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 Clostridium difficile

 Enterobactérias Resistentes

a Carbapenêmicos (CRE)

 Neisseria gonorrhoeae

Nível de Ameaça –URGENTE

 Bactérias que são ameaças imediatas à Saúde Pública

 Requerem ação agressiva e urgente



Quem são as MDR mais 
preocupantes atualmente?

 Enterobactérias : KPC e NDM

 Pseudomonas MBL (SPM)

 Acinetobacter Oxa-23 e NDM-1

 Klebsiella R à tigeciclina

 Klebsiella, Acinetobacter e Pseudomonas

 Resistentes à Polimixina/Colistina



IMPACTO NO PARANÁ



Dados do LACEN-PR

 Período

 2012 a 2014

 Amostragem

 3.942 isolados enviados de 52 hospitais – PR, SC E RS

 Viés

 cepas resistentes –confirmação fenótipo ou genótipo



MDR – LACEN/PR – 2012-2014
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Enterobacteriaceae: 72%; 61% são CRE



PESQUISA DO GENE blaKPC EM ENTEROBACTÉRIAS
CEPAS INVESTIGADAS NO LACEN/PR 2012-2014 
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MIC 90 - K.pneumoniae x Amicacina
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MIC 90 - K.pneumoniae x Gentamicina
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MIC 90 - K.pneumoniae x Ertapenem
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MIC 90 - K.pneumoniae x Imipenem
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MIC 90 - K.pneumoniae x Meropenem
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MIC 90 - K.pneumoniae x Tigeciclina
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MIC 90 - K.pneumoniae x Polimixina
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Qual a conduta?

Mitigar o problema

 Prevenção: detecção rápida + controle

 Usar tecnologia a nosso favor

 Terapias multi-drogas – Parâmetros (?)

 Novas drogas (?) 



DETECÇÃO RÁPIDA DE GENES DE 
RESISTÊNCIA



PCR end-point
Procedimentos

1- Extração 2- Preparo da Mix

4- Aplicação

3- Amplificação

5- Eletroforese6- Análise



PCR end point
Interpretação

Detecção de genes de resistência

C

P

Fonte: LACENPR - Arend, L;  Farah, S.S.S; 2010.

1        2          3        4          5         6         7         8         9        10       
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PCR Real Time SYBR Green
Procedimentos

1- Extração 2- Preparo da Mix

4- Leitura e Interpretação

3- Amplificação



PCR Real Time SYBR Green
Interpretação

Monteiro, J e Silbert, S.  JAC, 2012Tm: 80,1± 0,2



PCR Real Time TaqMan
Procedimentos

1- Extração 2- Preparo da Mix

4- Leitura e Interpretação

3- Amplificação



PCR Real Time TaqMan
Interpretação

	

FAM: KPC



PCR Real Time TaqMan
Interpretação

	

HEX: NDM



High Resolution Melting  
HRM + Automação

Light Cycler 480 - Roche BD- MAX – Becton e Dickinson



High Resolution Melting  
HRM + Automação

Monteiro, J e Silbert, S.  JAC, 2012



qPCR Multiplex* automatizado

* KPC + NDM + OXA-48



PCR Real Time Automatizado
Procedimentos

1- Rack
2- Reagentes

5- Leitura e Interpretação 4- Amplificação

3- Extração



Tempo de Execução dos Exames

 PCR Ponto Final

 18-24h + 4h = 22-28h

 PCR Melting

 18-24h + 3h = 21-27h

 PCR TaqMan

 18-24h + 2h = 20-26h

 PCR Automatizado

 18-24h + 2h = 2h

 MALDI – TOF

 18-24h + 3h = 3h

 PCR Automatizado

Multiplex Plus ( > 90 genes)

 18-24h + 2h = 2h



Next Generation Sequencing



 Sequenciamento de Próxima Geração

 Genoma completo

 Pesquisa de TODOS os genes simultaneamente

 Define o Resistoma!

 Detecção de variantes alélicas

 Custo / Trabalhoso (muitas etapas manuais)

Next Generation Sequencing



NGS High Throughput

 3,5 dias para preparo e sequenciamento

 5 dias incluíndo análise

 Custo atual

 Brasil: R$ 1.200,00 / isolado

 UE: EU$ 150,00 / isolado (≈ R$ 500,00)

 Aplicação: alguns isolados (hoje)





CONTROLE DE INFECÇÕES DE 
MULTI-RESISTENTES



AÇÕES

 Reativação da Comissão Estadual

 VISA, VE, LACEN

 Revisão da Portaria 0674/2010

 Fluxo de envio de cepas

 Prioridades



Ações Laboratoriais LACEN/PR

 Participação ativa na Rede RM –ANVISA

 Pesquisa de BMR

 Referência para PR, SC, RS, MT e MS

 Métodos Multiplex de Rotina

 CRE: KPC, NDM, OXA-48

 Métodos Multiplex em Implantação

 SPM + IMP + VIM + NDM + KPC +  OXA-23 +OXA-48



Proposta Integradora

 HUB de Resistência

 Curitiba – Londrina – Maringá – Foz – Cascavel

 Uso do MALDI-TOF para screening



Necessidades

 Fortalecer as equipes de Controle de Infecção

 Apropriar-se das novas tecnologias

 Laboratório COM Microbiologista

 Entender e utilizar regras de PK/PD



Perpectivas “Futuras"

 Pesquisa de múltiplos genes por qPCR

 Resistoma por NGS <Us$100,00

 Metagenômica ambiental



“Mapa de Risco Genômico"



“Mapa de Risco Genômico"



TERAPIA COM MULTI-DROGAS



Currently, however, there is no evidence-based support for
most combination therapies against CR-GNB, including
colistin/carbapenem combination therapy. Maio, 2014



NOVAS DROGAS



TO BE CONTINUED…
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