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RESUMO

Ha relatos de Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (ERC) em todo o
mundo, indicando que a disseminacdo da resisténcia se tornou um importante
problema de saude publica. Ha necessidade de melhor compreensao sobre os
aspectos envolvidos, incluindo os fatores de risco de infeccdo por esses
microrganismos. O objetivo do presente estudo caso-controle exploratério foi
identificar possiveis fatores de risco para a aquisicao de cepas de Enterobactérias
com marcador de resisténcia aos carbapenémicos. A populacao do estudo constituiu-
se de pacientes com amostra biologica positiva para ERC pela metodologia disco
difus@o e E-test e controles com amostra biolégica negativa para ERC. Ao todo, 65
pacientes foram incluidos, 13 (20%) com ERC e 52 (80%) sem ERC. As ERC isoladas
foram Serratia marcescens (6), Klebsiella pneumoniae (4) e Enterobacter cloacae (3).
Andlise univariada identificou tempo de internacéo até a coleta (p<0,001), tempo total
de internacdo (p<0,001) e procedimento cirargico (p=0,004) com significaAncia
estatistica. No modelo de regressao logistica, tempo de internacdo até a coleta
permaneceu com significancia, resultando em odds ratio de 0,934 (IC 95%: 0,882 a
0,989). Procedimento cirurgico teve significancia limitrofe (p = 0,056; OR = 9,293; IC
95%: 0,946 a 91,255). Analise separada de uso de carbapenémicos revelou
significancia estatistica (p<0,001), entretanto, ndo se manteve na analise multivariada,
gue resultou em odds ratio de 0,91 (IC 95%: 0,752 a 47,63). O conhecimento dos
fatores de risco associados a aquisi¢do e a instituicdo de medidas preventivas pode
contribuir decisivamente para a diminuicdo da propagacéo destes microorganismos

no ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Enterobactérias; Resisténcia a antibiéticos; fatores de risco.



ABSTRACT

There have been worldwide reports of carbapenem-resistant Enterobacteriaceae
(CRE), indicating that the spread of resistance has become a major public health
problem. A better understanding of the issues involved, including the risk factors for
infection by these microorganisms, is therefore required. The aim of the present
exploratory case-control study was to identify possible risk factors for acquisition of
Enterobacterial strains with a marker for resistance to carbapenems. The study
population consisted of patients with biological samples that tested positive for CRE
with the disk diffusion test and Etest and controls with CRE-negative biological
samples. In all, 65 patients were included: 13 (20%) with CRE and 52 (80%) without.
The CRE isolated were Serratia marcescens (6), Klebsiella pneumoniae (4) and
Enterobacter cloacae (3). Univariate analysis revealed that length of hospitalization
prior to sample collection (p<0.001), total length of stay (p<0.001) and surgical
procedure (p=0.004) were statistically significant risk factors. In the logistic regression
model, length of stay prior to sample collection was still significant, with an odds ratio
of 0.934 (95% CI: 0.882 to 0.989). Surgical procedure was of borderline significance
(p = 0.056; OR =9.293; 95% CI: 0.946 to 91.255). Separate analysis of carbapenem
use showed a statistically significant association (p <0.001), however, it was not
maintained in the multivariate analysis, which resulted in an odds ratio of 0.91 (95%
Cl: 0.752 to 47.63). A knowledge of the risk factors for infection by CRE and
implementation of preventive measures could play a decisive role in reducing the

spread of these microorganisms in hospital settings.

Keywords: Enterobacteriaceae; antibiotic resistance; risk factors.
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1 INTRODUCAO

1.1 IMPORTANCIA DAS ENTEROBACTERIAS RESISTENTES NO CONTEXTO
DO CONTROLE DE INFECCOES RELACIONADAS A ATENCAO A SAUDE

Os membros da familia Enterobacteriaceae sdo microrganismos gram-
negativos isolados de materiais biologicos, da natureza e que geralmente colonizam
o trato gastrointestinal do homem como microbiota normal, tornando-o um potencial
reservatorio destes agentes. Em individuos hospitalizados ou imunocomprometidos,
podem colonizar também outros sitios como a orofaringe, o trato urogenital e a pele,
aumentando o risco de infeccdes 1.

O papel patogénico destes microrganismos emerge quando presentes em sitios
geralmente estéreis, como sangue, cavidade peritoneal ou trato urinario. Devido a sua
capacidade de alcancar diversos sitios, podem potencialmente causar infeccdes
variadas, tais como em pele e tecidos moles, respiratérias e relacionadas ao uso de
cateteres. E importante salientar que a patogenicidade dessa familia de bactérias
resistentes é frequentemente associada ao uso de dispositivos invasivos, como
cateter venoso central 2.

Muitos géneros e centenas de espécies de Enterobactérias ja foram descritos,
sendo isolados em infec¢des hospitalares de importancia clinica: Escherichia coli,
Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp., Shigella spp. e Serratia spp. No entanto, os géneros
e espécies que predominam sdo: Escherichia coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp3.

A espécie Escherichia coli esta frequente relacionada a casos de infeccéo no
trato urinario, enquanto os géneros Klebsiella spp. e Enterobacter spp. sdo causas
importantes de pneumonia hospitalar 4. Entretanto, todas as Enterobactérias tém sido
implicadas em infec¢des de corrente sanguinea e infec¢des intra-abdominais °.

As Enterobactérias tém desenvolvido mecanismos de resisténcia a varios
agentes antimicrobianos, de forma que o surgimento de resisténcia aos
carbapenémicos tem se tornado frequente em infecgcbes nosocomiais em todo o
mundo, com disseminacéo rapida e progressiva °.

Em instituicbes de cuidados a saude, a principal via de transmissdo de
Enterobactéria resistente aos carbapenémicos (ERC) é a propagacéo de paciente a
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paciente por meio das maos contaminadas dos profissionais de saude, que podem
tocar um paciente colonizado, ou seus arredores, tornando-se temporariamente
contaminados e, em seguida, tocar um paciente ndo colonizado sem a higienizacao
adequada 1.

Nesse contexto, a aquisi¢cdo de ERC n&do depende somente das caracteristicas
individuais do paciente, mas também do estado de saude de outros pacientes, da
conformidade quanto as praticas de biosseguranca pelos profissionais e das
condicbes fisicas da instituicAo de cuidados a saude, como a disponibilidade de
quartos para isolamento %7,

A propagacgdo de ERC constitui um importante problema de saude publica em
nivel mundial, resultando em elevadas taxas de mortalidade entre os individuos
acometidos 8. Estudos descrevem uma taxa de mortalidade associada a estas
infeccdes que varia de 40% a 50% °1°, A alta taxa relatada pode ser atribuida ao
atraso da terapia antimicrobiana ou a falta do tratamento adequado, uma vez que
cepas de ERC produzem enzimas que além de hidrolizar os carbapenémicos, séo
capazes também de atuar sobre os demais betalactamicos, como cefalosporinas,
penicilinas e monobactamicos, restando poucas opc¢des terapéuticas contra esses
microrganismos 1011,

Estudos comparam a mortalidade e a morbidade entre pacientes infectados
com ERC e pacientes ndo infectados e apontam fatores de risco associados as
possiveis complicacfes dos pacientes infectados. Fatores como gravidade da doenca
subjacente e maior tempo de internacdo contribuem para que o paciente tenha os
piores resultados ' e também para o aumento dos custos hospitalares 4.

Diversos estudos que comparam os fatores envolvidos nas possiveis
complicagbes de um paciente infectado por ERC, descrevem uma taxa de mortalidade
no minimo trés vezes maior entre estes pacientes quando comparados a pacientes
infectados com Enterobactéria sensivel aos carbapenémicos ou mesmo sem infeccao
por Enterobactérias 112,

Devido as altas taxas de resisténcia antimicrobiana em Enterobactérias e as
consequéncias decorrentes dessa expansao microbiana tanto para o paciente quanto
para a instituicdo de cuidados a saude, € necessario conhecer a epidemiologia local
para que possa ser feita uma melhor selecéo de antimicrobianos para o controle das

infeccOes e para evitar a disseminacéo da resisténcia °.
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1.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS

A resisténcia das Enterobactérias resulta de mecanismos enzimaticos, com
expressdo de enzimas que atuam inativando antibiéticos, e de mecanismos néo
enzimaticos. Dessa forma, o perfil de resisténcia aos betalactamicos pode ser
associado a varios mecanismos como: impermeabilidade, alteracdo da PBP (proteina
ligadora de penicilina), alteracdo da expressao de porinas, sistema de efluxo e
producéo de enzimas %13,

Os betalactamicos se ligam covalentemente as PBPs localizadas na membrana
citoplasmatica, enzimas envolvidas na sintese da matriz rigida da parede celular
bacteriana (peptidioglicano). Quando ha modificacdo da PBP, pode haver uma
diminuicdo da sensibilidade aos betalactamicos pelas Enterobactérias, consequéncia
da perda da afinidade por essas proteinas 4.

A maioria dos betalactamicos séo hidroéfilos, com tamanho molecular inferior a
600 D, de forma que atravessam a membrana externa por meio de porinas. A relacéo
das moléculas dos antimicrobianos com as porinas pode gerar fatores impeditivos a
uma permeabilidade adequada, como moléculas hidrofébicas, moléculas com alto
peso molecular, que ndo conseguem introduzir-se nas porinas ou alteracdo na
producado de porinas devido a muta¢cdes cromossdmicas, que tanto podem impedir a
sua sintese quanto levar a producdo de moléculas com forma alterada, de maneira
que o farmaco ndo consegue atravessar a membrana em concentracdo adequada
para bloguear as PBPs 414, Essas mutacdes ou delecdes nos genes que codificam as
porinas sdo mecanismos de resisténcia comuns em Enterobactérias 4.

O mecanismo de efluxo consiste em bombas de expulsdo de antimicrobianos,
que possuem funcdo inversa a das porinas e, dessa forma, contribuem para a
concentracdo inadequada das drogas, comprometendo sua efetividade *. Em
Enterobacteriaceae, os mecanismos de mutacdes porinicas e efluxo podem somar-se
ao mecanismo enzimatico de producdo de betalactamases e aumentar a
Concentracao Inibitéria Minima (CIM) do antimicrobiano 4.

A producdo de enzimas é o mecanismo de maior importancia clinica
relacionado a resisténcia das Enterobactérias aos carbapenémicos *. Dois tipos
principais sao associados a este perfil: a producdo de carbapenemases ou uma

combinacgéo de mutacdes estruturais e a producéo de outras enzimas betalactamases.
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Enzimas carbapenemases atuam hidrolisando carbapenémicos e também podem
atuar sobre outros antibidticos betalactamicos, como penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos 1°.

Mecanismos como a producdo de Betalactamase de Espectro Estendido
(ESBL) ou de tipos como AMPC, conferem resisténcia aos carbapenémicos quando
associadas a perda ou alteragdes nas porinas, uma vez que isso dificulta a difuséo do
antibiético através da membrana bacteriana °. A resisténcia por expresséo de AMPC
em Enterobacteriaceae € mais comumente associada a hiperproducdo de enzimas
por inducdo ou depressdao dos genes cromossdmicos, embora também possa ser
mediada por plasmideos. Por outro lado, a resisténcia relacionada a ESBL geralmente
estd associada a plasmideos 5. HA de se destacar que a disseminacdo de
betalactamase de origem plasmidial € a forma mais critica de resisténcia em
Enterobacteriaceae .

Diante do exposto, dois mecanismos principais sdo responsaveis pela
resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae: a redugcdo da
permeabilidade da membrana externa por perda de porinas em associacdo com a
producédo de betalactamase de espectro estendido ou betalactamase tipo AMPC, e a
producéo de betalactamase do tipo carbapenemase 8.

1.3 CLASSIFICACAO DAS BETALACTAMASES

Enzimas betalactamases pertencem a uma familia com consideravel
diversidade, sendo que varios tipos ja foram descritos e varias classificacdes
propostas. No entanto, atualmente, dois esquemas de classificacdo sao utilizados
para essas enzimas. A classificacdo das betalactamases tem sido baseada tanto na
estrutura primaria das enzimas, de acordo com Ambler 1°, quanto nas suas
caracteristicas funcionais, como atividade enzimatica, segundo Bush e
colaboradores?°.

Segundo Ambler, elas séo classificadas baseadas em sua estrutura molecular
e sequéncia genética, pertencendo a quatro classes moleculares: Classes A, C e D,
que utilizam a serina para hidrolise do betalactamico, e Classe B, constituida por
metaloenzimas que utilizam ao menos um ion de zinco no sitio ativo para facilitar a

hidrolise 1°. No entanto, atualmente trés classes sao encontradas em Enterobactérias
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ocorridas em todo o mundo: classe molecular A (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase-KPC); Classe B (principalmente os tipos VIM, IMP e NDM) e Classe
D (principalmente o tipo OXA-48) 2122,

A classificacdo conforme Bush é baseada na atividade funcional e resulta em
trés grupos grandes e varios subgrupos, de forma que novos subgrupos tém sido
adicionados ao conjunto, como resultado da expansao e identificacdo das grandes
familias de betalactamases de importancia clinica, onde as variantes continuam a ser
identificadas 1°.

O grupo 1 é formado por enzimas cefalosporinases pertencentes a Classe
molecular C que sao codificadas por cromossomos presentes em muitas
Enterobactérias 23. Conferem resisténcia a todas as classes de betalactamicos.
Entretanto, é necessario que estejam associadas a alteracdes nas porinas para que
promovam resisténcia aos carbapenémicos 4.

O grupo funcional 2 inclui as classes moleculares A e D e representa o maior
grupo de betalactamases, devido principalmente ao aumento na identificacdo das
ESBL durante as duas ultimas décadas. A maioria das enzimas incluidas neste grupo
responde a inibicdo pelo acido clavulanico 2.

O grupo 3 é formado pelas Metalobetalactamases (MBL), que conferem
resisténcia aos carbapenémicos e todas as classe de betalactamicos, com excec¢ao
dos monobactamicos. Assim como o grupo 1, ndo séo inibidas pelo &cido clavulanico.
Se diferenciam estruturalmente das outras betalactamases por exigirem um ion zinco
no sitio ativo 18.

A classificacdo de Bush, Jacoby e Medeiros, em 1995, incluia um grupo 4, o
qgual era caracterizado por apresentar o menor nimero de enzimas, sendo estas
diversas e ndo incluidas em outros grupos °. J4 a classificacédo proposta por Bush e
Jacoby em 2009 néo inclui este grupo, pois as enzimas ndo foram completamente
caracterizadas 16.

Embora a abordagem estrutural seja a forma mais facil de classificar um
conjunto tao variado de enzimas, uma classificagao funcional apresenta a vantagem
de poder relacionar essas enzimas ao seu papel clinico, uma vez que é possivel
correlacionar as propriedades de uma enzima especifica com o perfil de resisténcia
observado em um isolado clinico 6. A tabela 1 correlaciona os dois esquemas de
classificacao utilizados atualmente, alinhando os principais tipos de enzimas que 0s

representam.
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Tabela 1 — Classificagdo das betalactamases 6.

Classificagcao Bush, Classificacéao
Jacoby (2009) Ambler Principais Tipos de enzimas
(Grupos) (Classe
Molecular)
1 C AmpC, P99,ACT-1, CMY-2,FOX-1, MIR-1
le C GC1, CMY-37
2a A Penicilinases PC1
2b A TEM-1, TEM-2,SHV-1
2be A TEM-3, SHV-2,CTX-M-15, PER-1, VEB-1
2br A TEM-30, SHV-10
2ber A TEM-50
2c A PSE-1, CARB-3
2ce A RTG-4
2d D OXA-1, OXA-10
2de D OXA-11, OXA-15
2df D OXA-23, OXA-48
2e A Cefalosporinases CepA
2f A KPC
3a B VIM, IMP,NDM

3b B CphA, Sth-1
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1.4 DISSEMINACAO DA RESISTENCIA

Nas ultimas décadas, a frequéncia de casos de resisténcia antimicrobiana
apresentou um aumento consideravel em todo o mundo. Muitos fatores podem estar
relacionados a este fato. No entanto, o uso excessivo de antibioticos continua sendo
o principal contribuinte para o crescimento dessa taxa. H4 de se destacar que a
transmissao de bactérias resistentes de pessoa a pessoa e a transferéncia de genes
de resisténcia entre bactérias também contribuem de forma significativa °. Somada a
isto, cita-se a globalizacdo, que impulsiona o nimero de viagens e o comércio, de
modo que mecanismos de resisténcia sdo disseminados em todo o mundo 5.

O aumento da resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae
também tem sido sustentado pela selecdo de linhagens clonais multirresistentes de
alto risco, que se propagam facilmente tanto nos ambientes hospitalar quanto no
comunitério 28, Além disso, o deslocamento de pacientes colonizados, principalmente
idosos, entre enfermarias e ambientes onde o tempo de cuidados a saude € mais
longo também pode contribuir para a disseminagdo da ERC 1.

A presenca de Betalactamase de Espectro Estendido (ESBL) em varios
membros da familia Enterobacteriaceae, principalmente entre as espécies Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli , € de grande importancia clinica e microbioldgica ?’.
Assim como as bactérias produtoras de carbapenemases (KPC), esses
microorganismos frequentemente estdo associados a infeccbes em ambiente
hospitalar. No entanto, a resisténcia antimicrobiana associada a carbapenemases
constitui o principal contexto em ERC 28, Estudos também descrevem a coexisténcia
de resisténcia a carbapenémicos e producédo de ESBL&?°,

A resisténcia aos betalactdmicos em Enterobacteriaceae pela presenca de
betalactamase de espectro estendido comumente é mediada por plasmideos,
enquanto a producdo de carbapenemases pode ser também cromossomal 1.
Carbapenemases adquiridas sao codificadas por genes localizados em elementos
moveis transferiveis, como plasmideos e transposons, que podem se difundir e
permitir a troca de material genético entre diferentes cepas e espécies®°.

As enzimas carbapenemases mais prevalentes em Enterobactérias séo
codificadas por genes dos grupos blakpc, blavp, blaviv, blanom € blaoxa 31. No entanto,
a carbapenemase do tipo KPC é uma das mais relevantes no aspecto epidemioldgico,

tendo em vista sua rapida e ampla disseminagdo mundial ?2. Embora tenha sido
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descrita primeiramente na espécie Klebsiella pneumoniae e disseminada a outras
espécies da familia Enterobacteriaceae, KPC foi detectada também em
microrganismos néo fermentadores, como Pseudomonas spp e Acinetobacter spp 2.

Plasmideos que contém o gene blakpc frequentemente transportam genes que
também codificam resisténcia aos aminoglicosideos, sulfas e fluoroquinolonas, além
de atuar inibindo penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos L.

Klebsiella pneumoniae carbapenemase apresenta alta incidéncia em individuos
com patologias cronicas, em terapia intensiva, imunossuprimidos e submetidos a
procedimentos cirdrgicos 33, Sua extensa disseminagdo em ambiente hospitalar e os
surtos provocados por ela séo de dificil controle e podem levar a mortalidade de muitos
pacientes diante das limitacbes quanto a um tratamento eficaz, uma vez que a
propagacéao de resisténcia antimicrobiana minimiza as opcdes terapéuticas 3.

A cada ano, € mais frequente o relato de casos de Enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos em paises latino-americanos e em todo o mundo, de forma que
a disseminacdo da resisténcia constitui um importante problema de saude publica
mundial, com elevado indice de mortalidade “ 3°. A epidemiologia molecular de
bactérias resistentes a carbapenémicos tem sido amplamente investigada. Entretanto,
h&4 necessidade de melhor compreensdao sobre os aspectos clinicos e
epidemioldgicos, incluindo os fatores associados a infec¢do e disseminacdo destes

microrganismos, para melhor implantacdo de medidas de prevencéo e controle 6.

1.5 EPIDEMIOLOGIA DA RESISTENCIA DAS ENTEROBACTERIAS

No ano de 2001, foi publicado o primeiro relato de um fendtipo de resisténcia
relacionado a producdo de uma nova betalactamase, denominada KPC-1 37,
proveniente de uma cepa de Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos
(Imipenem e Meropenem). A cepa foi isolada em um hospital da Carolina do Norte nos
EUA, durante a execucao do projeto ICARE (Intensive Care Antimicrobial Resistance
Epidemiology) que investigou a resisténcia antimicrobiana em hospitais que possuiam
Unidade de Cuidado Intensivo, durante o periodo de 1994 a 1996 383,

A partir deste primeiro isolamento, houve uma disseminacgéo de KPC por vérios

paises e continentes 40, Entretanto, sua epidemiologia varia conforme a localizacéo
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geogréfica. Paises como China, Israel, Grécia, Italia, Polénia, Coldmbia, Argentina,
Brasil e alguns estados dos Estados Unidos sdo considerados areas endémicas
(Figura 1) 4°. Atualmente, existem 10 variantes de KPC (KPC-2 a KPC-11), sendo as
mais frequentes KPC-2 e KPC-3 4L,

Em 2004, foi identificado o primeiro espécime de Klebsiella pneumoniae
produtora de KPC-2 na China #2. Pouco tempo depois, uma grande variedade de
membros da familia Enterobacteriaceae KPC positivos foram identificados no pais.
Mesmo havendo relatos da variante KPC-3, o tipo KPC-2 é 0o mais comumente
encontrado na China 43,

Foram encontradas cepas de Enterobactérias produtoras de KPC no esgoto
hospitalar de alguns hospitais chineses, o que gerou preocupacdo sobre a
contaminacdo dos reservatorios de agua e disseminacdo a outros ambientes. Por
conseguinte, foram descritas também infecgBes comunitarias por microrganismos
positivos para KPC-2 44,

Em Israel, havia poucos relatos de Enterobactérias produtoras de KPC.
Entretanto, no ano de 2005, comecou a haver disseminacao de cepas de Klebsiella
pneumoniae produtora de KPC em hospitais, provavelmente importadas dos EUA,
uma vez que a epidemia apresentou clones semelhantes aos de surtos ocorridos
naquele pais 4. Ap6s um grande aumento nos indices de resisténcia aos
carbapenémicos em Enterobactérias, em marco de 2007, a incidéncia mensal em
hospitais de cuidado intensivo atingiu um pico de 55,5 casos por 100 pacientes-dia.
Seguindo-se as medidas de intervencdo em nivel nacional, em maio de 2008, foi
registrada uma quantidade de 11,7 casos por pacientes-dia, evidenciando uma
reducdo de quase 80% em relacdo ao obtido no periodo anterior 6.

Australia e Nova Zelandia sdo paises com baixa prevaléncia de Enterobactérias
produtoras de KPC. Poucos casos foram descritos nestes paises, sendo que a maioria
deles foi associada a pacientes com historia de viagens a paises endémicos ou
compartilhamento de quarto com pacientes com histérico de transferéncia de outros
paises 49,

Um total de 26 paises pertencentes a Unido Européia, no periodo de 2011 a
2014, disponibilizou ao Centro Europeu de Controle e Prevencao de Doencas (ECDC)
informacdes laboratoriais sobre isolados de Klebsiella pneumoniae de sitios invasivos,
com 0s seus respectivos resultados de Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA)
aos carbapenémicos. Diante do namero total de isolados enviados por cada pais e
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baseado no respectivo TSA, foi calculado o percentual de resisténcia aos
carbapenémicos e a tendéncia baseada no periodo proposto.

Foi detectada uma tendéncia crescente em sete paises (Bulgaria, Croéacia,
Franca, Alemanha, Italia, Portugal e Espanha), enquanto um decréscimo foi
observado no Chipre e na Grécia 4’. A média ponderada da populacéo resistente aos
carbapenémicos apresentou um aumento de 6,0% em 2011 para 7,3% em 2014. Dos
paises envolvidos, 17 apresentaram um percentual de resisténcia inferior a 1%, como
a Noruega e a Finlandia, enquanto trés paises apresentaram um percentual de
resisténcia aos carbapenémicos superior a 30%, a Grécia, a Italia e a Alemanha 4’.

A resisténcia antimicrobiana € uma questdo de saude publica de importancia
crescente na Europa. A prevaléncia é variavel em todo o continente, de modo que nos
paises do sul é maior do que nos paises do norte 4°, Muitos fatores podem estar
associados a esta diversidade, como relacdes histéricas, turismo médico,
transferéncia de pacientes, viagens e entrada de refugiados.

No inicio da década de 2000, foram isolados os primeiros casos de
Enterobactérias produtoras de carbapenemases na Italia e, no ano de 2008, a primeira
Enterobactéria produtora de KPC-3, cuja fonte provavel era uma médica proveniente
de Israel 8. O pais apresenta uma tendéncia crescente em resisténcia antimicrobiana
e, segundo dados da Rede de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana Européia
(EARS-Net), aresisténcia aos carbapenémicos em isolados de Klebsiella pneumoniae
apresentou um aumento de 26,7%, em 2011, para 32,9% em 2014 4’

Na Franca, o primeiro espécime de KPC foi isolado no ano de 2005 de uma
paciente proveniente de Nova York #°. No periodo de 2011 a 2014, houve um aumento
de 0,5% na resisténcia aos carbapenémicos em isolados de Klebsiella pneumoniae.
No entanto, o pais apresenta menos de 1% desses isolados com perfil de
resisténcia®. E um pais que apresenta baixa prevaléncia de KPC, sendo que os casos
isolados geralmente sdo associados a pacientes transferidos de paises onde esta
carbapenemase é endémica, como a Italia®°.

Os primeiros relatos de Klebsiella pneumoniae produtora de KPC relacionados
a Grécia ocorreram em 2007 na Franca e na Suécia, em pacientes que haviam sido
admitidos previamente em hospitais da Grécia >°2. A Grécia é o pais europeu com
maior incidéncia de ERC e se caracteriza pela transmisséo internacional de KPC em
pacientes colonizados 3. Dados do ECDC, relacionados a 2014, mostram que de
1.088 isolados de Klebsiella pneumoniae de infecgdes invasivas, 62,3% apresentam
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resisténcia aos carbapenémicos 4’. Atualmente, Klebsiella pneumoniae produtora de
KPC é um dos patdgenos multirresistentes dominantes, acometendo pacientes tanto
em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) quanto em enfermarias cirargicas.

Em 2009, oito casos foram relatados na Espanha, sendo importante salientar
que ndo ha registros de que esses pacientes tenham viajado a paises endémicos. Um
caso em especial foi de colonizacdo por Enterobactéria produtora de carbapenemase
do tipo KPC-3, em paciente com pneumonia °*. Houve um crescimento gradativo da
resisténcia aos carbapenémicos em isolados de Klebsiella pneumoniae no pais no
periodo de 2011 a 2014, de modo que o percentual aumentou de 0,3% para 2,3% 4"

No Reino Unido, especificamente na EscoOcia, o primeiro relato de
Enterobactéria produtora de KPC ocorreu em 2003, referente a uma variante KPC-4
de uma cepa de Enterobacter sp. Ja o primeiro relato de uma Klebsiella pneumoniae
produtora de KPC remonta ao ano de 2007, também na Escécia °°. De acordo com
dados do ECDC, em 2014, 0,8% dos isolados de Klebsiella pneumoniae em infec¢des
invasivas apresentaram perfil de resisténcia aos carbapenémicos #’.

Entre 1996 e 2006, Klebsiella pneumoniae produtora de KPC tinha se
disseminado por quase todo os EUA e se estabelecido como importante patégeno
nosocomial 1. Durante o primeiro semestre de 2012, um total de 3.981 hospitais norte-
americanos participaram de um programa de vigilancia em infeccées sanguineas e
infeccBes do trato urindrio associadas a cateteres e 4,6% deles relataram ao menos
uma infeccdo relacionada a ERC %6, Embora, nos EUA, as ERCs sejam identificadas
principalmente nas instituicbes de cuidados a saude, hd uma tendéncia destes
microrganismos de se difundirem para fora destes ambientes, uma vez que
Enterobacteriaceae sdo um problema comum de infecgcbes associadas a
comunidade®’.

A primeira descrigcdo da enzima KPC proveniente de ERC na América Latina
ocorreu em 2005 na Colémbia %8 e houve uma rapida disseminacéo pelas regides
metropolitanas do pais até 2009 °. Na Argentina, o primeiro isolado foi evidenciado
em 2006 9. Segundo o SENTRY (Programa Internacional de Vigilancia
Antimicrobiana), o pais apresentou um aumento consideravel de 2008 a 2010 e é
caracterizado como endémico 4061,

No ano de 2006, foram confirmados os primeiros casos de Klebsiella
pneumoniae resistente aos carbapenémicos no Brasil, na cidade de Recife, sendo

detectada a presenca do gene blakpc2 82. Pouco tempo depois, foram relatados casos
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no Sudeste do pais, sendo detectada a carbapenemase KPC-2 em cepas de
Klebsiella pneumoniae isoladas de dois hospitais no Rio de Janeiro, no periodo de
2007 a 2008 3.

Estudos realizados pelo SENTRY relatam um aumento no nimero de casos no
pais no periodo de 2008 a 2010, de modo que a Klebsiella pneumoniae KPC-2 tornou-
se endémica no Brasil, inclusive sendo detectada em agua residual de Hospital % 64,

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), entre 2009 e
2010, houve relatos em varias regides, incluindo Espirito Santo (trés casos), Goias
(quatro), Minas Gerais (12), Santa Catarina (trés), Distrito Federal (157) e Sao Paulo
(70) 5. De fato, Klebsiella pneumoniae produtora de KPC-2 se disseminou pelo Brasil,

atingindo tanto capitais quanto pequenas cidades brasileiras ©6.

Figura 1 — Distribuicdo geogréfica de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase?°.
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1.6 FATORES DE RISCO PARA AQUISICAO DE ERC

A aquisicdo de ERC geralmente esta associada ao ambiente hospitalar ou
instituicbes de cuidados a saude, sendo mediada pelo contato com o paciente
colonizado ou infectado, caso ndo sejam respeitadas normas basicas de precaucao
de contato, de higiene de méos e de desinfecgéo 6.

Muitas variaveis relacionadas ao ambiente hospitalar e a exposicdo aos
cuidados a saude podem ser estabelecidas como fatores de risco para colonizacdo e
infeccdo por ERC. Dentre elas, citam-se: idade avangada, comorbidades, uso prévio
de antimicrobianos, recepcdo de 6rgaos transplantados, tempo de permanéncia
hospitalar e exposi¢do a procedimentos invasivos, como ventilacdo mecanica %7-%8. No
entanto, fatores individuais como tempo de internacédo, exposi¢cao a procedimentos
cirargicos e uso de dispositivos devem ser considerados levando em conta a
epidemiologia local, devido a facilidade da ERC em se disseminar no ambiente de
cuidados a saude ©°.

Estudos revelam que a condicdo endémica local apresenta forte influéncia
sobre a colonizacéo retal por ERC, sendo que, em um contexto de altos niveis
endémicos, o risco de colonizacédo é estimado em cerca de 5% %71, Além disso, a
aquisicdo de ERC é tempo-dependente, o que € evidenciado por estudos que revelam
aumento na prevaléncia de colonizacdo entre pacientes que tiveram um periodo de
internacd@o prolongado, com admissédo na UTI, de 6% a 7% na primeira internacao
para 27% a 59% na internacao seguinte 2773, Este fato ndo foi observado em pacientes
provenientes da comunidade, que sdo menos propensos a colonizacdo retal 47>,

Além da internacdo em UTI, a transferéncia entre unidades de internacdo e o
compartilhamento de um quarto com um paciente colonizado sdo descritos como
fatores de risco significativos para aquisicio de ERC 72 Este dado reafirma a
necessidade do conhecimento mais abrangente de fatores de risco relacionados a
transmissdo dos patdgenos resistentes e da implantacdo de medidas eficazes a fim
de conter a ampla transmissdo de plasmideos com o traco de resisténcia, mediada
principalmente pelo contato com o portador de ERC.

O uso de antibidticos de amplo espectro como carbapenémicos, betalactamios
e cefalosporinas, bem como a duracdo da terapia antimicrobiana, tém sido descritos
como os principais determinantes da permanéncia da ERC no portador, sendo que a

exposicao prévia aos carbapenémicos ocorre em uma frequéncia de 15% a 75% em
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pacientes colonizados 7¢77. HA de se destacar que, embora o uso prévio de
antimicrobianos associado a um longo periodo de internacdo seja fator de risco
influente sobre a colonizacdo por ERC, ha estudos que alertam para a importancia de
avaliar a possibilidade de aquisicao da resisténcia aos carbapenémicos em pacientes
viajantes em paises com elevada prevaléncia, mesmo sem terem sido internados em
instituicGes de cuidados a saude 8.

Habitualmente, a infeccdo por ERC € precedida pela colonizacdo, que esta
associada principalmente ao trato gastrointestinal. No entanto, os tratos respiratorio e
urindrio também podem ser acometidos e, apOs estabelecida a colonizacdo, o
individuo pode abrigar o microrganismo por dias ou meses °. Estima-se que o tempo
médio em um portador seja em torno de trés meses. Entretanto, em uma proporcao
significativa, este tempo pode ser mais longo °.

Ha relatos de que 10% a 30% dos pacientes colonizados por ERC irdo
desenvolver infeccdo 8°. Porém, sabe-se que a infecgdo é fortemente influenciada
pelas caracteristicas do paciente e pela patogenicidade de cada microrganismo.
Pacientes com comorbidades subjacentes, imunocomprometidos e receptores de
transplantes se caracterizam como populacdo fortemente vulneravel ao risco de
infeccdo por ERC, especialmente em um curto periodo apds o transplante, quando ha
comprometimento do sistema imune 8081,

E importante salientar que fatores como o tempo de duracdo da terapia
antimicrobiana e a exposi¢ao a procedimentos invasivos, como a ventilagdo mecanica
e uso de cateteres venoso e urinrio, estdo fortemente associados a um maior risco
de infeccdo por ERC. Aléem disso, muitas variaveis estabelecidas podem contribuir

para a morte de pacientes colonizados 2.
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2 JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, a infec¢cdo hospitalar vem apresentando mudancas em seu
perfil epidemiolégico, com destaque para o crescimento do niumero de casos de
bactérias multirresistentes que tém acometido pacientes internados.

Sabe-se que essas bactérias hospitalares, além de apresentarem resisténcia a
multiplos antibiéticos, tém a capacidade de tornar resistentes outras bactérias, fato
gue pode ser devido ao uso indiscriminado de antimicrobianos e as condi¢cfes de
higienizag&o hospitalar.

Diante do aumento na frequéncia de infec¢do por bactérias multirresistentes
em hospitais do Brasil, medidas para diminuir a taxa de infec¢éo hospitalar por esses
patdgenos sdo necessarias. No entanto, é importante conhecer melhor o perfil
epidemioldgico determinante da disseminacdo destes organismos para, assim,
aperfeicoar o uso da terapia antimicrobiana.

Muitas informacdes disponiveis séo limitadas a condicdes especificas, de modo
gue neste contexto, a investigacao de fatores de risco relacionados a transmisséo dos
patégenos resistentes ndo pode ser totalmente apreciada, quando restrita as bactérias
especificas, se o fator envolvido é a transmissdo por plasmideos com o traco de
resisténcia. Este fato evidencia a importancia de um estudo que aborde a infec¢céo e
a colonizacao por ERC de forma generalizada, sem especificar o género da bactéria

ou condicao clinica.



3

29

OBJETIVOS

Comparar as caracteristicas de pacientes diagnosticados com Enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos com as caracteristicas dos pacientes que nao
apresentaram Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos em ambiente

hospitalar considerando variaveis demogréficas e clinicas.

Identificar as principais varidveis associadas a aquisicdo de Enterobactérias

resistentes aos carbapenémicos em ambiente hospitalar.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Este estudo caso-controle envolveu pacientes atendidos em Hospitais da
Regido Metropolitana de Vitéria que tiveram amostras com suspeitas de KPC
enviadas ao Laboratorio Central do Espirito Santo (LACEN/ES) e confirmadas como
Enterobactéria resistente aos carbapenémicos no Laboratorio de Microbiologia
Médica no periodo de 01/01/2013 a 31/07/2014.

Inicialmente, foi feita a identificacdo dos individuos suspeitos de infeccéo por
KPC neste periodo, seguido da determina¢cdo do Hospital onde ocorreu a internacéo.
Os individuos envolvidos no estudo foram aqueles internados no Hospital Estadual
Central e no Hospital Santa Casa de Misericordia de Vitdria, no periodo estabelecido.
A coleta de dados foi feita por meio de uma abordagem baseada em consulta aos
prontuarios desses pacientes. Concomitantemente, foram obtidos dados dos
prontuarios de pacientes internados na mesma unidade de internacdo e no mesmo
periodo, mas que nao tiveram isolado de Enterobactéria resistente aos
carbapenémicos na amostra bioldégica analisada. Foram excluidos do estudo, 0s
individuos cujos prontuarios tiveram menos de 50% dos dados necessérios.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias

da Saude da Universidade Federal do Espirito Santo, com o nimero 908.781.

4.2 SELECAO DOS ISOLADOS DE ENTEROBACTERIAS

Foram selecionados, para este estudo, nove isolados pertencentes ao Hospital
Estadual Central (HEC) e quatro isolados pertencentes ao Hospital Santa Casa de
Misericordia de Vitoria (HSCMV), de um total de 115 isolados de Enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos identificados por meio de testes fenotipicos (item 4.3)
no LACEN, provenientes de 13 hospitais diferentes. Estes hospitais foram
selecionados por aceitarem participar do estudo e pela disponibilidade de um Médico
Infectologista para acompanhar a coleta de dados no prontuario eletrénico. Os dados
coletados dos pacientes foram incluidos no banco de dados do programa SPSS

versao 17,0.
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4.3 TESTES FENOTIPICOS

Culturas encaminhadas ao LACEN/ES inicialmente foram submetidas a testes
bioquimicos de determinacdo do metabolismo bacteriano (Himedia, Mumbai-India)
para identificacdo do género/espécie, que incluem: prova de fermentacao da glicose,
sacarose e lactose; producdo de gas COz2; motilidade; producao de indol; hidrélise da
ureia; descarboxilacdo dos aminoéacidos lisina, arginina e ornitina; utilizacao do citrato
e malonato como fonte de carbono; producdo da enzima fenilalanina desaminase e

producéo de sulfeto de hidrogénio (H2S) .

ApGs identificagdo, as amostras foram submetidas ao teste de sensibilidade
aos antimicrobianos pelos métodos de disco difusdo em agar Mueller-Hinton (Oxoid,
Hampshire-United Kingdom) e Etest® (Biomerieux, Marcy-I'Etoile - France), para
confirmar o perfil de resisténcia aos carbapenémicos (Ertapenem, Imipenem ou
Meropenem), de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) 848 e modificactes incluidas nas Notas Técnicas da ANVISA N° 1/2012 e N°
01/2013 228, Também foram submetidas ao teste de Hodge modificado 8485, assim
como a deteccdo de Betalactamase de Espectro Estendido (ESBL) e
Metalobetalactamase (MBL) por Etest® (Biomerieux, Marcy-I'Etoile - France), e
Betalactamase AMPC por disco difusdo em agar Mueller-Hinton (Oxoid, Hampshire-
United Kingdom).

4.4 CONSERVACAO DOS ISOLADOS DE ENTEROBACTERIAS

Todos os isolados analisados foram semeados em tubo contendo agar
nutriente inclinado (Himedia, Mumbai-India), incubados em estufa a 37°C por um
periodo de 18-24 horas e conservados em temperatura ambiente. Posteriormente, os
isolados identificados como Enterobactéria resistente aos carbapenémicos
(Ertapenem, Imipenem ou Meropenem) foram encaminhados ao Laboratério de
Pesquisa em Infeccdo Hospitalar da Fundagcdo Osvaldo Cruz (LAPIH/FIOCRUZ) e
submetidas a pesquisa de genes de resisténcia por meio da metodologia PCR ‘in

house”, para deteccao do gene blakpc (Item 4.5).
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4.5 PCR “in house”

O gene alvo para esta reacdo de PCR é o blakpc. O controle positivo utilizado
foi uma cepa CCBH 4640 (K. pneumoniae ST437 — KPC-2) e o controle negativo uma
cepa ATCC 700603 (K. pneumoniae ESBL positiva). Os primers utilizados foram:
KPC-A (5"-CTGTCTTGTCTCTCATGGCC-3") e KPC-B (5°-
CCTCGCTGTGCTTGTCATCC- 3°) &,

Apos a amplificacdo dos produtos, foi realizada eletroforese em gel de agarose
a 1,5% (Invitrogen™, Carlsbad - EUA), preparado em tampdo TBE 0,4X, em
temperatura ambiente com corrente sujeita a variacdo de 80 a 120V por
aproximadamente 30min. Para visualizacdo dos produtos amplificados, apdés a
corrida, o gel foi impregnado em brometo de etidio (0,5g/L) durante 15 minutos e
descorado em agua por 15 minutos. A seguir, o gel foi observado em luz UV e
fotografado em méaquina Polaroid pelo Sistema de Foto Documentacdo Gel Doc. A
metodologia foi realizada segundo o protocolo do LAPIH/FIOCRUZ (Figura 2).

Figura 2 — Primers 87, Reagentes e ciclos utilizados na reagdo de PCR “in house”.

Gene alvo: blaypc

Primer 1: KPC-A (5"-CTGTCTIGTCTCTCATGGCC- 37)
Primer 2: KPC-B (5'- CCTCGCTGTGCTTGTCATCC-3")
DA polymerase: Gotaq flexi 5U/uL (Promega)

PCR Produto: 795pb

Obsernvaghes:

Referéncia dos primers: Maas T., Cuzon G, Villegas M.V_, Lartigue M.F., Quinn J_P., Nordmann
P. 2o008. Genetic Structures at the Origin of Acguisition of the b-Lactamase BlakKPC Gene.
Antimicrob Agents Chemother 52: 1257/1263.

= CQrvde p' 1

Reagentes Cuncentri:‘lr;art;:g;ﬂne agenies amoslz'lra Ciclos
H-O Q.5.p 25ul 1425 ul [ 1. 3 min - 94%C
5X PCRH bufier {Promega) 1X sul | 2. 35 ciclos:
10 mh dMNTPF mix 0,2 mhA 0.5ul 1 min — 942C
(Invitrogen ou Fermeantas) 1 min — 502C
25 mi MgCls {Promega) 1.5 m 1.5ul 1 min — 722C
Primer 1 (20 pmoles/ul) 25 pmoles 1,25 ul
Primer 2 (20 pmoles/ul) 25 pmoles 1.25ul | 3. 10min - 722C
Gotaq flexi (sU/ul 1.25 U 0.25ul | 4. hold 42C
(Fromega)
Volume total 25 ul 24 ul
DA 1ul

Fonte: LAPIH/FIOCRUZ
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4.6 VARIAVEIS E DEFINICOES

Casos foram definidos como pacientes com amostra biolégica positiva para
Enterobactéria resistente aos carbapenémicos (ERC), a partir do método de disco
difusdo e Etest®, e controles foram pacientes com amostra biologica negativa para
Enterobactéria resistente aos carbapenémicos.

Para cada paciente do grupo caso, foram selecionados quatro pacientes
controles da mesma unidade de internacao, internados durante o mesmo periodo e
com amostra biolégica prioritariamente proveniente do mesmo sitio de coleta daquela
do caso.

Os aspectos investigados como possiveis fatores de risco foram: sexo; idade;
internacdo anterior nos ultimos 90 dias; internacdo em UTI; tempo de internacdo; uso
de cateter ou dispositivo; cirurgia realizada durante a internagéo atual; comorbidades
e antimicrobianos utilizados durante a internacéo atual. Os dados foram obtidos por

meio de uma ficha estruturada (Anexo C).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis quantitativas continuas foram representadas pelas suas medidas
de posicao central e variabilidade. Neste estudo, foram utilizadas mediana e distancia
interquartilica por nédo ter havido adequacdo ao modelo de Gauss. As variaveis
categoricas foram representadas pelas suas frequéncias absolutas e relativas.

Ao considerar a associacdo das diversas variaveis estabelecidas no
instrumento de coleta de dados e o desfecho em questdo (presenca ou ndo de
Enterobactéria resistente aos carbapenémicos), as respostas categoéricas foram
comparadas pelo teste Exato de Fisher por terem sido detectadas frequéncias
esperadas menores do que cinco. As respostas continuas foram comparadas pelo
teste ndo paramétrico de Mann-Whitney. As varidveis cuja associagdo com o
desfecho revelaram um p-valor de 0,2 ou menor foram incluidas no modelo

multivariado.

As andlises multivariadas foram conduzidas por meio de regresséo logistica. A

determinacdo das medidas de efeito foi feita por meio da razdo das chances (odds
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ratio) e seu respectivo intervalo de confianca de 95%. O ajuste ao modelo foi verificado

pelo teste de Hosmer Lemeshow.
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5 RESULTADOS

5.1 VARIAVEIS DEMOGRAFICAS

Um total de 65 pacientes foi incluido neste estudo, sendo 13 pacientes com
amostras biologicas positivas para Enterobactéria resistente aos carbapenémicos
(casos) e 52 com amostras negativas para Enterobactéria resistente aos
carbapenémicos (controles).

No grupo casos, sete individuos (53,8%) eram do sexo feminino e a mediana
de idade foi de 54 anos (distancia interquartilica — DQ: 46 a 79 anos). O grupo controle
foi composto em sua maioria por individuos do sexo masculino (30; 57,7%) e
apresentou uma mediana de idade de 65,5 anos (distancia interquartilica — DQ: 46,5

a 78,3 anos).

5.2 TOPOGRAFIA DO ISOLAMENTO E TIPOS DE ERC

Entre os 13 casos com Enterobactérias isoladas, seis (46,1%) foram Serratia
marcescens, quatro (30,8%) Klebsiella pneumoniae e trés (23,1%) Enterobacter
cloacae. Os sitios de isolamento foram urina (quatro; 30,8%), sangue (duas; 15,4%),
secrecéo de ferida (duas; 15,4%) e outros sitios (cinco; 38,5%) (tabela 2).

Entre os 52 pacientes do grupo controle, as amostras coletadas foram: sangue
(20; 38,5%), urina (19; 36,5%), aspirado traqueal (quatro; 7,7%) e outras (nove;
17,3%).

Dos 13 isolados bacterianos de ERC submetidos a pesquisa de genes de
resisténcia por meio da metodologia PCR ‘in house”, nove (69,2%) apresentaram o
gene blakpc detectavel, correspondendo a quatro isolados de Klebsiella pneumoniae,

trés de Enterobacter cloacae e dois de Serratia marcescens.
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Tabela 2 - Espécies de Enterobactérias isoladas de 13 casos com amostras bioldgicas

positivas para Enterobactéria resistente aos carbapenémicos e topografia do isolamento.

ENTEROBACTERIA TIPO DE AMOSTRA
Enterobacter cloacae Swab inguinal
Enterobacter cloacae Fragmento de tecido
Enterobacter cloacae Urina
Klebsiella Pneumoniae Urina
Klebsiella Pneumoniae Urina
Klebsiella Pneumoniae Aspirado traqueal
Klebsiella Pneumoniae Sangue
Serratia marcescens Secrecgao de partes moles
Serratia marcescens Liquido cefalorraquidiano
Serratia marcescens Urina
Serratia marcescens Secrecgdo de ferida
Serratia marcescens Secrec¢do de ferida
Serratia marcescens Sangue

5.3 DISTRIBUICAO DAS FREQUENCIAS

De um total de 13 casos incluidos neste estudo, a admissdo em UTI foi
frequente na maioria dos pacientes, uma vez que 11 (84,6%) destes tiveram um
periodo de internacdo nesta unidade hospitalar. O grupo controle apresentou uma
frequéncia menor de pacientes admitidos na UTI, correspondendo a 55,8% de um total
de 52 pacientes.

Dez casos (76,9%) sofreram inser¢cao de um dispositivo invasivo. O dispositivo
tubo orotraqueal foi 0 mais frequente, sendo utilizado em sete (53,9%) pacientes do
grupo caso, seguido da sonda vesical de demora, que foi utilizada em seis (46,15%),
e cateter venoso central (CVC) em cinco (38,5%). A variavel em andlise foi bem
distribuida entre os pacientes do grupo controle, de modo que 27/52 (51,9 %) foram
expostos a pelo menos um tipo de cateter ou dispositivo invasivo.

Dos pacientes do grupo caso, nove (69,2%) foram submetidos a terapia
antimicrobiana com carbapenémicos previamente a coleta da amostra biolégica na
gual foi isolada a ERC e 12 (92,3%) receberam ao menos dois outros tipos de

antibioticos pertencentes a classes diferentes. No grupo controle, uma frequéncia
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menor de pacientes utilizou antibiticos da classe dos carbapenémicos,
correspondendo a 15,4% (oito pacientes). No entanto, 39 (75%) receberam algum tipo
de antimicrobiano.

No que diz respeito a comorbidades, a maioria dos pacientes envolvidos no
estudo apresentou ao menos um tipo. Segundo dados dos prontuarios hospitalares,
de um total de 65 pacientes, 41 apresentavam alguma patologia subjacente ao motivo
de internacdo. No grupo caso, houve uma frequéncia de 11 pacientes (84,6%) e, no
grupo controle, 40 (76,9%). As comorbidades mais frequentes entre os pacientes
estudados foram: hipertenséo arterial sistémica (35,4%), diabetes mellitus (24,6%),
cardiopatia (13,8%), infeccéo pelo HIV (12,3%), neoplasia maligna (7,7%) e acidente
vascular cerebral (4,6%).

A variavel internacdo anterior nos ultimos 90 dias apresentou frequéncia
semelhante entre os pacientes do grupo caso e do grupo controle. Em ambos, cerca
de 50% dos pacientes ndo relatavam internacdo hospitalar prévia seja no hospital de

estudo, seja em outras instituicdes de saude.

5.4 ANALISE ESTATISTICA DAS VARIAVEIS

5.4.1 Andélise Univariada

A analise univariada das variaveis analisadas como fatores de risco para
colonizagdo ou infecgcdo por ERC mostrou que tempo de internacdo até a coleta
(p<0,001), tempo de internacgao total (p<0,001) e realizacéo de procedimento cirirgico

(p=0,004) apresentaram significancia estatistica (tabela 3).



Tabela 3 - Andlise univariada dos fatores

resistente aos carbapenémicos.
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de risco para colonizagdo e infeccao por Enterobactéria

CARACTERISTICAS CASOS CONTROLES p
(N=13) (N=52)

Sexo
Masculino 6 (46,2 %) 30 (57,7%) 0,54*
Feminino 7 (53,8 %) 22 (42,3%)

Idade
Mediana 54 anos 65,5 anos 0,7**
Distancia Interquartilica 46 a 79 anos 46,5 a 78,3 anos

Tempo de internacdo até a coleta
Mediana 34 dias 12 dias <0,001**
Distancia Interquartilica 27 a 93,5 dias 5,2 a 21 dias

Tempo total de internacdo
Mediana 77 dias 27,5 dias <0,001**
Distancia Interquartilica 58 a 122 dias 14,3 a 45 dias

Procedimento cirdrgico
Sim 11 (84,6 %) 19 (36,5 %) 0,004*
Né&o 2 (15,4 %) 33 (63,5 %)

Internacao anterior (90 dias)
Sim 6 (46,2 %) 26 (50,0 %) 0,99*
N&o 7 (53,8 %) 26 (50,0 %)

Admissdo em UTI

N&o

Uso de Cateter e/ou Dispositivo
Sim
N&o

Comorbidades

Néo

Uso de Antibidticos
Sim
N&o

Total

11 (84,6 %)
2 (15,4 %)

10 (76,9 %)
3 (23,1 %)

11 (84,6 %)
2 (15,4 %)

12 (92,3 %)
1(7,7 %)
13

29 (55,8 %) 0,06*
23 (44,2 %)

27 (51,9 %) 0,13*
25 (48,1 %)

40 (76,9 %) 0,71*
12 (23,1 %)

39 (75,0 %) 0,27+
13 (25,0 %)
52 -

* Teste Exato de Fisher; ** Teste de Mann -Whitney.
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5.4.2 Andalise Multivariada

Foram incluidas, no modelo de regressao logistica, todas as variaveis que na
etapa inicial apresentaram um p-valor menor que 0,2. Portanto, as seguintes variaveis
foram incluidas: tempo de internacdo até a coleta, tempo total de internacao,
internacdo em UTI, uso de cateter ou outro dispositivo e realizacdo de procedimento
cirargico. O modelo foi ajustado pelo teste de Hosmer e Lemeshow.

A variavel que permaneceu significante foi tempo de internacéo até a coleta,
com Odds Ratio (OR) = 0,934 (IC 95%: 0,882 — 0,989), indicando que cada dia a
menos de internacdo até a coleta resulta em uma probabilidade 6,6% menor de
isolamento de Enterobactéria resistente aos carbapenémicos (tabela 4).

Procedimento cirtrgico resultou em um p-valor préximo da significancia (p =
0,056), com uma OR elevada (9,3), indicando uma probabilidade nove vezes maior de
isolamento de Enterobactéria resistente naqueles submetidos a procedimentos
cirdrgicos. A auséncia de significAncia pode ser decorrente do pequeno tamanho da
amostra, resultando em baixo poder do teste. Isto fica evidente quando se observa o
intervalo de confian¢a extremamente largo (0,95 a 91,25). Assim, poderiamos concluir
gue, com uma amostra maior, poderia vir a ser evidenciada a significancia também
desta variavel no modelo multivariado.

Foi realizada uma analise separada da exposicdo a carbapenémicos que
revelou diferenca estatisticamente significante, com 69,2% de exposi¢cdo entre 0s
casos e 15,4% entre os controles (p<0,001 — Teste Exato de Fisher). Contudo, a
significancia ndo se manteve no modelo multivariado, com OR =0, 91 (IC 95%: 0,752
—47,63), e a incluséo da variavel ndo modificou o resultado das restantes no modelo

(dados n&o mostrados).
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Tabela 4 - Andlise multivariada de fatores de risco para colonizagdo e infeccdo por

Enterobactéria resistente aos carbapenémicos.

CARACTERISTICAS ODDS RATIO [95% CI] (p-valor)
Tempo de internacdo até a coleta 0,934 [0,882 — 0,989] (p=0,019)
Tempo total de internacao 1,000 [0,973 — 1,028] (p=0,997)
Admissdo em UTI 1,694 [0,086 — 33,331] (p=0,729)

Uso de Cateter e/ou Dispositivo 1,680 [0,127 — 22,198] (p=0,694)

Procedimento cirlrgico 9,293 [0,946 — 91,255] (p=0,056)




41

6 DISCUSSAO

Diversos estudos tém tido como objetivo a identificacédo de fatores de risco para
aquisicao de ERC. Entretanto, a maioria das informacdes disponiveis é geralmente
associada a uma bactéria especifica #-°! ou a tipos especificos de infeccéo 10:°2,

Diante da heterogeneidade de Enterobactérias e mecanismos de resisténcia, €
importante um estudo de forma mais abrangente 899, uma vez que a identificacdo
dos fatores associados a colonizacdo ou infeccdo dos pacientes pode orientar
medidas preventivas e de controle, especialmente em hospitais de recursos
limitados®.

Esse € o primeiro estudo caso-controle exploratorio que visa a estabelecer os
possiveis fatores de risco para o isolamento de cepas de Enterobactérias com
marcador de resisténcia aos carbapenémicos de forma abrangente no estado do
Espirito Santo. O estudo incluiu individuos com caracteristicas diferentes, tanto
demograficas quanto patolégicas, mas que estavam internados no mesmo periodo,
estando todos expostos a aquisicdo de ERC em virtude da ampla disseminacao da
resisténcia bacteriana.

Diante da natureza exploratéria e da definicdo de caso muito abrangente, este
estudo pode ndo ter poder suficiente para comprovar hipéteses, embora seja
adequado para estabelecé-las, uma vez que estudos caso-controle exploratorios sédo
utilizados nas situacdes de investigacado de surtos com o proposito de estabelecer
hip6teses mais consistentes e, assim, fundamentar medidas de intervencao.

Neste estudo, o sitio mais comum de isolamento de ERC foi urina (30,8%),
estando de acordo com estudos realizados aqui no Brasil. Entretanto, estes estudos
possuem restricdo na definicdo de caso, pois um aborda especificamente infec¢des
por ERC em pacientes pediatricos ®* e, o outro, infecgdes por ERC produtoras de
carbapenemase do tipo KPCY.

O percentual de isolados bacterianos de ERC que apresentaram o gene blakec
foi superior em Klebsiella pneumoniae, corroborando a informagédo de estudos
realizados tanto no Brasil %/, quanto em paises europeus “’. Entretanto, uma
frequéncia de 69,2% de todos os isolados apresentaram o gene blakrc. Este dado
destaca a importancia de conhecer o perfil epidemiolégico destes microrganismos de
forma sistémica, pois embora a produgcdo de carbapenemase do tipo KPC seja o

mecanismo de resisténcia mais relevante do ponto de vista epidemiologico, o perfil de
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resisténcia bacteriana aos carbapenémicos pode estar associado também a outros
mecanismos de resisténcia.

Estudos descrevem a importancia de determinar os fatores associados a
aquisicao de ERC, mesmo em ambientes de cuidados a saude onde a producéo de
carbapenemase do tipo KPC né&o € o principal mecanismo de resisténcia bacteriana,
uma vez que é sabido que infec¢des por ERC representam uma séria ameaca em
nivel mundial porque resultam em elevada morbidade e mortalidade dos pacientes 3.

Os casos envolvidos neste estudo incluem isolados de Enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos que apresentam ou ndo gene blakec. Isso foi feito
deliberadamente para permitir uma definicdo de caso mais abrangente e buscar
associacfes de fatores com o que realmente importa nas acdes preventivas no ambito
da epidemiologia hospitalar, ou seja, impedir a disseminacdo de bactérias
multirresistentes.

A frequéncia de 92,3% dos casos que receberam terapia antimicrobiana prévia
esta de acordo com um estudo realizado por Norcia e colaboradores, que revela uso
de antimicrobianos pela maioria dos pacientes colonizados e infectados por ERC °4.
No que diz respeito a utilizacdo de carbapenémicos, entre os casos, este estudo
apresentou maior frequéncia (69,2%) quando comparado a outros que descrevem
15,1%%, 22%°, 28,6%%, 30,5%% e 44,4%* dos pacientes submetidos a antibiéticos
desta classe.

Internacdo na Unidade de terapia Intensiva foi frequente na maioria dos
pacientes com ERC (84,6%), mas ha de se destacar que, neste estudo, ndo houve
separacdo dos pacientes colonizados e infectados. Um estudo com o0 mesmo
delineamento descreve taxas de admissdo em UTI de 39,5%°% para ambos, pacientes
colonizados e infectados. Outro revela 49,1% de internagédo em Unidade de Terapia
Intensiva somente para pacientes colonizados por ERCS. Sdo, também, reveladas
frequéncias diferentes entre pacientes colonizados e infectados, com taxas de 29,6 e
75%, respectivamente 94,

Este estudo apresentou similaridade com outros estudos no que diz respeito a
utilizacdo de dispositivos invasivos 2398100 como cateter venoso central, sonda vesical
de demora e tubo orotraqueal, pela maioria dos casos envolvidos. Embora a
frequéncia de utilizacdo de sonda vesical de demora tenha sido proxima ao estudo
realizado por Ling e colaboradores 3, foi encontrada diferenca quanto ao dispositivo

mais frequente, uma vez que tubo orotraqueal foi o dispositivo prevalente neste



43

estudo, enquanto outros com o mesmo delineamento apontam cateter urinario %3 e
venoso central 999,

Na andlise univariada, a realizacdo de procedimento cirargico foi um fator de
risco para aquisicao de ERC, sendo uma caracteristica presente na maioria dos casos
(84,6%), o que estd em acordo com outros estudos que também descrevem a
realizagdo de cirurgia sendo mais frequente em pacientes infectados ou colonizados
com ERC °7101 Este dado corrobora a informacéo de que os procedimentos médicos
contribuem de forma importante para o aumento da suscetibilidade do paciente
hospitalizado a certas infecgoes 192,

Este estudo demonstrou a presenca de associacdo estatisticamente
significante entre o tempo de internacdo até a coleta da amostra biolégica e o
isolamento de Enterobactéria resistente aos carbapenémicos, e esta associagao
permaneceu significante no modelo da regressdo logistica. Pacientes casos
apresentaram uma mediana de 34 dias entre o tempo de internacdo e a coleta,
estando de acordo com estudos que descrevem um periodo entre a admisséo e o
isolamento da Enterobactéria resistente aos carbapenémicos que varia de duas a
quatro semanas 36192, Esse fato pode contribuir para caracterizar a infeccdo por ERC
como uma complicacdo tardia da hospitalizacdo ° e, até mesmo, como um fator
determinante do aumento no tempo de permanéncia hospitalar, uma vez que a
variavel tempo total de internacdo também foi significante na analise univariada, com
p-valor <0,001. Esta varidvel ndo se manteve significante no modelo multivariado por
estar correlacionada com o tempo de internacéo até a coleta.

Algumas limitagdes devem ser consideradas neste estudo. Por tratar-se de um
estudo retrospectivo, algumas informacgdes importantes ndo estavam disponibilizadas
no banco de dados do hospital e, dessa forma, ndao puderam contribuir para as
analises realizadas. A variabilidade dos dados quantitativos indica a baixa precisao
decorrente do pequeno numero de observacdes, o que indica um poder limitado que,

por sua vez, pode resultar na ndo identificacdo de associacdes validas.
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7 CONCLUSAO

Este estudo investigou os fatores de risco associados a colonizac¢ao ou infeccéo
por Enterobactéria resistente aos carbapenémicos em diferentes unidades de
internacdo hospitalar. Foi possivel verificar que, independentemente da
Enterobactéria isolada, do tipo de infec¢ao do paciente ou da unidade de internacao,
o tempo de permanéncia hospitalar e a realizacdo de procedimentos cirlirgicos
influenciam na aquisicdo de ERC. Estes dados assinalam a importancia da
implementacédo de medidas preventivas eficazes para o bloqueio da dispersao da ERC
no ambiente hospitalar, principalmente por parte dos profissionais de saude, pois
estes apresentam livre acesso as unidades de internacdo de um hospital e estédo
envolvidos na realizacdo de diversos procedimentos nos pacientes internados.

Diante da alta capacidade de disseminagéo de ERC no ambiente nosocomial,
medidas como triagem para identificacdo de pacientes colonizados ou infectados,
estabelecimento de precaucdo de contato entre pacientes portadores, higienizacao
das méaos, politicas educativas e vigilancia ativa da Comissao de Controle de Infeccao
Hospitalar sdo de fundamental importancia.

Os resultados obtidos neste estudo ressaltam a importancia de limitar o tempo
de internacdo dos pacientes e reforcar a vigilancia naqueles submetidos a
procedimentos cirdrgicos. O conhecimento dos fatores de risco associados a
aguisicao e a instituicdo de medidas preventivas pode contribuir decisivamente para

a diminuicdo da propagagéo destes microrganismos no servigco hospitalar.
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa

CENTRO DE CIENCIAS DA Plataforma
SAUDE/UFES = asil

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Resisténcia das Enterobactérias aos Carbapenémicos
Pesquisador: CRISPIM CERUTTI JUNIOR

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 38312314.3.0000.5060

Instituicdo Proponente: Centro de Ciéncias da Saude

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 908.781
Data da Relatoria: 09/12/2014

Apresentacao do Projeto:
Projeto de pesquisa de Crispim Cerutti Junior, professor lotado no Departamento de Medicina Social do
Centro de Ciéncias da Saude, UFES.

JUSTIFICATIVA: Os membros da familia Enterobacteriaceae habitam a flora intestinal e estdo entre os
principais patégenos humanos que causam infeccdes comeo cisitite, pielonefrite, sepse, pneumonia,
peritonite, meningite e infeccdes associadas ao uso de cateter. Os relatos de enterobactérias resistentes a
carbapenémicos ocorridos em todo o mundo estabelecem trés classes de carbapenemases: as
metalobetalactamases (principalmente os tipos IMP, VIM e NDM), as oxa-carbapenemases (principal tipo
OXA-48), e a classe do tipo KPC. As carbapenemases do tipo KPC e NDM sao as mais relevantes no
aspecto epidemioclogico tendo em vista sua ampla disseminagao mundial. A disseminacao da resisténcia a
carbapenémicos em enterobactérias constitui um importante problema de saude publica mundial, com

elevado indice de mortalidade e reduzido niumero de opgdes terapéuticas.

OBJETIVO: Comparar o perfil de pacientes diagnosticados com Enterobactérias resistentes aos
Carbapenémicos, com o perfil dos pacientes internados na mesma unidade de internacao e no mesmo

periodo, e que nao apresentaram Enterobactérias resistentes aos Carbapenémicos.
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Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Este CEP julgou procedente a justificativa do pesquisador quanto a ndo apresentagdo dos documentos
autorizando o desenvolvimento do projeto em cada um dos hospitais, transcrita abaixo.

“nao foi inserida porque a selegdo dos hospitais participantes somente sera feita apos a analise dos
resultados das culturas realizadas no LACEN, o que depende da aprovacao ética do Projeto. Entretanto,
inserimos na Plataforma Brasil documento denominado "autorizagdo de participagdo em pesquisa" que

devera ser assinado pelo representante legal de cada hospital antes do inicio da coleta de dados.”

* Fica deliberado, no entanto, que o pesquisador deve incluir, assim que obtidos, como NOTIFICACAO na

Plataforma Brasil, os documentos autorizando o desenvolvimento do projeto em cada um dos hospitais.

Todas as demais pendéncias foram adequadas e o projeto esta de acordo com as exigéncias da resolugao
466/12 do CNS.

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdao da CONEP:
Nao

Consideracoes Finais a critério do CEP:
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ANEXO B — Anuéncia da Secretaria de Saude do Estado

GOVERNO DO ESTADO DO ESPfRITO’ SANTO
SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE

AUTORIZACAO PARA DESENVOLVIMENTO DE PROJETO DE PESQUISA

Eu, Anézia Lima Chaves Ribeiro, Farmacéutica, Coordenadora Geral do Laboratério Central
Estadual de Saude do Espirito Santo — LACEN/SESA/ES, concordo na participagéo da
mestranda da Universidade Federal do Espirito Santo/UFES, Lilian Silva Lavagnoli,
envolvendo amostras de pacientes atendidbs em Hospitais da Regido Metropolitana de
Vitéria, que tiveram amostras suspeitas de KPC enviadas ao LACEN/ES e confirmadas
como Enterobactérias resistentes aos Carbapenémicos no Laboratério de Microbiologia
Médica do LACEN/ES no periodo de 01/01/2013 a 31/07/2014.

O Trabalho sera desenvolvido sob a orientagdo do pesquisador responsavel professor Dr.

Crispim Cerutti Junior.

O inicio da pesquisa sera validado apés a apresentagdo da carta de aprovagao do Comité

de Etica em Pesquisa da UFES & geréncia supracitada.

Comunicamos _que_a_autorizacdo para a liberacdo dos exames sera precedida do

Termo de confidencialidade.

Vitoria/ES, 23 de Setembro de 2014.

Anézia Lima Chaves Ribeirc
Coordenadora Geral
N2 Funcional: 1524607

V&s Ribeiro. i, s
Coordenadora Geral do LACEN/ES



ANEXO C - Ficha estruturada para coleta de dados
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13.

14.

15.

Nome:

Data de nascimento: _ / /
Sexo: o Masculino o Feminino o lgnorado
ldade: anos

Hospital de internacao:

Unidade de internagéo:
Data de admissao hospitalar:

Data da coleta:

Data de alta hospitalar, 6bito ou transferéncia hospitalar:

. Internacao anterior nos ultimos 90 dias: o Ndo o Sim
. Internagdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI): o N&o o Sim

. Uso de cateter e/ou dispositivo:

o Nao

o Sim

Procedimento cirdrgico realizado durante a internacéo atual:

o Nao

o Sim

Comorbidades:

o Nao

o Sim

Antimicrobianos utilizados durante a internacéo atual:

o Nao

o Sim
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