel mais forte para
mortalidade na sepse grave especificamente nas infeccdes por ERC?728, O
percentual de desenvolvimento de infeccbes em pacientes previamente
colonizados por K. pneumoniae resistente a carbapenémico varia de 9% a
32,5%, com maior percentual em transplantados hematol6gico*?4!. Pacientes
colonizados tém, em média, 1,79 vezes maior risco de morrer em terapia
intensiva do que os pacientes nao colonizados, principalmente ligados ao
desenvolvimento de infeccdes e um aumento do tempo de permanéncia
hospitalar®2.

Pacientes colonizados tem a mesma importancia epidemiolégica dos
clinicamente infectados e a vigilancia ativa pode estimar melhor a presséao de
colonizacdo do que as culturas obtidas apenas a partir de amostras clinicas
infectadas®1°.

A duracdo da colonizacdo por um agente multirresistente é bastante
variavel e depende de fatores, como o uso de antibiéticos, e pode se prolongar
por mais de 6 meses***. Tanto o CDC quanto a Sociedade Européia de
Microbiologia Clinica e Doencas Infecciosas (ESCMID) apdiam politicas de
investigacao periddica para ERC em pacientes hospitalizados em unidades de
alto risco (por exemplo, UTI) e o “guideline” da Society for Healthcare
Epidemiology of America (SHEA) também sugere seu uso associado a outras

medidas de controle?s.
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1.4 Mecanismo de resisténcia a carbapenémicos

As trés maiores estratégias de resisténcia relatadas para o0s
carbapenémicos em Enterobacterales séo: I) producdo de cefalosporinases do
tipo AmpC ou ESBL em associacdo com a reducao ou perda de expresséo das
proteinas de membrana externa (OMP); Il) degradac¢éo do antibidtico por meio
de enzimas hidrolisadoras como a producao de carbapenemases do tipo serino
e metalo-B-lactamases (MBL) e Ill) hiperexpresséo de sistemas de efluxo?.

Um dos principails mecanismos para tornar-se resistente aos
antimicrobianos é através da reducdo do acesso dos antibiéticos aos seus
alvos, impedindo a sua acéo. A reducao das OMP que atuam como canal de
entrada de nutrientes e excrecdo de produtos do metabolismo bacteriano
confere uma elevacao nos valores da concentracéo inibitéria minima (CIM) dos
antimicrobianos. A resisténcia a carbapenémicos por perda ou diminuicdo de
expressao da porina tem sido relatada em diversas regides do mundo e em
diferentes espécies de Enterobacterales, principalmente em K. pneumoniae,
Enterobacter spp. e E. coli*®. As trés principais porinas com importancia na
resisténcia bacteriana sdo: OmpC e suas homologas OmpK36, presente em K.
pneumoniae e Enterobacter spp e Ompl em Serratia marcescens, OmpF e
suas homoélogas OmpK35 em K. pneumoniae e Enterobacter spp e Omp2 em
S. marcescens e, uma terceira proteina, denominada OmpA que atua
fracamente na resisténcia bacteriana. Estas porinas sao caracterizadas como
canais de natureza nao especifica com leve preferéncia a cargas positivas®2,
A resisténcia aos antimicrobianos esta relacionada com modificagdes no perfil
das OMP tanto no tamanho como na reducédo dos niveis de expressao ou a
presenca de porinas com mutacdo. Estas mudancas tém sido relacionadas a
presenca de sequéncias de inser¢cao no gene que codifica a OMP, o qual leva a
producdo de proteinas com atividade funcional diminuida, uma conformacao
diferente da porina ou uma delecdo que restringe a entrada do antibidtico,

diminuindo assim a sua concentragdo interna®°2,
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Além disso, a hiperexpressao de sistemas de efluxo também contribui
com a impermeabilidade de membrana, pois ejetam as moléculas de
antimicrobianos para fora da célula bacteriana através das proteinas de
membrana externa®3. O sistema de efluxo é expresso em todas as células com
a funcdo de protegé-las de componentes téxicos. O aumento da expressao
desse mecanismo tem sido associado a bactérias multirresistentes. O sistema
de expulsdo necessita de gasto de energia pela bactéria, porém, ndo ocasiona
nenhuma alteracdo ou degradacdo da droga. Os sistemas de efluxo sao
normalmente formados por trés proteinas de membrana: i) bomba de efluxo
presente na membrana citoplasmatica ii) canal expulsador presente na
membrana externa e iii) proteina de fusdo que liga os outros dois
componentes®. Alto nivel de resisténcia podem ser observados quando a
impermeabilidade de membrana se associa a produgao de B-lactamases.

As [-lactamases constituem um amplo grupo de enzimas com
diferentes espectros de acdo contra os antibidticos B-lactamicos. Estas
constituem o principal mecanismo de resisténcia frente a estes antibioticos em
BGN. Alguns esquemas foram propostos para a classificagdo das B-
lactamases, mas as classificagcbes de Ambler em 1980 e Bush em 1995 sao as
mais utilizadas®. A classificacdo de Ambler se baseia na sequéncia de
aminoacidos e divide as B-lactamases em 4 classes moleculares; A, B, C e D.
A classificacdo de Bush, Jacoby e Medeiros leva em consideracdo os
substratos preferenciais e vulnerabilidade aos inibidores de [(-lactamases
sendo divididas em 4 grupos funcionais; 1, 2, 3 e 4. Em 2010, esta
classificacéo foi atualizada devido ao aumento expressivo da quantidade de [3-
lactamases descritas criando subgrupos dentro dos grupos funcionais e até o
momento, é a classificacdo mais utilizada®® (Quadro 1).

As B-lactamases do grupo funcional 1 e classe C de Ambler, sao
descritas como cefalosporinases que nao sdo inibidas por inibidores de [-
lactamases comercialmente disponiveis como o acido clavulanico, sulbactam
ou tazobactam, porém sdo inativadas por oxacilinas e inibidas de forma
reversivel pelo acido borbénico. Originalmente, essas enzimas, denominadas [3-

lactamases AmpC, ocorrem naturalmente, através da codificacdo
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cromossOmica em espécies pertencentes a ordem Enterobacterales, incluindo
E. cloacae, K. aerogenes, Citrobacter freundii, M. morganii, S. marcescens,
Hafnia alvei e E. coli, sendo essa Ultima espécie produtora de baixos niveis
basais. Os genes que codificam essas enzimas, encontradas no cromossomo,
sdo indutiveis por certos antibidticos B-lactamicos e podem sofrer mutagéo
apresentando altos niveis de resisténcia devido a desrepressao génica
mantendo assim somente sensibilidade as cefamicinas, cefalosporinas de 42
geracdo e carbapenémicos. Nos Ultimos anos, alguns desses genes
encontraram caminho para o0s plasmideos e estdo sendo expressos
constitutivamente em niveis elevados por K. pneumoniae e E. coli.
Considerando que nestes organismos as ESBL sdo as enzimas mais
frequentemente encontradas, as enzimas do tipo AmpC mediadas por
plasmideo também podem conferir resisténcia as cefamicinas e as
cefalosporinas de 42 geracéo (cefepime)®’.

As ESBL, grupo funcional 2, classe A, representam um grande grupo
de importancia clinica e epidemiologica pela capacidade de hidrolisar
cefalosporinas de espectro estendido, inclusive cefepime. Por estarem
alocadas em elemento genético movel ganham importancia pela facilidade de
disseminacdo agravada pela facilidade de carrear outros genes de resisténcia
pertecentes a difetentes classes de antimicrobianos como quinolonas,
aminoglicosideos, cloranfenicol e sulfametoxazol-trimetroprim. As ESBL
originaram-se de B-lactamases de espectro restrito, TEM-1, TEM-2 e SHV-1,
diferindo-se pela substituicdo de apenas um ou dois aminoacidos em sua
sequéncia. O primeiro relato de ESBL ocorreu no ano 1982 na Inglaterra, em
uma amostra de Klebsiella oxytoca®®. Atualmente estdo descritas mais de 200
ESBL (http://www.lahey.org/Studies) e a alta prevaléncia é decorrente de
expanséo clonal, de localizacdo plasmidial e de repetidos eventos mutacionais.
As cefotaximases (CTX-M), que aumentaram de forma consideravel nos
altimos anos, vém contribuindo com a epidemiologia das ESBL. Estas enzimas
apresentam como substrato preferéncial a cefotaxima e a ceftriaxona e s&o

codificadas pelo gene blactx-v, também localizado em plasmideos®®. De um
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modo geral, a produgcdo de cefalosporinases isoladamente ndo confere
resisténcia aos carbapenémicos.

Dentre as diferentes classes de B-lactamases, as carbapenemases
pertencem a familia mais versatil dada a ampla atividade hidrolitica frente a
maioria dos antibidticos B-lactamicos. Sdo denominadas carbapenemases pois
apresentam capacidade de hidrolisar principalmente os carbapenémicos.

Estas enzimas sdo divididas em trés classes de Ambler: serino-
carbapenemases pertencentes a classe A, metalo-B-lactamases pertencentes a
classe B e serino-carbapenemases da classe D (oxacilinases), estas classes
pertencem a 3 subgrupos da classificagdo funcional descritas por Bush
(2010)%%; 2f, 2df e 3. As principais carbapenemases descritas em
Enterobacterales estao relacionadas no Quadro 2.

Classe A: incluem Serratia marcescens enzyme (SME), imipenem-
hydrolyzing  B-lactamases (IMI-1), imipenemase not metalloenzyme
carbapenemase (NmcA), e Serratia fonticola carbapenemas (SFC-1),
localizadas no cromossomo e KPC, IMI-2 e variantes do tipo Guiana extended
spectrum (GES) codificadas por genes localizados em plasmideos. Todas
essas carbapenemases apresentam um aminoacido serina no sitio ativo e
hidrolisam efetivamente os carbapenémicos, sendo parcialmente inibidas pelo
acido clavulanico®. Dentre as serino-carbapenemases, a KPC é a mais
comum, inicialmente detectada em um isolado clinico em 1996 na Carolina do
Norte®®. Desde entdo, 55 tipos de alelos variantes foram descobertas
(http://www.lahey.org/Studies) sendo que as KPC-2 e KPC-3 sdo as mais
comumente isoladas. Estas enzimas tém como caracteristica a hidrolise de
todos os B-lactamicos em diferentes niveis. Carbapenémicos, cefotaxima e
aztreonam s&o hidrolisadas menos eficientemente do que as penicilinas e as
cefalosporinas de amplo espectro. As cefamicinas e ceftazidima s&o
fracamente hidrolisadas e o clavulanato e tazobactam apresentam fraca
inibicdo. Quando sozinha, a KPC apresenta reducdo da sensibilidade aos
carbapenémicos, contudo a associacdo com alteracdo da permeabilidade da
membrana externa pode expressar alta resisténcia®®. No Brasil, o primeiro

isolado de Kp-KPC foi registrado no Recife, em 2006%. Entretanto, Pavez e
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colaboradores (2009)%3, ao estudarem isolados recuperados entre os anos de
2003 e 2008, em Sao Paulo, observou a presenca do gene blakec em uma
amostra isolada em 2005. Desde entdo, houve uma rapida disseminagcao que
elevou as taxas de resisténcia a carbapenémicos em isolados de
K.pneumoniae no Brasil. Embora o complexo clonal 258 (CC258) seja ainda o
mais frequente, o gene blakpc passou a ser adquirido por outros sequences
types (ST) em K. pneumoniae em todo o pais®:¢4 Estudos epidemiolégicos
sugerem que os isolados de Kp-KPC pertencentes ao ST258 sé&o de dois
clones distintos e que o comportamento clinico dos isolados com gene blakpc-2
é diferente dos isolados portadores de blakrc-s em relacdo a resisténcia aos
aminoglicosideos e a capacidade de formar biofilmes®®. Embora exista um
predominio de Kp-KPC, a transferéncia deste gene para outras bactérias
Gram-negativas foi observada, incluindo K. oxytoca, E. coli, Enterobacter spp,
Citrobacter spp, Morganella spp, S. marcescens, Raoultella spp, Kluyvera spp e
Salmonella spp, Aeromonas spp, Pseudomonas spp e A. baumannii®®7°, As
serino-carbapenemases cromossomais ficaram restritas, até o momento, em
regides especificas onde a SME, exclusiva de S. marcescens, foi descrita no
Canadad e EUA™, a familia IMI-1/NMC-A encontrada esporadicamente em
isolados de E. cloacae e E. asburiae nos EUA, Franga, Argentina, China,
Singapura e Irlanda’"® e a SFC-1 reportada em Portugal a partir da Serratia
fonticola’®.

Classe B: as MBL hidrolizam uma ampla gama de B-lactamases,
incluindo carbapenémicos. S&o compostas por enzimas que em comum
necessitam da molécula zinco para interagir no seu sitio ativo e exercer uma
atividade hidrolitica sobre todos os pB-lactamicos, com excec¢do dos
monobactamicos (por exemplo, aztreonam). Por utilizarem o ion zinco sua
atividade é inibida por agentes quelantes, como acido etilenodiaminotetracético
(EDTA)*®. As MBL ndo sdo inibidas pelo &cido clavulanico, sulbactam,
tazobactam ou avibactam. Muito importante clinicamente, as variantes de MBL
adquiridas podem estar associadas a elementos genéticos moéveis, plasmideos
e tranposons, sendo facilmente transferidos entre diferentes cepas da mesma

espécie e de espécies diferentes. A primeira MBL foi detectada no Japao em



INTRODUCAO - 38

1991 e denominada imipenemase metallo-B-lactamases (IMP)’®, a segunda
familia foi identificada em Verona, Italia e denominada Verona integron-encoded
metallo-B-lactamases (VIM)’’. Posteriormente surgiram suas variantes e no
inicio do século outras familias foram identificadas como S&o Paulo metalo-
carbapenemase (SPM) no Brasil’® e German imipenemase (GIM) na
Alemanha’®, Seoul imipenemase (SIM) em Seoul®®, Australia imipenemase
(AIM) na Australia®', Kyorin health science MBL (KHM) isolada de um C.
freundii no Jap&o®2, NDM em New Delhi, india83, DIM-1 (isolada na Holanda)®
e TMB-1 isolada na Libia em Achromobacter xylosoxidans e TMB-2 em
Acinetobacter sp®®.

As MBL adquiridas mais importantes compreendem os tipos NDM,
IMP e VIM, pertencentes a subclasse B1%. A NDM-1 emergiu como uma das
principais causas de preocupacédo devido a sua disseminacdo generalizada®’ e
foi detectada inicialmente em um paciente de origem indiana na Suécia em
200883, Posteriormente, disseminou-se no subcontinente indiano, inclusive em
amostras ambientais, e relatada em mais de 15 paises®?®%. No Reino Unido,
52% dos 101 pacientes com isolados produtores de NDM coletados entre 2008
e 2013 relataram exposicédo de cuidados de salde ou viajaram para a India®°. A
disseminacédo horizontal também foi descrita no cenério clinico®! assim como o
aparecimento em diferentes espécies, incluindo E. cloacae, K. pneumoniae, E.
coli, Salmonella spp, P. aeruginosa e Acinetobacter spp®?-°4. Até o momento, a
NDM é a MBL mais prevalente em Enterobacterales e A. baumannii sendo
descritas 29 variantes®. Atualmente Enterobacterales com enzimas NDM séo
endémicas no Brasil, com surtos relatados'®. Igualmente importante, as
bactérias produtoras de IMP e VIM também foram encontradas nos Estados
Unidos, na Europa (principalmente Grécia, Italia e no sul da Franga), no Oriente
Médio, India, Japdo e na China®. Desde os primeiros relatos, IMP em 1991 e
VIM em 1997, foram descritas 85 e 69 variantes, respectivamente®.

Classe D: outra importante carbapenemase em Enterobacterales sao
as serino-carbapenemases da classe D, grupo OXA-48, as vezes referida como
"ameaca fantasma", inicialmente identificada num paciente turco em 2001% e

gue nos 5 anos subsequentes ndo foi isolada em nenhum outro pais. No



INTRODUCAO - 39

entanto, em 2008 se espalhou fora da Turquia e tornou-se prevalente em
isolados clinicos da Europa Continental, Oriente Médio e do norte da Africa®.
Desde entéo, surtos foram relatados em toda a Europa®. Mais recentemente,
sendo detectada nos Estados Unidos, Canada e Africa do Sul a partir de
pacientes previamente tratados em paises do Oriente Médio e Norte da
Africal?0-103 Syrto ndo vinculado a regides conhecidas de endemicidade
também foi relatado na Inglaterra envolvendo K. pneumoniae produtoras de
OXA-48%%4 Desde entdo, disseminou-se para uma grande variedade de
espécies, incluindo Klebsiella spp, E. coli, Citrobacter spp, S. marcescens,
Enterobacter spp, M. morganii, R. planticola, P. stuarti, e Salmonella
enterical03106-109 ' A OXA-48 esta contida num plasmideo Inc L auto-conjugado
de 61,8 kb, o que provavelmente contribui para a sua capacidade de
propagacao®-119.11l Qutras enzimas semelhantes a OXA-48 com atividade de
carbapenemase que podem provocar surtos em Enterobacterales incluem
OXA-181, OXA-204, OXA-232 e OXA-162112114,

Outras carbapenemases de classe D de importancia clinica sdo OXA-
23 e OXA-24/40 que sédo encontradas principalmente em A. baumannii
conferindo resisténcia aos carbapenémicos!!®. Recentemente, algumas
carbapenemases do tipo OXA foram reclassificadas com base em sua
atividade hidrolitica e seu perfil cinético'*. O primeiro grupo de oxacilinases
identificado em A. baumannii foi 0 grupo OXA-23, no Reino Unido em 1985. A
producdo da enzima conferia resisténcia a carbapenémicos e ndo necessitava
de outros mecanismos de resisténcia para elevacdo da CIM6-118 O maior
grupo de oxacilinase identificado até o momento é o grupo OXA-51, a enzima
OXA-51, que nomeia o grupo, foi determinada em 1996 em isolados
provenientes da Argentina, e sdo encontradas no cromossomo de A. baumannii
119-121 " Qutros grupos de oxacilinases encontrados em isolados de A. baumannii
é o0 grupo OXA-58, identificado na Franca em 20032, e o grupo OXA-143 em
isolados multirresistentes de pacientes brasileiros'?3, esse grupo inicialmente
restrito ao Brasil também ja foi identificado na Coréia do Sul?4. A OXA-48 em
A. baumannii mostra uma maior atividade contra imipenem do que contra

meropenem?*?>,
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Classificagdo de Bush, Classificagao

Jacoby e Medeiros de Ambler Inibida por
Gru_po Gru_po Molecular Substrato preferencial AC ou Caracteristicas
Funcional Funcional (1980) TZB EDTA
(2009) (1995)
Nao Nao Enzimas cromossdmicas e plasmidiais. Inclui AmpC.
1 1 C Cefalosporinas Confere resisténcia a todos os 3-lactamicos, exceto os
carbapenemicos
le NI C Cefalosporinas Nao Nao Aumento da hidrélise a ceftazidima
- . ~ Penicilinases de Staphylococcus spp. e Enterococcus spp. Conferem
2a 2a A Penicilinas Sim Nao altos niveis de resisténcia a penicilina
2b 2b A Pemmhr:jas c Cefalgsporlnas Sim Nao B-lactamases de Gram-negativos. TEM-1, TEM-2 e SHV-1
e 18geracdo
Penicilinas e Cefalosporinas . x ESBL que conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas de amplo
2be 2be A de espectro estendido e Sim Nao b tém'icos
MoNobactamicos espectro e monobac
2br 2br A Penicilinas Nao Nao B-lactamases resistentes aos inibidores derivadas de TEM
Penicilinas e Cefalosporinas
2ber NI A de espectro estendido e Nao Nao Aumento da hidrélise a oxymino-B-lactamicos e tazobactam
monobactamicos
2c 2c A Carbenicilina Nao N&o Enzimas que hidrolisam penicilinas e carbenicilina
2ce NI A Carbenicilina e Cefepime Sim Nao Aumento da hidrélise a carbenicilina e cefepime
2d 2d D Cloxacilina Variavel Nao Hidrolisam cloxacilina, levemente inibidas por AC
2de NI D Cefalosporinas _de espectro Variavel e Enzimas que hidrolisam cloxacilina ou o>_<aci|ina e cefalosporinas de
estendido espectro estendido
2df NI D Carbapenémicos Variavel Nao Hidrolisam cloxacilina ou oxacilina e carbapenem
2e 2e A Cefalosporinas .de espectro Sim N&ao Enzimas que hidrolisam cefalosporinases
estendido
2f 2f A Carbapenémicos Sim Nao Serino-enzimas que hidrolisam carbapenémicos
3a 3 B Carbapenémicos Nao Sim MBL que hidrolisam carbapenémicos, mas ndo monobactamicos.
3b 3 B Carbapenémicos Nao Sim MBL que hidrolisam preferencialmente carbapenémicos.
NI 4 Desconhecido

FONTE: Adaptacéo de Bush e colaboradores (2010)°°

AC: acido clavulanico; ESBL: B-lactamases de espectro estendido; MBL: metalo-B-lactamases; NI: ndo informado; TZB:

tazobactam
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Quadro 2 - Principais carbapenemaneses em Enterobacterales

Classe Grupo de enzima Localizacao Espécies encontradas
A SME Cromossomo S. marcescens
IMI Cromossomo e Plasmideo E. cloacae, E. asburiae
NMC-A Cromossomo E. cloacae
KPC Cromossomo e Plasmideo Enterobacterales, Aeromonas spp, P. aeruginosa, Acinetobacter spp
BKC Plasmideo K. pneumoniae
GES Cromossomo e Plasmideo K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa
B IMP Cromossomo e Plasmideo  Enterobacterales, A. caviae, P. aeruginosa, P. putida, Acinetobacter spp
VIM Cromossomo e Plasmideo Enterobacterales, A.hydrophila, P.aeruginosa, P.putida, Acinetobacter spp
SPM Cromossomo e Plasmideo P. aeruginosa
GIM Plasmideo Enterobacterales, P. aeruginosa
SIM Plasmideo Enterobacterales, Acinetobacter spp
KHM Plasmideo C. freundii
NDM Cromossomo e Plasmideo Enterobacterales, Acinetobacter spp
D OXA-23 like Cromossomo e Plasmideo K. pneumoniae, P. mirabilis, Acinetobacter spp
OXA-40 like Cromossomo e Plasmideo K. pneumoniae, Acinetobacter spp, P. aeruginosa
OXA-51 like Cromossomo e Plasmideo K. pneumoniae, Acinetobacter spp, E. cloacae, E. coli
OXA-58 like Cromossomo e Plasmideo K. pneumoniae, E. coli, Acinetobacter spp
OXA-48 like Cromossomo e Plasmideo Enterobacterales, Acinetobacter spp

FONTE: Adaptado de Cornaglia e col’4, Walther-Rasmussen & Hoiby’, Nordmann e col”®, Evans & Amyes® e
http://www.lahey.org/Studies.
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1.5 Limitacdes da deteccao fenotipica de carbapenemases

1.5.1 Teste de sensibilidade

A producdo de carbapenemase pode conferir distintos fendétipos de
resisténcia aos B-lactamicos, dependendo da espécie bacteriana, do nivel de
expressédo, do tipo ou variante da enzima e da presengca de mecanismos de
resisténcia adicionais, como redugcao da permeabilidade, bombas de efluxo
(Quadro 3). Uma CIM

significativamente elevada ou uma zona de inibicdo diminuida para um

e/ou atividade de outras B-lactamases®6126
carbapenémico torna um isolado clinico elegivel para testes adicionais quanto
a producédo de carbapenemases. No entanto, as CIM de carbapenémicos para
os produtores de carbapenemase podem variar dentro de uma ampla gama de
valores, e até mesmo situar-se dentro da faixa de sensibilidade, conforme
pontos de corte estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)*?” e pelo European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST)*?® (Quadro 4). Baixos niveis de resisténcia a carbapenémicos tém
sido freqlientemente observados em EPC'?%-131 Acinetobacter spp produtores

de MBL'3? e OXA'33, e entre P. aeruginosa produtoras de MBL34.

Quadro 3 - Variacdo da CIM dos carbapenémicos em Enterobacterales,
Acinetobacter spp e P. aeruginosa produtoras de carbapenemases adquiridas

Organismo Enzima Concentracgdo Inibitéria Minima (ug/mL)
Imipenem Meropenem Ertapenem
Enterobacterales AmpC neg/MBL 0,5a>64 0,25 a>64 0,5a4
AmpC pos/MBL 1,0 a >64 1,0a>32 SD
AmpC neg/KPC 0,5 a >64 1,0a>32 0,5a>64
AmpC pos/KPC 8,0 a >64 4,0 a 64 8,0 a >64
AmpC neg/MBL 1,0 a >64 05a>64 4,0a>64
Acinetobacter spp MBL 2,0a>64 2,0a>64 NA
OXA 1,0 a>64 1,0 a>64 NA
P. aeruginosa MBL 2,0 a >64 2,0 a >64 NA
KPC >64 >32 NA

MBL: metalo-B-lactamase; NA: ndo avaliado; neg: negativo; pos: positivo; SD:

sem dados sufientes
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Quadro 4 - Ponto de corte para carbapenémicos de acordo com CLSI e
EUCAST??7128

Organismo Carbapenémico Ponto de corte (CIM) (ug/mL)
CLSI (2020) EUCAST (2020)
S (%) R (2) S () R (>)
Enterobacterales Ertapenem 0,5 2 0,5 0,5
Meropenem 1 4 2 8
Imipenem 1 4 2* 4
Acinetobacter spp Ertapenem ND ND ND ND
Meropenem 2 8 2 8
Imipenem 2 8 2 4
P. aeruginosa Ertapenem ND ND ND ND
Meropenem 2 8 2 8
Imipenem 2 8 0,001 4

ND: ndo definido; R: resistente; S: sensivel
*exceto para M. morganii, Proteus spp e Providencia spp (S < 0,001 pg/mL)

Para Enterobacterales, sugere-se que o0s testes fenotipicos para
deteccdo de carbapenemase sejam realizados em isolados que exibem pontos
de corte clinicos ndo sensivel aos carbapenémicos, incluindo o ertapenem, que
€ o marcador mais sensivel*®>. O CLSI recomenda valores de CIM = 1 pg/mL
para ertapenem e/ou CIM = 2 ug/mL para meropenem ou imipenem'?’ e o
EUCAST recomenda valores de CIM = 1 pug/mL para ertapenem e/ou CIM = 4
pug/mL para meropenem sugerindo ainda a utlizacdo do ponto de corte
epidemiolégico (ECOFF: epidemiologic cutoff value) > 0,125 pg/mL para
ertapenem e meropenem, afim de detectar isolados sensiveis produtores de
carbapenemase!?®, Espera-se uma maior sensibilidade com a aplicacdo de
critérios menos rigorosos, embora possam ser obtidos resultados falso
positivos, especialmente com ertapenem?36.137,

As carbapenemases, quando ndo acompanhadas de outras -
lactamases, podem conferir um baixo nivel de resisténcia aos carbapenémicos
(CIM = 0,5 yg/mL) que nao tornam-se evidentes até serem combinados com
outro mecanismo de resisténcia. Por outro lado, a producdo de
cefalosporinases AmpC ou ESBL associada a muta¢gdes ou perdas de porinas
podem aumentar a CIM de um carbapenémico na auséncia de

carbapenemases?'sé,
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Além das caracteristicas peculiares a expressao das carbapenemases
relatadas anteriormente, deve-se ressaltar as limitagdes inerentes aos métodos
de susceptibilidade disponiveis até o momento. A determinacdo da CIM em
isolados produtores de KPC ou MBL pode apresentar baixa reprodutibilidade
para a maioria dos métodos convencionais, bem como resultados discrepantes
entre os métodos!3®-140, Percentuais ndo sensiveis a meropenem (CIM = 2
ug/mL) em isolados produtores de KPC variaram de 93% ao sistema
Microscan® (Beckman Coulter, Brea, CA, EUA) a 20% com Sensititre®
AutoReader (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA), em comparacdo com
100% para microdiluicdo em caldo e difusdo do disco'#*. Embora tenha havido
melhoria usando os pontos de corte revisados em 2010 pelo CLSI, erros muito
graves (falsa sensibilidade) ainda foram observados pelo sistema automatizado
Vitek 2® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) para Meropenem (23.9%)42143, O
uso de critérios mais rigorosos e ‘regras de especialistas” (expert rules)
presentes em alguns sistemas automatizados aumentou a sensibilidade da
deteccédo de EPC, mas com um declinio significativo na especificidade3. Pelo
menos em parte, problemas de reprodutibilidade entre métodos podem ser
devido a um efeito de inoculo e portanto, cuidados especiais devem ser
aplicados na preparagdo de inoculos bacterianos ao teste de sensibilidade,
principalmente quando sistemas automatizados sao utilizados. A subinoculacéo
é a principal causa de resultados falso-negativos na deteccdo de KPC145-147,
Inconsisténcias também foram relatadas para as metodologias de gradiente de
difusdo, usando E-test® (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) em organismos
produtores de KPC, devido ao seu crescimento heterogéneo dificultando sua
interpretacdo’*3148, Os métodos de microdiluicdo em caldo e disco difusdo sé&o
considerados mais confiaveis para a deteccdo de todos os tipos de resisténcia

mediada por carbapenemases.



INTRODUGCAO - 45

1.5.2 Teste de Hodge modificado

O teste de Hodge modificado (MHT) foi o primeiro teste de triagem
recomendado pelo CLSI para deteccdo de Enterobacterales produtoras de
carbapenemase. O teste basea-se na inativacdo de um carbapenémico por
uma cepa produtora de carbapenemase sob investigacdo. Nos ultimos 10 anos
publicacbes demonstraram que o MHT apresentou boa acuracia diagndstica
para deteccdo de Enterobacterales produtoras de KPC, sendo um método
suficientemente sensivel e especifico para regides endémicas?*®. No entanto,
resultados falso-positivos, sdo observados em linhagens produtoras de CTX-M
com reducdo de permeabilidade da membrana externa'®, e resultados falso
negativos em isolados produtores de NDM (particularmente os produtores de
baixo nivel), outras MBL e oxacilinases. Para melhorar o desempenho do MHT
na deteccdo de NDM, foi sugerido a adicdo de Triton X-100 no agar Mueller
Hinton apresentando sensibilidade > 97%?%.

Outra limitacdo consiste na falta de padronizacéo na interpretacéo do
resultado, dada pela visualizacdo, muitas vezes subjetiva, do crescimento da
cepa indicadora em direcdo ao disco do carbapenémico, sobretudo naquelas
com pequeno crescimento, situacdo comum entre as produtoras de
cefalosporinases com alteracdo de porina. Com o intuito de minimizar esta
limitacdo foi conduzido um estudo envolvendo 3 077 ERC em um hospital
universitario brasileiro com cenéario endémico para KPC, propondo um teste de
hodge modificado quantitativo (Q-MHT) através da medigcdo em milimetros do
crescimento da cepa indicadora (E.coli ATCC® 25922) em direcédo ao disco de
ertapenem obtendo sensibilidade de 98,6% e especificidade de 93,7% (AUC:
0,996, IC 95%: 0,994-0,997, p < 0,0001) podendo chegar a 100% de
sensibilidade, 99,7% de especificidade e valor preditivo negativo de 100% no
subgrupo de isolados produtores de KPC152:153,

O MHT requer culturas com crescimento bacteriano puro e néao

consegue distinguir e detectar o tipo de carbapenemase envolvido
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apresentando-se como uma opcéao de baixo custo e acessivel aos laboratorios

de rotina situados em regides endémicas para KPC.

1.5.3 Testes baseados em inibidores

Esses testes sdo baseados no uso de inibidores de B-lactamase e
exibem especificidade em seu efeito hidrolitico, permitindo, portanto, a
caracterizacdo da enzima em relacdo a classe das carbapenemases. A
deteccdo de produtores de MBL por meio de testes de sinergia ou
potencializacdo no formato de disco de difusdo ou diluicio em caldo foi
baseada no uso de compostos como EDTA, compostos de tiol e acido
dipicolinico (DPA) associado a um composto 3-lactamico, geralmente na forma
de um carbapenémico e/ou uma oximino-cefalosporinal®4-1%6,

Os testes baseados em EDTA inibem a hidrélise do B-lactamico,
explorando a dependéncia metaloenzimatica dos ions zinco. Na tentativa de
otimizar a eficiéncia, diferentes métodos tém sido propostos variando em
relacdo a quantidade de inibidor utilizado, as diferentes distancias entre os
discos e o substrato (B-lactamico usado. Em resumo, o teste de sinergia de
duplo disco (DDST) realizado em conjunto com o teste de disco imipenem
combinado com e sem adicdo de EDTA 0,1 M em uma unica placa de agar,
conforme proposto por Franklin e colaboradores (2006)*°7, exibiram alta
sensibilidade e especificidade (100 e 96%, respectivamente). A avaliacéo
subsequente de diferentes testes fenotipicos para a deteccdo de MBL
em Enterobacterales descobriu que o teste de disco combinado (que usou
imipenem / imipenem com 0,5 M EDTA ou ceftazidima / ceftazidima com 0,2 M
EDTA) e o DDST (com um disco de imipenem a uma distancia de 10 mm de
um disco EDTA 0,5 M) foram os métodos mais eficazes'®8. A fita Etest® MBL
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) também foi estabelecida como método
diagnostico aceitavel para a deteccdo de MBL; no entanto, sua sensibilidade é

comprometida em isolados com baixo CIM de imipenem (£ 4
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Hg/mL)*%° podendo tornar-se mais promissor o uso da fita Etest® MBL com
baixas concentracdes de meropenem?®®, Avaliacdo inicial de DPA em testes
baseados em disco usando imipenem, meropenem e ceftazidima como
substratos em Pseudomonas spp e Acinetobacter spp exibiram especificidade
e sensibilidade superiores ou comparaveis aos métodos de triagem fenotipica
baseados em EDTA!6L,

Compostos de acido borénico tém sido usados como inibidores para a
deteccdo e caracterizacdo de carbapenemases do tipo KPC. Na tentativa de
definir e ajustar o método de triagem ideal, diferentes substratos B-lactamicos,
compostos de acido bor6nico, concentragdes de inibidores e distancias entre
os discos foram empregados culminando em definicbes distintas nos critérios
interpretativos. No método proposto por Doi e colaboradores (2008)%?, isolados
de K. pneumoniae produtores de KPC foram identificados e diferenciados com
sucesso dos produtores de AmpC usando meropenem com 300 ug de acido
aminofenilborénico (APBA) e um aumento = 5 mm na zona de
inibicdo. Tsakris e colaboradores (2009)'3, em um estudo comparativo, usou
400ug de PBA como inibidor encontrando no imipenem, meropenem e
cefepime uma sensibilidade e especificidade de 100% . Pasteran e
colaboradores (2009)%¢4 avaliaram APBA em DDST e testes de disco
combinado usando imipenem, meropenem e ertapenem como substratos,
sugerindo que imipenem/APBA com um aumento = 4 mm no didmetro da zona
de inibicdo foi mais eficaz em distinguir KPC, GES, SME, IMI e NMC-A de
outras B-lactamases (ESBL, AmpC e MBL). Uma avaliacdo comparativa de
diferentes compostos de &cido bordnico em diferentes concentragbes (APBA
300 ng, APBA 600 pg e PBA 400 pg) para deteccdo de Enterobacterales
produtoras de KPC considerou o PBA 400 pg o inibidor mais eficaz,
apresentando resultados mais faceis de interpretar6®.

Giske e colaboradores (2011)¢ avaliaram isolados de K. pneumoniae
abrigando KPC, VIM, IMP ou OXA-48 e Enterobacterales resistentes aos
carbapenémicos devido a perda de porina em combinacdo com hiperproducéo
de ESBL ou AmpC, em um teste de deteccao de carbapenemases baseado em

cinco discos com o uso de meropenem sozinho e suplementado com EDTA,
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DPA, APBA e cloxacilina. APBA foi capaz de detectar enzimas KPC quando
uma diferenca de = 4 mm nos diametros das zonas foi considerada como
indicativo de producéo de KPC. Os hiperprodutores de AmpC com perda de
porina também foram positivos no teste APBA, mas, ao contrario dos
produtores KPC, mostraram sinergia com a cloxacilina e o DPA teve um
desempenho melhor do que o EDTA no que diz respeito a especificidade em
isolados produtores de MBL. Além disso, com o objetivo de simplificar a
diferenciacdo das enzimas KPC e MBL, um algoritmo fenotipico empregando
meropenem sozinho e com PBA ou EDTA ou ambos foi projetado®’168 O
aumento da zona de inibicdo em = 5 mm foi considerado um resultado positivo
e esse algoritmo possibilitou ndo s6 a diferenciacdo de MBL dos produtores de
KPC, mas também a deteccdo daqueles isolados com coproducdo dessas
enzimas. A sensibilidade para cepas produtoras de MBL ou KPC foi de 100%
em comparacdo com 96,8% para ambos os produtores de KPC e MBL. A
especificidade para deteccdo de KPC foi de 98,8%.

1.5.4 Método dainativacdo do carbapenémico

O método da inativacdo do carbapenémico, descrito pela primeira vez
em 2015%%° é realizado usando um disco de meropenem incubado por 2 horas
em uma suspensao aquosa de um microrganismo com suspeita de producéo
de carbapenemase. O disco de meropenem é degradado na presenca de
carbapenemase, e na auséncia retém sua atividade antimicrobiana. Apds ser
removido da suspenséo bacteriana € colocado em uma placa de agar Mueller-
Hinton semeada com um organismo indicador sensivel a carbapenémicos.
Apoés a incubacédo overnight, mede-se a zona de inibicdo para determinar se o
meropenem foi hidrolisado (crescimento do organismo indicador préximo do
disco), ou ainda esta ativo (zona de inibicdo em torno do disco). A sua
descricéao inicial relatou resultados muito promissores, demonstrando excelente

sensibilidade e especificidade para a deteccdo de uma variedade de
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carbapenemases?®®. No entanto, estudos posteriores relataram taxas de
deteccdo menores para as carbapenemases do tipo OXA-48, com sensibilidade
variando entre 50% a 91%*’%17t, O CLSI validou o desempenho do teste e
propés modificacbes denominando de método modificado de inativacdo do
carbapenémico (mCIM) em uma avaliagdo multilaboratorial. Foi sugerido o uso
do caldo triptico de soja (TSB) na preparacdo da suspensao bacteriana e a
extensdo do tempo de incubacédo para 4 horas a fim de melhorar a deteccéao de
algumas carbapenemases. Posteriormente, também validou o desempenho do
eCIM realizando a técnica do mCIM acrescido de EDTA?’. A interpretacao do
mCIM e do eCIM deve ocorrer no mesmo momento pois o eCIM s6 devera ser
interpretado quando o mCIM for positivo, ou seja, isolado produtor de
carbapenemase. Recentemente também foi descrito um método simplificado de
inativacdo do carbapenémico (sCIM) para detectar bacilos Gram-negativos
produtores de carbapenemase de maneira mais simples. Este método é
baseado no mCIM com o aprimoramento de procedimentos experimentais, em
vez de incubar o disco de meropenem no meio de cultura liquido, o organismo
a ser testado é espalhado diretamente sob o disco antimicrobiano. Os
resultados apresentaram alta concordancia com a PCR (100%) e com o mCIM
(99,4%), com excecado de um isolado de P.aeruginosa que expressou o0 gene
blavim-472. Estes testes requerem culturas com crescimento bacteriano puro,
requerem incubac&o overnight e apresentam-se como uma opc¢ao de baixo

custo e acessiveis ao laboratorio de rotina.

1.5.5 Métodos bioquimicos colorimétricos

O teste de Carba NP e o Blue-Carba sdo baseados na deteccdo da
atividade da carbapenemase. O teste de Carba NP detecta uma alteracdo no
pH que é acoplada a hidrélise do imipenem. O procedimento de teste consiste
em lise celular seguida de incubacdo do lisado enzimatico com imipenem e

vermelho fenol até 2 horas. O teste em Enterobacterales mostrou que o Carba
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NP foi capaz de detectar todos os isolados testados de uma colecdo mundial
de bactérias que produziam classe A (KPC, NMC, SME e GES), classe B (IMl,
NDM, VIM e IMP) e enzimas da classe D (OXA-48 ou OXA-181) néo
apresentando resultados falsos positivos'’3. O teste de Carba NP também foi
usado diretamente em frascos de hemocultura para carbapenemases da classe
A, B e D, onde este ensaio demonstrou sensibilidade e especificidade de
97,9% e 100%, respectivamente!’®. No entanto, em outro estudo, o teste
produziu resultados ndao-interpretaveis para os isolados cultivados em
MacConkey ou agar Drigalski'’®, sugerindo que esses meios podem afetar o
seu desempenho. Além disso, o0 uso em A. baumannii pode exigir algumas
modificacGes!’®. O Carba NP é um dos testes recomendados para confirmacéo
de isolados produtores de carbapenemase pelo CLSI*?” e EUCAST!?® e pode
ser realizado na maioria dos laboratdrios de microbiologia, sem equipamento
adicional. A principal vantagem em relacdo aos métodos em agar e aos
métodos moleculares é o amplo alcance alvo, pois o resultado do teste sera
positivo, desde que haja carbapenemase suficiente, independentemente da sua
classe. O Carba NP apresenta sensibilidade inferior para certas
carbapenemases da classe D (por exemplo, OXA-48, OXA-58 e OXA-181) e
como desvantagem em comparacdo com métodos moleculares e testes de
inibicdo do disco é a sua incapacidade de diferenciar as enzimas, embora
possa ser alcancado com algumas modificagGes no testel’”. Outra metodologia
semelhante, mas com um protocolo mais simplificado € o Blue-Carba que usa
como indicador o azul de bromotimol. O teste possui uma maior sensibilidade,
inclusive para as carbapenemases de tipo OXA e um tempo de resposta mais

rapido do que o Carba NP, pois ndo ha necessidade da etapa a de extracdo’®.

1.6 Métodos para deteccao de colonizados por ERC e/ou produtores de
carbapenemase

As ERC podem ser transportadas no trato gastrointestinal inferior,

orofaringe, pele e urina®. Os sitios primarios para rastreamento destes
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patogenos defendidos pelo CDC e a Sociedade Européia de Microbiologia
Clinica e Doengas Infecciosas, sdo as fezes ou swab retal ou periretal®*7®.

O método fenotipico baseado em cultura recomendado pelo CDC
consiste na inoculagédo do swab em 5 mL de caldo TSB adicionado de um disco
de ertapenem ou meropenem e apos incubacdo overnight, este caldo é
subcultivado em agar MacConkey, onde somente fermentadores de lactose sao
selecionados. BGN nédo fermentadores que podem abrigar carbapenemases
ndo foram avaliadas neste método sendo validado somente para E. coli e
Klebsiella spp*®. As sensibilidades relatadas para KPC e VIM variaram de
65,6% a 98,8%, com especificidades de 49,6 a 100%'81-182 e para a detecgéo
de OXA-48 a sensibilidade foi de apenas 57,6%'. Embora o método de
enriguecimento em caldo do CDC visasse aumentar a sensibilidade, estudos
demonstram que métodos usando agar seletivo tém um desempenho superior
ou comparavel com a vantagem de ndo necessitar da etapa de
enriquecimento84185

Meios cromogénicos com incorporacdo de substratos de
homogeneizacdo (principalmente glicosideos) liberam pigmento quando
hidrolisados por enzimas bacterianas. Os antibidticos adicionados a estes
meios 0s tornam seletivos para um determinado nivel de resisténcia. Dentre
estes métodos destacam-se com melhores desempenho, o ChromID®*CARBA
(bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) e o Supercarba (bioMérieux, Marcy I'Etoile,
Franca), a menos que a incidéncia de OXA-48 seja alta, merecendo adi¢cdo de
um meio especifico para OXA-48 (por exemplo, ChromID®OXA-48)186:187- Uma
limitacdo dos estudos de desempenho é que frequentemente sdo usadas
amostras de culturas puras, em vez de swabs retais ou periretais.

Assim como 0s meios cromogénicos a semeadura do swab
diretamente sob o agar MacConkey acrescido com discos de carbapenémicos
também sdo opc¢bes para deteccao de colonizados com sensibilidade variando
entre 75,8% a 96,9%, e especificidade entre 73,8% a 100%. Neste caso, a
avaliacdo do crescimento de Enterobacterales ao redor dos 3 carbapenémicos

aumenta o desempenho do teste. Quando avaliado o crescimento somente ao
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redor do imipenem a sensibilidade variou entre 78,3% a 89,5% e especificidade
entre 31,9 a 99,4%188-191,

Dentre as vantagens dos métodos cultivdveis encontram-se a
acessibilidade, simplicidade, baixo custo, detec¢cao de resisténcias emergentes,
capacidade de identificacéo e teste de sensibilidade do patégeno. As limitacdes
consistem na necessidade de testes adicionais para a deteccdo de
carbapenemases, desempenho variavel conforme o tipo e expressdao da
enzima e um elevado “turnaround time” (TAT) impactando prejuizo as praticas
de controle de infeccdo®0.

Ensaios genotipicos automatizados que utilizam a tecnologia de PCR
multiplex, microarray ou amplificacdo isotérmica realizados a partir do swab
retal ou periretal vem sendo incorporados as rotinas laboratoriais para o
rastreamento de colonizados com patdgenos que carregam genes de
carbapenemases trazendo vantagens como agilidade e facilidade na execucéo,
reduzido TAT, alta sensibilidade e especificidade, e identificacdo do tipo de
carbapenemase!®?1% Dentre as plataformas atualmente  disponiveis
encontram-se; Check-Points Health (CHECK-Direct CPE®), Amplex Biosystems
(Eazyplex SuperBug complete A®, Eazyplex Superbug complete B®), Becton
Dickinson (BD MAX® CRE) e Cepheid (Xpert Carba-R®)193-197,

Como parte dos esforcos para prevencdo de ERC alguns paises,
como Israel, exigem que estes isolados sejam submetidos a determinacao do
gene de carbapenemase nao confiando apenas na determinacao fenotipica e o
CDC incentiva, mas nao exige, que os laboratérios rastreiem a presenca de
carbapenemase especificas como KPC, NDM e OXA-481%8,

A escolha do método para deteccdo de colonizados depende do
patdgeno prevalente, das estratégias do servico de controle de infeccao
hospitalar, estrutura do laboratério de microbiologia e recursos alocados para
monitoramento destas vigilancias.

Em nosso servico, o rastreamento de colonizados com ERC é
realizado através da cultura de vigilancia com um TAT variando entre 48 a 120
horas, periodo em que o paciente é mantido sob precaucédo de contato. Diante

deste cenario, a incorporacdo de método genotipico automatizado, com
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resultado liberado no mesmo dia, apresenta um potencial impacto no manejo
destes pacientes além da caracterizacdo epidemiolégica local dos genes de
resisténcia. Apesar dos claros beneficios contemplados, se faz necesséria a
analise de acuracia diagnostica na populacdo local, bem como analise
comparativa com o método baseado em cultura a medida que a resposta
microbiol6gica difere entre eles (genoétipo versus fendtipo), justificando-se a
necessidade do presente estudo.



2 OBJETIVOS
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Os objetivos dessa tese sao:

e Avaliar o desempenho diagnéstico do ensaio Xpert Carba-R® para
deteccdo de genes codificadores de carbapenemases diretamente do
swab retal

e Correlacionar os resultados obtidos pelo Xpert Carba-R® com a cultura
de vigilancia e caracterizar os microrganismos recuperados de amostras

com resultados discrepantes entre as metodologias

e Mensurar as indicacbes de precaugcao de contato relacionada a Gram-
negativo multirresistentes produtores de carbapenemases a partir de

método genotipico em comparacédo ao fenotipico.



3 METODOS
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3.1 Tipo do estudo

O estudo foi prospectivo, de teste diagndstico com andlise comparativa

independente e cega entre metodologias.

3.2 Local do estudo

O estudo foi realizado no laboratério de microbiologia da Divisdo de
Laboratério Central do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Séao Paulo (DLC HC-FMUSP). O HC-FMUSP é um complexo
hospitalar publico, universitario, de referéncia terciaria, conveniado ao Sistema
Unico de Saude, com aproximadamente 2 200 leitos e formado por sete
institutos, dois hospitais auxiliares, laboratérios de investigacdo meédica,

unidades especializadas e areas de apoio.

3.3 Espécimes clinicos, populacéo e periodo

Durante 4 meses, abril a julho de 2016, swabs retais de pacientes
internados nas Unidades de Terapia Intensivas e Unidades de Transplantados
(UTI/UT), considerada cenario de alto risco para aquisicdo de carbapenemase
e de pacientes internados no pronto socorro (PS), considerado cenério de
baixo risco para aquisi¢do de carbapenemase foram analisados neste estudo.

3.4 Critério de inclusédo e excluséao

Foram incluidas as amostras clinicas que apresentavam as seguintes

condicodes:
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e solicitacdo de cultura de vigilancia para Enterobacterales
resistente a carbapenémicos (CV-ERC);
e coletas realizadas dentro das primeiras 24 horas de internagao

para os pacientes admitidos no pronto socorro.

Foram excluidas as amostras clinicas que apresentavam as seguintes
condicoes:

e coletas de swab retal pareada a swabs de orofaringe, virilha, axila
e perineo;

e Swabs encaminhados para CV-ERC e vigilancia de Acinetobacter
spp e P.aeruginosa resistente a carbapenémicos;

e amostras de pacientes com resultados previamente positivos para
CV-ERC detectadas no periodo do estudo.

3.5 Coletadas amostras

Os pacientes internados nas UTI/UT tiveram um Gnico swab retal
coletado seguindo a rotina determinada pelo Grupo de Controle de Infeccéo
Hospitalar (GCIH) do complexo HC-FMUSP contemplando o protocolo do
Plano de Reducdo de Patdégenos Multirresistentes (Anexo A). Para o0s
pacientes internados no PS, devido ao maior niUmero de coletas previstas, um
par de swab retal foi randomicamente coletado para agilizar o processamento
dentro do laboratério. Uma equipe processou as culturas de vigilancia e outra o
método molecular. A CV-ERC de pacientes admitidos no PS ndo esta
contemplada na rotina estabelecida pelo GCIH e fez parte de um estudo de
prevaléncia, fator de risco e taxa de aquisicdo de ERC no PS*%9,

Em ambos os cenarios, os swabs retais foram coletados na admissao
e semanalmente (transversal) para os pacientes que permaneciam internados

com CV-ERC negativa. As coletas foram realizadas por profissionais da equipe
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de enfermagem. O pedido da cultura de vigilancia foi realizado por médicos da
GCIH.
As amostras foram coletadas usando um swab de rayon em meio

agar gel Stuart® (Venturi Transystem;Copan, CA).

3.6 Aspectos Eticos

Essa pesquisa foi aprovada pela Comisséo de Etica para Anélise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hospital das Clinicas e
da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.

O termo de consentimento livre e esclarecido assinado pelo paciente
admitido no Pronto Socorro ou pelo seu representante legal e pelo pesquisador

responsavel foi arquivado, ficando sob a sua guarda.

3.7 Método de referéncia: PCR in house realizado a partir da CV-ERC em

caldo de enriquecimento tioglicolato sem antibiotico

3.7.1 Culturade vigilancia

A cultura de vigilancia foi adaptada do método preconizado pelo
CDC?80, Swabs retais foram inoculados em 10 mL de caldo de enriquecimento
tioglicolato (OXOID LTD, Basingstoke, Hampshire, England) com resarzurina
sem discos de carbapenémicos. Os tioglicolatos incubados overnight por 12 a
18 horas a 36 = 1 °C foram subcultivados em placas de agar MacConkey
(bioMerieux Marcy-L’Etoile, France) por esgotamento usando alga de 10 pL.

Sobre a superficie do meio ja semeado foram adicionados discos de ertapenem
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(10 pg), imipenem (10 pg) e meropenem (10 pg) (OXOID LTD, Basingstoke,
Hampshire, England).

Os discos de carbapenémicos foram estrategicamente posicionados.
O ertapenem, como marcador mais sensivel, foi posicionado no primeiro
guadrante onde inicia-se o0 esgotamento e portanto, concentrando a maior
guantidade de unidades formadoras de colonia (UFC), seguido do meropenem
e imipenem no segundo e terceiro quadrante, respectivamente.

Resultados negativos foram considerados para Enterobacterales que
apresentaram halos de sensibilidade para todos os carbapenémicos e
resultados positivos para Enterobacterales que apresentaram halos néo
sensiveis para ertapenem (< 21 mm), imipenem ou meropenem (< 22 mm)
segundo pontos de corte clinicos preconizados pelo CLSI documento M100%?.
Os microrganismos foram identificados e submetidos ao teste de sensibilidade,
e testes fenotipicos para carbapenemase (Q-MHT e EDTA). As etapas que
envolvem a cultura de vigilancia estao elucidadas na Figura 2.

Apds o processamento, 0s recipientes de transporte original (agar gel
Stuart), os caldos tioglicolatos e as placas de MacConkey foram armazenados
sob refrigeracéo (2 a 8 °C) por 7 dias para novos subcultivos, se necessario e
apos esse periodo, 2 mL do caldo tioglicolato e os microrganismos cultivados
foram armazenados em freezer -80 °C para eventuais repeticdes ou aplicagéo
de novos testes.

A interpretacdo das culturas de vigilancia foi realizada por colaboradores

gue desconheciam os resultados moleculares respectivos a cada amostra.



METODOS - 61

Swab retal

MacConkey com
discos de
carbapénemicos

Halos screening
Ertapenem: <21 mm  Vitek 2 MS®

Imipenem: <22 mm
Meropenem < 22 mm l

Tioglicolato Tioglicolato
apés

incubagéo

“overnight’

FONTE: HC FMUSP, S&o Paulo

Figura 2 - Processamento da cultura de vigilancia

3.7.2 Identificacdo bacteriana

Os isolados bacterianos recuperados da CV-ERC foram identificados
pelo Vitek MS® (bioMerieux Marcy-L’Etoile, France) através da metodologia de
espectrometria  de  massa  MALDI-TOF (Mass  Assisted Laser
Desorption/lonization). Os espectros de massas foram obtidos e processados
pelo software Myla® (BioMérieux, Franca), e posteriormente comparados ao
banco de dados com espectros de referéncia para a identificacdo de espécie.
Os resultados produzidos pelo VITEK MS® sdo divididos em categorias como
“good identification (ID)”, quando espectro de massa criado encontra perfeita
correlagdo (99,9% valor de probabilidade, valor de confianca), discriminagcao
baixa ou low discrimination (> 60% - 99,8% de probabilidade, valor de
confianga) ou “no ID” (< 60% de probabilidade, valor de confianca).
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3.7.3 Teste de sensibilidade

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizado no sistema
Vitek 2 XL® (bioMerieux Marcy-L Etoile, France) através dos cartdes AST-239®
(bioMerieux Marcy-L’Etoile, France). Na presenca de Enterobacterales
sensiveis a carbapenémicos produtores de carbapenemase foram realizados
também os métodos de disco-difusdo (Kirby-Bauer) e elipsométrico através da
fita E-test® (bioMerieux Marcy-L’Etoile, France).

Para realizacdo do teste de sensibilidade os isolados bacterianos
foram suspensos em 3 mL de solucao fisiolégica 0,45% para obtencédo de uma
turvacdo correspondente a escala 0,5 McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Esta
suspensado foi semeada em agar Mueller Hinton (OXOID LTD, Basingstoke,
Hampshire, England) e/ou inserida no equipamento para a obtencdo e
interpretacdo da CIM aos antimicrobianos. Os resultados foram interpretados
de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo CLSI, documento
M100%?7.

3.7.4 Testes fenotipicos para detec¢cdo de carbapenemases

3.7.4.1 Teste de Hodge modificado quantitativo

O teste de Hodge modificado quantitativo (Q-MHT) foi realizado nas
Enterobacterales resistentes a carbapenémicos e naguelas que apresentaram
sensibilidade mas que foram detectadas como produtoras de carbapenemases
pelo método molecular. A confec¢cdo do método seguiu as recomendacdes do
CLSI*?” e a interpretacdo foi realizada quantitativamente conforme Cury e
colaboradores (2014)%3. Um disco de ertapenem (10 pg) foi inserido em agar
Mueller Hinton sob uma suspenséo da Escherichia coli ATCC® 25922 na escala

0,5 McFarland. A partir deste disco foi realizada uma estria grosseira com um
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swab impregnado de 3 a 5 colénias do isolado a ser investigado a partir de uma
cultura com tempo de incubacé&o de 18 a 24 horas.

A interpretacdo do Q-MHT foi realizada através da medicdo em
milimetros (mm) do crescimento da cepa indicadora (E.coli ATCC® 25922) em
direcdo ao disco de ertapenem (Figura 3). Os resultados foram classificados
em; positivo, crescimento de 0 a 5 mm; inconclusivo, crescimento de 6 a 10
mm e negativo, crescimento = 11 mm.

A cada ensaio foi utilizado controle positivo K.pneumoniae ATCC®
BAA-1706 e controle negativo K.pneumoniae ATCC® BAA-1705.

| LN
FONTE: HC FMUSP, Sao Paulo

Figura 3 - Medicéao e interpretacdo do Q-MHT

3.7.4.2 EDTA

O teste de inibicdo com EDTA foi aplicado nas Enterobacterales néo
sensiveis a carbapenémicos. Uma solucao de 50 mL de EDTA 0,1 M foi
preparada e distribuida em aliquotas de 1 a 2 mL. Em uma placa de agar
Mueller Hinton foi espalhada homogeneamente uma suspensao bacteriana

com turbidez equivalente a 0,5 da escala de McFarland e colocado dois discos
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de meropenem (10 pg) sob sua superficie. Em seguida, 10 pl da solucéo de
EDTA foi pipetada sob um dos discos de meropenem e incubado por 18 a 24
horas a 36° +/-1 °C*°8,

Isolados com diferenca de didmetro =2 5 mm no meropenem com
EDTA em relacédo ao meropenem sem EDTA foram interpretados como positivo
para inibicAo com EDTA e, portanto potenciais produtores de metalo-3-
lactamases (Figura 4) e isolados que apresentaram diferenca < 5 mm foram
interpretados como negativos. A cada ensaio um controle positivo de
Providencia rettigeri previamente caracterizada como produtora de NDM-1, foi

testado.

FONTE: HC FMUSP, Sao Paulo

Figura 4 - Teste de EDTA positivo em cepa produtora de NDM

3.7.5. Reacdo em Cadeia da Polimerase in house

A PCR in house foi realizada a partir de organismos provenientes da
cultura de vigilancia e/fou a partir do caldo tioglicolato de acordo com as

condi¢Oes descritas no Quadro 5.
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Quadro 5 - Método de referéncia: PCR in house a partir da CV-ERC
Método de referéncia

Xpert Carba-R® CV-ERC PCR in-house realizado em:
Positivo Positivo ERC (A)
Positivo Negativo OSsC (B)
Negativo Positivo ERC e tioglicolato ©
Negativo Negativo tioglicolato (D)

(A) Se Xpert Carba-R® e CV-ERC positivas, a PCR in house foi realizado a
partir das ERC,;

(B) Se Xpert Carba-R® positivo e CV-ERC negativo, a PCR in house foi
realizada a partir de OSC para investigar a presenca de carbapenemases
nestes isolados;

(C) Se Xpert Carba-R® negativo e CV-ERC positivo, a PCR in house foi
realizada a partir das ERC e do tioglicolato para confirmar a auséncia de
carbapenemase nestes isolados e na amostra clinica;

(D) Se Xpert Carba-R® e CV-ERC negativas, a PCR in house foi realizada a
partir do tioglicolato para confirmar a auséncia de genes na amostra.
CV-ERC: cultura de Vvigilancia para Enterobacterales resistente a

carbapenémicos; OSC: organismos sensiveis a carbapenémicos

Através da PCR single-plex, foi investigada presenca dos genes
blagpc, Dblaypom, Dblayw, blagxass € blaye.;, utilizando sequéncias de
oligonucleotideos descritos no Quadro 6. A extracdo do DNA gendmico foi
realizada utilizando a metodologia de fervura, da seguinte maneira: (I) para os
isolados bacterianos; uma al¢a calibrada de 10 pL de in6culo bacteriano foi
diluida em 400 pL de agua ultrapura e aquecidas a 95 °C por 15 minutos. (ll)
para o caldo tioglicolato; 2 mL do tioglicolato foi centrifugado a 13 000 rpm por
3 minutos, sendo desprezado o sobrenadante e o pellet lavado com agua
estéril, esta solucdo foi novamente centrifugada a 13 000 rpm por 3 minutos, e
0 sobrenadante desprezado, o novo pellet foi ressuspendido em solucéo
fisioldégica estéril 0,4% para retirar possiveis interferentes, esta nova solugao
turva foi aquecida a 95 °C por 10 minutos. ApGs a extracdo, as amostras foram
centrifugadas a 13 000 rpm por 3 minutos e 200 pl do sobrenadante foi
recuperado e armazenado em freezer -80 °C até sua utilizacdo. A quantificacdo
de DNA foi realizada por espectrofotometria utilizando Espectrofotémetro
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). A reagdo de PCR constou de 10 pL de
GoTag Green Master Mix (Promega), 0,5 uM de cada oligonucleotideo (20
pmol; Invitrogen), 1 pL de DNA e &gua ultrapura para completar volume final de
20 pL. A ciclagem para cada par de primers foi realizada em termociclador
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Verit® (Applied Biosystems). Os amplicons foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose 1,5%, corado com Syber Safe e posteriormente visualizados
sob luz ultravioleta e fotodocumentados utilizando o equipamento Alpha
Innotech® — Alphalmager. Em cada reacédo de PCR foi utilizado controle interno

positivo e controle negativo.

Quadro 6 - Sequéncia de oligonucleotideos e suas respectivas temperaturas de

anelamento.

Iniciador  Seq. de oligonucleotideos (5’- 3°’) Fragmento

Termociclagem

Referéncia

KPC_F GTCACTGTATCGCCGTCTAG
KPC_R CAATCCCTCGAGCGCGAGTC

859 pb

95°C-10m

95°C-30s
53°C-30s
72°C-1m

72°C-10m

35X

Castanheira e col. (2008)200
Castanheira e col. (2008)20%0

NDM_F GGCGTTAGATTGGCTTACACC
NDM_R CTGGGTCGAGGTCAGGATAG

1146 pb

95°C-10m

95°C-30s
56°C-30s

72°C-1:30m

72°C-10m

35X

Monteiro e col. (2012)201
Monteiro e col. (2012)201

IMP_F GAGTGGCTTAATTCTCRATC
IMP_R AACTAYCCAATAYRTAAC

120 pb

95°C-10m

95°C-30s
55°C-30s
72°C-3m

72°C-10m

35X

Monteiro e col. (2012)201
Monteiro e col. (2012)201

VIM_F GTTTGGTCGCATATCGCAAC
VIM_R AATGCGCAGCACCAGGATAG

382 pb

95°C-10m

95°C-30s
55°C-30s
72°C-3m

72°C-10m

35X

Monteiro e col. (2012)201
Monteiro e col. (2012)201

OXA-48_F TGTTTTTGGTGGCATCGAT
OXA-48_R GTAAMRATGCTTGGTTCGC

177 pb

95°C-10m

95°C-30s
50°C-30s
72°C-1m

72°C-10m

35x

Monteiro e col. (2012)201
Monteiro e col. (2012)201

col: colaboradores; F: foward; pb: pares de bases; R: reverse. Seq.: sequéncia.
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3.8 Sistema Gene Xpert®

A plataforma automatizada de PCR em tempo real utilizada para
deteccdo dos genes de carbapenemases foi o sistema Gene Xpert® (Cepheid,
Sunnyvale, CA). O equipamento automatiza e integra as etapas de preparacao
de amostras, extracdo, amplificagcdo de &cidos nucléicos e a deteccdo das
sequéncias alvo a partir de isolados bacterianos ou diretamente de espécimes
clinicos. Os sistemas sdo constituidos por um instrumento, um computador e
software pré-carregado para executar testes e visualizar os resultados (Figura
5). O software € usado para inserir informacdes do paciente, monitorar o
processo do teste, visualizar, imprimir, exportar os resultados e gerar relatorios.
O sistema requer a utilizacdo de cartuchos descartaveis, de uso Unico, que
contém os reagentes da PCR e onde decorre todo o processo analitico. Os
cartuchos séao independentes e autocontidos para minimizar a contaminacao

cruzada entre amostras (Figura 6).

FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-
tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r?°2

Figura 5 - Sistema Gene Xpert®


https://www.google.com.br/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=2ahUKEwjQv8rL05zaAhUGPJAKHfcpA_cQjRx6BAgAEAU&url=https://www.agorams.com.br/saude-recebe-equipamento-para-detectar-o-bacilo-de-koch%E2%80%8B/&psig=AOvVaw2_JKJOrs2C-OOQkUVRxx8P&ust=1522793407128902
http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
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FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-
tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r?°2

Figura 6 - Estrutura do cartucho Gene Xpert®

O ensaio Xpert Carba-R® (Cepheid, Sunnyvale, CA) avaliado no
instrumento Gene Xpert® é um teste de diagndstico qualitativo, aprovado pelo
Food and Drug Administration (FDA), desenvolvido para a deteccdo e
diferenciacdo das seqiiéncias genéticas de blakpec, blanom, blaviv, blame €
blaoxa-4s (incluindo a OXA-181 e variantes da OXA-232). O teste é utilizado
para identificar individuos colonizados com organismos produtores de
carbapenemases, incluindo pelo menos 91 genes dentre estas 5 familias de
carbapenemase.

O Xpert Carba-R® identifica o DNA bacteriano através de uma reacao
em cadeia de polimerase em tempo real com deteccéo fluorogénica do DNA
amplificado e inclui reagentes, iniciadores e sondas, bem como um controle
interno de processamento da amostra, Sample Processing Control (SPC) que
contém esporos de Bacillus globigii na forma de uma bead seca incluida em
cada cartucho para verificar o processamento adequado da amostra, garantir a
lise bacteriana, indicar a presenca de inibidores na reacdo de PCR, assegurar
gue as condi¢cdes da reacdo como temperatura e tempo estdo apropriadas para
a amplificacao e que os reagentes estejam funcionais. O SPC deve ser positivo
em uma amostra negativa e pode ser negativo ou positivo em uma amostra

positiva.


http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
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Um outro controle interno adicional, € o controle de verificacdo da
sonda, Probe Check Control (PCC), antes do inicio da PCR, o sistema
GeneXpert® mede o sinal de fluorescéncia das sondas para monitorar a
reidratacdo das esferas, o preenchimento do tubo de reacédo, a integridade da
sonda e a estabilidade do corante. A verificacdo da probe é aprovada se
atender aos critérios de aceitacao atribuidos.

O processamento das amostras acontece nas seguintes etapas:

() Os swabs retais sdo imersos no frasco Xpert Carba-R® sample reagent
(Cepheid, Sunnyvale, CA) e agitados no vortex em alta velocidade por 10
segundos;

(I Em seguida sdo transferidos, com wuma pipeta descartavel,
aproximadamente 1,7 mL da amostra liquida para a camara de amostra do
cartucho;

(1) Apés o fechamento da tampa, o cartucho é carregado em um maodulo do
sistema GeneXpert®, e a reacdo de PCR comeca automaticamente ao fechar a

porta do médulo (Figura 7).
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FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-
tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r?°2

Figura 7 - Etapas do processamento do swab retal no Xpert Carba-R®

Os resultados séo interpretados pelo sistema GeneXpert® a partir da

medicao de sinais fluorescentes e algoritmos de calculo incorporados que sédo


http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinical-ivd-tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r
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mostrados na janela “Visualizar Resultados”. Os tipos de resultados que
podem ser esperados séo:
- “Detectado”™ quando detectado pelo menos um gene alvo;
- “Nao detectado”: quando n&o detectado nenhum gene alvo;
- “Invalido™: quando nao detectado amplificacdo por PCR da sequéncia de
DNA do SPC;
- “Error”: quando um ou mais resultados da verificagdo do probe falharam
através do PCC;
- “No result”: quando dados insuficientes foram coletados para produzir um
resultado de teste (por exemplo, o operador interrompeu um teste que estava
em andamento ou ocorreu uma falha de energia).

A amplificacdo do DNA alvo pela PCR em tempo real gera um valor
de threshold cycle (Ct) e um end point (ponto final) de fluorescéncia. Os
resultados sao relatados individualmente para os 5 genes alvos em formatos

tabulares e graficos (Figura 8).
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FONTE: http://www.cepheid.com/us/cepheid-solutions/clinica_l-ivd-
tests/healthcare-associated-infections/xpert-carba-r?°2

Figura 8 - Curva mostrando Ct e fluorescéncia em amostra positiva para o gene
blavim
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Apos inoculacdo das amostras, os frascos de tampé&o de amostras,
Xpert Carba-R® sample reagente, foram armazenados sob refrigeracéo (2 a 8

°C) por 4 dias para repeticdo, se necessario.

3.9 Etapas do processamento das amostras

Ao entrarem no laboratério, os swabs foram avaliados quanto a
guantidade de fezes visiveis e imediatamente processados. Quando coletado
um Unico swab retal, este foi primeiramente inoculado no Xpert Carba-R®
sample reagente e em seguida no caldo tioglicolato para processamento da

cultura de vigilancia conforme demonstrado na Figura 9.

Incubacéo
overnight

Cultura de
Vigilancia

Caldo

tioglicolato

Swab
Retal

FONTE: HC FMUSP, S&o Paulo

Figura 9 - Processamento das amostras quando coletado um unico swab

Quando coletado um par de swab retal o processamento aconteceu

da seguinte maneira; o swab n°l, (escolhido aleatoriamente) foi inoculado no
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Xpert Carba-R® sample reagent e o swab n°2 foi inoculado no caldo tioglicolato

para a realizacéo da cultura de vigilancia conforme demonstrado na Figura 10.

E=——mu r\
e cee Incubacao
53588
%’%ﬁ%&é overnight
E

Cultura de
Swab

— A= Vigilancia
retal 2 Xpert Carba-R Caldo tioglicolato

FONTE: HC FMUSP, Séo Paulo

Figura 10 - Processamento de amostras quando coletado um par de swab

3.10 Interpretacéao, resultados discrepantes e testes investigacionais

3.10.1 Xpert Carba-R® e método de referéncia

Resultados concordantes foram definidos como um resultado obtido
pelo Xpert Carba-R® que foi confirmado pelo método de referéncia (verdadeiro
positivo e negativo) e resultados discrepantes foram definidos como um
resultado obtido pelo Xpert Carba-R® que ndo foi confirmado pelo método de
referéncia (falso positivo e negativo).

Diante de resultados discrepantes, testes adicionais de investigacao

foram propostos conforme listados no Quadro 7. Antes de aplicar qualquer
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teste investigacional, todos resultados discrepantes foram repetidos pelo Xpert
Carba R®.

Quadro 7 - Interpretacéo e investigacdo de resultados discrepantes entre Xpert
Carba-R® e método de referéncia.

Xpert Carba-R® Meétodo referéncia Interpretacdo Testes investigacionais

Positivo Positivo Concordante N&o realizado
RT-PCR, CV-ERC(r), PCR in

Positivo Negativo Discrepante house e Xpert Carba-R®
Negativo Negativo Concordante Nao realizado

, . . Seq.DNA, CV-ERC(r), PCR
Negativo Positivo Discrepante -

CV-ERC(r): repeticéo da cultuta de vigilancia para Enterobacterales resistente
a carbapenémicos; RT-PCR: Fast Real-Time PCR®; Seq.DNA: sequenciamento
de DNA

Como Xpert Carba-R® é um método de PCR em tempo real e,
portanto apresenta sensibilidade analitica maior que a PCR in house, diante de
um resultado positivo com método de referéncia negativo foi utilizado um novo
PCR em tempo real através do Fast RT-PCR® (Applied Biosystems).
Concomitantemente, a cultura de vigilancia foi repetida e o0s organismos,
resistentes ou sensiveis, foram submetidos a PCR in house e Xpert Carba-R®
(Figura 11).

Quando Xpert Carba-R® foi negativo e o0 método de referéncia positivo
os amplicons produzidos pela PCR in house foram selecionados para investigar
alelos variantes e a cultura de vigilancia ressemeada. Os organismos
recuperados foram submetidos a PCR in house.

Diante de resultados discrepantes, um verdadeiro resultado positivo
ou negativo obtido pelo ensaio Xpert Carba-R® foi definido pelo resultado final
dos testes investigacionais e quando obtido resultados falso positivos a historia
clinica dos pacientes foi acompanhada por 6 meses através do prontuario

eletronico.
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3.10.2 Xpert Carba-R® e cultura de vigilancia

Como Xpert Carba-R® é um teste genotipico e, portanto detecta
auséncia e presenca de gene, enquanto a CV-ERC é um método fenotipico,
gue detecta resisténcia ou sensibilidade aos antimicrobianos, culturas de
vigilancia positivas ou negativas podem apresentar testes genotipicos

negativos ou positivos como demonstrado no Quadro 8.

Quadro 8 - Possiveis fenétipos associados a métodos genotipicos e CV-ERC

Métodos Genotipicos CV-ERC Possivel Fendtipo
Positivo Positivo ERC-PC
Positivo Negativo ESC-PC
Negativo Positivo ERC nédo PC
Negativo Negativo ESC néo PC

ERC-PC: Enterobacterales resistente a carbapenémicos produtora de
carbapenemase; ESC-PC: Enterobacterales sensivel a carbapenémicos
produtora de carbapenemase; ERC nao PC: Enterobacterales resistente a
carbapenémicos nao produtora de carbapenemase; ESC ndo PC:
Enterobacterales sensivel a carbapenémicos ndo produtora de carbapenemase

Embora resultados discrepantes sejam aceitaveis entre as
metodologias genotipicas e baseadas em cultura, testes investigacionais foram
aplicados para avaliar a correlagdo entre os métodos e caracterizar o
mecanismo de resisténcia presente nestes isolados. Para isso, foram
considerados resultados concordantes; CV-ERC positiva com deteccdo de
gene de carbapenemase e CV-ERC negativa com auséncia de genes de
carbapenemases. Resultados discrepantes foram considerados em CV-ERC
positiva sem a deteccéo de genes de carbapenemase e CV-ERC negativa com
deteccado de genes de carbapenemases.

Diante de resultados discrepantes, testes adicionais de investigacao

foram propostos conforme Quadro 9.
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Quadro 9 - Interpretacao e investigacao de resultados discrepantes entre Xpert
Carba-R®e aCV-ERC.

Xpert Carba-R® CV-ERC Interpretacéo Testes Investigacionais

Positivo Positivo Concordante Nao realizado
Reavaliagédo da placa primaria
da CV-ERC, PCR in house,

Positivo Negativo Discrepante Seq. DNA, CV-ERC(1) e
Xpert Carba-R®

Negativo Negativo Concordante N&o realizado

Negativo Positivo Discrepante PO I oS,

Xpert Carba-R® e SCG

CV-ERC(r): repeticdo da cultura de vigilancia para Enterobacterales resistente
a carbapenémicos; SCG: sequenciamento completo do genoma; Seq.DNA:
sequenciamento de DNA.

Como a triagem da cultura € um processo operador-dependente uma
reavaliacdo das placas primarias da CV-ERC foi realizada quando Xpert Carba-
R® foi positivo e a cultura de vigilancia negativa, se a discrepancia fosse
mantida entdo PCR in house dos isolados sensiveis e sequenciamento do DNA
foram realizados. Aquelas com resultados negativos foram submetidas a
repeticdo da cultura e os isolados recuperados, sensiveis e resistentes, foram
analisados em nova PCR in house e Xpert Carba-R® (Figura 11).

Quando Xpert Carba-R® foi negativo e a cultura de vigilancia positiva
uma nova PCR in house e Xpert Carba-R® foi realizada a partir das ERC para
confirmar a auséncia de carbapenemase e estas, posteriormente foram
encaminhadas ao sequenciamento completo do genoma bacteriano (SCG)
para analisar 0 mecanismo de resisténcia apos a selecdo de isolados néo
clonais pelo pulsed field gel electrophoresis (PFGE) (Figura 11).
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Fluxo de anélise e interpretacdo dos resultados: Xpert Carba-R®, CV-ERC, PCR in house e testes investigacionais.

Concordantes com a CV-ERC Discordantes com a CV-ERC
Xpert Carba-R® (+) e CV-ERC (+) | | Xpert Carba-R® (-) e CV-ERC (-) | Xpert Carba-R® (+) e CV-ERC (-) Xpert Carba-R® (-) e CV-ERC (+) |
l A ) | |
| PCR in house (ERC) | (A) | PCRin house (o) (D) Reavaliagio da placaprimiria | ! PCRin house (o ¢ ERQ) (0

............... IV N Y\ W W
/ \ Pos Pos Neg Pos

| Seq. DNA || CV-ERC(r) e PCR (|so|ad05].| Crmrmrmemm A Xpert Carba—R‘@{ERC]‘
I 3

. /\‘ ............... - \

v v | Verdad.eiro |4... 5 / \ |N/| »
: 5 eg os |-+
! !

'—'—F'I—'—'li—'v—('j—d'—'—: I._.Nig.aiv.o_.j ! Neg Pos
! also . erdadeiro | N ——— e — |
Positivo | | |  Positivo ] ! | Falso | / N\ v v
....... S i | . . ry A | |
[ Negativo | | CV-ERC(r) || RT—PCR.l Seq. DNA PFGE
A 44 . N O |
S S S A N v
' i A Al
| I 5 ememmees “tmmooome- ‘| PCRin house e SCG
Xpert Carba-R® :
_________________ | (isolados)
Pos | Neg |

® :teste investigacional para resultados discrepantes entre Xpert Carba-R® e método de referéncia A :teste investigacional para resultados discrepantes entre Xpert Carba-R” e CV-ERC

Figura 11 - Fluxo de andlise e interpretacdo dos resultados obtidos pelo Xpert Carba-R®, CV-ERC, PCR in house e testes
investigacionais.

(A) (B) (C) (D): método de referéncia (Quadro 5); CV-ERC(r): repeticdo da CV-ERC; Neg (-): negativo; OSC: organismos sensiveis aos
carbapenémicos; PCR: PCR in house; Pos (+): positivo; PFGE: pulsed field gel electrophoresis; RT-PCR: Fast Real-Time PCR®; SCG:

sequenciamento completo do genoma; Seq.DNA: sequenciamento do DNA, tio: tioglicolato. .
NOTA: testes investigacionais estao destacados em cinza
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3.11 Testes investigacionais

3.11.1 Reavaliagao e repeticdo da cultura de vigilancia, PCR in

house e Xpert Carba-R®

Como a interpretacdo das culturas foi realizada por colaboradores que
desconheciam os resultados moleculares, ou seja, interpretacdo sem tendéncia
de interpretacdo, uma reavaliacdo das placas primarias (semeadura inicial do
agar MacConkey) foi realizado pelo pesquisador do estudo em até 24 horas da
leitura.

Apés a reavaliagdo das placas primarias, as amostras mantendo
resultados discrepantes, foram repetidas. A repeticdo da cultura foi realizada
através da ressemeadura do caldo tioglicolato original, armazenado sob
refrigeracao, a fim de confirmar o resultado inicial.

A PCR in house e Xpert Carba-R® como teste investigacional, foi
realizada a partir dos isolados bacterianos sensiveis ou resistentes, provindos
da semeadura inicial ou ressemeadura, para confirmar a presenca de ESC-PC,
ERC-PC ou ERC n&o-PC obtidos pelo método de referéncia?0201

3.11.2 Applied Biosystems 7500® Fast Real-Time PCR

O equipamento ABI 7500® Fast real-time PCR instrument (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA) realiza PCR em tempo real quantitativo com
sistemas de ciclagem térmica e software responsivo para uma vasta gama de
aplicacdes podendo fornecer resultados em menos de 36 minutos e garantir

uma condutividade térmica uniforme nessas altas velocidades (Figura 12).
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| |

FONTE: HC FMUSP, Sao Paulo

Figura 12 - Equipamento ABI 7500® Fast real-time PCR instrument (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA)

As amostras foram submetidas a um ensaio multiplex baseado em
Tagman para pesquisa dos genes blakpc e blanom em uma unica reacgéo a partir
do caldo tioglicolato. A extracdo do DNA gendmico foi realizada utilizando a
metodologia de fervura, da seguinte maneira: 2 mL do caldo tioglicolato foi
centrifugado a 13 000 rpm por 3 minutos, sendo desprezado o sobrenadante e
o pellet lavado com agua estéril, esta solucéo turva foi novamente centrifugada
a 13 000 rpm por 3 minutos, desprezado o sobrenadante e o novo pellet foi
ressuspendido em solucdo fisiolégica estéril 0,4% para retirar possiveis
interferentes, esta nova solugéo foi aquecida a 95 °C por 10 minutos. Apds a
extracdo, as amostras foram centrifugadas a 13 000 rpm por 3 minutos e o
sobrenadante recuperado foi armazenado em freezer -80 °C até sua utilizacao.
ApoOs descongelamento, o sobrenadante foi diluido em 400 pl de solucéo
fisiologica estéril 0,4% e submetido a nova extracdo antes da reacdo de PCR.
A quantificacdo de DNA foi realizada por espectrofotometria utilizando
Espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). O gene universal 16S
rRNA foi usado como controle para extracdo e amplificagcdo de DNA em cada
reacdo. A RT-PCR foi realizada com 18 pyL de Master Mix contendo 0,5 uM de

cada primer e 0,25 uM de cada sonda e 2 pL de DNA totalizando volume total
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de 20 pL. As sequéncias de oligonucleotideos utilizadas estdo descritas no
Quadro 10 e a deteccéo dos sinais aconteceram nas seguintes configuragdes:
16S Universal: CY5; KPC: FAM e NDM 1 (HEX): VIC.

Quadro 10 - Sequéncia de oligonucleotideos e suas respectivas temperaturas
de anelamento?°3,

Iniciador Sequéncia de Oligonucleotideos (5' - 3') Termociclagem
KPC-F GGC CGC CGT GCAATAC
KPC-R GCC GCC CAACTCCTT CA

FAM-TG ATA ACG CCG CCG CCA ATT
KPC-Probe (FAM)  TGT-BHQ

95°C-10 m
NDM-F GAC CGC CCA GAT CCT CAA 95°C-3m
NDM-R CGC GAC CGG CAG GTT 95°C-3s

HEX-TG GAT CAA GCA GGA GAT-
NDM-Probe (HEX)  BHQ 60 °C-30s
16S rRNA-F TGG AGC ATG TGG TTT AAT TCG A
16S rRNA-R TGC GGG ACT TAA CCC AAC A
16S  rRNA-Probe CY5-CA CGA GCT GAC GAC AR*C
(CY5) CAT GCA-BHQ

*R = A ou G; m: minutos; s: segundos.

3.11.3 Sequenciamento de DNA

Os amplicons resultantes da reacdo de PCR foram purificados
utilizando o Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System® (Promega
Corporation), de acordo com as recomendacdes do fabricante. A reacdo de
sequenciamento consta de 2 pL de BigDye Terminator v 3.1 (Applied
Biosystems), 6 uL de tampéo 5x (Applied Biosystems), 0,16 pL de primer (3,2
pmol; Invitrogen) e 30 ng de DNA. As condigOes de ciclagem sdo as seguintes:

desnaturacdo do DNA a 95 °C por 1 minuto; anelamento dos oligonucleotideos
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a 50 °C por 30 segundos e extensdo das fitas a 60 °C por 3 minutos. Os
amplicons gerados na reacdo foram precipitados com 30 pL de etanol 70%,
ressuspensos em 15 pL de HIiDi Formamida (Applied Biosystems) e
sequenciados no ABI Prism 3500® (Applied Biosystems). O sequenciamento foi
analisado utilizando as ferramentas de alinhamento do DNA Star e comparado
com sequéncias depositadas no banco de dados do GeneBank

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi)?°4.

3.11.4 Sequenciamento do genoma total bacteriano

Para determinacdo dos genes de resisténcia aos antimicrobianos e

para verificacdo de possiveis mutacdes genéticas foi realizado sequenciamento

genético total pela tecnologia lon Torrent Personal Genome Machine® (PGM)
(Life Technologies). O processo envolve 3 etapas realizadas de acordo com o
protocolo da empresa: preparo de biblioteca, PCR em emulsdo e
sequenciamento.

Para o preparo da biblioteca foi realizado fragmentacdo enzimatica do
genoma previamente extraido por kit comercial (Kit de fragmentacdo do lon
Torrent). O DNA bacteriano foi incubado com enzima especifica por 15 minutos
a 37 °C. Apos esta etapa, foi feita a limpeza com 99 uL de AMPure BEADS®
incubados 3 minutos a temperatura ambiente e posteriormente 5 minutos em
estante magnética. Foi retirado o liquido restante e as beads ligadas a estante
foram lavadas 2 vezes com 500 pL de etanol 70%. Apés secagem, estas beads
foram eluidas com 25 pL de tampdo Low TE® e novamente colocado em
estante magnética. O préximo passo foi a ligacdo dos adaptadores a amostra
com os reagentes do Kit Library do lon Torrent (10 uL do tampéao da ligase, 2
uL dos adaptadores, 2 pL de dNTP, 51 puL de &agua tratada com DEPC
(dietilpirocarbonato), 2 pL de DNA ligase e 2 pL de polimerase) e incubacgao de
15 minutos a 25 °C e 5 minutos a 72 °C. Foi, entdo, realizada uma nova
limpeza por beads magnéticas e os fragmentos de aproximadamente 200 bp

(pares de bases) foram selecionados por corrida em gel de agarose comercial


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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(E-Gel® - Life Technologies, EUA). Uma reacdo de PCR em tempo real foi
realizada para quantificar a amostra antes de seguir para a PCR emulséo.

A PCR em emulsdo foi realizada no aparelho One Touch® (Life
Technologies, EUA) com a fase aquosa contendo 595 pL de agua, 200 pL de
master mix do kit do lon Torrent, 100 uL de polimerase, 5 pyL da amostra eluida
e 100 pyL de lon Sphere®. Ao final da reacdo, o liquido foi recuperado e
acrescido de 1 mL de One Touch Wash Solution. Em seguida, foi iniciado o
processo de enriquecimento no aparelho Enriched System® com uma tira de 8
pocos sendo que no primeiro havia 100 pL de amostra e o segundo 130 pL de
uma solucdo de Dynabeads® MyOne™ Streptavidin a 10% (diluido em solucéo
de lavagem). No terceiro, quarto e quinto pocos havia 300 pL de solucéo de
lavagem, o sétimo poco 300 pL de solucdo Melt Of (Tween 20 a 10%, NaOH
1M, agua DEPC) e os pocos 6 e 8 permaneceram vazios. Ao final do processo,
foi recuperado a amostra em um microtubo de 200 pL que foi centrifugado a 15
500 xg e lavado duas vezes com solugéo de lavagem, restando um volume final
de 100 pL. Foram adicionados 5 pL de lon Sphere® Quality Control e 150 pL de
Annealing Buffer. O tubo foi centrifugado a 15 500 xg e o sobrenadante
recuperado. O processo foi repetido e nos 15 pL restantes foram adicionados
12 pL de Sequencing Primer. O tubo foi incubado 2 minutos a 95 °C e 2
minutos a 37 °C.

O chip do tipo 318 foi preparado com uma lavagem com 100 uL de
isopropanol e duas lavagens com 100 pL de Annealing Buffer. Depois de
adicionados 3 pL de Sequence Polimerase na amostra, foi realizada uma
incubacédo de 5 minutos a temperatura ambiente e uma adi¢cao de mais 30 puL de
Annealing Buffer a 50%. A solucao foi sonicada em banho por 10 segundos e
30 pL adicionados no chip duas vezes. O chip foi centrifugado por 4 minutos e,
entdo, colocado no aparelho lon Torrent PGM® para sequenciamento do
genoma total do microrganismo. Os dados foram obtidos e analisados em
software especifico (TMAP®, Life Technologies). A sequéncia genética obtida foi
comparada com cepas do Genebank?®. As leituras brutas geradas foram
extraidas do arquivo em formato sff gerado pelo lon Torrent usando sff_extract
(http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/), com a opc¢éo de retirar as sequéncias


http://bioinf.comav.upv.es/seq_crumbs/)
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referentes aos adaptadores de sequenciamento para gerar um arquivo em
formato fastq com as leituras brutas. As leituras brutas sem adaptadores foram
entao analisadas com 0 pacote FASTQC
(www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para avaliar a qualidade
das sequencias. O pacote FASTX-toolkit
(http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) foi entdo usado para trimar as leituras
a partir da base 100, efetuando a retirada das bases com qualidade Phred
menor do que 18. As leituras trimadas foram entdo usadas como entrada para
montagens de novo em paralelo, usando os softwares Mira. Os contigs
referentes a cada montagem foram mesclados em uma montagem de novo
usando o software Geneious 7.1.5, com parametros muito estringentes de
montagem (maximum gaps per read = 5%; maximum gap size = 2; minimum
overlap identity = 97%; minimum overlap = 100). Os contigs mesclados foram
entdo visualmente curados para resolver ambiguidades pontuais. Os contigs
foram ordenados usando o software online Projector2 para gerar um scaffold
do genoma. Esse scaffold foi entdo submetido a anotacdo automatica através
da plataforma RAST - Rapid Annotation using Subsystems Technology?2°®,
usando como modelo para gene o programa Glimmer. A andlise do
sequenciamento gendmico foi realizada por meio do Align Sequences
Nucleotide BLAST (www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) e ResFinder 2.0 servers,
disponivel gratuitamente no site http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
através de alinhamento de sequencias genéticas depositadas no Genebank?®,

Para utilizacdo do BLAST foi necessario 0 arquivo com a sequéncia
do genoma, em arquivo fasta, e a sequéncia dos genes de interesse,
adquiridos pelo GeneBank, para alinhamento, o arquivo contendo a sequéncia
do genoma foi encontrado por meio do botdo “Browser”’, a sequéncia para
alinhamento foi colocada no campo especifico, identificada como “Query
Sequence” e entdo selecionado o botédo “Blast”.

O ResFinder é baseado em um banco de dados de mais de 2 000
genes de resisténcia que abrange 12 tipos de resisténcia a diferentes
antimicrobianos. Por padronizacdo do programa, apenas 0s genes com 98% de
identidade aos genes da base de dados foram relatados.


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/)
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/)
http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
http://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
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Para executar a andlise dos dados o arquivo com a sequéncia do
genoma a ser analisada foi selecionado utilizando o botdo "Browse", os tipos
de agentes antimicrobianos para identificacdo de resisténcia foram
selecionadas em "configuracao antimicrobiana”, o limiar para a percentagem de
identidade entre genes no banco de dados e genes na sequéncia de entrada foi
selecionada em "limite para % ID", o formato de entrada foi especificado em
"tipo de suas leituras", assim 0s genes que apresentaram uma cobertura e
identidade > 80% quando alinhadas ao gene de referéncia, foram considerados

positivos2®’.

3.12 Pulsed field gel electrophoresis (PFGE)

Para a verificagdo do perfil clonal foi utilizado o método de
Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) a partir de K. pneumoniae
previamente semeadas em agar MacConkey e incubados em aerobiose a 35
°C por 18 a 24 horas. Posteriormente foram repicados em caldo TSB e
incubados a 37 °C por 24 horas. ApOs esse periodo, as amostras foram
centrifugadas a 13 000 rpm durante 20 minutos e o sedimento foi ressuspenso
em 1 mL de solucéo salina estéril e homogeneizados em agitador por 1 minuto.
Apobs esse processo, a suspensao bacteriana foi transferida para microtubos de
2 mL previamente pesados. Essa suspensao foi centrifugada a 13 000 rpm
durante 30 segundos e 0 sobrenadante descartado. Esse procedimento foi
repetido trés vezes.

O sedimento foi entdo pesado e ressuspenso em EDTA (25 mM pH
8,0), para uma concentracao final de massa bacteriana de 100 pg/uL. Desta
suspensao, 25 pl foram transferidos para um tubo de micro-centrifuga contendo
225 pl de tampéao TEN (EDTA 0,5 M, pH 7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base
1 M pH 7,0; Trisma base 1 M pH 8,0; NaCl; N-lauril sarcosil; Brij 58;
Deoxicolato de sodio), adicionado de 250 ul de agarose de baixo ponto de

fusdo a 2% (Sigma, USA) e 20 pl de solugao de lisozima (100 pg/ml) (Sigma
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USA). Esta suspenséo foi, entédo, transferida para os moldes e permaneceu por
30 minutos a 4 °C, para que os blocos solidificassem.

Apés esta etapa, os blocos foram transferidos para uma placa de
cultura de células de 24 pocos, contendo 2 mL de tampé&o EC (EDTA 0,5 M, pH
7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base 1 M pH 7,0; Trisma base 1 M pH 8,0;
NaCl; N-lauril sarcosil; Brij 58; Deoxicolato de s6dio) em cada poco e incubadas
a 37 °C por um periodo de 5 horas, sob agitacdo suave. Apés a incubacao, os
blocos foram lavados com 2,5 mL de tampao CHEF-TE para Gram-negativo
(EDTA 0,5 M pH 7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base 1 M pH 7,0; Trisma
base 1 M pH 8,0), e a seguir incubados com 1 mL de tampé&o ES (EDTA 625
nM pH 9,3; N-lauril sarcosil 5%) adicionado de 50 pL de solucéo de proteinase
K® (20 mg/ml) (Invitrogen USA) e incubados de 8 a 16 horas a temperatura de
50 °C. Os blocos foram lavados com 2,5 mL de tampao CHEF TE para Gram-
negativo (EDTA 0,5 M pH 7,0; EDTA 0,5 M pH 8,0; Trisma base 1 M pH 7,0;
Trisma base 1 M pH 8,0) com quatro lavagens com incubac¢des de 1 hora cada,
e armazenados nesta solucdo até serem submetidos a digestdo enzimatica e
eletroforese. A digestdo do DNA cromossomico foi realizada com a enzima de
restricdo FastDigest® Bcul (Thermo Fisher Scientific), que reconhece e cliva
sequéncias de nucleotideos que aparecem poucas vezes ao longo do DNA de
K. pneumoniae (12 a 20 sitios de restricdo). Para o tratamento com enzimas de
restricdo, um bloco de agarose de cada amostra foi transferido para uma placa
de cultura de células de 96 pocos contendo 200 pL de tampédo DNS (Trisma
base 1 M pH 8,0; Cloreto de Magnésio 1 M). A seguir, 0 mesmo tampao foi
retirado e novamente foram adicionados 200 pl do mesmo, o bloco foi incubado
a temperatura ambiente durante 1 hora. Este processo foi repetido 4 vezes.
AplGs este periodo, o tampdo DNS (Trisma base 1 M pH 8,0; Cloreto de
Magnésio 1M) foi substituido por 100 pL de uma solu¢do contendo tampao
FastDigest® 1x e 1 puL da enzima FastDigest® Bcul e, em seguida, incubados
por 5 minutos a 37 °C2%8,

A eletroforese em campo pulsado foi realizada em gel de agarose a
1% (sigma, USA) em TBE 0,5x (90 mM Tris, 90 mM acido bérico, 2 mM EDTA
[Amersham Pharmacia Biotech, USA]), no equipamento CHEF DRIl System®
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(BIO-RAD, USA) com intervalos de tempo de pulso de 5 a 60 segundos por 20
horas, angulo de 120°, temperatura de 14 °C e voltagem de 6,0 volts/cm. A
seguir, os géis foram corados com solugdo aquosa contendo 0,5 pug/mL de
brometo de etidio (Sigma, USA) e fotografados sob luz ultravioleta. Foi utilizado
como padrdo de peso molecular Lambda DNA ladder PFG (New England
Biolabs, Inc., USA). Os perfis eletroforéticos gerados foram agrupados
utilizando-se o software de bioinformatica Bionumerics versdo 7.6 (Applied
Maths). Fragmentos de DNA foram manualmente verificados e normalizados
usando o peso Lambda Marker presente em cada gel. Uma tolerancia de 1,5%
e otimizagdo de 1,5% foram utilizadas para a comparacdo de diferentes geéis.
O agrupamento de clusters foi realizado e gerado um dendrograma pelo
método de Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean (UPGMA) e
coeficiente Dice de similaridade. Para definir os PFT (Pulsed Field Type) e
subtipos encontrados os isolados com similaridade < 80% foram considerados

diferentes PFT209,

3.13 Anaélise do threshold cycle (Ct)

Os resultados positivos liberados pelo Xpert Carba-R® séo
determinados pela fluorescéncia produzida pela amostra. O equipamento Gene
Xpert® utiliza uma fonte de luz capaz de excitar o fluércromo envolvido na
reacdo. O nivel de fluorescéncia computado para cada amostra € aquele
suficiente para atingir um limiar de deteccdo igual para cada conjunto de
primers/amostras testados e por convencdo denominado de threshold cycle
(Ct) (Figura 13).

Quanto maior o numero de coOpias de DNA presentes em uma
amostra menor serd a quantidade de ciclos necesséarias para sua deteccéo,
portanto estdo associadas com valores baixos de Ct. Da mesma forma, quanto

menor o numero de copias de DNA presentes em uma amostra maior sera a
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guantidade de ciclos necessarias para a sua detec¢cdo, portanto estdo
associadas a valores altos de Ct (Figura 14).
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Figura 13 - Curva de monitoramento de fluorescéncia ilustrando a amplificacao
em tempo real
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Figura 14 - Relacdo do Ct com o nimero de cépias de DNA
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Os valores do Ct obtidos para o gene blakec, automaticamente
interpretado pelo software do Gene Xpert®, foram correlacionados com a PCR
in house e posteriormente analisados na area sob a curva ROC (AUC) para

determinar o valor com melhor performance diagnostica.

3.14 Limite de deteccao do ensaio Xpert Carba-R® e cultura de

vigilancia

Limite de deteccéo (LD) é definido como a concentracdo mais baixa
de células/DNA alvos que podem ser detectadas e distinguidas das amostras
negativas. Para determinar o LD no ensaio Xpert Carba-R® para os genes
blakpc, blanowm, blaoxa-as, blaive e blaviv, foram utilizados cinco OPC previamente
caracterizados (Quadro 11). As cepas controles estavam armazenadas no
freezer a -80 °C em meio de cultura liqguido TSB com 20% de glicerol no
Laboratério de Microbiologia da DLC HC-FMUSP e foram repicadas duas
vezes em agar sangue para a confeccdo do teste. Os isolados apresentavam

crescimento de 18 a 20 horas.

Quadro 11 - Isolados bacterianos usados como controle positivo

Gene de
Microrganismo Identicacdo da cepa
carbapenemase
Pseudomonas aeruginosa Isolado clinico VIM-2
Klebsiella pneumoniae ATCC® BAA-1705 KPC-2
Enterobacter gergoviae Isolado clinico IMP-1
Klebsiela pneumoniae Isolado clinico OXA-48

Providencia rettigeri Isolado clinico NDM-1



METODOS - 88

Suspensfes monobacterianas destes organismos foram submetidas a
diluicdes seriadas a partir da escala 0,5 de McFarland (1,5 x108 UFC/mL) até
1,5 x 10! UFC/mL em solucéo fisiolégica (SF) a 0,45% (Figura 14). Um
plagueamento da concentracao inicial (escala 0,5 de McFarland) foi realizado

em triplicata para verificar a quantidade de UFC.

hf\

Transferir

200 pl
0,5 McF
Cepa
controle
200 pl 200 ul 200 pl 200 pl 200 p| 200 pl 200 u I
1,8ml de 1, 8m| de 1,8ml de 1,8ml de 1,8m| de 1,8m| de 1,8ml de
SF 0,45% SF 0,45% SF 0,45% SF 0,45% SF 0,45% SF0,45%  SF0,45%

FONTE: HCFMUSP, Sao Paulo
McF: McFarland; SF: solucéo fisiologica.

Figura 15 - Diluicdes seriadas para determinagéo do LD

Posteriormente um swab estéril foi imerso em cada uma das
diluicdes, inoculado no Xpert Carba-R sample reagent®, agitado em vortex e
inserido no cartucho para processamento. O LD foi realizado com cada OPC
individualmente e também em combinacdo do gene blakrc com outro gene de
carbapenemase (blakpc + blanom, blakpc + blaoxa-as, blakec + blave-1 € blakpc +
blaviv) para avaliar a interferéncia competitiva. O LD na combinagdo com dois
genes foi determinado em pares da mesma diluicdo; 10! blakec + 10 blanpw,
102 blakec + 102 blanom e sequencialmente até 107 blakec + 107 blanom. Neste
caso, um swab estéril foi imerso em cada uma das diluicbes contendo o gene

blakpc, inoculado no Xpert Carba-R sample reagent® e reservado. Um segundo
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swab foi imerso em cada uma das diluicbes contendo o outro gene de
carbapenemase e entdo inoculado no mesmo frasco reagente contendo a
diluicdo com o gene blakpc. A solugédo contendo os dois genes foi agitada em
vortex e inserida no cartucho para processamento. Os testes foram realizados
em triplicata e um tubo branco foi incluido em cada reacéo. Foi considerado o
valor de LD aquele que se repetiu 2 ou mais vezes.

Para confirmar os valores do LD obtidos em SF, os testes foram
repetidos usando swabs retais negativos para avaliar o efeito da matriz. Estes
foram imersos em 3 diluicdes para cada gene; a diluicdo que determinou o LD
em SF, uma acima e uma abaixo. Sob as mesmas condi¢bes do ensaio, as
etapas de processamento seguiram as recomendacgdes do fabricante.

Para avaliar o LD da CV-ERC, uma suspensdo monobacteriana da K.
pneumoniae ATCC® BAA-1705 foi submetida as mesmas diluicdes seriadas em
SF e um swab estéril foi imerso para posterior inoculacdo no caldo tioglicolato.
Este caldo foi incubado overnight e entdo subcultivado em agar MacConkey
com discos de carbapenémicos. Colbnias visiveis foram quantificadas depois

de 24 horas de incubacéo a 35 °C.

3.15 Critérios para mensurar indicacdes de precaucdo de contato
relacionada a Gram-negativo multirresistentes produtores de

carbapenemases

De modo a mensurar as indicacbes de precaucdo de contato foram
considerados como colonizados com OPC, todos os resultados positivos pelo
Xpert Carba-R®, mesmo quando ndo recuperados microrganismos viaveis.
Segundo as recomendag¢Oes do fabricante os resultados devem ser liberados
conforme interpretacdo do software do equipamento.

Na rotina laboratorial a repeticdo ou confirmacdo das culturas de
vigilancia diante de resultados discrepantes € incomum, portanto para avaliar o
impacto entre os métodos foram consideradas a primeira interpretacdo da

cultura.
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3.16 Analise Estatistica

A analise da sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo
positivo (VPP), valor prediditivo negativo (VPN), acuracia, coeficiente de Kappa
e dados da Receiver Operating Characteristic (ROC) curva foi realizada usando
intervalo de confianca (IC) de 95% calculado através do programa Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) ver.11.0 e MedCalc 14.23 (MedCalc
Software, Ostend, Begium).

A curva ROC foi gerada para determinar o melhor valor de Ct para
discriminar os verdadeiros positivos para o gene blakpc. O poder discriminatorio
foi avaliado usando a area sob a curva ROC (AUC), com um valor de 0,5
indicando nenhuma habilidade discriminativa e > 0,8 indicando previsao de boa
a excelente.

Os resultados obtidos pelo Xpert Carba-R® e cultura de vigilancia
foram compilados em tabelas de frequéncia e analisados em gréaficos de pizza,
linhas e de colunas agrupadas usando Excel 2013.

Para ilustrar a quantidade de pacientes que seriam submetidos a
precaucdo de contato através do Xpert Carba-R® e/ou cultura de vigilancia foi

utilizado o diagrama de Venn-Euler.



4 RESULTADOS
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4.1 Xpert Carba-R® versus método de referéncia

4.1.1 Deteccéo de genes alvos

Um total de 921 swabs retais (196 da UTI/UT e 725 do PS) foram
analisados. O método de referéncia detectou 9,1% (84) genes alvos, sendo
8,4% (77) blakec, 0,5% (5) blavim € 0,2% (2) blanom. O gene blakpc representou
92%.

O Xpert Carba-R® detectou 9,9% (91) genes alvos sendo 9,5% (87)
blakec € 0,4% (4) blanom (Tabela 1). Nenhum gene blavp-1, blaviv € blaoxa-4s foi
detectado. Das 921 amostras, 24 apresentaram resultados indeterminados

(“invalido”, “error” ou “no result”) e foram repetidas apresentando resultados

validos.

Tabela 1 - Genes alvos detectados pelo Xpert Carba-R® e método de
referéncia

Método de referéncia

Xpert Carba-R®  blakec blanom blaoxa-4s blave-1 blavim Negativo TOTAL

blakpc 77 0 0 0 0 10 87
blanpm 0 2 0 0 0

blaoxa-as 0 0 0 0 0 0
blaimp-1 0 0 0 0 0 0 0
blaviv 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 0 0 0 0 5 825 830
TOTAL 77 2 0 0 5 837 921

Das 196 swabs retais provindas da UTI/UT, o método de referéncia
detectou 24% (47/196) de genes alvos, sendo 96% (45) blakec e 4% (2) blanpwm.
O Xpert Carba-R® detectou 27% (53/196) de genes alvos sendo 92,5% (49)
blakrc € 7,5% (4) blanpm.
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Das 725 pares de swabs retais provindos do PS, o método de
referéncia detectou 5,1% (37/725) de genes alvos, sendo 86,5% (32) blakrc e
3,5% (5) blavim. O ensaio Xpert Carba-R® detectou apenas blakrc (5,2%)
(38/725) (Tabela 2).

Tabela 2 - Genes alvos detectados pelo Xpert Carba-R® e método de
referéncia por unidade de internacao
Método de referéncia

Xpert Carba-R® (UTIWUT) blakec blanom blaoxa-4s blame1 blavm Neg TOTAL

blakpc 45 0 0 0 0 4 49
blanpm 0 2 0 0 0 2 4
blaoxa-as 0 0 0 0 0 0 0
blame-1 0 0 0 0 0 0 0
blayim 0 0 0 0 0 0 0
Negativo 0 0 0 0 0 143 143
TOTAL 45 2 0 0 0 149 196
Xpert Carba-R® (PS) blakpc blanom blaoxass blawe1 blavm Neg TOTAL
blakpc 32 0 0 0 0 6 38
blanpm 0 0 0 0 0 0
blaoxa-as 0 0 0 0 0 0

blame-1 0 0 0 0 0 0

blayim 0 0 0 0 0 0
Negativo 0 0 0 0 5 682 687
TOTAL 32 0 0 0 5 688 725

Neg: negativo; PS: pronto socorro; UTI/UT: unidades de terapia intensiva e
unidades de transplantados

4.1.2 Desempenho diagndéstico do Xpert Carba-R®

Do total de 921 swabs, 98,2% dos resultados foram concordantes

entre os métodos; 88,5% (815) foram negativos e 9,7% (89) foram positivos em
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ambos métodos e 1,8% dos resultados foram discordantes; 1,3% (12) positivos
apenas pelo Xpert Carba-R® e 0,5% (5) apenas no método de referéncia.

Das 196 amostras provenientes da UTI/UT, 24% (47) foram positivas
no Xpert Carba-R® e no método de referéncia, 3% foram positivas apenas pelo
Xpert Carba-R® e 73% (143) foram negativos nos dois métodos, totalizando
97% de resultados concordantes.

Dos 725 pares de swabs retais coletados no PS, 4,4% (32) foram
positivas no Xpert Carba-R® e no método de referéncia, 0,8% (6) foram
positivas apenas pelo Xpert Carba-R®, 0,7% (5) foram positivas apenas pelo
método de referéncia e 94% (682) foram negativas nos dois métodos,
totalizando 98,5% de resultados concordantes.

O coeficiente de Kappa, sensibilidade, especificidade, valor preditivo
positivo e negativo e acuracia diagnéstica do ensaio Xpert Carba-R® foram
calculados para todos os genes de carbapenemases detectados (blaxkpc, blanom
and blaviv) e também para blakec sozinha devido a sua maior ocorréncia
(Tabela 3) (Anexo B).
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Tabela 3 - Performance diagnoéstica do Xpert Carba-R® versus método de referéncia (continuagéo)

Método de referéncia Kappa Sensib. Espec. VPP VPN Acuracia
Negativo  Positivo Total IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
n % n % n %
Todos os genes
Xpert Carba-R® (PS+UTI/UT)
Negativo 825 896 50 0,5 830 90,1 0,893 94,0 98,6 86,8 99,4 98,2
Positivo 12 13 79 86 91 99 (0,842-0,944) (86,7-98) (97,5-99,3) (78,1-93) (98,6-99,8) (97,3-99,1)
Total 837 90,9 84 9,1 921 100
Xpert Carba-R® (PS)
Negativo 682 94,1 50 0,7 687 94,8 0,845 86,5 99,1 84,2 99,3 98,5
Positivo 60 08 32 44 38 52 (0,755-0,935) (71,2-95,5) (98,1-99,7) (68,7-94) (98,3-99,8) (97,6-99,4)
Total 688 949 37 51 725 100
Xpert Carba-R® (UTI/UT)
Negativo 143 73 0 0 143 73 0,920 100 96,0 88,7 100 97,0
Positivo 60 31 47 24 53 27 (0,857-0,983) (92,5-100) (91,4-98,5) (77-95,7) (97,5-100) (94,6-99,4)
Total 149 76 47 24 196 100
apenas blakpc
Xpert Carba-R® (PS+UTI/UT)
Negativo 834 906 O 0 834 90,6 0,933 100 98,8 88,5 100 99,0
Positivo 10 11 77 84 87 94 (0,892-0,974) (95,3-100) (97,8-99,4) (79,9-94,3) (99,6-100) (98,4-99,6)
Total 844 916 77 84 921 100
Xpert Carba-R® (PS)
Negativo 687 948 O 0 687 94,8 0,910 100 99,1 84,2 100 99,2
Positivo 60 08 32 44 38 52 (0,839-0,981) (89,1-100) (98,1-99,7) (68,7-94) (99,5-100) (98,6-99,8)
Total 693 956 32 4,4 725 100

continua
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Tabela 3 - Performance diagnoéstica do Xpert Carba-R® versus método de referéncia (conclusio)

Método de referéncia Kappa Sensib. Espec. VPP VPN Acurécia
Negativo Positivo Total IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%) IC (95%)
n % n % n %
Xpert Carba-R® (UTI/UT)
Negativo 147 75 0 0 147 75 0,944 100 97,4 91,8 100 98,0
Positivo 40 20 45 23 49 25 (0,889-0,999) (92,1-100) (93,4-99,3) (80,4-97,7) (97,5-100) (96-100)
Total 151 77 45 23 196 100

Especif.: especificidade; IC: intervalo de confianca; PS: pronto socorro; Sensib.: sensibilidade; UTI/UT: unidade de terapia
intensiva e transplantados; VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor prediditivo negativo.
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4.1.3 Resultados discrepantes

Dezesseis swabs foram positivos pelo Xpert Carba-R® (14 blakec e 2
blanom) € negativos pelo método de referéncia; no entanto, 4 destes foram
positivos para o gene blakrc em K. pneumoniae resistente a carbapenémicos
através dos métodos investigacionais e, portanto foram considerados
verdadeiros positivos. Entdo, 12 swabs (10 blakec e 2 blanom) foram negativos
pelo método de referéncia e também por qualquer outro teste investigacional
(falso positivos). Em todos estes casos, a CV-ERC foi negativa e os resultados
positivos do Xpert Carba-R® apresentaram threshold cycle (Ct) > 30,8 (Tabela
4). Em 6 meses ap6s a hospitalizacdo, nenhum dos 12 pacientes tiveram
resultados positivos para colonizacao ou infeccéo por ERC.

Cinco swabs provindos do PS foram negativos pelo Xpert Carba-R® e
na CV-ERC mas foram positivos para o gene blaviv através do PCR in house a
partir do caldo tioglicolato. O sequenciamento do amplicon confirmou tratar-se
da variante blaviv-2 e, portanto foram consideradas falso negativos. Esses
swabs foram ressemeados confirmando a presenca de OSC o0s quais

apresentaram resultados negativos para o gene blaviv. (Tabela 5) (Anexo C)



Tabela 4 - Resultados discrepantes: Xpert

investigacionais e desfecho
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Carba-R® postivo e método de referéncia negativo, resultados dos testes

Amostra Ul Xpert Carba-R® (swab) Método de referéncia Testes investigacionais Desfecho

Cv- FastRT  CV-  Xpert Carba-R®

Gene Ct Ct(r) ERC Isolado PCR PCR® ERC(r) e PCR (isolado)
1 UTIIUT blakec 35,2 30,8 Neg Kle.pne Neg Pos Pos Pos VP
2 UTIIUT blakec 24,0 27,5 Neg Kle.pne, Pse.aer Neg Pos Pos Pos VP
3 PS blakrc 24,2 26,2 Neg Kle.pne, Aci.bau Neg Pos Pos Pos VP
4 PS blakrc 36,7 33,4 Neg Kle.pne Neg Pos Pos Pos VP
5 UTIIUT blakee 32,0 34,1 Neg Kle.pne, E.coli Neg Neg Neg Neg FP
6 UTIIUT blakec 35,6 36,5 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg FP
7 UTIWUT blakec 30,8 31,6 Neg Kle.pne, Ent.clo, Ser.mar Neg Neg Neg Neg FP
8 UTIIUT blakec 35,0 354 Neg Pse.aer Neg Neg Neg Neg FP
9 UTIIUT blanom 35,7 36,5 Neg Kle.pne, Ent.clo Neg Neg Neg Neg FP
10 UTIIUT blanom 32,2 33,1 Neg Kle.pne, Ent.clo Neg Neg Neg Neg FP
11 PS blakrc 34,8 37,8 Neg Kle.pne, Pse.aer Neg Neg Neg Neg FP
12 PS blakrc 34,7 37,1 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg FP
13 PS blakrc 35,1 36,6 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg FP
14 PS blakre 37,9 31,8 Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer, Aci.bau Neg Neg Neg Neg FP
15 PS blakrc 34,6 31,8 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg FP
16 PS blakrc 35,1 36,4 Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer Neg Neg Neg Neg FP

Aci.bau: Acinetobacter baumannii; Ct: threshold cycle, Ct(r): repeticdo do Ct; CV-ERC(r): repeticdo da cultura de vigilancia para
Enterobacterales resistente a carbapenémicos; Ent.clo: Enterobacter cloacae; E. coli: Escherichia coli; FP: falso positivo;
Kle.pne: Klebsiella pneumoniae; Neg: negativo; PCR: PCR in house; Pse.aer: Pseudomonas aeruginosa; PS: pronto socorro;
Pos: positivo; Ser.mar: Serratia marcescens; Ul: unidade de internacdo; UTI/UT. unidades de terapia intensiva e

transplantados; VP: verdadeiro positivo
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Tabela 5 - Resultados discrepantes: Xpert Carba-R® negativo e PCR in house positivo

Xpert Método de
Amostra  Carba-R® referéncia Testes investigacionais Desfecho
PCR CV- PCR
Genealvo CV-ERC (tio) ERC(r) 0OSC (isolado) Seq. DNA
1 Neg Neg blavim Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer Neg VIM-2 FN
2 Neg Neg blavim Neg Kle.pne, Aci.bau Neg VIM-2 FN
3 Neg Neg blaviv Neg Kle.pne, Pse.aer, Aci.bau Neg VIM-2 FN
4 Neg Neg blavim Neg E. coli, Pse.aer Neg VIM-2 FN
5 Neg Neg blavim Neg Pse.aer Neg VIM-2 FN

Aci.bau: Acinetobacter baumannii; CV-ERC(r): repeticdo da cultura de vigilancia para Enterobacterales resistente a
carbapenémico; Ent.clo: Enterobacter cloacae; E. coli: Escherichia coli; FN: falso negativo; Kle.pne: Klebsiella
pneumoniae; Neg: negativo; OSC: organismo sensivel a carbapenémicos; PCR: PCR in house; Pse.aer: Pseudomonas
aeruginosa; Seq.DNA: sequenciamento do DNA,; tio: tioglicolato.
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4.1.4 Xpert Carba-R®: andlise do threshold cycle (Ct) para o

gene blakpc

Ao todo, 9,5% (87/921) swabs foram positivos para blakpc, mas
apenas 8,4% (77) foram positivos pela PCR in house. A distribuicdo dos Ct foi
analisada de acordo com o método de referéncia. Devido ao pequeno numero
de blanowm (4) a analise do Ct nao foi realizada para este gene.

A andlise da area sob a curva ROC (AUC) mostrou que usando
valores de cutoff de 29,9 ciclos, a especificidade aumenta para 100% [AUC:
0,918 (0,840 — 0,966), P < 0,001] excluindo 10 resultados falso negativos. Por
outro lado, diminue a sensibilidade para 84,4% pois exclui 10 resultados
verdadeiros positivos (Anexo D) (Figura 16).

Dentre 87 swabs positivos, 77% (67) apresentaram Ct < 29,9 e 23%

(20) apresentaram Ct > 30 e destes, 10 (50%) foram falso positivos.

Ct: <29.9; Especificidade: 100 %;
AUC =0,918; P <0,001

itk

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 29 31 32 33 34 35 36 37 38
Threshold cycle (Ct)

~

Numero de amostras
M w = (6]

[

W KPC positiva B KPC negativo

Figura 16. Representacdo grafica dos valores de threshold cycle (Ct) obtidos
com 87 amostras usando Xpert Carba-R® comparado com a positividade do
PCR in house.

NOTA: Os valores de Ct foram arredondados para 1 casa decimal.
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4.1.5 Xpert Carba-R®; andlise do limite de detecgéo

O mais alto valor de Ct medido pelo Xpert Carba-R® para os cinco
CPO com blakpc, blanom, blaoxa-4s, blave-1 € blaviv, foram 37,9, 37,6, 35,7, 37,5
e 39, correspondendo ao LD de 10!, 102, 103 10% e 103 UFC/swab,
respectivamente (Tabela 6).

Quando gene blakec foi combinado com qualquer outro gene de
carbapenemase (blanom, blaoxa-4s, blame-1 ou blavim) os resultados do LD
aumentaram de 10! para 10* UFC/swab, independentemente do gene
associado.

Para o gene blanom, 0 LD aumentou de 102 para 10° UFC/swab
guando associado com blakrc € 0s genes blaoxa4s, blamve-1 € blavim néo
mudaram quando comparados a sua deteccao individual.

Os valores do LD obtidos com swabs retais negativos foram

concordantes com os valores na solucéo fisiolégica (Anexo E).



Tabela 6 - Limite de deteccéo do ensaio Xpert Carba-R®
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UFEC/swab blakec blakpc+ blanowm blanpwm+ blaoxa-as blaoxa-ag+ blamp-1 blamp-1+ blavim blaviv+
Ct Res Res Ct Res Res Ct Res Res Ct Res Res Ct Res Res
107 23,3 pos pos 22,9 pos pos 21,3 pos pos 21,6 pos pos 25,7 pos pos
108 27,4 pos pos 26,0 pos pos 25,8 pos pos 24,8 pos pos 27,9 pos pos
10° 30,8 pos pos* 28,3 pos pos 29,2 pos pos 28,1 pos* pos* 31,8 pos pos
10* 35,0 pos pos* 30,1 pos pos* 32,1 pos* pos* 29,5 pos* pos* 35,8 pos* pos*
10° 36,9 pos neg* 36,6 pos* pos* 35,7 pos* pos* 37,5 neg* neg* 39,0 pos* pos*
10? 37,2 pos* neg 37,6 pos* neg* neg neg* neg* neg neg neg neg neg* neg*
10t 37,9 pos* neg neg neg* neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

blakrc+: blakec associada com qualquer outro gene alvo; blanowm+: blanom associada a blaxpc; blaoxa-as+: blaoxa-4s associada a
blakpc; blave-1+: blaimp-1 associada a blakec; blavim+: blavim associada a blakec; pos* e neg*: resultados obtidos com swabs retais
negativos; neg: negativo; pos: positivo; Res: resultado; UFC: unidade formadora de colonia

NOTA: Limite de deteccdo determinado para cada gene ou combinacéo de genes estdo destacados na cor cinza
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4.2 Correlacdo do Xpert Carba-R® com a cultura de vigilancia

4.2.1 Cultura de vigilancia: limite de detec¢éo, microrganismos,

testes fenotipicos e perfil de susceptibilidade aos

carbapenémicos

O menor limite de deteccdo (LD) determinado na cultura de

vigilancia foi < 10 UFC/swab conforme demonstrado na Figura 17.

FONTE: HC FMUSP, Séo Paulo

Figura 17 — Limite de deteccdo da CV-ERC. A: caldo tioglicolato com
incubagdo overnight sob inéculos variando de 10% a 10' UFC/swab de K.
pneumoniae BAA-1705. B: agar MacConkey com discos de carbapenémicos
semeado a partir do caldo tioglicolato apds incubagéo por 16-18 horas.
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Foram realizadas 921 CV-ERC, destas 9% (82) foram positivas e
91% (839) negativas.

A partir das 86 amostras positivas, foram recuperados 87 ERC (85
K. pneumoniae e 2 S. marcescens) (Figura 18). Um swab retal apresentou
crescimento de duas ERC (K. pneumoniae e S. marcescens).

Figura 18. Representacédo grafica da ocorréncia de microrganismos provindos

da CV-ERC (N-87)

B K. pneumoniae

B S. marcescens

K. pneumoniae: Klebsiella pneumoniae; S. marcescens: Serratia marcescens

Dentre as 87 ERC identificadas, 67 apresentaram testes fenotipicos
positivos para carbapenemase (65 no Q-MHT e 2 no EDTA) com 100% de
resisténcia aos trés carbapenémicos e 20 apresentaram testes fenotipicos
negativos para carbapenemase com percentuais de resisténcia variando entre
os carbapenémicos; 100% ao ertapenem, 15% ao imipenem e 55% ao
meropenem (Figuras 19 e 20). As ERC nao PC apresentam CIM mais baixas
para meropenem e imipenem quando comparado com as ERC-PC (CIM: 4

pHg/mL versus 16 pg/mL) (Figura 21).
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Figura 19. Representacdo grafica do percentual de resisténcia aos
carbapenémicos em ERC produtoras de carbapenemases (N-67)
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Figura 20. Representacdo grafica do percentual de resisténcia aos
carbapenémicos em ERC nédo produtoras de carbapenemases (N-20)
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Figura 21. Representacdo grafica da distribuicdo das CIM (ug/mL) em ERC
produtoras (N-67) e ndo produtoras de carbapenemases (N-20)
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e— Ertapenem ERC ndo PC —#—Imipenem ERCnhdo PC —#—Meropenem ERC ndo PC

CIM: concentragdo inibitéria minima; ERC-PC: Enterobacterales resistente a
carbapenémicos produtoras de carbapenemase; ERC ndo PC:
Enterobacterales resistente a carbapenémicos nao produtoras de
carbapenemase
NOTA: CIM = 8,0* ug/mL representa a maior CIM detectavel pelo Vitek 2® XL
para ertapenem.

4.2.2 Xpert Carba-R® versus cultura de vigilancia

Dentre as 921 amostras, o Xpert Carba-R® foi positivo em 9,9% (91)
e a CV-ERC em 9,3% (86).

Um total de 66 amostras foram positivas em ambas metodologias
(Anexo F), 25 foram positivas apenas pelo Xpert Carba-R®, 20 positivas
somente na cultura e 810 foram negativas em ambas metodologias (Tabela
7). O percentual de concordancia entre os métodos foi de 95% (876).
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Tabela 7 - Resultados do Xpert Carba-R® versus CV-ERC (N-921)
Xpert Carba-R®

CV-ERC N° Positivo N° Negativo TOTAL
Positivo 66 20 86

Negativo 25 810 835
TOTAL 91 830 921

N°: nimero de resultados positivos e negativos

Dentre os 25 swabs retais positivos somente no Xpert Carba-R®; 2
eram positivos na cultura priméria, mas foram considerados negativos pelo
observador (Figura 22), 23 mantiveram-se negativos apos reavaliacdo da
placa primaria e destes, 7 foram confirmados positivos para o gene blakpc em
ESC e entdo, 16 foram ressemeados obtendo 4 resultados positivos para
ERC-PC (Figura 23). O fluxo com a investigacdo e resolugcdo destes

resultados estdo demonstrados na Figura 24.

Figura 22 - Placas A e B demonstrando a presenca de colonias dentro do halo
do ertapenem nédo observados na avaliacao primaria.
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FONTE: HC FMUSP, S&o Paulo

Figura 23 - Placa C: auséncia de coldnias resistentes e presenca de ESC-PC;
placa D: ressemeadura a partir do tioglicolato com presenca de ERC-PC.

As 7 ESC-PC (4 E. coli e 3 K. pneumoniae) foram submetidas ao
TSA pelo Vitek 2 XL® e apresentaram perfil de sensibilidade incomum,
mostrando MIC < 4 pg/mL para ertapenem e MIC = 16 pg/mL para imipenem
e/ou meropenem. Quando testado disco-difuséo e fita E-test® foram sensiveis
aos 3 carbapenémicos confirmando os resultados negativos da cultura. Os
testes fenotipicos para carbapenemase foram positivos e 0 sequenciamento
do amplicon identificou a variante KPC-2 confirmando os resultados positivos
do Xpert Carba-R® e a discrepancia entre os métodos (Anexo G).

Em 12 amostras que mantiveram resultados discrepantes apoés a
aplicacdo dos testes investigacionais, ndo foram confirmadas presenca de
genes de carbapenemase nos isolados recuperados (OSC) e nem a partir do
caldo tioglicolato correspondente. Estes resultados estdo demonstrados nas
Tabelas 4 e 8.

Dentre os 20 swabs positivos somente na cultura de vigilancia, os
testes investigacionais confirmaram o0s resultados negativos obtidos
diretamente da amostra clinica e os testes fenotipicos para carbapenemases
(Q-MHT e EDTA) também foram negativos. Estes isolados foram investigados
guanto ao mecanismo de resisténcia aos carbapénemicos através do SCG,
apos a analise dos perfis clonais (similaridade genética) através da
eletroforese em campo pulsado (PFGE) (Figura 24).
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Tabela 8 - Andlise dos resultados discrepantes (Xpert Carba R® positivo e CV-ERC negativa) ap6s aplicacdo dos testes
investigacionais (continuacao)

Swab retal Testes investigacionais (isolados) TSA (ug/mL) (Vitek 2XL®/ E-test®)
Xpert Reavaliacdo  CV- Isolados PCR in Xpert
N CarbaR® Ct da CV-ERC ERC(n) (OSC e ERQ) house CarbaR® Q-MHT EDTA Erta Imi Mero Seq.
1 blakec 26,2 Pos NR Kle.pne blakpc NR Pos Neg 28,0 8,0 16,0 NR
2 blakec 33,4 Pos NR Kle.pne blakpc NR Pos Neg 28,0 8,0 16,0 NR
3 blakrc 23,4 Neg NR Kle.pne blakpc NR Pos Neg 4,0/0,25 216,0/0,5 =216,0/0,25 KPC-2
4 blakec 35,2 Neg NR Kle.pne blakpc NR Pos Neg <0,5/0,25 =216,0/1,0 0,5/1,0 KPC-2
5 blakrc 23,9 Neg NR Kle.pne blakpc NR Pos Neg <0,5/ 0,5 8,0/ 1,0 >16,0/ 1,0 KPC-2
6 blakec 35,2 Neg NR E.coli blaxpc NR Pos Neg <0,5/0,5 4,0/1,0 =216,0/ 0,5 KPC-2
7 blakrc 31,5 Neg NR E.coli blakpc NR Pos Neg 4,0/0,5 =216,0/1,0 =216,0/0,5 KPC-2
8 blakec 26,3 Neg NR E.coli blakpc NR Pos Neg 4,0/ 0,5 >16,0/1,0 =216,0/1,0 KPC-2
9 blakec 23,7 Neg NR E.coli blakpc NR Pos Neg 4,0/ 0,5 0,5/1,0 =216,0/ 1,0 KPC-2
10  blakpc 35,2 Neg Pos Kle.pne blakpc blakpc Pos Neg =8,0 8,0 216,0 NR
11  blakec 24,0 Neg Pos Kle.pne blakec blakpc Pos Neg 28,0 8,0 16,0 NR
12 Dblakpc 24,2 Neg Pos Kle.pne blaxpc blakpc Pos Neg 28,0 8,0 =>16,0 NR
13  blakec 36,7 Neg Pos Kle.pne blakec blakpc Pos Neg 28,0 8,0 16,0 NR
14  blakec 32,0 Neg Neg Kle.pne, E.coli Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
15 blakec 35,6 Neg Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
Kle.pne, Ent.clo

16 blakec 30,8 Neg Neg Ser.mar Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
17  blakec 35,0 Neg Neg Pse.aer Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
18 blanom 35,7 Neg Neg Kle.pne, Ent.clo Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
19 blanom 32,2 Neg Neg Kle.pne, Ent.clo Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
20 Dblakec 34,8 Neg Neg Kle.pne, Pse.aer Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
21  Dblakec 34,7 Neg Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR

continua
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Tabela 8 - Andlise dos resultados discrepantes (Xpert Carba R® positivo e CV-ERC negativa) apoés aplicacdo dos testes
investigacionais (conclusao)

Swab retal Testes investigacionais (isolados) TSA (ug/mL) (Vitek 2XL®/E-test®)
Xpert Reavaliacdo  CV- Isolados PCR in Xpert
N CarbaR® Ct da CV-ERC ERC(r) (OSC e ERC) house CarbaR® Q-MHT EDTA Erta Imi Mero Seq.
22 blakrc 35,1 Neg Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
Kle.pne, Ent.clo
23 blakec 37,9 Neg Neg Pse.aer, Aci.bau Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
24 blakec 34,6 Neg Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR
Kle.pne, Ent.clo
25 blakec 35,1 Neg Neg Pse.aer Neg Neg Neg Neg NR NR NR NR

Aci.bau: Acinetobacter baumannii; Ct: threshold cycle; CV-ERC (r): repeticdo da CV-ERC; Ent.clo: Enterobacter cloacae; Erta:
ertapenem,; E.coli: Escherichia coli; Kle.pne: Klebsiella pneumoniae; Imi: imipenem; Mero: meropenem; NR: ndo realizado; Neg:
negativo; PCR: PCR in house; Pos: positivo; Pse.aer. Pseudomonas aeruginosa; Ser.mar: Serratia marcescens; Seq.DNA:
sequenciamento de DNA; TSA: teste de sensibilidade aos antimicrobianos.
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Resultados discrepantes entre Xpert Carba-R® e CV-ERC apés aplicacdo dos testes investigacionais.

Concordantes com a CV-ERC Discordantes com a CV-ERC
Xpert Carba-R® (+) e CV-ERC (+) | | Xpert Carba-R® (-) e CV-ERC (1 | | Xpert Carba-R® (+) e cV-ERC () | [ xpert carba-R® () e cv-ERC (+) |
J s . Mos Vol
TR in house (6RC) [ (A) | PCR in house (o) (D) [ Reavaliagio da placa primaria J| 1 PCR in house (o ¢ ERC) (0

= =, o |

207

* IR, A
| ] Seq'DN&“@[’EPCR“‘"’OHMH, e o [EEEEESIETS
v + | Verdadeiro |4i Neg | | Pos | E N

[ Negativo : T 5
A T ; [ W
also | Verdadeio |: . _._ T _ _ 16

: > 4 : .
| Positivo | | Positivo J ! ! | Falso | / |:
....... — LT | - PFGE
. s : | Negativo | cV-ERC(r)” || RT- PCR‘|| Seq DNA‘|
Y A

- e _, ____________ PCR_in house g" SCG T

i Xpert Carba-R® ! -10 J
_________________ (isolados) '

R J presenca de ERC apds reavaliaco [7]: presenca de ESC ap6s PCR in house [7]: presenca de ERC apds repetigéio da CV- ERC 3 resultados discrepantes
® : teste investigacional para resultados discrepantes entre Xpert Carba-R® e método de referéncia; ateste investigacional para resultados discrepantes entre Xpert Carba-R® e CV-ERC;

Figura 24 - Resultados discrepantes entre Xpert Carba-R® e CV-ERC ap6s aplicacdo dos testes investigacionais.

(A) (B) (C) (D): método de referéncia (Quadro 5); CV-ERC(r): repeticdo da CV-ERC; Nea (-): neaativo: OSC: organismos
sensiveis aos carbapenémicos; Pos (+): positivo; PCR: PCR in house; PFGE: pulsed field gel electrophoresis; RT-PCR: Fast
Real-Time PCR®; Seq.DNA: sequenciamento do DNA; SCG: sequenciamento completo do genoma; tio: tioglicolato

NOTA: testes investigacionais destacados em cinza.
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No dendograma representado na Figura 25 pode-se observar a
presenca de 10 diferentes clusters entre os 19 isolados de K. pneumoniae que
foram analisadas (um isolado ndo foi recuperado), demostrando assim a
variabilidade genética das amostras do estudo, entdo 10 cepas foram
selecionados de cada cluster, sinalizados com a seta azul, para analise do

sequenciamento gendmico de acordo com a similaridade clonal (cutoff < 83%).
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Otimizagao - 1,5%
FONTE: HC FMUSP, Séo Paulo
Figura 25 - Dendrograma de avaliacdo da variabilidade genética para os 19

isolados de K.pneumoniae destacando os 10 selecionados para SCG (seta
azul).

A andlise do sequenciamento genbmico, realizada pelo Align
Sequences Nucleotide BLAST e ResFinder 2.0 servers, mostrou a presenca de
genes de resisténcia aos antibidticos -lactamicos e a presenca das proteinas

de membrana externa ompK 35, ompK 36 e ompk 37 para as 10 K.
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pneumoniae resistentes aos carbapenémicos. A andlise do sequenciamento
realizada pelo MLSTfinder mostrou a presenca de 4 tipos diferentes de
Sequence typing (ST). Nao foram encontrados genes de carbapenemases e
AmpC confirmando os resultados negativos do Xpert Carba-R®. Os genes
relacionados a resisténcia dos carbapenémicos e as porinas estao
relacionados no Anexo H. A avaliacdo de proteinas de membrana externa
demonstrou mutacdes nas porinas ompK 35 em 4 cepas e mutacdes nas
porinas ompK 36 e ompk 37 em todas as cepas, ndo encontrando um padréo
homogéneo entre as elas (Anexo I). Algumas mutacbes encontradas foram
diferentes das relatadas na literatura, sugerindo o encontro de novas mutacoes;
A190W, D224E, Q227S, L228V, S346K, N304S, Y306S, D308R, R345H,
G189T.

Os resultados do Xpert Carba-R® foram obtidos em 50 minutos e da
CV-ERC em até 120 horas ap0s o inicio do ensaio (negativos: 48 a 72 horas e
positivos: 72 a 120 horas). A diferenca do TAT, medida em dias, entre o Xpert
Carba-R® e a CV-ERC variou de acordo com o crescimento bacteriano no
caldo tioglicolato e na placa priméaria (presenca de uma ou mais bactérias
resistentes, pouca quantidade de colbnias resistentes ou populagdes mistas
necessitando de um ou dois dias para reisolamento das mesmas). O resumo

destes resultados esta sumarizado na Tabela 9.

Tabela 9 - Diferenca entre o “turnaround time” (TAT) obtido pelo Xpert Carba-
R® e culturas conforme crescimento no caldo tioglicolato e placas primarias

Resultado Cultura de vigilancia Diferenca do TAT NPamostras
Negativo Tio turvo em 24h 2 dias 795
Tio turvo em 48h 3 dias 21
Reisol. suspeita de ERC 3 dias 19
Tio turvo em 24h, sem
Positivo reisol. (ID e TSA) 3 dias 8
Tio turvo em 24h, com
reisol. (ID e TSA) 4 dias 712
Tio turvo em 24h, com
dois reisol. (ID e TSA) 5 dias 6

ID: identificacdo; h: horas; Reisol. Reisolamento; Tio: caldo tioglicolato; TSA:
teste de sensibilidade aos antimicrobianos.
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4.3 Mensurar as indicacdes de precaucdo de contato relacionada a
Gram-negativo multirresistentes produtores de carbapenemases a partir

de método genotipico em comparacédo ao fenotipico

Foram analisadas 921 amostras de 859 pacientes. A prevaléncia de
colonizag&o por organismos resistente a carbapenémicos e/ou produtores de
carbapenemase foi de 36% (66) na UTI/UT e de 7% (38) no PS. No total, 111
(13%) pacientes estavam colonizados, determinados a partir do método
genotipico (n=91) (82%) e/ou fenotipico (n=86) (77%) (Figura 26).

921 amostras

Prevalé&ncia ERC

e — efou PC
o183 N\,
UTIfUT -'
859 pacientes —

./_,- - \
/ N <«<»

Positivo Negativo

748 (87%)

Positivo Positivo
Somente Xpert Carba-R® Somente cultura de vigilancia

Figura 26 - Prevaléncia de colonizagdo por microrganismo resistente a
carbapenémicos e/ou produtores de carbapenemase e quantidade de
pacientes identificados a partir dos métodos genotipicos e fenotipicos.

ERC: Enterobacterales resistente a carbapenémicos; PC: produtores de
carbapenemases; PS: pronto socorro; UTI/UT: unidades de terapia intensiva e
transplantados
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Dentre os 91 pacientes detectados pelo Xpert Carba-R®; 72 estavam
colonizados com ERC produtoras de carbapenemase, 7 estavam com ESC
produtoras de carbapenemase e 12 estavam colonizados com organismos
produtores de carbapenemase (OPC) néo recuperados na cultura.

Dentre os 86 pacientes detectados pela cultura de vigilancia; 66
estavam colonizados com ERC produtoras de carbapenemase e 20 com ERC
nao produtores de carbapenemase. Para ilustrar quais pacientes foram
detectados por ambas metodologias, os resultados foram divididos em
conjuntos numéricos onde; A foi considerado como o conjunto dos resultados
obtidos pelo Xpert Carba-R® e B o conjunto dos resultados obtidos pela cultura

conforme demonstrado na Figura 27.

Conjunto A (Xpert Carba-R®) = {ERC-PC, ESC-PC, OPC} Conjunto B (cultura) = {ERC-PC, ERC nao PC}

Total de pacientes: 111

Figura 27 - Diagrama de Venn-Euler representando a quantidade de pacientes
identificados pelo Xpert Carba-R® (conjunto A) e cultura (conjunto B)

ERC-PC: Enterobacterales resistentes a carbapenémicos e produtoras de
carbapenemase; ERC néo PC: Enterobacterales resistentes a carbapenémicos
ndo produtoras de carbapenemase; ESC-PC: Enterobacterales sensivel a
carbapenémicos e produtoras de carbapenemase; OPC: organismos
produtoras de carbapenemase
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Diante do exposto, ndo houve deteccdo da colonizacdo em 18%
(20/111) e 23% (25/111) dos pacientes determinados pelo Xpert Carba-R® e
pela cultura de vigilancia, respectivamente.

Na analise do subgrupo de pacientes portadores de microrganismos
sabidamente resistentes a carbapenémicos (n=92), o Xpert Carba-R® e a
cultura deixaram de detectar, respectivamente, 20 (22%) e 6 (7%) pacientes
(estes ultimos detectados exclusivamente pela avaliacdo do pesquisador)
(Figura 28).

Conjunto C (Xpert Carba-R®) = {ERC-PC} Conjunto D (cultura)= {ERC-PC, ERC ndo PC}

Cottwrando | - . [ Xpert carba-g®
detectou 7% \ = — - néo detectou
(6/92) vy B o g (D
. : 'n"n‘ o~

22% (20/92)

\.‘\. 'n' 'i"ﬂl'i‘/

'n‘ 72 ERC-PC w 6 ERC-PC ndo detectadas * 20 ERC ndo PC n3o detectadas

Figura 28 - Diagrama de Venn-Euler representando a quantidade de pacientes
colonizados com ERC néo detectados pelo Xpert Carba-R® e cultura

NOTA: O conjunto C é formado por pacientes com ERC detectadas pelo Xpert
Carba-R®e D por pacientes com ERC detectadas pela cultura

ERC-PC: Enterobacterales resistentes a carbapenémicos e produtoras de
carbapenemase; ERC ndo PC: Enterobacterales resistentes a carbapenémicos
nao produtoras de carbapenemase
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Por outro lado, na andlise do subgrupo de pacientes portadores de
microrganismos com genes codificadores de carbapenemases (n=91), a cultura
deixou de detectar 25 (27%) pacientes (23 com microrganismo produtor de
KPC e 2 de NDM) (Figura 29).

Conjunto E (Xpert Carba-R®) = {ERC-PC, ESC-PC, OPC} Conjunto F (cultura) = {ERC-PC}

Total de pacientes portadores de microrganismos com genes codificadores de carbapenemases {n=91)

Culturando
detectou N\ D

° 2 N
27% (25/91) Tlm

[ ] [ ]
|n| 72 ERC-PC |l| 6 ERC-PC nio detectadas li! 7 ESC-PC ndo detectados *l 12 OPC nao detectados

Figura 29: Diagrama de Venn-Euler representando a quantidade de pacientes
portadores de microrganismos com genes codificadores de carbapenemases
nao detectados pela cultura

NOTA: O conjunto E é formado por pacientes com genes de carbapenemase
detectadas pelo Xpert Carba-R® e F por pacientes com genes de
carbapenemase detectadas pela cultura.

ERC-PC: Enterobacterales resistentes a carbapenémicos e produtoras de
carbapenemase; ESC-PC: Enterobacterales sensivel a carbapenémicos e
produtoras de carbapenemase; OPC: organismos produtoras de
carbapenemase
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Caracterizacdo da Casuistica

No Brasil, KPC € um problema de saude publica e Enterobacterales
resistente a carbapenémicos apresentam-se em alta prevaléncia,
principalmente devido aos isolados produtores de KPC-2, que séo altamente
endémicos®?. As enzimas do tipo NDM também tem sido identificadas em um
ritmo preocupante, desde 2013, com isolados carregando a variante blanpm-1
em 9 estados brasileiros indicando a sua difusdo pelo paisi®, assim como as
variantes OXA-48 (OXA-370) e [IMP-1, embora ainda em casos
esporadicos343%,

Na nossa instituicdo, as ERC foram esporadicamente observadas até
2005, mas depois de 2009 os produtores de KPC se tornaram um desafio
epidemiolégico®®2153, K. pneumoniae é o primeiro isolado Gram-negativo de
hemocultura e destes, 50% s&o resistentes a carbapenémicos, dos quais 85%
produzem KPC. As MBL ainda sé&o raras, com poucos casos de NDM e IMP,
esta Ultima detectada num surto com E. gergoviae na unidade de transplante
renal?’l. No entanto, a real prevaléncia de carbapenemases ndo é fielmente
conhecida, uma vez que métodos fenotipicos utilizados para triagem, Q-MHT e
EDTA, apresentam bom desempenho somente para deteccdo de KPC® e
MBL'” em Enterobacterales portanto, ndo séo testados em Acinetobacter spp
e P. aeruginosa. Os Dbacilos Gram-negativos nado fermentadores,
potencialmente produtores de MBL, sdo subdiagnosticados devido as
limitacbes metodoldgicas fenotipicas, e até mesmo, as serino-carbapenemases
sdo pobremente detectadas neste grupo devido a frequente sobreposicédo de
mecanismos de resisténcia®. Do mesmo modo as oxacilinases, fracamente
inibidas pelos inibidores de carbapenemases da classe A, ndo apresentam um
padrdo de susceptibilidade que permita a sua deteccdo através de métodos
fenotipicos confiaveis®®.

Organismos produtores de carbepenemases plasmidiais podem
dissemina-la para diferentes espécies®®3. Embora a KPC seja mais
comumente encontrada em K. pneumoniae, representado por 90% das

infecgbes por ERC no nosso instituto, outras Enterobacterales também foram
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identificadas como produtores; E. coli, K. oxytoca, Enterobacter spp, S.
marcescens, C. freundii, Proteus spp, Providencia spp e Raoultella spp?'?
assim como relatado em outros estudos’'?'3. A maior preocupacdo é que
esses organismos S8o0 quase sempre extensivamente resistentes aos
antibiéticos, ficando poucas opcdes ativas para o tratamento e resultando em
maiores taxas de mortalidade®’.

Em nosso instituto, maior hospital publico da América Latina, as
enfermarias comportam até 4 leitos, as UTI apresentam altas taxas de
ocupacado e o atendimento no PS € “porta-fechada” restrito para situagcéo de
alta complexidade médica. A coleta de vigilancia para rastrear coloniza¢do por
ERC esta contemplada no programa de Controle de Organismos
Multiresistentes estabelecido pelo servico de controle de infeccdo hospitalar
desde 2010. Pacientes internados nas UTI e UT coletam swabs retais, virilha-
axila-perineo e/ou orofaringe no momento da admissdo e semanalmente
(transversal), se permanecerem internados e ndo colonizados. A coleta &
realizada usando um anico swab por sitio anatémico, transportado em meio gel
Stuart sendo mensalmente realizadas 5 000 culturas para investigacao de
portadores com ERC com positividade média de 15%.

Diferentes percentuais de positividade séo relatados entre os estudos
de vigilancia, 38% no 1rd?'4, 3,4% nos Emirados Arabes?'®, 10% nos EUA?'6 e
13% no Marrocos?!’. A andlise comparativa é dificultada, pois depende néo
apenas das diferentes populacbes estudadas mas também da epidemiologia
local, das medidas de contencdo aplicadas nesses paises e da variabilidade
nos métodos de vigilancia. Diferentes métodos baseados em cultura, com
sensibilidades analiticas distintas, estdo disponiveis!®-183  Além disso, as
coletas podem variar em relagdo aos sitios anatémicos; retal, orofaringe,
virilha-axila-perineo, assim como a quantidade de swabs coletados por sitios a
serem processadas no mesmo ensaio.

Em nosso servico, as culturas de vigilancia foram padronizadas
incubando previamente os swabs em caldo de enriqguecimento sem antibiotico
e posterior subcultivo em &gar MacConkey adicionados com discos de

carbapenémicos. Tal procedimento permite o processamento simultdneo de
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dois ou mais swabs, frequentemente coletados, otimizando recursos
laboratorias sem perda de sensibilidade diagnostica. Os resultados sao
fornecidos entre 48 e 120 horas.

Métodos fenotipicos, baseados em cultura, irdo detectar se o0s
isolados sao resistentes ou sensiveis aos carbapenémicos, mas nao
identificardo se a resisténcia € devida a producdo de carbapenemase ou outros
mecanismos.

Atualmente, o conhecimento do tipo de carbapenemases € crucial
para a escolha do antibiético mais adequado, pois 0s novos medicamentos,
com inibidores de carbapenemases, sdo especificos para a sua classe e
podem ou ndo agir, dependendo do tipo da enzima. Com 0s recentes avancgos
nas areas da genémica e biologia molecular, atualmente é possivel identificar
microrganismos e genes de resisténcia, de forma mais rapida e precisa. Testes
moleculares que visam a deteccao de genes codificadores de carbapenemases
tém desempenhado papel importante na rapidez do resultado para os clinicos.
Dentre as plataformas disponiveis nos ultimos seis anos no Brasil, encontra-se
0 Gene Xpert® que através do ensaio Xpert-Carba-R®, detecta os cinco
principais genes de carbapenemase; blakec, blanowm, blaoxa-as, blave-1 € blaviv
em menos de 1 h diretamente de swabs retais. Diante do cenario desafiador
das infec¢des causadas por ERC produtoras de KPC, a introducédo das novas
drogas e as caracteristicas institucionais, houve um particular interesse em
avaliar essa nova ferramenta diagndstica.

De acordo com as recomendagbes do Clinical Laboratory
Improvement Amendments (CLIA)?'8, que determina a andlise da performance
diagnéstica para novos testes incorporados a rotina laboratorial devido a
distintas prevaléncias locais, foi realizado um estudo de desempenho
metodoldgico frente aos pacientes que rotineiramente sdo investigados quanto
a colonizacdo por ERC em nosso servigo. Posteriormente, seus resultados
foram correlacionados com a cultura, método laboratorial padrdo, a fim de
avaliar diferenca na resposta microbiologica e na introducdo de medidas de
precaucéo de contato. Para isso, as condi¢des de coleta e processamento ndo

sofreram readequacgéo.
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Em meio ao processo de validagao, iniciou-se um estudo para
investigar a prevaléncia, fatores de risco e taxas de aquisicdo de EPC em
pacientes admitidos no PS, com duracéo de 3 meses, e estas amostras foram
incorporadas na analise de desempenho a fim de aumentar a diversidade
populacional. Em decorréncia ao alto numero de coletas diarias, foi
estabelecido a coleta de dois swabs retais por paciente para facilitar o fluxo de
trabalho dentro do laboratério. Enquanto um time processou a cultura, outro
processou o Xpert Carba-R®. Ambas coletas, com 1 ou 2 swabs, apresentam
limitag6es em relagdo ao indculo bacteriano, enquanto na coleta com um swab
pode haver diminuicdo do inGculo bacteriano ao processar primeiramente no
Xpert Carba-R® e depois na cultura, ao coletar dois swabs pode haver
diferenca na quantidade de fezes entre ambos. A maioria das andlises de
desempenho neste formato utilizaram um swab duplo em meio de cultura
liquido, a fim de equalizar a quantidade de fezes?! 220,

Até o inicio deste estudo, as analises de desempenho das
plataformas moleculares automatizadas ocorreram em pacientes internados em
um mesmo cenario epidemiolégico ou com organismos previamente
caracterizados e nédo houve avaliagdo do impacto frente as medidas de
precaucéo de contato ao utilizar vigilancia molecular comparada com a cultura.
Neste estudo, o desempenho do Xpert Carba-R® foi analisado em dois cenarios
distintos para aquisicdo de carbapenemases; alto risco (UTI/UT) e baixo risco
(PS). Foi admitido que pacientes internados no PS sao de baixo risco para
ERC, porque sédo provindos da comunidade, embora fatores de risco tenham
sido estratificados nestes pacientes!®,

Estabelecer caracteristicas de desempenho para ensaios moleculares
pode ser bastante oneroso para laboratérios clinicos e avaliar a precisdo de
ensaios automatizados de PCR em tempo real apresenta desafios Unicos, pois
geralmente apresentam limite de detec¢cao mais baixos do que o “padréao ouro”
(PCR in house) e métodos investigacionais para analisar resultados
discrepantes podem ser estabelecidos nos experimentos de acuracia®?l. Neste
estudo, o Fast® RT-PCR, sequenciamento de DNA e a repeticdo do método de

referéncia confirmaram a presencga de blakerc em quatro amostras inicialmente
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negativas e diante disto, o Xpert Carba-R® apresentou desempenho geral
excelente, com sensibilidade, especificidade e VPN superiores a 94% e VPP de
86,8%. Quando avaliado somente o gene blakec, 0 desempenho foi melhor,
com sensibilidade, especificidade e VPN superiores a 98% e VPP de 88,5%
devido ao menor nimero de resultados falso positivos e auséncia de falso
negativos ocasionados pelos genes blanom e blaviv, respectivamente.

Assim como outros estudos, que encontraram percentuais de
resultados falso positivos entre 1,0 a 1,5%2%19:220.222 esta analise detectou 1,3%
(12/921) (4 blakrc e 2 blanom na UTI; 6 blakec Nno PS) de falso positivos e néo
foi associada a qualquer gene alvo especifico ou populacéo fonte. E possivel
gue estes resultados sejam verdadeiros positivos ndo detectados devido ao
carreamento de uma sequéncia modificada do gene alvo ou a menor
sensibilidade do método de referéncia.

Distinguir se estes resultados foram provenientes do paciente ou do
ambiente (bancada, maos de profissionais, insumos) € uma condicao dificil, a
menos que testes subsequentes apresentem os mesmos resultados em um
mesmo periodo de processamento, levando a considerar a contaminagdo do
ambiente, mas este néo foi 0 caso destas amostras.

Os 12 swabs ndo confirmados pelos métodos investigacionais,
demonstraram valores de Ct > 30 e estes pacientes ndo apresentaram
resultados positivos para colonizacdo ou infeccdo por ERC nos 6 meses
seguintes e, portanto, futuros estudos com esse enfoque sédo necessarios para
determinar se esses casos devem ser considerados risco de disseminagdo ou
infecgcdo. Lau e colaboradores (2015)%22 demonstrou a ocorréncia de resultados
falso positivos com valores de Ct > 35 questionando o valor epidemiolégico
destes resultados uma vez que a confirmacédo da cultura foi alcancada em
apenas 37% dos casos.

A implementacdo de um ponto de corte Ct para ajudar a diferenciar
achados falso-positivos ou epidemiologicamente insignificantes de resultados
verdadeiros pode ser clinicamente util. Neste estudo, os valores de Ct < 29,9
(AUC = 0,918) foram preditivos de um paciente verdadeiramente colonizado

por blakec, capturando 100% de casos confirmados pelo método de referéncia
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e amostras com Ct > 30, alcangcaram apenas 50% (10/20) de verdadeiros
positivos. Embora os resultados demonstrem um limite potencial para
diferenciar os resultados em categorias epidemiologicamente de “alto risco” e
“baixo risco”, ndo podemos recomendar o uso desse ponto de corte, uma vez
que amostras verdadeiro-positivas podem ser perdidas. Mais dados séao
necessarios para avaliar a utilidade clinica do estabelecimento de um ponto de
corte de Ct para vigilancia molecular, e € provavel que as interpretacdes
baseadas apenas nos resultados dos testes moleculares sejam diferentes entre
as instituicdes com base nas politicas do hospital e nos recursos disponiveis.

Os valores preditivos positivos e negativos foram semelhantes entre
os dois grupos, mas o percentual de falso positivo para blakec diferiu, sendo
8,2% do total de amostras positivas no grupo UTI/UT e 15,8% no PS que
podem ser justificados devido a menor prevaléncia de KPC entre os pacientes
internados no PS. A prevaléncia de KPC em amostras da UTI foi de 23%,
enguanto nas amostras do PS foi de 4,4%, refletindo a epidemiologia esperada
de cada local.

A ocorréncia de resultados falso negativos também foi relatada em
outros estudos, mas ndo houve uma relacado especifica com o gene blavim,
como aconteceu em 0,5% desta amostragem. Tato e colaboradores (2016)2%°
encontraram 0,95% (6/633) de falso negativos (2 blaoxa-s, 1 blave, 1 blakec € 2
blavim) € Moore e colaboradores (2017)%?° 0,9% (11/1 167) (2 blaoxa-4s, 4 blavp
e 5 blavim). A diferenca entre nossos achados provavelmente esta relacionada
a auséncia dos genes blaoxa-4s € blamp € quando analisado somente o gene
blavim 0s resultados entre os estudos tornam-se percentualmente semelhantes
aos nossos (0,32%2%°e 0,43%2%2°). MutagGes ou polimorfismos nas regides de
ligacdo do primer ou da sonda e a presenca de gordura fecal podem afetar a
deteccdo de variantes de carbapenemases resultando em falso negativo??.
Neste estudo nao foi avaliada a presenca de gordura nas fezes.

Considerando que todas as amostras com blaviv-2 foram detectadas
guando dois swabs retais foram coletados por paciente avaliamos o risco da
troca de pares, no entanto, 0s seguintes pontos minimizaram essa

possibilidade: a. o processo pré-analitico foi amplamente controlado (cadastro,
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etiquetagem e verificagcao por pares) e b. as cinco amostras positivas, uma por
paciente, foram admitidas em dias diferentes. A possibilidade de contaminacao
da reacdo de PCR também foi investigada, mas considerada improvavel, pois
as amostras positivas foram testadas em dias diferentes e os resultados dos
controles positivo e negativo foram satisfatorios.

O Xpert Carba-R® demonstrou uma concordancia quase perfeita
(coeficiente Kappa de 0,893) e excelente acuracia diagnostica; 97% no cenario
de alto risco (1 swab/paciente) e 98% no cenario de baixo risco (2
swabs/paciente), sugerindo que o processamento simultaneo da cultura e do
Xpert Carba-R® a partir de um Unico swab ou dois independentes, foram
alternativas acuradas. Tal informacédo apresenta grande valia, principalmente
aos laboratérios de rotina que dificilmente utilizam um swab duplo, como
aqueles descritos, até o momento, nos estudos de desempenho?®220, A
epidemiologia local de carbapenemase, com predominio de KPC, raras NDM e
VIM e auséncia de OXA-48 e IMP, provavelmente influenciou nos resultados de
concordancia e o uso de espécimes coletadas em regides com epidemiologia
distinta poderia modifica-los.

A analise do LD para cada gene alvo demonstrou alta sensibilidade
analitica com capacidade de deteccdo frente a baixos inéculos bacterianos.
Devido ao predominio de KPC e recentes relatos sobre o aumento de
organismos co-produtores de carbapenemases??°2?6, a sensibilidade analitica
também foi avaliada frente aos genes em combinacdo de pares com blakprc
mostrando um aumento de 10! para 10* UFC/swab sugerindo que uma menor
carga bacteriana pode nédo ser detectada quando o organismo esta co-
abrigando dois genes com o mesmo baixo in6culo. O fabricante, por sua vez,
também relata que espécies bacterianas produtoras de carbapenemases em
diferentes concentracdes, uma perto do LD (baixo in6culo) e a outra em
concentracbes superiores, o alvo de baixa concentracdo pode nao ser
detectado??*. Diante deste fato, destaca-se a possibilidade da presenca de
organismos co-abrigando blakpec e outro gene com baixo in6culo n&o detectado

neste estudo.
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Ensaios moleculares para rastrear OPC demostram maior
sensibilidade do que métodos baseados em cultura??/??8, Neste estudo, a
concordancia geral entre os métodos foi excelente (95%) com percentuais de
positividade similares; 9,9% obtido pelo Xpert Carba-R® e 9,3% pela cultura. Do
ponto de vista epidemiolégico o percentual de positividade deste estudo foi
inferior ao encontrado na rotina hospitalar (15%) possivelmente relacionada ao
menor nuamero de pacientes colonizados do PS. A alta concordancia
provavelmente esta relacionada ao grande nimero de amostras negativas e a
alta sensibilidade analitica demonstrada em ambos métodos (< 10! UFC/swab).

Embora os percentuais de positividade tenham sido similares, as
metodologias expressam informacgdes diferentes (gendtipo versus fendtipo) e a
presenca de resultados positivos somente pelo Xpert Carba-R® foram
representados; pela presenca de EPC sensivel aos carbapenémicos e devido a
nao recuperagcdo de organismos em swabs positivos com baixa concentracao
de DNA (Ct alto).

A auséncia de antibiético no caldo de enriquecimento permitiu a
recuperacdo de Enterobacterales produtoras de KPC-2 sensiveis aos
carbapenémicos a partir de culturas negativas. Estes isolados demonstraram
sensibilidade pelos métodos de disco-difusdo e E-test® com perfil incomum
pelo Vitek 2®, CIM menores de ertapenem em comparacgdo ao imipenem e/ou
meropenem??°, Em geral, Enterobacterales produtoras de KPC apresentam
altas CIM para carbapenémicos, principalmente para ertapenem que sao mais
vulneraveis a hidrélise por carbapenemase?®. Em nosso servico, 3% dos
organismos produtores de KPC sdo sensiveis aos trés carbapenémicos??®
representando um risco de disseminacdo, pois pacientes colonizados,
potenciais transmissores destes patdgenos, ndo sao identificados pela cultura
de vigilancia.

A dependéncia da cultura em expressar resultados positivos a partir
de organismos viaveis e com inéculo suficiente para conseguir crescimento
detectavel associado aos critérios interpretativos dependentes da atencao
humana, sobretudo de colbnias resistentes mais discretamente evidenciadas

na placa, também foram possiveis situacdes de discordancia nesta casuistica,
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pois tais situacdes, ap0s a ressemeadura do tioglicolato e reavaliacdo das
placas primarias, apresentaram resultados positivos.

A maior sensibilidade do Xpert Carba-R® traz a vantagem em detectar
uma menor quantidade de organismos abrigando genes alvos, por outro lado,
apresenta a desvantagem em detectar material genético de bactérias mortas e
a inespecificidade na relacdo gene/espécie, ou seja, se ha mais de uma
espécie produtora da mesma carbapenemase ou somente uma carreando
distintas carbapenemases. Neste estudo foi identificado um paciente
colonizado com K. pneumoniae e S. marcencens ambas produtoras de KPC.
Nesta condicdo a utilizacdo exclusiva do Xpert Carba-R® prejudicaria o
isolamento deste paciente uma vez que coorte considerando o género das
ERC sao realizados nas UT. Além disso, o tratamento empirico para infec¢cdes
graves em pacientes colonizados poderia diferir com a presenca de S.
marcencens devido a resisténcia intrinseca as polimxinas.

A presenca de resultados positivos somente na cultura foi
representada por ERC produtoras de ESBL associada a mutacdes de porinas e
bombas de efluxo que apresentaram percentuais de resisténcia variavel entre
0s carbapénemicos, exceto para ertapenem (100% resistentes), e destacaram-
se pela presenca de novas mutacdes em porinas deletérias e a diversidade
clonal semelhante aos produtores de KPC descritos no Brasil®®1232, Embora
estes organismos representem a minoria das ERC encontradas, elas estao
colonizando pacientes criticos.

Neste estudo foi demonstrado que ao utilizar somente o Xpert Carba-
R® as precaucgfes de contato ndo seriam instituidas em 22% dos pacientes
colonizados com ERC. A significancia epidemiolégica das ERC nado PC, ainda
€ discutivel, pois embora as alteracbes de permeabilidade apresentem
potencial limitado de propagacdo horizontal, as ESBL, alocadas em
plasmideos, apresentam maior potencial?'>233, Apesar de ensaios clinicos
randomizados serem necessarios para avaliar a eficacia do isolamento destes
organismos, ha uma recomendacdo para ambientes de alto risco (UTI/UT) e
cenarios de surto ou endémicos demonstrando que a colonizacdo intestinal

com bactérias produtoras de ESBL aumentou quase treze vezes o risco de
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infeccdo da corrente sanguinea subsequente a administracdo de quimioterapia
e na condicao de neutropenia febril sendo proposto que pacientes tratados em
centros com altas taxas de colonizacdo possam se beneficiar da triagem fecal
em combinagdo com o0 tratamento empirico direcionado ao
carbapenémico?3423,

Outra relevancia é que infecces por Enterobacterales produtoras de
CTX-M, de grande importancia clinica, apresentam taxas crescentes
impulsionando a prescricdo de carbapenémico, que no que lhe concerne,
promove a disseminacdo de EPC potencialmente intrataveis?3. Para lidar com
essa situacao, € necessario monitorar constantemente a epidemiologia global
dos gendtipos CTX-M, permitindo detectar antecipadamente o0s genes
emergentes através de tentativas, baseadas em evidéncias, para mitigar esses
riscos como estratégias preventivas de rastreamento?36. Nesta casuistica o tipo
predominante de ESBL entre as ERC ndo PC foi a CTX-M-15 (90%) condizente
com a alta frequéncia relatada globalmente?37:238.239,

Nossos resultados também demonstraram que ao utilizar somente a
cultura de vigilancia as precaucfes de contato ndo seriam instituidas em 27%
dos pacientes colonizados com carbapenemases. A significancia
epidemiolégica da colonizacdo por EPC € bem estabelecida visto que estes
pacientes apresentam maior risco de desenvolver infec¢cdes quase impossiveis
de tratar culminando em altas taxas de mortalidade e tém sido associadas ao
aumento do custo e tempo de permanéncia hospitalar além do potencial de
disseminacéo horizontal destes genes?*2°,

As ERC produtoras de KPC sédo principalmente disseminadas de
paciente para paciente principalmente pelas maos dos profissionais de saude e
através de fébmites contaminadas. O nimero de novos casos gerados por um
caso primario é estimado em dois na auséncia de medidas de controle de
infeccdo?4® e o tempo da colonizacdo também é um problema, pois pacientes
com Kp-KPC podem permanecer colonizados por mais de 1 ano criando
oportunidades para a transferéncia horizontal a longo prazo?*. Além disso, o
gene blakec apresenta potencial de disseminacdo interespécie e geografica
explicado por sua localizagdo em um transposon do tipo Tn3, Tn4401, capaz
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de se inserir em diversos plasmideos de bactérias Gram-negativas e sao
frequentemente associados a determinantes de resisténcia a outros
antibiéticos?#2.

Alguns autores defendem o teste de genes de carbapenemase para o
monitoramento do controle de infeccdo, bem como para o diagnéstico
microbiolégico de rotina?3. A justificativa é que, embora o aumento das CIM de
carbapenémicos possa sugerir a presenca de um OPC, a experiéncia clinica
demonstra que estas CIM nem sempre revelam a presenca de
carbapenemases como ja demonstrado neste estudo. A sua maior
sensibilidade em detectar menor nimero de OPC também é uma importante
vantagem. Durante um surto com KPC o método molecular revelou que 39%
dos pacientes estavam com colonizagdo gastrointestinal, mas apenas 14%
foram identificados por cultura clinica anterior?*4,.

Por outro lado, o teste de sensibilidade antimicrobiana ainda é o
diagnéstico padrdo para decisdes terapéuticas e € uma ferramenta
epidemiologica importante para coletar e analisar dados instituindo decisbes de
tratamento além de identificar novas tendéncias em resisténcia.

Uma questdo importante para controlar o ERC é o tempo que leva
para obter resultados de culturas. Nesta casuistica o tempo médio de liberacao
das culturas negativas foi de 48 h e das positivas de 96 h com TSA, podendo
chegar em até 120 h. De modo a evitar que 0s pacientes permanegam nos
hospitais por longos periodos, a cultura geralmente ndo € viavel. O desafio é
aumentar a velocidade sem sacrificar a precisao.

O Xpert Carba-R® demonstrou-se de simples execucdo, com baixa
carga de trabalho e adaptado para o laboratério de rotina onde os resultados
da PCR sdo interpretados no software GeneXpert®, retirando qualquer
subjetividade da analise. Além disso, os resultados podem ser salvos
eletronicamente, facilitando a auditoria e revisdo. O método permite conhecer a
epidemiologia local e ser utii para adequar a terapia antimicrobiana,
especialmente apdés a introducdo das novas drogas com combinacdes de

inibidores anti-carbapenemases e ainda permite a deteccao precoce de surtos.
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Os resultados foram obtidos em 50 minutos, substancialmente mais rapido que
a cultura.

Entre as desvantagens do Xpert Carba-R®, destaca-se o uso de um
ensaio molecular como um “teste autbnhomo” ndo sendo capaz de fornecer
informagdes sobre clonalidade, identificacdo e susceptibilidade antimicrobiana
e pode dar resultados falso negativos em caso de presenca de
carbapenemases nao incluidas entre os alvos. Em alguns casos, a
interpretacdo dos resultados moleculares pode ser desafiadora, este € o caso
das amostras positivas ndo confirmadas pelo método de referéncia. Além
disso, detecta a presenca ou auséncia de genes e ndo a sua expressao. Outra
desvantagem € o custo mais elevado em comparacéo a cultura. No entanto, a
melhoria dos procedimentos de controle de infec¢bes, mediada pela reducao
do TAT, poderia reduzir significativamente os custos com a saude, limitando o
aparecimento de grandes surtos hospitalares, gerenciando apropriadamente
leitos ocupados por pacientes sabidamente portadores de EPC em curto
tempo.

Algumas das limitagdes deste estudo incluem: a auséncia de
carbapenemases IMP-1 e OXA-48 e baixa prevaléncia de carbapenemases
NDM e VIM encontradas em nossos espécimes clinicos, portanto, nossos
resultados ndo podem ser estendidos a situacdes epidemiologicas distintas, o
namero de swabs coletados por paciente diferiu nos dois cenarios podendo
comprometer os resultados de concordancia, e por fim, as coletas usando um
unico swab podem levar a diferencas no indculo bacteriano inicial entre as duas
metodologias e quando coletado um par de swab n&o foi realizado um
protocolo para harmonizar a quantidade de fezes entre eles.

Em suma, no contexto abordado neste estudo, os resultados refletem
a nogdo de que, para evitar a disseminacao da resisténcia, é necessario evitar
a transmissdo de ndo apenas isolados fenotipicamente resistentes, mas
também aqueles que transportam elementos transmissiveis que podem se
espalhar para bactérias sensiveis e conferir resisténcia sob condicGes
propicias, portanto, a soma das duas metodologias, Xpert Carba-R® e cultura,

maximiza esta abordagem.
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Consideragoes Finais

Como este estudo foi iniciado ha 5 anos, mudangas importantes no
mercado da medicina laboratorial marcaram este periodo. Quando este estudo
se iniciou, em 2016, poucos métodos estavam disponiveis no Brasil com
registro ANVISA para deteccdo molecular rapida de carbapenemase e durante
este periodo, novas ferramentas de deteccdo moleculares também
compactados e adaptadas ao laboratério de rotina foram langadas no mercado
ganhando atencéo pela capacidade de detectar através de painéis sindrémicos,
diferentes agentes infecciosos associados a genes de resisténcia em um unico
ensaio, diretamente de amostras clinicas em até 4 horas. Estes métodos, até o
momento, apresentam um custo maior do que o Xpert Carba-R® e a
acessibilidade, ou seja, quantidade de equipamentos disponiveis no Brasil
ainda ndo esta amplamente difundida.

Testes imunocromatograficos também difundiram-se no mercado
brasileiro durante os ultimos 3 anos. Estes testes detectam genes alvos em até
15 minutos com menor custo quando comparado ao Xpert Carba-R® trazendo a
vantagem de ndo necessitar a compra de equipamentos. Ainda como
desvantagem necessita de maiores estudos para deteccdo direta a partir de
amostras clinicas, sendo bem estabelecido a deteccdo a partir de isolados
cultivados.

O custo direto do Xpert Carba-R® é cerca de 14 vezes maior que a
cultura de vigilancia realizada em nossa rotina (R$ 350,00 contra R$ 25,00)
(Fonte: tabela de custo da DLC HCFMUSP) sem contabilizar a aquisicdo dos
equipamentos. O Sistema Unico de Saude (SUS) paga R$ 15,00 reais por
exame (Fonte: Tabela SUS) néo atingindo, se quer, a cobertura do custo direto
da cultura de vigilancia, sugerindo a necessidade de uma reestruturacao das
fontes pagadoras buscando reembolso minimo dos exames microbiologicos.

Estudos avaliando o custo envolvido na vigilancia molecular em
relacdo ao fenotipico vem sendo cada vez mais realizados. O custo anual

projetado da PCR para rastrear 6 860 amostras em um centro médico
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académico foi cerca de 10 vezes maior que o método fenotipico recomendado
pelo CDC (US $224,596 contra US $22,818) para ERC-PC; no entanto, o
tempo de resposta mais longo do método baseado na cultura significa que um
paciente pode ser desnecessariamente colocado em isolamento preventivo por
mais 3 dias, o que foi estimado em US $925 no Canada?*.

Uma mistura de elementos sociais, econdmicos e politicos limitou o
avanco e a aceitacdo de tecnologias de diagnostico rapido. Entre outros, ha
uma incompatibilidade entre o custo e os beneficios dos testes rapidos no
sistema de saude. Infelizmente, as tecnologias de diagnostico sdo atualmente
vistas como um custo nao critico e sua aceitacdo, e implantacdo permanecem
baixas..

Futuros estudos para avaliar ganhos nos custos indiretos com a
utilizacdo de um teste rapido devem ser realizados incluindo 0s seguintes
aspectos; pacientes rapidamente detectados como positivos; isola rapido,
diminui a disseminacdo de resisténcia, menos colonizacdo, menos infeccao,
menos morte. Como consequéncia, havera diminuicdo de custo com internacao
prolongada, antibiéticos, outras medicacbes, paramentacdo relacionada a
precaucdo de contato, ocupacdo de leitos onerosos como da UTI e evita a
perda de receita em cirurgia eletivas. Por outro lado, pacientes rapidamente
detectados como negativos sao rapidamente tirados do ‘“isolamento”
aumentando a rotatividade de pacientes e possibilitando o aumento de
atendimentos, especialmente importantes aos usuérios do SUS.

Novos dados mostrando que a colonizac&o precede a infeccdo com o
mesmo patdgeno pode ajudar a superar problemas de reembolso.

A resisténcia aos antibiéticos € uma crise de saude que ficara
conosco por muito tempo e continuard evoluindo. A previsdo é que esse
problema piore antes que melhore e os laboratérios de diagndstico precisam

estar preparados.
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Diante dos pontos expostos, conclui-se que:

1. O ensaio Xpert Carba-R® detectou 91 genes de carbapenemases, sendo
87 KPC e 4 NDM com acurcia superior a 97% nas duas populactes
analisadas; tal resultado demonstra que este ensaio molecular é preciso e
eficaz com alta sensibilidade analitica para uma populacdo onde KPC é a

carbapenemase mais prevalente.

2. Os resultados obtidos pelo Xpert Carba-R® e a cultura de vigilancia
concordaram em 95%, no entanto, a concordancia dos resultados positivos foi
de apenas 59%. Devido aos seus principios metodologicos, genotipo versus
fendtipo, sugere-se a necessidade de complementariedade dos métodos
somando, desta forma, os pontos fortes de cada ferramenta e ofertando uma

resposta microbiologica efetiva e rapida.

3. A prevaléncia de colonizagdo por microrganismo resistente a
carbapenémicos e/ou produtores de carbapenemase foi de 36% na UTI/UT e
de 7% no PS e as precaucdes de contato ndo seriam aplicadas em 23% dos
pacientes colonizados com ERC utilizando somente o Xpert Carba-R® e 27%
dos pacientes com OPC utilizando somente a cultura de vigilancia; tal resultado
demonstra que a soma das duas metodologias maximiza a identificacdo de
pacientes colonizados e evita que precaucdes de contato deixem de ser

instituidas.
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HCFMUSP, Séo

Paulo
COLETA DE SWAB DE VIGILANCIA
UNIDADES |Segunda-feira| Terga-feira | Quarta-feira | Quinta-feira | Sexta-feira Sabado Domingo
ENF FIGADO | TRANSVERSAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
E1CH Enterobactérias +|Enterobactérias + | Enterobactérias + | Enterobactérias + | Enterobactérias + | Enterobactérias + | Enterobactérias +
92 ANDAR Acinetobacter | Acinetobacter | Acinetobacter | Acinetobacter | Acinetobacter | Acinetobacter | Acinetobacter
(11 leitos) Colistina R Colistina R Colistina R Colistina R Colistina R Colistina R ColistinaR
TRANSVERSAL
TMO Enterobactérias
82 ANDAR | CarbapenemR +
(20 leitos) VRE +
Pseudomonas
EUTRTX
TRANSVERSAL
RENAL Enterobactérias
72 ANDAR Carbapenem R
(20leitos) P
Coleta VRE swab retal .
Coleta Enterobactéria e Acinetobacter swab inguino-retal atualizada
TMO - fezes 11/2015
Anexo 1.COLETA DE SWAB DE VIGILANCIA NAS UTIS E TRANSPLANTES
UNIDADES |Segunda-feira| Terca-feira | Quarta-feira | Quinta-feira | Sexta-feira Sabado Domingo
TRANSVERSAL
U2CC/UICH L. ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
TRANSVERSAL |Enterobactérias + L L. L L. L
92 ANDAR ) Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
) VRE Acinetobacter
(9 leitos) ColistinaR CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | Carbapenem R
UARR ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL TRANSVERSAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
92 ANDAR | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
(17 leitos) Carbapenem R | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR
UQUE ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL TRANSVERSAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
82 ANDAR | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
(4 leitos) CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR
UIMR ADMISSIONAL ADMISSIONAL TRANSVERSAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
72 ANDAR | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
(4 leitos) Carbapenem R | CarbapenemR [ CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR [ CarbapenemR
ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
UP6M / U2MP . L TRANSVERSAL L L - L
Enterobactérias | Enterobactérias L. Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
62 ANDAR o o Enterobactérias A s oa Cn
) resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos
(9 leitos) . . Carbapenem R .. . . A
carbapenémicos | carbapenémicos carbapenémicos | carbapenémicos | carbapenémicos | carbapenémicos
ADMISSIONAL ADMISSIONAL | ADMISSIONAL | ADMISSIONAL | ADMISSIONAL | ADMISSIONAL
UNEU / UP5N L TRANSVERSAL Y L L . -
Enterobactérias L. Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
52 ANDAR o Enterobactérias o o A s a
. resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos
(9 leitos) . Carbapenem R - . - - a
carbapenémicos carbapenémicos | carbapenémicos | carbapenémicos | carbapenémicos | carbapenémicos
ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
4CC L. L. L. TRANSVERSAL L. .. L.
Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias L. Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
42 ANDAR o o o Enterobactérias . . .
R resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos resisténte aos
(17 leitos) . . . Carbapenem R . . .
carbapenémicos | carbapenémicos | carbapenémicos carbapenémicos | carbapenémicos | carbapenémicos
UMIN ADMISSIONAL TRANSVERSAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
42 ANDAR | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
(7 leitos) Carbapenem R | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR
UP4C /UP4NC| TRANSVERSAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
42 ANDAR | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
(18 leitos) CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR
UP4M TRANSVERSAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL ADMISSIONAL
42 ANDAR | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias | Enterobactérias
(14 leitos) CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | CarbapenemR | Carbapenem R
Coleta VRE swab retal
Coleta Enterobactéria e Acinetobacter swab inguino-retal
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Keywords: Background: The global spread of carbapenemase-producing organisms (CPO) has been considered by interna-
Surveillance culture tional health authorities as a critical public health concern. Brazil has a high CPO prevalence according to
KPC distinct publications but many routine microbiology laboratories have only phenotypic resources to evaluate this
Carbapenemase pidemiological ion, which is time- ing and detects only carbapenem-resistant isolates missing CPO
fﬂ";fg:‘:::“::“ susceptible expressing a slightly d d ibility. New molecular platforms can detect CPO faster but a
Carbapenem resistance loFal evalual.ion is essential. A ) A
Xpert Carba-R™ Aim: To the per! of CPO d direct from rectal swabs with the Xpert Carba-R™ assay
Rectal swab (Cepheid, Sunnyvale, CA) in the largest Brazilian University Hospital.

Methods: A prospective diagnostic accuracy study of CPO was performed with the collection of rectal swabs from
patients admitted into the Intensive Care Unit (ICU) and into the Emergency Department (ED) between April and
July 2016. The Xpert Carba-R™ assay results were pared with carbar i E bacterales (CRE)
surveillance cultures plus in-h PCR carl d ion (i method). In case of discordant
results between methods, additional tests were performed. The limit of detection (LoD) for the CRE culture and
the Xpert Carba-R™ assay were performed with contrived isolates of known carbapenemases genes.

Results: A total of 921 clinical rectal swabs were analyzed being 21% (196/921) from the ICU and 79% (725/
921) from the ED. Overall, the Xpert Carba-R™ assay detected 9.9% (91/921) of CPOs being 9.5% (87/921)
positive only for blagpc and 0.4% (4/921) positive only for blaypy. The reference method detected 9.1% (84/
921) CPO being 77 (8.4%) blagpc, 5 blaypy (0.5%) and 2 blaypy (0.2%). No IMP or OXA-48 like gene was
detected.

Overall, twelve samples, 1.3% (10 blagpc, 2 blanpy) were Xpert Carba-R™ positive but negative by the re-
ference method. Five isolates (0.5%) were positive for blayy, only by in-house PCR and confirmed to be blayy.2
by DNA sequencing. The Kappa value, sensitivity, specificity, positive/negative predictive values and accuracy of
the Xpert Carba-R™ assay were; 0.893 (95% confidence interval [CI], 0.842-0.944), 94% (86.7-98.0), 98.6%
(97.5-99.3), 86.8% (78.1-93.0), 99.4% (98.6-99.8) and 98.2% (97.3-99.1), respectively. The LoD for blakpc of
the Xpert Carba-R™ assay and the CRE cultures were 10" CFU/swab.

Conclusion: The Xpert Carba-R™ assay is an accurate test to detect CPO directly from the rectal swabs with
significant lower turnaround time (TAT) when compared to the reference method (CRE culture plus in-house
PCR). Xpert Carba-R™ may, therefore, be regarded as a good and fast epidemiological tool.
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1. Introduction

The emergence of novel B-lactamases with direct carbapenem hy-
drolyzing activity has contributed to an increasing prevalence of car-
bapenem-resistant organisms (CRO) (Sievert et al.,, 2013). In the United
States, Southern Europe, Israel, and Brazil most clinical infections due
to carbap producing or {CPO) have been attributed to
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the manufacturer, and individual laboratories should calculate the
performance of the test according to their local epidemiology, taking
into account the prevalence of the disease (Burd, 2010).

In our institution, CRE was only sporadically noted in earlier 2005
but after 2009 KPC producers became an epidemiological challenge
{Cury et al,, 2012). In our institution, K.pneumoniae is the first gram-
negative isolate from blood cultures. Of them, 50% are carbapenem-

organisms containing the Klebsiella p carbap (KPC)
(Freire et al., 2015; Glasner et al., 2013; Nordmann and Poirel, 2014;
Andrade et al,, 2011). In Brazil, a wide dissemination of this gene was
observed in 2010, with the spread of carbapenem-resistant K. pneu-
moniae observed in several hospitals at different Brazilian cities and
states (Pereira et al., 2013). New Delhi Metallo-B-lactamase (NDM)-
containing organisms have been recovered throughout the Indian sub-
continent from clinical samples as well as from environment (Walsh
et al., 2011; Dortet et al., 2014) but these carbapenemases still are a
rare event in Brazil. Outbreaks due to organisms containing oxacillinase
enzymes (e.g., OXA-48) have been reported, particularly in some Eur-
opean countries {Yang, 2015; Poirel et al., 2012), and organisms con-
taining the Verona integron Metallo-B-lactamase (VIM) and the imi-
penemase (IMP) family of carbapenemases are also problematic in
South America, Europe, and Asia {Nordmann et al., 2011).

‘The carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) are particularly
problematic given the frequency with which they cause infections
(Freire et al., 2015; Glasner et al., 2013) of high mortality (Freire et al.,
2015; Liibbert et al., 2014; Satlin et al.,, 2013). Infections caused by
KPC-producing Klebsiella pneumoniae in cancer patients admitted in
Brazilian hospital showed the 30-day mortality was 57.8% for all in-
fections and 72.7% for bacteremic infections (Freire et al., 2014). Re-
cent research has shown that risk factors associated with CRE include
intensive care therapy, hospitalization in the previous sixmonths, ex-
posure to invasive procedures and antimicrobials, sharing rooms with
known carriers, and a high degree of colonization pressure (Pafio Pardo
et al., 2014; Schwaber and Carmeli, 2014).

Among CRE, carbapenemase-producing Enterobacterales (CPE)
have particular importance in terms of infection control because of how
easily the carbapenemase genes are able to spread among other
Enterobacterales through plasmids (Gasink et al., 2009). Early detec-
tion of CPE and the implementation of strict infection control measures
are essential to control the spread of these multidrug-resistant organ-
isms. Once CPE is detected, active surveillance cultures with feces or
rectal swabs should be conducted.

The detection of fecal carriers of CPE has become a routine clinical
practice in many parts of the world and is recommended by public
health organizations (WHO, 2016; Centers for Disease Control, 2019;
Tato et al., 2016). CDC infection control guidelines include accurate
and rapid identification of colonization by carbapenemase producing
organisms (CPO), including CPE (CDC, 2015). Both the CDC and Eur-
opean Society of Clinical Microbiology and Infectious Diseases
{ESCMID) support additional periodic screening policies within facil-
ities, for hospitalized patients in high-risk units (Lledo et al., 2009).In
Israel, the implement of a CRE screening policy helped curb the na-
tionwide epidemic in 2008 (Schwaber and Carmeli, 2014).

Different methodologies for CRE detection in rectal swabs have been
used, including phenotypic and molecular tests (Viau et al., 2016;
Hrabdk et al., 2014). Molecular multiplex-PCR-based assays with direct
CPO detection from rectal swabs have been commercially developed
and claim to overcome most of the surveillance culture and conven-
tional molecular test limitations. The main advantage of new molecular
CPO tests over the reference microbiological procedure is a much lower
turnaround time (TAT), no need for trained personnel with experience
in molecular biology and no need for specifics areas to manipulate the
samples.

According to Clinical Laboratory Improvement Amendments (CLIA)
regulations, the adoption of a new molecular platform requires accu-
racy studies to reproduce the performance characteristics claimed by

resi 85% of which produce KPC. Metallo-B-lactamase are still rare.
The laboratory performs 5.000 CRE surveillance swabs/month and
among the ICU patients, we have an average of 15-20% positivity with
routine phenotypic methodologies.

This study is aimed to evaluate the diagnostic performance of the
Xpert Carba-R™ (Cepheid, Sunnyvale, CA) assay in patients admitted to
our institution: the largest Brazilian University Hospital.

2. Materials and methods

This was a diagnostic accuracy study conducted at a large academic
medical center, Hospital das Clinicas, a 2.200-bed tertiary care hospital
affiliated with Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo,
Brazil.

During 4 months, April to July 2016, ICU patients (high-risk set-
ting), had one rectal swab (Venturi Transystem; Copan, CA) collected
for CRE surveillance in accordance with local infection control policies.
Swabs were sent to the microbiology laboratory and, initially, in-
oculated in the Xpert Carba-R™ assay, in accordance with the manu-
facturer package insert (Cepheid, 2016), and then introduced into an
enrichment broth-thioglycolate (OXOID LTD, Basingstoke, Hampshire,
England) for CRE surveillance culture. In the low-risk setting (ED), due
to higher number of specimens, 2 rectal swabs per patient were ran-
domly collected to speed up the steps within of laboratory. One team
worked with the CRE cultures and the other with the Gene Xpert™
system. These swabs were registered, labeled and processed simulta-
neously in both tests. The specimens were collected using one rayon
swab in Stuart Agar Gel medium in accordance with the CRE culture
protocol of our facility. The amount of stool visible on the swabs was
evaluated for all samples. The rectal swabs were collected in the ad-
mission and weekly for the patients who remained hospitalized with
negative results for CRE screening.

The rectal swabs were immediately processed and were stored as
follows: original transport container (Stuart agar gel medium), Xpert
Carba-R™ sample reagent and broth-thioglycolate under refrigeration (2
to 8 °C) and after 7 days, 2 mL of the broth-thioglycolate and bacterial
isolates were stored at —80 °C.

2.1. Ethics statement

This study was approved by the Ethic Committee of Hospital das
Clinicas. The collection of samples from ICU patients followed a routine
determined by the local infection control policies. The collection of
samples from ED patients was performed after signing the informed
consent.

2.2. The reference method: in-house PCR performed after antibiotic-free
broth enrichment from CRE culture

The rectal swabs submitted to CRE culture were incubated over-
night in 10 mL of enrichment broth - thioglycolate (OXOID LTD,
Basingstoke, Hampshire, England) without any carbapenem disk and
subsequently inoculated onto Mac Conkey Agar plate (bioMérieux,
Marcy L'Etoile, France) with the 3 carbapenem disks: 10 pg ertapenem,
imipenem and meropenem (OXOID LTD, Basingstoke, Hampshire,
England). A positive CRE culture was designated according to the
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) criteria disk diffusion
(=21 mm for ertapenem and =22 mm for imipenem and meropenem)
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2019). When the screening
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CRE test was positive, colonies that grew within the screening CRE
breakpoints were subsequently identified by MALDI-TOF (Vitek MS™)
and antimicrobial susceptibility tests were performed by Vitek 2™ using
AST N239™ card (bioMerieux Marcy-L'Etoile, France).

In-house PCR was performed from isolates and/or from broth-
thioglycolate, according to the following conditions. When the sample
was positive in CRE culture and Xpert Carba-R™, in-house PCR was
performed from the resistant colonies. When there were no CRE co-
lonies and the Xpert Carba-R™ was positive, the in-house PCR was
performed on susceptible isolates (to investigate the presence of car-
bapenemases in susceptible strains). On the other hand, the in-house
PCR was performed directly from the enrichment broth-thioglycolate if
the Xpert Carba-R™ was negative; in this situation, if there were re-
sistant isolates in the cultures, PCR was also performed from the co-
lonies.

Thus, all CRE culture colonies were sent to single-plex in-house PCR
detection for blaypc, blanpm, bldoxass, blape., and blaypy genes
{Monteiro et al.. 2012). Briefly, bacterial DNA extraction were per-
formed using a boiling method, and PCR amplification and the reaction
conditions were performed according to a previous reports, respectively
(Castanheira et al.,, 2010). The PCR products were visualized by elec-
trophoresis on 2% agarose gels stained with ethidium bromide and
visualized with UV light.

2.3. Xpert Carba-R™ assay

The Xpert Carba-R™ assay is a qualitative, FDA-approved assay
using a fully automated real-time PCR assay designed to detect five
carbapenemase gene families, including blagpc, blanpm, bldoxa.ss,
blape.1, and blaypy (including the OXA-181 and OXA-232 variants of
OXA-48).

The rectal swabs were processed by Xpert Carba-R™ and analyzed
according to manufacturer’s instructions: the swabs were inoculated in
a sample reagent vial and vortexed for 10s. A total of 1.7 mL of the
sample were transferred to the sample chamber in the cartridges loaded
into a GeneXpert™ system (Cepheid, Sunnyvale, CA). The final result
was obtained in about 50 min. A sample was considered positive if at
least one carbapenemase gene was detected. If indeterminate results
occurred (“invalid,” “error,” or “no result”), the sample was retested.

2.4. Interpretation, discrepant results and investigation testing

In our study, a true positive for Xpert Carba-R™ assay was defined
when this assay and the reference method were both positive, and a
true negative for Xpert Carba-R™ assay was defined when this assay and
the reference method were both negative. If discrepant results were
found, then supplemental investigation tests were proposed as listed in
Table 1. Before applying any investigation testing all discrepant results
were repeated by the Xpert Carba-R™ assay.

If Xpert Carba-R™ assay was positive and the reference method was
negative, the reference method was repeated and performed the Xpert
Carba-R™ of the isolates in accordance with manufacturer's instructions.
If the discrepancy persisted, Fast Real-Time PCR™ (Applied Biosystems,

Table 1
Interpretation and discrepant results resolution.
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Foster City, CA) was performed. The DNA was extracted from the same
broth, and for the new test, it was performed by the Qiagen DNeasy
blood and tissue kit, using the protocol for gram-negative bacteria and
amplified by ABI 7500® Fast real-time PCR instrument.

If Xpert Carba-R™ assay was negative and reference method posi-
tive, the CRE culture was repeated and the amplicons produced by in-
house PCR were selected to investigate the allelic variant. This ampli-
cons were submitted to DNA sequencing performed with a BigDye
Terminator cycle sequencing kit, v3.1 {Applied Biosystems Inc., Foster
City, CA) in an MJ Research PTC-200 DNA Engine thermal cycler (Bio-
Rad Laboratories,Waltham, USA). Sequencing reaction mixtures were
purified by ethanol precipitation, separated, and analyzed using an ABI
Prism 3100 genetic analyzer (ABI, Foster City, USA) following the
manufacturer's protocols. The sequenced products were compared with
software available at the National Center for Biotechnology Information
website (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

If discrepant results were obtained, a positive or negative true result
using Xpert-carba-R™ assay was defined by the final result of the in-
vestigation testing and if false positive results were obtained the patient
histories were followed.

2.5. Evaluation of the Threshold cycle (Cts) by Xpert-Carba-R™ assay

We evaluated the correlation between the threshold cycle (Cts)
value obtained by the Xpert-carba-R™ assay and the results from the
blayyc detection by in-house PCR. The area under the ROC curve (AUC)
analysis was calculated to determine Ct values with a better diagnostic
performance.

2.6. Limit of detection (LoD) for Xpert Carba-R™ assay and CRE culture

To evaluate the Xpert Carba-R™ LoD for the blaypc, blanpwm, blaoxa-
g, blapyp.,, and blayp, carbapenemase genes, five previous categorized
CPO were used: KPC-producing Klebsiella pneumoniae, IMP-1-producing
Enterobacter asburiae, NDM-producing Providencia rettgeri, VIM-produ-
cing Pseudomonas aeruginosa and OXA-48-producing Kiebsiella pneumo-
niae.

Monobacterial suspensions of these organisms were subjected to 10-
fold dilutions from 0.5 McFarland standard (1.5 x 10 (Dortet et al.,
2014) CFU/mL to 1.5 X 10* CFU/mL) in 0.9% saline. Subsequently, a
sterile swab was immersed in each dilution and inoculated in the Gene
Xpert™ reagent, vortexed, and processed accordingly to the manufac-
turer's protocol. The LoD tests were performed with each known CPO
alone and also in a combination of blaypc with other carbapenemases
genes (blagpc + blanpm, blagee + blaoxas, blaxec + blapp, and
blagec + blavpy) to evaluated the competitive interference. The LoD in
combination with two genes was performed in pairs of the same dilu-
tion; 10'blaxec + 10'blaxom, 10%blaec + 10%blanpy, and so on until
107blagpc + 107blanow). In this case, a sterile swab was first immersed
in each dilution containing blaxpc gene, inoculated in the sample re-
agent and reserved. A second swab was immersed in each of the dilu-
tions containing the other carbapenemase gene and then inoculated in
the same sample reagent containing the dilution with the blagpc gene.

Xpert Carba-R™ Reference Method*® Interpretation Investigation Testing
Positive Negative Discrepant RT-PCR™, CRE cult. ()", Xpert Carba-R™ °, PCR’
Negative Positive Discrepant CRE cult. (r)°, DNA sequencing

* RT-PCR: Fast Real-Time PCR™ (AppliedBiosystems).

b CRE-cultr. (): carbap i to carbap culture repetition.
¢ Xpert Carba-R™: Xpert Carba-R™ of isolates.

¢ PCR: in-house PCR of isolates.

¢ Reference method: CRE culture plus in-house PCR.
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Table 3
Diagnostic performance of Xpert-Carba-R™ versus reference method.
Reference method Kappa PPV NPV Accuracy
Negative Positive Total CI (95%) CI{95%) CI (95%) CI (95%) CI (95%) CI(95%)
n % n % n %
All genes*
Xpert Carba-R™ assay (ED plus ICU}
Negative 825 896 S 0.5 830 90.1 0.893 94.0 98.6 86.8 99.4 98.2
Positive 12 1.3 79 86 91 929 {0.842-0.944) (86.7-98.0) (97.5-99.3) (78.1-93.0) (98.6-99.8) (97.3-99.1)
Total 837 909 84 9.1 921 100.0
Xpert Carba-R™ assay (ED}
Negative 682 941 S 0.7 687 94.8 0.845 86.5 99.1 84.2 99.3 98.5
Positive 6 0.8 32 44 38 52 0.755-0.935) (71.2-95.5)  (98.1-99.7) (68.7-94.0) (98.3-99.8) (97.6-99.4)
Total 688 949 37 5.1 725 100.0
Xpert Carba-R™ assay (ICU}
Negative 143 730 0 0.0 143 73.0 . 100.0 96.0 88.7 100.0 97.0
Positive 6 31 47 240 53 27.0 (0.857-0.983) (92.5-100.0} (91.4-98.5) (77.0-95.7} (97.5-100.0) (94.6-99.4)
Total 149 760 47 240 196 1000
Only blagpe
Xpert Carba-R™ assay (ED plus ICU}
Negative 834 906 O 0.0 834 906 0933 100.0 98.8 88.5 100.0 99.0
Positive 10 31 77 84 87 94 (0.892-0.974) (95.3-100.0} (97.8-99.4) (79.9-94.3) (99.6-100.0) (98.4-99.6)
Total 844 916 77 84 921 100.0
Xpert Carba-R™ assay (ED}
Negative 687 948 0 0.0 687 948 0910 100.0 99.1 84.2 100.0 99.2
Positive 6 0.8 32 44 38 52 (0.839-0.981) (89.1-100.0} (98.1-99.7) (68.7-94.0} {99.5-100.0) (98.6-99.8)
Total 693 956 32 44 725 100.0
Xpert Carba-R™ assay (ICU}
Negative 147 750 O 0.0 147 750 0944 100.0 97.4 91.8 100.0 98.0
Positive 4 20 45 230 49 250  {(0.889-0.999) 92.1-100.0)  (93.4-99.3) (80.4-97.7) (97.5-100.0) (96.0-100.0)
Total 151 77.0 45 230 196 100.0

* All genes: were detected: blaxpc, blanpis and blayyy; ICU: Intensive Care Unit; ED: Emergency Department; PPV: Positive Predictive Value; NPV: Negative
Predictive Value; CI: Confidence Interval.

Table 4

Di. results, i tests results and Outcome (N-16).
Sample Admission Unit Xpert Carba-R™ of rectal swab Reference method Investigation tests Outcome

Target Gene  Ct Ct () CREcult Isolate {CSO} PCR  Fast RT- CRE cult Xpert Carba-R™ and PCR of
PCR™ @ isolates
1 1cu blagpc 35.2 30.8 Neg Kle.pne Neg Pos Pos Pos TP
2 cu blagpc 24.0 275 Neg Kle.pne, Pse.aer Neg Pos Pos Pos P
3 ED blagpc 24.2 26.2 Neg Kle.pne, Acibau Neg Pos Pos Pos TP
4 ED blagpc 36.7 334 Neg Kle.pne Neg Pos Pos Pos TP
5 IcU blagpc 32.0 341 Neg Kle.pne, E.coli Neg Neg Neg Neg FP
) cu blagpe 35.6 36.5 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg FP
7 cu blaypc 30.8 316 Neg Kle.pne, Ent.clo, Ser.mar Neg Neg Neg Neg FP
8 Icu blagpc 35.0 35.4 Neg Pse.aer Neg Neg Neg Neg FP
9 IcU bl 35.7 36.5 Neg Kle.pne, Ent.clo Neg Neg Neg Neg PP
10 U Bl 322 331 Neg Kle.pne, Ent.clo Neg Neg Neg Neg FP
11 ED blaec 34.8 37.8 Neg Kle.pne, Pse.aer Neg Neg Neg Neg FP
12 ED blagpe 34.7 37.1 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg kP
13 ED blagpc 35.1 36.6 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg FP
14 ED blagpc 379 31.8 Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer, Neg Neg Neg Neg FP
AcLbau

15 ED blaypc 34.6 318 Neg Kle.pne Neg Neg Neg Neg FP
16 ED blaypc 35.1 36.4 Neg Kle.pne, Ent.clo, Pse.aer Neg Neg Neg Neg FP

ED: D ICU: I Care Units; CSO: Carbap S ptible O ; Ct: threshold cycle, Ct(r): Ct repetition; CRE cult; Carbapenem

Resistant Enterobacterales culture; CRE cult (r): Carbap Enterot |l P from broth-thioglycolate; PCR: in-house PCR; Pos: Positive; Neg:
Negative; TP: True Positive; FP: False Positive; Kle.pne: Klebsiella pneumoniae; E.coli: Escherichia coli; Pse. aer: Pseudomonas aeruginosa; Ent. clo: Enterobacter cloacae;
Ser.mar: Serratia s; Aci. bau: Acinetob b i;

diagnostic challenges for the routine microbiology laboratory to detect
CRE. Early CRE detection and urgent implementation of infection
control strategies are necessary to prevent further spread of those iso-
lates (CDC, 2015). It is essential to highlight that culturing methods for
antibiotic susceptibility testing are only able to detect those isolates
phenotypically resistant to carbapenems. However, some of these may
carry carbapenemase genes that do not necessarily express carbapenem

resistance and therefore may not be detected. CRE cultures may also
lead to positive carbapenem-resistant isolates that may not have car-
bapenemase genes. Infection control strategies require an under-
standing of the prevalence or incidence of CPE.

Currently, knowing the type of carbapenemases is crucial for
choosing the most appropriate antibiotic in the treatment of CPE in-
fections as carbapenemases inhibiting drugs may or may not act,
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The solution with two genes was vortexed and processed according to
the Xpert Carba-R™ manufacturer’s protocol. To confirm the LoD value
obtained in saline water, we repeated the test using negative rectal
swabs to take into account the matrix effect.

To evaluate the CRE culture LoD, a monobacterial suspension of
carbapenem-resistant KPC-producing Klebsiella pneumoniae was sub-
jected to the same dilutions and inoculated on broth-thioglycolate
(OXOID LTD, Basingstoke, Hampshire, England), incubated overnight
and then subcultured onto MacConkey agar with carbapenem disks;
visible colonies were counted after 24 h of incubation at 35°C.

Plating of the initial concentration (0.5 McFarland) of all CPO was
performed in triplicate to verify the amount of Colony Forming Units
(CFU).

2.7. Statistical analysis

The analysis of sensitivity, specificity, positive predictive value
{PPV), negative predictive value (NPV), values for the Kappa coefficient
and data from Receiver Operating Characteristic (ROC) curve was
performed using 95% confidence intervals (CIs) calculated with the
SPSS ver. 11.0 and MedCalc 14.23 (MedCalc Software, Ostend,
Begium).

3. Results
3.1. Xpert Carba-R™ assay results versus the reference method

A total of 921 clinical rectal swabs were collected from 859 patients
{196 from the ICU and from the 725 ED). Overall, the reference method
detected 9.1% (84/921) of CPO being 77 (8.4%) blaxsc, 5 blavpa (0.5%)
and 2 blaxpym (0.2%). Carbapenemase prevalence in the ED and ICU was
5.1% and 24% and KPC prevalence was 4.4% and 23%, respectively.

The Xpert Carba-R™ assay, detected 9.9% (91/921) of CPO being
9.5% (87/921) positive for blaxpe and 0.4% (4/921) positive for
blaypn.. Of the 921 rectal swabs, 2.2% (20/921) samples were Xpert
Carba-R™ and in-house PCR negative with CRE culture positive and
were considered concordant, true negative results.

Of the 196 rectal swabs collected from the ICU patients, 24% (47/
196) were positive by the Xpert Carba-R™ assay and by the reference
method; 3% (6/196) were positive only by the Xpert Carba-R™ and 73%
(143/196) were negative in both methods. The Xpert Carba-R™ was
positive in 27% (53/196) of the samples, 49 blaypc and 4 blaypy.

Of the 725 pairs of rectal swabs collected from ED patients, 4.4%
(32/725) were positive by the Xpert Carba-R™ assay and by the re-
ference method, 0.8% (6/725) were positive only by the Xpert Carba-
R™, 0.7% (5/725) were positive only by reference method and 94%
(682/725) were negative in both methods. The Xpert Carba-R™ assay
detected only blaypc (5.2%) (38/725) (Table 2).

The Kappa coefficient, sensitivity, specificity, positive/negative
predictive values and accuracy diagnostic of the Xpert Carba-R™ assay
were performed for all carbapenemases genes detected (blawoc, blanpm
and blayyy) and also for blagec alone due to higher frequency of this
gene in the ICU and ED patients. (Table 3).

All Xpert Carba-R™ results were obtained within 50 min after in-
itiating the assay and the positive CRE culture was available after 72 to

Table 2

Individual target results using Xpert Carba-R™ assay and the reference method.
Xpert Carba-R™ assay Reference method

blagpc Bldrone blaye Negative Total

blagpc 77 - - 10 87
blaxom 7 2 - 2 4
Negative - - 5 825 900
Total 77 2 5 837 921
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96 h with the TSA. Of the 921 samples evaluated, 24 presented in-
determinate Xpert Carba-R™ results and were repeated with valid re-
sults.

3.2. Discrepant results

Five swabs gave negative results both in Xpert Carba-R™ and CRE
culture. Therefore, broth-thioglycolate was submitted to in-house PCR,
which resulted positive for blaypy (false negative). DNA sequencing
from these samples showed all were VIM-2.

Sixteen swabs were positive by Xpert Carba-R™ assay (14 blagpc and
2 blaxpn) and negative by the reference method; however, 4 of these
were positive for blaxpc in carbapenem-resistant K.pneumoniae by the
investigation test and, therefore, were considered true positives. Thus,
12 swabs (10 blaxsc and 2 blaxpym) were negative by the reference
method and also by any other investigation test and were considered
false positives. In all of these cases, the CRE culture was negative
(susceptible carbapenem organisms) and the Xpert Carba-R™ assay
positive results had threshold cycles (Cts) > 30.8 (Table 4). In
6 months after hospitalization, none of 12 patients had positive results
for colonization or infection by CRE.

3.3. Xpert Carba-R™ assay: Threshold cycle (Cts) analysis for blagpc

Overall, 9.5% (87/921) swabs were positive for blagpc but only
8.4% (77) were positive by in-house PCR. Ct distribution was analyzed
according to the reference method results. Due to the small number of
blaypy and blayyy, the Ct analysis was performed only for blaypc gene
(Fig. 1).

The area under the ROC curve (AUC) analysis showed that using the
cutoff value of =29.9 cycles, increased the specificity to 100% (AUC:
0.918; P < .001) excluding 10 false negative results. It is important to
note that, this cutoff also excluded 10 true positive results.

3.4. Evaluation of the LoD

The highest Xpert Carba-R™ Ct value measured for the five CPO
blaypc, blanpw, blagxa.4s, blape., and blaypy, were 37.9, 37.6, 35.7, 37.5
and 39 respectively, corresponding to LoD of 10, 10% 10% 10% and
10® CFU/swab (Table 5).

A higher LoD blaypc value was detected when it was measured in
combination with another isolate harboring any other carbapenemase
gene (blaypy, blagys sq, blapp, or blayy) (co-resistance). The LoD
blagec results increased from 10’ to 10* CFU/swab, regardless of the
associated gene.

The LoD blaypy value increased from 10 to 10° CFU/swab when
associated with blagec and the LoD blaoxa 4s, blapye1 and blaypy values
did not change when compared to single gene detection. The LoD va-
lues obtained with negative rectal swabs were concordant with the
values in saline water.

The lowest LoD value of the CRE culture for KPC-producing
K.pneumoniae was 10 CFU/swab.

4. Discussion

The spread of carbapenemases is a threatening clinical and public
health problem. CPO are usually multidrug-resistant pathogens that can
easily disseminate to other species (Samuelsen et al., 2009; Tsakris
et al., 2010; Cuzon et al., 2010) and have been associated with high
rates of morbidity and mortality {Calfee and Jenkins, 2008). In Brazil,
CRE isolates have a high prevalence level mainly due to KPC-2-pro-
ducing isolates, which are highly endemic (Andrade et al., 2011). Al-
though still in sporadic cases, the emergence of NDM-1, OXA-48 variant
{OXA-370) and IMP-1 reported in some states of Brazil (Freire et al.,
2016; Pereira et al., 2015; Rozales et al., 2014) is a considerable epi-
demiological and treatment challenge. Nowadays, there are many
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Ct: 29.9; Specificity: 100 %;
AUC=0.918; P <0.001
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Fig. 1. Distribution of the Ct (threshold cycle) values obtained with 87 samples using Xpert Carba-R™ assay compared to the blagpc positivity by in-house PCR. Ct

values have been reset to 1 decimal place for graphic analysis.

depending on the gene type.

In our institution KPC is the most prevalent carbapenemase, being
K. pneumoniae the first gram-negative isolated from blood cultures
(50% are carbapenem-resistant). Routinely, CRE surveillance cultures
are performed only in the high-risk units (ICU) and final results are
obtained within 4 days including TSA, if positive.

New CPO molecular tests can rapidly and directly detect, from
clinical specimens, different classes and types of carbapenemases genes
even when those isolates do not necessarily express carbapenem-re-
sistant phenotype. The CLIA guidelines require a performance diag-
nostic study for a new test incorporated in laboratory routine, because
the performance may vary with the prevalence of the disease (Burd,
2010).

To evaluate the Xpert Carba-R™ assay, we conducted a prospective
study in patients admitted to our university hospital. Xpert Carba-R™ is
a PCR real-time method developed to detect the five known carbape-
nemase genes: blaypc, blaxpy, blaoya.as, blapp.1, and blayy in less than
1 h directly from rectal swabs. The performance study took place in two
distinct settings for carbapenemase acquisition; CRE-high risk (ICU)
and CRE-low risk (ED) to assess clinical sensitivity and specificity as
close as possible to the real-life population that the laboratory serves. It
was admitted that ED patients are CRE-low risk because they come from
the community, although risk factors have been stratified in these pa-
tients. The screening of ED patients is not routine in our facility and was
performed in a point prevalence study (Salomao et al., 2017).

Establishing performance characteristics for molecular assays can be
quite costly for routine clinical laboratories and assessing accuracy for
newer real-time PCR assays presents some unique challenges. These
methods often prove to be more sensitive than the current “gold stan-
dard” methods and have lower detection limits than the “old” reference
methods?®. Methods to resolve discrepant results need to be established
for conducting accuracy experiments, therefore, for our evaluation, we

used a highly sensitive method, Fast-RT PCR and DNA sequencing, to
resolve potential discrepancies between our reference method (culture
plus in-house PCR) and the Xpert Carba-R™ assay. This consisted of
DNA extraction and sequencing from the broth-thioglycollate in-
oculated with the original specimens. In our study, investigation testing
and method reference repetition confirmed the presence of blagpc gene
in 4 samples that had initially been CPO negative. With this approach,
overall Xpert Carba-R™ assay performance was excellent with 94%
sensitivity, 98.6% specificity, 86.5% PPV and 99.4% NPV. When the
evaluation was performed only for blakpc detection, the performance
was better, with 100% sensitivity, 98.8% specificity, 88.5% PPV and
100% NPV.

Of the 921 rectal swabs, we found 1.3% (12/921) false positive
results for Xpert Carba-R™ (4 blakpc and 2 blaypy in the ICU; 6 blagpc in
the ED) and 0.5% (5/921) false negative results (5 blaypy., in the ED),
which decreased the sensitivity to 94%. The occurrence of false positive
results was also reported in other studies with very similar percentages
1.1% (Tato et al., 2016; Moore et al., 2017) and 1.5% (Traczewski et al.,
2018) and it was not associated with any specific carbapenemase target
or source population. The false positive results for blaypc with the Xpert
Carba-R™ assay differed in the two different study populations, being
the 8.2% of the overall positive sample from the ICU patients group and
15.8% from the ED group. These results may be justified due to the
lower prevalence of KPC among patients admitted in the ED. In general,
even with different prevalence of CRE carriage in these two depart-
ments, the NPV and PPV of Xpert Carba-R™ assay were similar.

Although the Fast RT-PCR has showed positive results, its use did
not change the outcome because the reference method repetition (CRE
culture and in-house PCR) were enough to confirm the 4 true positive
results. The false positive results may be associated with low levels of
DNA CPO load that is below the LoD of our reference methods or the
organism may carry a modified sequence of the target gene. Recent

Table 5

Limit of Detection (LoD) of the Xpert Carba-R™ assay.
CFU/swab blagpc: blagpc + othER blaxpm blaoxa-4s blapp1 blayi

Ct Result Result Ct Result Ct Result Gt Result Ct Result

107 23.3 pos pos 229 pos 21.3 pos 21.6 pos 257 pos
10° 27.4 pos pos 26.0 pos 25.8 pos 24.8 pos 279 pos
10° 30.8 pos pos 283 pos 292 pos 281 pos 31.8 pos.
107 35.0 pos pos. 301 pos 321 pos 295 pos 358 pos
10° 36.9 pos neg 36.6 pos 35.7 pos 375 neg 39.0 pos
10° 37.2 pos neg 37.6 pos neg neg neg neg neg neg
10! 37.9 pos neg neg neg neg neg neg neg neg neg

CFU: Colony Forming Units; pos: positive; neg: negative; OTHER: KPC associated with another carbapenemase.
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reports in the literature also demonstrated few false negatives results
using Xpert Carba-R™ assay when compared to their reference method
{CRE culture plus DNA sequencing), but there was not a specific rela-
tion with VIM carbapenemase, as happened in our study (Tato et al.,
2016; Moore et al., 2017). Moore and colleagues tested 1187 samples
{755 prospectively collected rectal swab and 432 contrived specimens)
and of these, 0,9% (11/1.167) were falsely negative by the Xpert Carba-
R™ assay compared to the reference method (2 blapxa 4, 4 blape and 5
blaypy) (Moore et al., 2017). Mutations or polymorphisms in primer or
probe binding regions and fecal fat may affect the detection of carba-
penemases variants, resulting in a false negative. According manufac-
turer's package insert the VIM carbapenemase detection has a reduced
positive percent agreement and sensitivity of 93.5% (Cepheid, 2016).
The presence of blaypy was not associated with possible PCR reaction
contamination because the positive samples were analyzed on different
days and the results of the positive and negative controls were sa-
tisfactory by in-house PCR. Considering all samples with VIM-2 were
detected when 2 rectal swabs were collected per patient, we evaluated
the risk of tube inversion, but the following points minimize that
chance: a. the pre-analytical process was largely controlled (registra-
tion, labeling and verification by peers); b. the 5 positive samples of the
blaypy.» gene, one per patient, admitted at different times and; c. we had
no other samples with positive Xpert Carba-R™ results for VIM and
negative in-house PCR.

The prevalence of KPC isolates in ICU specimens was 23%, while in
the ED specimens was 4.4%, reflecting the expected local epidemiology
of each setting and being consistent with KPC endemicity in Brazil
(Andrade et al., 2011).

‘The Xpert Carba-R™ assay and the reference method demonstrated
an almost perfect agreement (Kappa coefficient > 0.84) and accuracy
of 97.0% and 98.5% in the high (1 swab/patient) and low-risk settings
{2 swabs/patient) samples, respectively. The carbapenemase local epi-
demiology has probably biased the results and the use of contrived
specimens could have modified them.

Interestingly, our results suggest that the simultaneous processing of
the CRE culture (when inoculated in antibiotic-free enrichment broth)
and Xpert Carba-R™ assay from a single rectal swab in Stuart Agar gel is
viable, with a Kappa coefficient of 0.920. Furthermore, the LoD value
for both methods was =10 CFU/swab and may account for the ex-
cellent agreement between the methods.

Most studies have evaluated LoD of the Xpert Carba-R™ assay using
contrived specimens of monobacterial carbapenemase genes. In the
manufacture’s package insert is described analytical studies using
combinations of two bacterial populations on contrived swab specimens
indicate that when one carbapenemase-producing bacterial species is
inoculated near the LoD and another carbapenemase-producing bac-
terial species is present at concentrations equal or greater than
5 X 10° CFU/swab, the low concentration target may not be detected
by the Xpert Carba-R™ assay (Cepheid, 2016). Due to recent reports
about the increase of double carbapenemases co-harboring organisms
{Wu et al.,, 2015; Galler et al., 2014), in this study, the LoD was also
evaluated in contrived isolates with blaywpse combined with another
isolate containing other carbapenemase gene in the same inoculums.
The results showed that the LoD of blagpc gene increased from 10" to
10* CFU/ swab suggesting that a lower bacterial load may not be de-
tected when the organism is co-harboring two genes even the same
inoculums.

Analyzing the ROC curve, Ct values =29.9 cycles had 100% spe-
cificity and samples with Ct values > 30 cycles had 50% false positives
results. We cannot state exactly the reason for this delay; possibilities
include cross-contamination or real colonization in a patient who is a
low-level spreader. Thus, we believe that future studies with that focus
may bring further clarification.

Studies using molecular assays to screen for carbapenemase genes
showed higher sensitivity than culture-based methods (Doyle et al.,
2012; Singh et al., 2012) and the Xpert Carba-R™ advantages include:
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absence in the manual steps of extraction, amplification, and detection
involved in the in-house PCR assay and therefore can be implemented
in routine laboratories with less workload. It allows knowing the local
CPO epidemiology and early detection of outbreaks with the ability to
detect multiple carbapenemase resistance genes directly from clinical
specimens. The results were obtained within 50 min after initiating the
assay being a much faster test when compared with CRE culture and in-
house PCR.

Some of the limitations of our study are: the absence of IMP-1 and
OXA- 48 carbapenemases and low prevalence of NDM and VIM carba-
penemases found in our clinical specimens, therefore our results cannot
be extended to situations of distinct molecular epidemiology, the
number of swabs collected per patient was different in the two epide-
miological settings and could compromise the agreement results, the
collection of specimens was performed using one rayon swab in Stuart
Agar Gel medium and differences in the starting bacterial inoculum for
the two different techniques may occurred and a protocol was not
carried out to harmonize the sample collection between the two swabs
when collected.

In conclusion, the Cepheid Xpert Carba-R™ is a reliable and accurate
method to detect CPO directly from the rectal swabs with significant
lower turnaround time when compared to the reference method (CRE
culture plus in-house PCR) and may, therefore, be regarded as an ac-
curate, reliable and fast epidemiological tool.
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Anexo D — Curva ROC usada para determinar o melhor valor de Ct para

discriminar os verdadeiros positivos para blakpc
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Anexo E — Valores do limite de detecc¢ao para os cinco genes alvos
determinados pelo Xpert Carba-R®. FONTE: HCFMUSP, Séo Paulo.

Fluorescéncia - KPC

Ct Branco 10t 102 103 104 10° 108 107
10 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 673
25 0 0 0 0 0 0 599 673
30 0 0 0 0 0 488 599 673
35 0 83 115 128 249 488 599 673
40 0 83 115 128 249 488 599 673
1000 KPC
500 ‘ :
: AR ——
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
200 =—@—pBranco =—@=—=15x10-1 15x10-2 —@=—15x10-3
—®—15x10-4 1.5% 10-5 ==pm=1 5 x 10-6 ==ty 1.5 x 10-7

Fluorescéncia e Ct obtidos para o gene blaxpc.

Ct Fluorescéncia - NDM

Branco 10! 102 108 104 10° 106 107
10 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 302
25 0 0 0 0 0 0 299 302
30 0 0 0 0 275 298 299 302
35 0 0 67 91 275 298 299 302
40 0 0 67 91 275 298 299 302
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NDM

400

300

200

100

0 — i

-100 O 5 10 15 20 25 30 35 40 45
—&@—Branco —8—15x10-1 1.5x10-2 —8—15x10-3
—@—1.5x10-4 15x105 ——15x10-6 —@—1.5x10-7

Fluorescéncia e Ct obtidos para o gene blanpwm.

Fluorescéncia - IMP-1

“ Branco 10! 102 108 104 10° 108 107
10 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 239 240
30 0 0 0 0 0 218 239 240
35 0 0 0 0 117 218 239 240
40 0 0 0 35 117 218 239 240
IMP-1
300
250
200
150
100
50
0 ® S :
50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
—&— Branco —8—15x10-1 15x10-2 —8—15x103
—8—15x104 15x105 —@—15x106 —@—15x107

Fluorescéncia e Ct obtidos para o gene blajp-1.
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Fluorescéncia — OXA-48

“ Branco 10! 102 103 104 10° 106 107
10 0 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 0 408
25 0 0 0 0 0 0 391 408
30 0 0 0 0 351 412 391 408
35 0 0 0 208 351 412 391 408
40 0 0 83 208 351 412 391 408
OXA-48
500
400 . ]
300
200
100
0 —e
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
-100
—e—Branco —®—15x10-1 1.5x10-2 —8—15x10-3
1.5x10-4 1.5 x 10-5 —@—1.5 x 10-6 —@—1.5 x 10-7

Fluorescéncia e Ct obtidos para o gene blaoxa-ss,

Fluorescéncia — VIM

“ Branco 10t 10? 103 104 10° 1068 107
10 0 0 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0 0
20 0 0 0 0 0 0 1021
25 0 0 0 0 0 797 1021
30 0 0 0 0 378 520 797 1021
35 0 0 0 47 378 520 797 1021
40 0 0 20 47 378 520 797 1021
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el o o
o -
—2—38

20

—8—Branco —8—1.5x10-1

25

30

35

15x10-2 —8—1.5x10-3

1.5x10-4 1.5x10-5—@—15x10-6 —@—1.5x10-7

Fluorescéncia e Ct obtidos para o gene blaym.

40

45

Fluorescéncia (genes blaypc + blanpwm)
Gene
Branco 101 | 102 108 104 10° 108 107
KPC (isolada) 0 83 115 | 128 | 249 | 488 | 599 | 673
|NDM (isolada) 0 0 67 91 275 | 298 | 290 | 302
|KPC+NDM (KPC) 0 0 (] 29 | 216 | 366 | 520 | 572
|KPC+NDM (NDM) 0 0 | 43 | 96 | 203 | 251 | 292 | 292

Fluorescencia obtida para blakec € blanom Individualmente € em combinagao.

Fluorescéncia (genes blagpc + blamp-1)
Gene
Branco | 10! | 102 | 10° | 10 | 105 | 105 | 107
KPC (isolada) 0 83 | 115 | 128 | 249 | 488 | 599 | 673
|IMP (isolada) 0 o | o | 35 [117 | 218 | 239 | 237
|kPC+IMP (KPC) 0 o | o | 54 | 224 | 343 | 535 | 596
|kPC+IMP (IMP) 0 o | o | 64 | 59 | 208 | 221 | 249

Fluorescencia obtida para blakec € blaivp-1 Individualmente e em combmac;éo.
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Fluorescéncia (genes blaypc + blayw)

Gene

Branco | 10! | 10? | 10° | 10* | 10° | 10° 107
KPC 0 83 115 | 128 | 249 | 488 | 599 673
VIM 0 0 20 47 378 | 520 | 797 1021
KPC+VIM (KPC) 0 0 0 96 197 | 385 | 521 625
KPC+VIM (VIM) 0 0 27 83 59 233 | 532 973
Fluorescéncia obtida para blakpc e blaviv Indivudualmente e em comblna(;ao.

Fluorescéncia (genes blakpc + blaoxa-as)

Gene

Branco 10 | 107 108 10* 10° 106 107
KPC 0 83 | 115 | 128 | 249 | 488 | 599 | 673
OXA-48 0 0 83 | 208 | 351 | 412 | 391 | 408
KPC+OXA-48 (KPC) 0 0 97 67 | 241 | 390 | 495 | 584
KPC+OXA-48 (OXA) 0 0 0 21 | 216 | 351 | 378 | 405
Fluorescencia obtida para plakpc € blaviv Individualmente e em com Inacao.




Anexo F - Resultados positivos no Xpert Carba-R®e na CV-ERC

Resultados positivos no Xpert Carba-R® e na CV-ERC (continuagéo)
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Xpert Carba-R® CV-ERC Testes fenotipicos TSA (ug/mL)

N ul gene alvo (swab) Organismo Q-MHT  EDTA Erta Imi Mero
1 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
2 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
3 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
4 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
5 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
6 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
7 UTIIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
8 UTIIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
9 UTIIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
10 UTIWUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
11 UTIWUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
12 UTIWUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
13 UTIWUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16

Ser mar pos neg >=8 >=16 >=16
14 UTIUT blakpc Ser mar pos neg >=8 >=16 >=16
15  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
16 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 4 >=16
17 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
18  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
19 UTIWUT blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
20 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
21 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
22  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
23 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
24  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
25  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
26 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
27  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
28  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
29  UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
30 UTIUT blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16

continua
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Resultados positivos no Xpert Carba-R® e na CV-ERC (continuagéo)

Xpert Carba-R® CV-ERC Testes fenotipicos TSA (pg/mL)
N Ul gene alvo (swab) Organismo Q-MHT  EDTA Erta Imi  Mero
31 UTIUT blakec kle pne pos neg >=8 8 >=16
32  UTIUT blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
33  UTIUT blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
34  UTIUT blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
35 UTIUT blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
36 UTIUT blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
37  UTIUT blanowm kle pne neg pos >=8 8 >=16
38 UTIUT blanom kle pne neg pos >=8 >=16 >=16
39 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
40 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
41 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
42 PS blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
43 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
44 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
45 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
46 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
47 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
48 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
49 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
50 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
51 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
52 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
53 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
54 PS blakpc kle pne pos neg >=8 4 >=16
55 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
56 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
57 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
58 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
59 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
60 PS blakpc kle pne pos neg >=8 8 >=16
61 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
62 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
63 PS blakpc kle pne pos neg >=8 >=16 >=16

continua
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Resultados positivos no Xpert Carba-R® e na CV-ERC (concluséo)

Xpert Carba-R® CV-ERC Testes fenotipicos TSA (pg/mL)
N Ul gene alvo (swab) Organismo Q-MHT  EDTA Erta Imi  Mero
64 PS blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16
65 PS blakec kle pne pos neg >=8 8 >=16
66 PS blakec kle pne pos neg >=8 >=16 >=16

N: amostra; UTI/UT: unidades de terapia intensiva e undades de transplantados; PS: pronto
socorro; neg: negativo; ERC: Enterobacterales resistente aos carbapenémicos; Q-MHT: teste
de Hodge modificado quantitativo; Kle,pne: Klebsiella pneumoniae; Ser mar: Serratia
marcescens; Ert: ertapenem; Imi: impenem; Mer: meropenem; TSA (ug/mL)® teste de
sensibilidade aos antimicrobianos realizado pelo 2 Teste de sensibilidade realizado pelo Vitek
2® XL (BioMerieux),
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KPC-producing K. pneumoniae is an endemic challenge. Seven KPC-producing Enterobacterales showed
unusual carbapenems susceptibility profile. These strains were resistance at least one carbapenem and
the ertapenem MIC was lower than imipenem and/or meropenem MICs using Vitek 2™ system
(bioMerieux). When E-test™ and disk diffusion methods were performed the carbapenems showed

© 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases.
This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-

nd/4.0/).

KPC-producing K. pneumoniae is an endemic challenge in many
countries around the world, and critical infections due to this
microorganism have high morbidity and mortality rates with few
therapeutic options (Agyeman et al., 2019). Among the carbape-
nemases-producing Enterobacterales, KPC producers are 47-90%
in USA, 21-62% in South and Central America, 75% in Mediterra-
nean countries and 71% in China (van Duin and Doi, 2017).
Carbapenem resistance in Enterobacterales in Brazil is around 40%
(Brazilian Health Surveillance Agency (ANVISA), 2013) and, at our
facility, 80% of carbapenem-resistant K. pneumoniae are KPC
producers. In general, this microorganism presents high Minimum
Inhibitory Concentrations (MIC) for carbapenems, mainly for
ertapenem that is most vulnerable to hydrolysis due to carbape-
nemases (Anderson et al, 2007). We present unusual Enter-
obacterales susceptibility profile using Vitek 2™ (bioMerieux
Marcy-L'Etoile France) in KPC-producing Enterobacterales.

According to routine surveillance for carbapenem-resistant
Enterobacterales (CRE) in our hospital, seven patients presented
surveillance culture from rectal swab that isolated only Enter-
obacterales susceptible to carbapenems. These patients, however,
had, at the same moment, a positive result for blagpc using
molecular method - Xpert Carba-R™ (Cepheid, Sunnyvale, CA).
Thus, we studied these susceptible microorganisms and performed

* Corresponding author at: Hospital das Clinicas, Universidade de Sao Paulo,
Avenida Doutor Enéas de Carvalho Aguiar, 155, Sao Paulo, Brazil
E-mail address: ana.cury@hc.fm.usp.br (A.P. Cury).

https://doi.org/10.1016/}.ijid.2020.01.016

identification using Vitek MS™ (bioMerieux Marcy-L'Etoile,
France) and antimicrobial susceptibility testing (AST) (CLSI and
Clinical Laboratory Standard Institute, 2019) using AST N239 card
of Vitek 2™, E-test™ (bioMerieux Marcy-L'Etoile, France) and disk
diffusion methods (Oxoid, Basingstoke, Hampshire, England).

In the last 5 years, 5,158 carbapenemase-producing isolates have
been identified in our facility, of which 166 (3.2%) had MIC <4 pg/ml
forertapenem and MIC >16 p.g/ml forimipenem and/or meropenem
using Vitek 2™ (only MIC were evaluated, and automatic category
changes generated by Vitek Advanced Expert System were not
considered). We studied three K. pneumoniae and 4 E. coli (one per
patient) with this profile. When tested using E-test™ and disk
diffusion methods with 10 pg ertapenem, imipenem and mer-
openem (Oxoid, Basingstoke, Hampshire,England), the strains were
susceptible to them, with MIC and inhibition halos around
breakpoints (Table 1). Phenotypic tests for detection of carbape-
nemases were performed: Hodge test (Cury et al., 2012), Rapidec
Carba NP (bioMerieux Marcy-L'Etoile, France) and modified
Carbapenem Inactivation Method (mCIM) (CLSI and Clinical
Laboratory Standard Institute, 2019). All strains were carbapene-
mase producers according to the three tests.

These isolates were submitted to in house PCR with primers for
blakpc, blanpm, blamn blayiy and blapxa-ag (Monteiro et al., 2012;
Castanheira et al., 2010), and were negative for the last four genes.
The blaxpc amplicons were sequenced using BigDye Terminator v
3.1in ABI Prism 3500 (Applied Biosystems) and classified as KPC-2.

Genotyping of isolates was performed using the repetitive
sequence-based PCR DiversiLab system (bioMerieux Marcy-L'Etoile,

1201-9712/® 2020 The Authors. Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious Diseases. This is an open access article under the CC BY-NC-ND

license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).



A.P. Cury et al./International Journal of Infectious Diseases 93 (2020) 118-120

Table 1
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1s

Antimicrobial susceptibility and phenotypic profile of KPC-producing K. pneumoniae and E. coli isolated from clinical samples of HC-FMUSP.

N° Isolate MIC (pg/mL)/susceptibility category’ Disc diffusion (mm)/ Phenotypic evaluation of carbapenemase KPC sequencing
susceptibility category® production”
Vitek2™ E-test™
Imi Mero Erta Imi  Mero Erta Imi Mero Erta Hodge® CarbaNP* mCIM*®
1 K pneumoniaze >=16R >=16R 4R 055 0255 025S 2758 285§ 26S pos pos pos KPC-2
2 K pneumoniae >=16R 05S <=05S 1.0S 1.0S 025§ 23S 2458 258 pos pos pos KPC-2
3 K pneumoniae 8 R >=16R <=05S 1.0S 1.0S 058 238 238 228 pos pos pos KPC-2
4 E coli 4R >=16R <=055 10S 055 05S 23S 245 225 pos pos pos KPC-2
5 E coli >=16R >=16R 4R 1.0S 055 05S 23S 23S 228 pos pos pos KPC-2
6 E coli >=16R >=16R 4R 10S 1.0S 058 23S 245 228 pos pos pos KPC-2
7 E coli 058 >=16R 4R 1.0S 1.0S 05S 23S 245 225 pos pos pos KPC-2
# Susceptibility category according to CLSI (2019) breakpoints. S: susceptible; I: intermediate; R: resistant. Imi: i Mero: P Erta: er
b Pos: positive for presence of carbapenemase.
© Modified Hodge test (Cury et al., 2012).
4 Rapidec CarbaNP (bioMeriéux).
© Phenotypic protocol according to CLSI (CLSI and Clinical Laboratory Standard Institute, 2019).
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Figure 1. DNA fingerprinting of isolates by repetitive sequence-based PCR (n = 7).

France). A cut-off of 95% similarity was chosen for the determination
of clonal relatedness. Four different patterns for E.coli and three
different patterns for K.pneumoniae were described (Figure 1).

Vitek 2™ considered strains harboring blakpc genes as resistant,
but they were susceptible to carbapenems by the other methods. In
clinical practice, this has an impact on treatment, as studies have
shown that gene expression should guide the therapeutic
management (Trecarichi and Tumbarello, 2017). Carbapenem
MIC <8 pg/ml allows clinical use, with evidence of impact on
mortality. However, if carbapenem MIC >8 pg/ml, the use in
association with other active drugs is likely ineffective and the
therapeutic management with other drugs with questionable
efficacy (polymyxins and aminoglycosides, for example) will be
established (Tumbarello et al.,, 2012).

Carbapenem resistance due to carbapenemases is a serious
problem, and, when detected, contact precaution is important to
prevent its spread. The microbiology laboratories have an
important role in the detection of the genes in the isolates with
this profile. However, the dissemination of strains harboring blaypc

with carbapenem susceptibility may go unnoticed, mainly for
those who use disk diffusion. This fact can contribute to the
dissemination of KPC and to the increase of carbapenems
resistance rates. Currently in our routine, when we find higher
meropenem and/or imipenem MIC than for ertapenem MIC (=2
double dilutions) we perform disk diffusion and an E-test™ and
search for carbapenemase production.

We suggest to the microbiologists to pay attention to these
following points: the phenotypic profile observed in this work alerts
Vitek 2™ users to consider the presence of carbapenemase in
Enterobacterales but the carbapenems MIC should be confirmed
using other methods like disc diffusion and/or E-test™. This warning
is about methodology (Vitek 2 system) and this unsual profile that
deserves furtherinvestigation and not about a new phenotype, as the
other methods did not confirm any resistance to carbapenems.
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Anexo H - Descricdo dos genes das proteinas de membrana externa ompK 35,
ompk 36 e ompK 37. FMUSP, Sédo Paulo

ompK35

>tr|0877531087753 KLEPN OmpF protein 0S=Klebsiella
pneumoniae 0X=573 GN=ompK35 PE=4 SV=1
MMKRNILAVVIPALLVAGAANAAETYNKNGNKLDFYGKMVGEHVWTTNGDTSSDDTT
YARIGLKGETQINDQLIGYGQWEYNMDASNVEGSQTTKTRLAFAGLKAGEYGSFDYG
RNYGAIYDVEAATDMLVEWGGDGWNYTDNYMTGRTNGVATYRNSDFFGLVDGLSFAL
QYQGKNDHDRAIRKQNGDGFSTAATYAFDNGIALSAGYSSSNRSVDQKADGNGDKAE
AWATSAKYDANNIYAAVMYSQTYNMTPEEDNHFAGKTQNFEAVVQYQFDFGLRPSIG
YVQTKGKDLOSRAGFSGGDADLVKY IEVGTWYYFNKNMNVYAAYKEFNQLDDNDYTKA
AGVATDDQAAVGIVYQF

Porin alterations present in non-
carbapenemase producing
Enterobacteriaceae with high and
intermediate levels of carbapenem
resistance in Chile. J Med
Microbiol. 2012 Sep;61(Pt 9):1270-
9. doi: 10.1099/jmm.0.045799-0.
Epub 2012 Jun 14.

ompK36

>sp|Q48473|OMPC_KLEPN Quter membrane protein C
0S=Klebsiella pneumoniae 0X=573 GN=ompC PE=1 SV=1
MKVKVLSLLVPALLVAGAANAAETYNKDGNKLDLYGKIDGLHYFSDDKDVDGDQTYM
RLGVKGETQINDQLTGYGQWEYNVQANNTESSSDQAWTRLAFAGLKFGDAGSFDYGR
NYGVVYDVTSWTDVLPEFGGDTYGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQY
QGKNGSVSGEGATNNGRGALKQNGDGFGTSVTYDIFDGISAGFAYANSKRTDDONQL
LLGEGDHAETYTGGLKYDANNIYLATQYTQTYNATRAGSLGFANKAQNFEVAAQYQF
DFGLRPSVAYLQSKGKDLNGYGDQDILKYVDVGATYYFNKNMSTYVDYKINLLDDNS
FTRSAGISTDDVVALGLVYQF

Porin alterations present in non-
carbapenemase producing
Enterobacteriaceae with high and
intermediate levels of carbapenem
resistance in Chile. J Med
Microbiol. 2012 Sep;61(Pt 9):1270-
9. doi: 10.1099/jmm.0.045799-0.
Epub 2012 Jun 14.

ompK37

>tr|0877541087754 KLEPN OmpK37 porin 0S=Klebsiella
pneumoniae 0X=573 GN=ompK37 PE=4 SV=1
MKRKVLALVIPALLAAGAAHAAETYNKDGNKLDLYGKVDGLHYFSSDSKKDGDQTYL
RFGFKGETQINDILTGYGQWEYNVQANNTETSSDQAWTRLAFAGIKVGDYGSFDYGR
NYGVLYDVEGWTDILPEFGGDSYTYADNFMAGRANGVATYRNSDFFGLVEGLNFALQ
YQGKNEGQNAQDINVGTNNRSSDSDVRFDNGDGFGLSTSYDFGMGISAAAARYTSSDR
TNDOMTQTNARGDKAEAWTAGLKYDANDIYLATMY SETRNMTPYGNDGVANKTONFE
VTAQYQFDFGLRPAISYLQSKGKDLYNNGRYADKDLVKYMDVGATYYFNRNMSTYVD
YKINLLDGNDKFYEDNGISTDNIVALGLVYQF

ldentification and Characterization
of a New Porin Gene of Klebsiella
pneumoniae: ts Role in b-Lactam
Antibiotic Resistance. J Bacteriol.
1999 May;181(9):2726-32.
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Anexo | - Genes de mecanismos de resisténcia determinados pelo SCG em 10 isolados de K.pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos sem carbapenemase.

TSA (ug/mL) ST CC Genes (bla) de resisténcia Porinas deletérias Bomba efluxo
N Ert Imi Mer OmpK 35 OmpK 36 Ompk 37 familia RND
1 4 <=0,25 0,5 15 St SHV-28, TEM-1b, CTX-M-15,0XA-1 PSM T222L, A183 T184_insLSP ND
2 >=8 1 4 15 St SHV-28, TEM-1b, CTX-M-15,0XA-1 PSM T222L, A183_T184 insLSP, M1_L14del ND gsri' 'rt[a\'ri’
D39G, G40N, Y43R, S45G,D47R, D51Q,
Gb52F, D53S, Q54L, T55Q, Y56T, T222L,
_ : L ) A183_T184insLSP, CRP, H-NS,
3 >=8 1 2 15 st SHV-28, CTX-M-15,0XA-1 PSM G40_L41insDSNLLIVFYVQIVPDDFVMQ®, ND acrA, marA
K48_D49insGLPAQPCQMLSQIQVVSLNS
LRVTLTD®
_ A190W, G133_G134_insGD, CRP, H-NS,
4 >=8 0,5 4 101 St SHV-1, CTX-M-15, OXA-1 PSM N304_G305_insR ND acrA, marA
=8 <= 2 M- i T222L, A183_T184 insLSP, CRP, H-NS,
5 >=8 <=0,25 2 11 258 SHV-11, CTX-M-15, OXA-1 PSM G134 D135 insD ND acrA, marA
T222L, Y306S, D308R, N230G, CRP. H-NS
6 >=8 4 >=16 11 258 SHV-11, CTX-M-15, OXA-1 PSM A183_T184_insLSP, M233_T234in acrA’ marA’
L303_N304 _insEGRT SHYTH :
G114_R115ins
VTTARSTTSK
RQPICW,
R115L, Y117G, N230G, CRP H-NS
7 >=8 1 4 11 258 SHV-11, TEM-1b, OXA-2 G118A, 1120T, T222L, A183_T184_insLSP M233_T234in acrA, marA’
Y121A, SHYTH '
D122G, V123T,
E1241, A125P,
D128T
e : oL ) A190W, G133_G134insGD, CRP, H-NS,
8 >=8 <=0,25 1 16 St SHV-1, CTX-M-2, OXA-2 Q288del N304_G305insR ND acrA, marA
9 8 <=0,25 1 16 St SHV-1, CTX-M-2, OXA-2 Q288del G133_G134 _insGD, N304_g305_insR ND g?ri‘ tln-[a\lri’
_ _ : " L ) A190W, G133_G134insGD, CRP, H-NS,
10 >=8 4 >=16 16 St SHV-1, CTX-M-2, CTX-M-15,0XA-2 Q288del N304 G305insR ND acrA, marA

TSA: teste de sensibilidade aos antimicrobianos, Ert: ertapenem, Imi: imipenem; Mer: meropenem; St: single ton; ST: sequence type, CC: complexo clonal; OmpK 35, OmpK
36, OmpK 37: out-membrane protein (proteina de membrana externa); PSM: presente sem mutagdo; ND: porinas ndo deletérias;? G40_L41insDSNLLIVFYVQIVPDDFVMQ,
K48_D49insGLPAQPCQMLSQIQVVSLNSLRVTLTD estas sequencias de inser¢do sao fragmentos da ISKpn14; Novas mutacdes em porinas deletérias: A190W, Y306S,

D308R; Novas mutagdes em porinas ndo deletérias: D224E, Q227S, L228V, S346K, N304S,R345H, G189T
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