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RESUMO

Nos ultimos anos, a grande incidéncia de bacteremias por microrganismos multiresistentes
associada com a emergéncia e disseminacdo de [-lactamases, tem-se tornado problema de
salde publica, uma vez que em pacientes infectados por essas cepas existe maior
possibilidade de ocorrer uma terapia antimicrobiana inadequada, refletindo diretamente nas
taxas de mortalidade. Foi realizada vigilancia laboratorial diaria na qual foram recuperados
isolados de BGN de hemocultura e cultura de ponta de cateter. Um estudo caso-controle foi
conduzido para determinar os fatores de risco associados a bacteremias hospitalares por
bacilos Gram-negativos multiresistentes e estudo de coorte para identificar os fatores
prognosticos associados com mortalidade entre os pacientes com bacteremia, no periodo de
maio de 2009 a fevereiro de 2010 no HC-UFU. Em adicdo, foi determinado a prevaléncia dos
fendtipos ESBL (vitek2) e AmpC (teste de disco com &cido borbnico) entre as
enterobactérias, e metalo-f3-lactamase em isolados de Pseudomonas aeruginosa (teste de
sinergismo com duplo disco). A analise univariada demonstrou que o desenvolvimento de
bacteremia por bacilos Gram-negativos multiresistentes (BGN-MR) foi associado com
cirurgia prévia, uso > 2 procedimentos invasivos, incluindo ventilagdo mecénica, sonda
vesical, tragueostomia e uso prévio de antimicrobianos, particularmente fluorquinolonas.
Cirurgia prévia, tragueostomia e terapia antimicrobiana inadequada foram independentemente
associadas a essa multiresisténcia. A taxa de producdo de ESBL foi de 58% para K.
pneumoniae e 32% para E. coli. Entre as enterobactérias, a enzima AmpC foi detectada em
8,6% entre os isolados resistentes a cefoxitina e o fen6tipo metalo-B-lactamase em 34% dos
isolados de P. aeruginosa. A maioria dos microrganismos demonstrou taxas elevadas de
resisténcia aos antimicrobianos, associada com a terapia antimicrobiana inadequada e maiores
taxas de mortalidade. Os fatores associados com a mortalidade incluiram, além de infec¢éo
por BGN-MR e terapia inadequada, fatores intrinsecos ao paciente como cardiopatia e idade >
60 anos, considerada também fator de risco independente. Observou-se ainda uma prevaléncia
elevada dos fenotipos ESBL, AmpC e metalo-f3-lactamase entre os isolados, associados com

maiores taxas de resisténcia para a maioria dos antimicrobianos.

Palavras-chave: bacilos Gram-negativos, multiresisténcia, ESBL, AmpC e metalo-p-

lactamase



ABSTRACT

The higher incidence of bacteraemia due to multiresistant microorganisms in recent years,
coupled with the emergence and spread of B-lactamases, have become a great public health
problem, since in patients infected with these strains is more likely to receive inadequate
antimicrobial therapy, directly reflected in mortality rates. We conducted a case-control study
in order to identify risk factors associated with bacteraemia due to MDR-GNB isolates and a
cohort study to determine the prognostic factors associated with mortality among patients
with bloodstream infection diagnosed from May 2009 through February 2010. The production
of extended-expectrum [B-lactamase (ESBL) and AmpC was determined in isolates of
Enterobacteriaceae and metallo-p-lactamase (MBL) among Pseudomonas aeruginosa was
evaluated among isolates of blood and catheter tip culture. The univariate analysis showed
that the development of bacteraemia caused by multiresistant gram-negative bacilli was
associated with previous surgery, use > 2 invasive procedures, including mechanical
ventilation, urinary catheter, tracheotomy and use of antibiotics, especially fluoroquinolones.
Previous surgery, tracheostomy and inadequate therapy were independently associated with
the multidrug resistance. The rate of ESBL producing isolates was 58% and 32% for K.
pneumoniae and E. coli, respectively. Among Enterobacteriaceae, the AmpC enzyme was
detected in 8.6% of isolates and the MBL phenotype was detected in 34% of the P.
aeruginosa isolates. The most microoorganisms showed high rates of antimicrobial resistance.
The resistance was associated with inadequate antimicrobial therapy and higher mortality
rates. The risk for death was higher in patients over 60 years old, MDR-GNB bacteraemia,
heart disease and inappropriate antimicrobial therapy, but just advanced age was
independently associated with death. There was also a high frequency of phenotypes ESBL,
AmpC and metallo-p-lactamases among isolates, associated with higher rates of resistance to

most antimicrobial agents used in patients.

Keywords: Gram-negative bacilli, multidrug resistance, ESBL, AmpC and metallo-p-
lactamase
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1 INTRODUCAO

InfecgBes hospitalares constituem grave problema de salde puablica, devido a sua
frequéncia, morbidade, mortalidade e custo do tratamento (FERNANDES et al., 2010). Nos
Estados Unidos, pneumonia, infeccdo do trato urinario e infeccdo de corrente sanguinea sao
responsaveis por taxa de 68 a 77% dentre todas as infeccbes hospitalares. Em estudo de
prevaléncia realizado em 17 paises da Europa incluindo 1417 Unidades de Terapia Intensiva
(UTIs) demonstrou que as infeccBes mais frequentes foram: pneumonia (46,9%), seguida de
infeccdo do trato respiratério inferior (17,8%), infeccdo do trato urinario (17,6%) e infecgédo
de corrente sanguinea (12,0%) (ERBAY et al., 2003). No Brasil, uma investigacdo recente em
UTI de hospital universitario identificou taxa de infeccdo hospitalar em 20,3% dos pacientes
internados, sendo 37,6% do trato urinario, 25,6% pneumonia, 15,1% bacteremia, 14,1%
infeccdo do sitio cirdrgico e 7,7% outras infecgdes (OLIVEIRA et al., 2010).

Infeccdo de Corrente Sanguinea (ICS), particularmente bacteremias e candidemias, esta
entre as complicacdes infecciosas mais frequentes e graves decorrente de hospitalizagéo e
cuidades médicos (MITT et al., 2009), estando associada a altas taxas de mortalidade e tempo
de hospitalizacdo prolongado, especialmente em pacientes criticos (MICEK et al., 2005). Nas
ultimas décadas, tem sido observado um aumento na incidéncia das ICS, refletindo, entre
outros fatores, a frequente utilizagdo de procedimentos invasivos (NNIS, 2001),
particularmente, o Cateter Venoso Central (CVC), o qual € considerado um dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento deste tipo de infeccdo (DIEKEMA et al., 2003).

Do ponto de vista epidemiol6gico, 0s cocos Gram-positivos sdo mais frequentemente
isolados em hemoculturas, porém sua relevancia clinica € menor em relacdo aos bacilos
Gram-negativos (BGNs) (DIEKEMA et al., 2003). Entre os BGNSs, as enterobactérias, em
particular Klebsiella spp. e Escherichia coli; e Pseudomonas aeruginosa sdo as principais
causadoras de ICS nosocomial. Em estudo realizado por Wisplinghff e colaboradores (2009)
em 49 hospitais dos Estados Unidos durante um periodo de 7 anos detectou 24,179 casos de
ICS hospitalar. Embora a Pseudomonas aeruginosa tenha sido o sétimo isolado mais
frequente, este microrganismo liderou as taxas de mortalidade bruta entre o total de pacientes
(38,7%), pacientes de UTI (47,9%) e pacientes de outras enfermarias (27,6%). A taxa de
mortalidade para pacientes com bacteremia por Klebsiella spp. e E.coli também foi alta em
pacientes de UTI (acima de 30%).

InfecgOes causadas por bacilos Gram-negativos multiresistentes (BGN-MR) tornaram-se

um problema crescente de salde publica (RICE et al., 2006); e bacteremia por isolados
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multirresistentes podem contribuir para piores progndsticos, em termos de aumento de
mortalidade, além de custos mais elevados, em comparagdo com aquelas por microrganismos
sensiveis. (CROSGROVE et al.,, 2006). Um relatério da “Infectious Disease Society of
America” cita especificamente duas importantes categorias de BGN-MR: Escherichia coli e
Klebsiella spp. resistentes a cefalosporinas de amplo espectro; e Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. resistentes a carbapenémicos (TALBOT et al., 2006).

Estudos demonstram que entre os fatores de risco para colonizagéo e infecgdo por BGN-
MR detacam-se: idade superior a 65 anos, exposicdo a antibidticos nos ultimos 90 dias,
internacdo hospitalar por pelo menos dois dias nos ultimos 90 dias, residéncia em casas de
repouso ou outra instituicdo assistencial, terapia imunossupressora, uso de cateteres (venoso e
urinério), ventilacdo mecéanica, alimentacdo por sonda e hemodidlise a longo prazo
(FRIEDMANN et al, 2009;. NORDMANN et al, 2009). Além disso, varios estudos exploram
os fatores preditores de mortalidade para pacientes com bacteremia por BGN, como: idade
avancada, co-morbidades mudltiplas, gravidade de doencas de base, tratamento inicial
inadequado com antimicrobianos e infeccdo por agentes resistentes a mdaltiplas drogas
(MICEK et al, 2005; ARNNONI et al, 2006; AHMED et al, 2009;. AL-HASAN et al, 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos entre as bactérias é justificada principalmente pela
transmissdo horizontal dos genes de resisténcia em sequéncias de insergdo, integrons,
transposons e plasmideos (SNYDER; CHAMPNESS, 2007). Em relacdo aos BGNs, na
América do Norte as frequéncias de isolados de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e
Enterobacter spp. resistentes a cefalosporinas de terceira geracdo em pacientes criticos foi de
1,3%, 2,6% e 9,8%, respectivamente (STREIT et al., 2004). Na Europa foram relacionadas
taxas de resisténcia a cefalosporinas de terceira geracdo de 36,8% para Enterobacter spp.,
2,4% para E.coli e 12,8% para Klebsiella spp. (HANBERGER et al., 2001). No Brasil estudos
demonstram resisténcia a estas cefalosporinas em 61,3% dos isolados de Enterobacter spp.
(SADER et al., 2004) e em 37,7% de Klebsiella pneumoniae (MENDES et al., 2005).

Os microrganismos da familia Enterobacteriaceae produzem p-lactamases de amplo
expectro (ESBL) e B-lactamases codificadas pelo gene ampC. As ESBLs s&o plasmidiais e
inativam a maioria das penicilinas e cefalosporinas, com excecdo das cefamicinas e
monobactamicos, e sdo produzidas mais frequentemente por Klebsiella pneumoniae. Segundo
dados de programas internacionais de vigilancia no Brasil (SENTRY e MYSTIC), a
prevaléncia de Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL ¢ de aproximadamente 50,0%. As
AmpCs podem ser cromossomais ou plasmidiais e sdo expressas principalmente por

Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter spp., Morganella morgannii, S.
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marcescens e Providencia spp. (GNIADKOWSKI, 2001). Em contraste com ESBL,
inibidores de B-lactamases, como &cido clavulanico, usualmente ndo tem efeito nas AmpCs
(NATHISUWAN et al., 2001).

Varios esquemas foram propostos para classificagdo das f-lactamases, porém as duas mais
utilizadas séo as de Ambler (AMBLER, 1980) e de Bush, Jacob e Medeiros ( BUSH; JACOB,;
MEDEIRQOS, 1995). Ambler utilizou a homologia na sequéncia de nucleotideos para agrupa-
las em quatro classes (A, B, C e D). Bush, Jacob ¢ Medeiros também dividiram as [3-
lactamases em quatro grupos (1, 2, 3 e 4), com subgrupos relacionados (Tabela 1).

A resisténcia aos antimicrobianos varia de acordo com a localizacdo geogréfica e €
diretamente proporcional ao uso empirico de antibiéticos (TANEJA et al., 2006) e as bactérias
produtoras de ESBL séo, entre as Gram-negativas, as maiores responsaveis pela ocorréncia e
disseminacdo mundial de genes de resisténcia em ambientes hospitalares. Um estudo sobre a
distribuicdo do fendtipo ESBL demonstrou que esse mecanismo de resisténcia parece ser mais
frequente na América Latina (45,0%) e na Regido Ocidental do Pacifico (25,5%) enquanto
nos Estados Unidos e Canadé os isolados do fen6tipo ESBL possuem menor frequéncia (8,0 e
5,0%, respectivamente) (WINOKUR et al., 2001). Segundo Dias e colaboradores (2008), a
prevaléncia de enterobactérias produtoras de ESBL nos Estados Unidos é usualmente baixa,
com frequéncia menor que 9% para K. pneumoniae e 4% para E. coli, e na Europa, essa
prevaléncia é em torno de 15 a 20%. De modo semelhante, a producdo de AmpC mediada por
plasmideos relatada em estudo realizado em 25 estados do pais demonstrou taxa de 7 a 8%
para Klebsiella spp. e de 4% para E. coli. (MULVEY et al., 2004). Entretanto, a verdadeira
taxa de ocorréncia de AmpCs plasmidiais em membros da familia Enterobacteriaceae
permanece pouco conhecida.

Em estudo realizado em Delhi, na india, foi observado altas taxas de producdo de AmpC
entre isolados de K. pneumoniae (33,3%), E. coli (14,3%) e P. mirabilis (33,3%) (DIAS et
al., 2008). Gazouli e colaboradores (1998), analisando 2133 isolados de E. coli obtidos de 10
hospitais na Grécia, observou a producdo de AmpC em 55 isolados (2,6%). No Brasil, dados
de um hospital universitario terciario revelaram que 5 (41,7%) de 12 E. coli eram resistentes a
cefoxitina produziam simultaneamente AmpC e ESBL. Neste mesmo estudo, 94% (33/35) dos
isolados produtores de ESBL demostraram resisténcia a cefotaxima e a taxa de resisténcia a

ceftazidima e aztreonam foi de 77% e 74%, respectivamente (DIAS et al., 2008).
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Inibicio por

Grupo Sub Classe .
. ) Enzimas Substrato acido Enterobactérias Localizagio
Funcional! grupes'  Molecular? s
clavulinico
Grupo CESP’,
Todos os beta-
) M. morganii,
Beta-lactamases lactimicos, exceto
1 s C ) R H. alvei, E. coli, CrouP
AmpC cefalosporinas de 4* )
Shigella spp.,
geracio e carbapenemas i )
K. pneumoniae
Beta-lactamases de
espectro restrito Penicilinas e Klebsiella spp.,
2 2b A i S CrouP
(TEM. TEM-1 e cefalosporinas E. coli, §. paratyphi
SHV-1)
Pencilinas, i
Beta-lactamases de . Klebsiella spp.,
) cefalosporinas, i
2 2be A espectro estendido o ) S E. coli. Proteus spp P
oxiamino-cefalosporinas
(ESBL) e outras
e aztreonam
. E. coli, Klebsiella
Beta-lactamases Penicilinas,
2 2br A i R spp.. P. mirabilis. P
IRT cefalosporinas
C. freundii
Penicilmas,
Beta- lactamases cefalosporinas,
2 2d D o ) SouR E. coli e outras P
(OXA) oxiamino-cefalosporinas
e carbapenemas
i Cefalosporinas e
2 2e A Cefalosporinases 5 Proteus spp. Cr
aztreonam
Penicilmas,
Carbapenemases cefalosporinas, K. pneumoniae,
2 2f A (Serina-beta- oxiamino-cefalosporinas, S Enterobacrer spp.. P
lactamase) cefamicinas, aztreonam e S. marcescens
carbapenemas
Penicilmas.
Carbapenenemase cefalosporinas,
3a. 3b, o . K. pneumoniae,
3 B (Metalo-beta- oxiamino-cefalosporinas, R P
3c . S. marcescens
lactamase) cefamicinas e
carbapenemas
X o Enzimas que ndo se enquadram nos
. grupamentos citados
1Seg’undc- BUSH: JACOB: MEDEIROS, 1995; “Segundo AMBLER, 1980: °S: sensivel; R: resistente; *Cr:

cromossomico: P: plasmideal:

Providencia spp.
Fonte:

SHAH et al.. 2004.

Baseado em AMBLER,
MEDEIROS, 1995; JACOB. 2006: LIVERMORE,

*Nao determinado:

1980: BABIC:

Grupo CESP: C. fieundii, Enterobacter spp. Serratia spp. e

HUJER: BONOMO,

2006: BUSH. 2001:

BUSH: JACOB:

1995; LIVERMORE: WOODFORD, 2006: PATERSON, 2006;

Pseudomonas aeruginosa € outro patdgeno hospitalar importante em todo mundo e as

infeccbes  por

esse

microrganismo

ocorrem

principalmente

em

pacientes

imunocomprometidos e sob ventilagdo mecanica, internados em UTI, com freqléncias altas
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em todas as regides geograficas, destacando-se por ordem decrescente América Latina e
regides da Asia-Pacifico (11,4%), Europa (9,3%), EUA (8,7%) e Canada (8,6%) (GALES, et
al., 2001; RUIZ et al., 2004). No geral, as infecgdes hospitalares por este microrganismo
correspondem a aproximadamente 10% das infeccGes, com participacdo importante nas
infeccdes de trato urinario (12%), corrente sanguinea (10%) e de sitio cirdrgico (8%), além de
ser o principal agente de pneumonia em hospitais brasileiros (45,7%) onde as infeccGes por
amostras de patdgenos multiresistentes vem aumentando, principalmente em unidades criticas
(SADER et al., 2001; POOLLACK, 2003).

Pseudomonas aeruginosa apresenta varios mecanismos de resisténcia intrinsecos,
incluindo: impermeabilidade da membrana externa, sistema de bombas de efluxo (MexAB-
OprM) e producao de B-lactamases do tipo AmpC cromossomal (FLAHERTY, STOSOR,
2004), além de mecanismos de resisténcia adquiridos, via elementos genéticos mdveis como
plasmideos, transposons e integrons, destacando-se a producdo de Metalo-B-lactamases
(MBLs) (JACOBY-MUNHOZ-PRICE, 2005).

Nos Ultimos anos, a producdo de MBLs por P. aeruginosa, com capacidade de hidrolisar
todos 0s antimicrobianos do grupo B-lactdmico, incluindo os carbapenémicos, assumiu grande
importancia epidemiol6gica em relacdo a este patdgeno (MENDES et al., 2006). No Brasil, a
identificacdo de MBL em P. aeruginosa ocorreu pela primeira vez em 2001, com a presenca
da subclasse SPM-1 em amostra de urina em hospital de S&o Paulo. Desde entdo, amostras
produtoras dessa enzima tém sido isoladas em diversos centros no Brasil incluindo Séo Paulo,
Brasilia, Salvador, Fortaleza, Santo André, Londrina, Curitiba e Maringa (GALES et al.,
2003; CIPRIANO et al., 2007). Um estudo realizado em dois hospitais de Uberlandia,
envolvendo um surto por Pseudomonas aeruginosa resistente a imipenem em 68 pacientes,
66,0% das amostras foram produtoras de MBL (CEZARIO et al., 2009).

Em funcdo da importancia das Infeccdes Hospitalares no Brasil, além da falta de recursos
humanos e financeiros nos hospitais, a vigilancia epidemioldgica torna-se uma ferramenta
importante e necessaria para melhor controle e prevencao de infeccdes graves, como as ICS,
particularmente por BGN-MR.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS
e Determinar os fatores de risco associados a bacteremias hospitalares por bacilos
Gram-negativos multiresistentes e caracterizar a frequéncia de fenétipos ESBL,

AmpC e metalo-p-lactamase entre os isolados de sangue e ponta de cateter.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a epidemiologia das infeccdes de corrente sanguinea por bacilos Gram-

negativos no Hospital de clinicas da UFU.

e Determinar o impacto da multiresisténcia na taxa de mortalidade e os fatores

progndsticos entre os pacientes com bacteremias por bacilos Gram-negativos.

e Determinar 0s agentes etiologicos de bacteremias, perfil de resisténcia e
multiresisténcia dos microrganismos isolados de hemocultura e cultura de ponta de

cateter.

e Determinar a prevaléncia de ESBL e AmpC entre os membros da familia
Enterobacteriaceae obtidos de hemocultura e cultura de ponta de cateter e a
producdo de Metalo-p-lactamase em amostras de Pseudomonas aeruginosa

resistentes a ceftazidima e/ou carbapenémicos.
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3 JUSTIFICATIVA

A elaboracdo deste trabalho levou em consideragdo a importancia que as infecgoes
hospitalares apresentam dentro do contexto de morbi-mortalidade e custos em pacientes
internados em hospital terciario, assim como, a pouca disponibilidade de informacdes
microbioldgicas e, sobretudo, epidemioldgicas no pais e a necessidade de implementacdo de
politicas de controle de antibidticos e de infeccBes adquiridas nesses hospitais. Entre os

pontos que justificam essa investigacdo podem ser destacados os seguintes:

e Estudos relativos a epidemiologia de infec¢bes hospitalares sdo dificeis de
serem realizados e pouco existentes no pais, sendo recomendados pelas
agéncias de fomento e pesquisa.

e Devido a rapida disseminacédo dos genes de resisténcia e ao impacto negativo na
terapéutica empirica antimicrobiana relacionada, é fundamental um melhor
esclarecimento da epidemiologia das infecgdes por microrganismos resistentes
e multiresistentes, particularmente nos hospitais de grande porte e de paises em
desenvolvimento.

e Avaliar a participacdo de fenétipos como ESBL, AmpC e Metalo-B-lactamase
entre os bacilos Gram-Negativos € de grande importancia, devido ao aumento
de sua frequéncia no mundo todo, sendo considerados hoje um dos maiores

problemas terapéuticos em muitas instituicdes.
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4 CASUISTICA E METODOS

4.1. Hospital

O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU), em conjunto com profissionais do laboratério de microbiologia do hospital e
laboratério de microbiologia da Universidade. O HC-UFU, situado na regido do Triangulo
Mineiro, caracteriza-se como instituicao de ensino, com 530 leitos, que oferece nivel terciario

de atendimento.

4.2. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo observacional prospectivo de pacientes com bacteremia por BGN
no periodo de maio/2009 a fevereiro/2010 através de sistema de vigilancia laboratorial. Todos
pacientes com bacteremia hospitalar, considerando o primeiro episddio de infeccdo, foram
incluidos no estudo. Para analise dos fatores de risco associados com bacteremia por BGN-
MR foi realizado um estudo caso (pacientes com bacteremias por BGN-MR) versus controle
(pacientes com bacteremias por BGN-ndo-MR). Os fatores associados com mortalidade nos
pacientes com bacteremia por BGN foram avaliados através de um estudo de coorte. Os dados
demogréficos, clinicos e epidemioldgicos dos pacientes foram obtidos através de revisdo dos
prontudrios medicos utilizando uma ficha individual, seguindo os modelos do NHSN (do
inglés, The National Healthcare Safety Network) (APENDICE I). em adico, foi realizado um
estudo de prevaléncia dos fenétipos ESBL, AmpC e metalo-B-lactamase, no qual foram

incluidos todos os isolados de hemocultura e culturas de ponta de cateter.

4.3. Vigilancia Laboratorial

Os microrganismos isolados do sangue de pacientes com bacteremia e os isolados de
ponta de cateter foram obtidos através de vigilancia laboratorial diaria realizado no
Laboratorio de Microbiologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU), e foram subcultivados e estocados para posterior detecgdo fenotipica de ESBL,
AmpC e metalo-p-lactamase.
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4.4, Definigoes

As definicdes de infeccbes hospitalares foram aquelas recomendadas pelo “Centers for
Disease Control” (GAYNES; HORAN, 1995):

Infeccdo Hospitalar: é aquela que ndo estd presente ou em incubacdo no momento da
admissdo do paciente no hospital e que se manifeste apos 48 horas de internacdo ou apos alta,

quando puder ser relacionada com a internag@o ou procedimentos hospitalares.

Bacteremia: presenca de bactérias na corrente sanguinea, comprovada laboratorialmente.
Terapia antibiotica inapropriada: quando o microrganismo isolado no sangue apresentar
resisténcia in vitro ao antibiotico utilizado no tratamento do paciente e/ou auséncia de terapia
durante 24 h apds o diagndstico microbiolégico de infec¢éo.

Multiresisténcia: resisténcia > 3 classes diferentes de antimicrobianos.

Mortalidade total (hospitalar): relacdo entre 0 nimero de 6bitos de pacientes com bacteremia
durante a internacdo hospitalar, independentemente da causa, considerando até 30 dias ap6s o

diagndstico microbiolégico da infec¢éo.

O uso prévio de antimicrobianos foi considerado até dois meses antes do diagndstico da

bacteremia.

4.5. Técnicas microbioldgicas

45.1. Processamento das hemoculturas, culturas de ponta de cateter e

Identificagcdo dos microrganismos

As hemoculturas foram processadas através do sistema automatizado BacT/ALERT ® e as
pontas de cateteres através do método sem-quantitativo de Maki e colaboradores, 1977, pelo

laboratorio de microbiologia do Hospital de Clinicas. A identificacdo das amostras e 0s testes
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de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados por automacéo utilizando o sistema
Vitek2 ®.

45.2. Armazenamento das bactérias

Os isolados foram transferidos para caldo BHI com 10-15% de glicerol e mantidas a -20
°C. Para reativacdo gradativa do metabolismo bacteriano, confirmacéo da pureza e viabilidade
das col6nias, aliquotas das culturas estocadas foram semeadas em agar MacConkey antes de

serem submetidas aos experimentos.

4.6. Triagem e deteccao fenotipica de p-lactamases

4.6.1. Triagem dos isolados bacterianos

Para a triagem inicial das amostras possivelmente produtoras de ESBL foi considerando
uma diminuicdo da sensibilidade a cefalosporinas de terceira geracdo. A triagem para
producdo de AmpC foi realizada por uma diminuicdo na sensibilidade a cefoxitina; e
diminuicdo na sensibilidade a ceftazidima e/ou carbapenémicos foi utilizada para triar os
isolados de Pseudomonas aeruginosa possivelmente produtores de metalo-B-lactamase.

4.6.2. Deteccédo fenotipica de ESBL

A confirmacdo da producdo de ESBL entre os isolados de K. pneumoniae e E. coli foi
realizado através do sistema automatizado Vitek2 ®, utilizando o acido clavulanico como

inibidor da enzima.

4.6.3. Deteccao fenotipica de AmpC (TENOVER et al., 2009).

Para deteccdo da enzima AmpC as amostras foram submetidas ao teste de disco com
acido bordénico como inibidor. As amostras foram subcultivadas em caldo TSB, a suspensdo
incubada a 37°C até atingir a turvacdo equivalente a escala 0,5 de McFarland e em seguida
semeadas em placas de Petri contendo 4gar Muller Hinton de modo a obter um crescimento
confluente. Como inibidor foi utilizado solu¢do de &cido bordnico (120mg) dissolvido em 6

mL de &gua. Foram acrescentados sobre o &gar discos de cefoxitina (30ug) ¢ cefotetam
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(30pg) sem o inibidor, e os mesmos discos acrescidos de 30 uL da solug¢do de &cido bordnico.
Depois de incubados por 24 horas a 37°C, foi caracterizado como teste positivo a presenca de
um aumento de 5 mm ou mais do halo de inibicdo entre qualquer um dos discos contendo o
inibidor em relacdo aos discos sem o inibidor. Como cepas padrdo foram utilizadas
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (controle positivo) e E.coli ATCC 25922 (controle

negativo).

4.6.4. Deteccdo fenotipica de Metalo-p-lactamase (ARAKAWA, 2000).

As amostras de Pseudomonas aeruginosa com resisténcia a ceftazidima e/ou
carbapenémicos foram submetidas ao teste de sinergismo com duplo disco; como inibidores
foram utilizados solugbes de acido 2-mercaptopropidnico (2-MPA) e é&cido-etil-diamino-
tetracético (EDTA); e como indicadores discos de imipenem (10ug) e ceftazidima (30ug). As
amostras foram subcultivadas em caldo TSB e a suspensdo incubada a 37°C até atingir a
turvacdo equivalente a escala 0,5 de McFarland e em seguida semeadas em placas de Petri
contendo agar Muller Hinton de modo a obter um crescimento confluente. Foram acrescidos
discos de ceftazidima (30pg) e imipenem (10ug) distantes 25 mm de um disco de papel-filtro
esterilizado contendo 3 pL de 2-MPA e a distancia de 10 mm daqueles contendo 8 pL de
EDTA 5M. Apos incubacdo a 37°C, por 24 horas a determina¢do de um aumento na zona de
inibicdo ou a presenca de um halo de inibicdo em torno do disco de ceftazidima e/ou
imipenem caracterizou o teste como positivo para a presenca de metalo-p-Lactamase. Como
cepas controles foram utilizadas P. aeruginosa ATCC 27853 (controle negativo) e P.
aeruginosa P-319 (controle-positivo).

4.7. Analise estatistica

A anélise estatistica dos fatores de risco foi realizada utilizando-se o teste do X? para
comparacéo entre os valores quando o n foi maior que 5 e o teste exato de Fisher quando o n
foi menor ou igual a cinco. Os fatores de risco foram comparados individualmente contra uma
variavel resposta (analise univariada) através de tabelas de contingéncia do tipo dois por dois
(2 x 2). Para evitar o enlear, que muitas vezes surge como uma consequéncia da propria
analise univariada, este foi reajustado através da estratificacdo que € a estimacdo de medidas
de associagdo (Odds Ratio) para cada uma das categorias da variavel. As varidveis que

demonstraram significancia estatistica foram submetidas a analise multivariada através de
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modelo de regressdo logistica. O teste t de Student foi utilizado para comparar médias. A
significancia estatistica foi definida por um valor de P menor que 0,05. A anélise das
variaveis foi realizada utilizando-se os programas estatisticos GraphPad Prism 4 e o Epilnfo
Software versdo 2000 (CDC, Atlanta). A diferenca de sobrevivéncia entre casos e controles

foi comparada utilizando a curva de Kaplan-Meier utilizando o teste Log Rank.
5 APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres

Humanos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia sob o nimero de
protocolo 550/09 (ANEXO I).
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6 RESULTADOS

Durante maio/2009 a fevereiro/2010 foi realizado vigilancia da incidéncia de bacteremias
por bacilos Gram-negativos fermentadores e ndo fermentadores de glicose no laboratoério de
microbiologia do Hospital de Clinicas da UFU. Neste periodo, 131 pacientes foram incluidos
no estudo, considerando o primeiro isolado de sangue. As caracteristicas demograficas,
clinicas e epidemioldgicas dos pacientes incluidos no estudo estdo na tabela 2.

Do total de pacientes, a maioria (58,8%) foi do género masculino com idade média de 47
anos (0 — 93 anos). Dentre as causas de internacdo, 95 pacientes (72,5%) foram clinicos,
seguido de 25,9% cirdrgicos. As principais co-morbidades observadas incluiram: cardiopatia
(36,6%), nefropatia (24,4%) e diabetes mellitus (21,4%). Em relac&o ao uso de procedimentos
invasivos observou-se maior frequéncia no uso de cateter venoso central (77,1%), sonda
vesical (55,0%) e ventilacdo mecanica (43,5%). A média do tempo de internacdo entre 0s
pacientes foi de 55,8 dias (1- 193 dias) com taxa de mortalidade total de 31,3%. A maioria dos
pacientes fez uso prévio de antibiéticos (59,5%) com destaque para cefalosporinas de 32 e 42
geracdo (45,0%) e carbapenémicos (23,0%).
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Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes com bacteremia por bacilos Gram-negativos
internados durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia

Caracteristicas Pacientes
N= 131 (%)
Idade, anos - média (variacdo) 47,2 (0-93)
Género masculino 77 (58,8)
Tempo hospitalizacéo, dias — média (varia¢do) 55,8 (1- 193)
Causa Internacéo
Clinico 95 (72,5)
Trauma 17 (13,0%)
Cirdrgico 34 (25,9)
Presenca UTI" 46 (35,1)
Cirurgia prévia 41 (31,3)
Co-morbidades
Diabetes Mellitus 28 (21,4)
Cardiopatia 48 (36,6)
Nefropatia 32 (24,4)
Neoplasia 18 (13,7)
Doenca vascular 13(9,9)
AIDS? 8 (6,1)
DPOC3 5(3,8)
Procedimentos invasivos
Uso > 2 71 (54,2)
Cateter Venoso Central 101 (77,1)
Dreno 19 (14,5)
Ventilagdo mecénica 57 (43,5)
Cateter urinario 72 (55,0)
Tragueostomia 35 (26,7)
Uso prévio de antibidtico 78 (59,5)
Carbapenémicos 30(22,9)
Cefalosporinas 3%/4? 59 (45,0)
Fluorquinolonas 19 (14,5)
Aminoglicosideos 5(3,8)
Terapia Inapropriada 53 (40,5)
Mortalidade total 41 (31,3)

'Unidade de Terapia Intensiva; 2 do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome; ® Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica.



28

Dos 131 pacientes incluidos no estudo, 44 tiveram bacteremia por BGN-MR (grupo caso)
e 87 por BGN-ndo-MR (controles). A maioria dos pacientes com bacteremia, sendo por BGN
multiresistente ou ndo, estava internada em unidades de clinica cirurgica (28,2%), seguido de
clinica médica (24,4%) e UTI (22,1%), com pouca variacdo entre as unidades quando foi
considerada a presenca de BGN-MR e BGN-ndo-MR (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo por clinicas de internacdo entre os pacientes com bacteremia por
bacilos Gram-negativos internados durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Clinicas Bacteremia Total
BGN-MR* BGN-ndo-MR?
N=131 (%)
N=44 (%) N=87 (%)
Clinica Médica 9 (20,5) 23(26,4) 32 (24,4)
Cirlrgica 15 (34,1) 22 (25,3) 37 (28,2)
uTe 10 (22,7) 19 (21,8) 29 (22,1)
Pronto Socorro 4(9,1) 4 (4,6) 8 (6,1)
Moléstia Infecciosa 6 (13,6) 5 (5,7) 11 (8,4)
Pediatria/Bercario 1(2,3) 14 (16,1) 15 (11,5)

"Bacilo Gram-negativo Multiresistente; > Bacilo Gram-negativo ndo Multiresistente > Unidade de Terapia Intensiva adultos,

1eonatal e pediétrica.

Para analise dos fatores de risco, os pacientes do grupo caso (bacteremia por BGN-MR)
foram comparados com os pacientes do grupo controle (bacteremia por BGN-ndo-MR). A
analise univariada demonstrou que os fatores associados com bacteremia por BGN-MR
foram: cirurgia prévia (P = 0,007); uso de mais de dois procedimentos invasivos (P = 0,00007),
incluindo ventilacdo mecanica (P = 0,01), sonda vesical (P = 0,006) e traqueostomia (P =
0,01); e uso prévio de antibidticos (P = 0,0004), em particular fluorquinolonas (P = 0,03).
Além disso, terapia inapropriada foi significativamente maior para os pacientes do grupo caso
(63,6%; P = 0,0002) (Tabela 4). A presenca de cirurgia prévia e traqueostomia foram fatores

independentes associados ao desenvolvimento de bacteremia por BGN-MR (Tabela 5).



29

Tabela 4. Analise univariada dos fatores de rico associados a bacteremia por bacilos Gram-
negativos Multiresistentes durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia

Fatores de Risco BGN-MR!  BGN-ndo-MR? P OR’® (IC-95%)*
N=44 (%) N= 87 (%)
Idade, anos - média (variacédo) 55 (0-91) 42 (0-83) 0,36 NA®
Género masculino 27 (61,4) 50 (57,5) 0,06 1,18 (0,53-2,64)
T. hospitalizacdo prévia, dias 21,3 29,1 0,08 NA®
média (variacao)
Presenca UTI® 15 (34.1) 31 (35,6) 0,98 0,93 (0,41-2,14)
Cirurgia prévia 21 (47.7) 20 (23,0) 0,007* 3.06 (1,32-7,15)
Comorbidades
Diabetes Mellitus 10 (22.7) 18 (20,7) 0,96 1,13 (0,43-2,93)
Cardiopatia 17 (38.6) 31 (35,6) 0,88 1,14 (0,50-2,57)
Nefropatia 9 (20.5) 23 (26,4) 0,59 0,52 (0,27-1,85)
Neoplasia 4(9.1) 14 (16,1) 0,40 0,52 (0,13-1,86)
Vascular 6 (13.6) 7 (8,0) 0,35 1,80 (0,49-6,53)
AIDS® 5(11.4) 334 0,11 3,59 (0,70-20,16)
DPOC? 2 (4.5) 334 1,00 1,33 (0,15-10,34)
Procedimentos invasivos
Uso > 2 35 (79.5) 36 (41,4) 0,00007* 5,51 (2,20-14,12)
Cateter Venoso Central 37 (84.1) 64 (73,6) 0,25 1,90 (0,69-5,42)
Dreno 9 (20.5) 10 (11,5) 0,26 1,98 (0,67-5,88)
Ventilagdo mecénica 26 (59.1) 31 (35,6) 0,01* 2,61 (1,16-5,89)
Sonda vesical 32 (72.7) 40 (46,0) 0,006* 3,13 (1,34-7,44)
Tragueostomia 18 (40.9) 17 (19,5) 0,01* 2,85 (1,19-6,87)
Uso prévio de antibidtico 36 (81.8) 42 (48,3) 0,0004* 4,82 (1,88-12,76)
Carbapenémicos 13 (29.5) 17 (19,5) 0,28 1,73 (0,69-4,32)
Cefalosporinas 3?%/42 24 (54.5) 35 (40,2) 0,17 1,78 (0,81-3,96)
Fluorquinolonas 11 (25.0) 8(9,2) 0,03* 3,29 (1,10-10,00)
Aminoglicosideos - 5(5,7) 0,16 0,00 (0,00-2,29)
Terapia Inapropriada 28 (63.6) 25 (28,7) 0,0002* 4,34 (1,88-10,12)

1 Bacilo Gram-negativo Multiresistente; 2 Bacilo Gram-negativo ndo Multiresistente; ° Odds ratio;  Intervalo de confianca;

SUnidade de Terapia Intensiva; ®do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome; "Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica; ®Nao

aplicavel; *P<0,05
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Tabela 5. Analise multivariada dos fatores de rico associados a bacteremia por bacilos
Gram-negativos Multiresistentes durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Fatores de Risco P OR' IC* - 95%
Cirurgia prévia 0.006* 478 1,56-14,68
Use > 2 Procedimentos Invasivos 0,10 3,24 0,78-13,42
Ventilacdo mecanica 0,23 0,44 0,12-1,68
Cateter Urinario 0,49 1,46 0,49-4,34
Tragueostomia 0,04* 3,47 1,01-12,00
Uso prévio Antibiotico 0,23 2,00 0,63-6,36
Fluorquinolona 0,33 1,89 0,52-6,88
Terapia Inadequada 0,0007* 5,48 2,05-14,68

10dds ratio; ? Intervalo de confianca ° Unidade de Terapia Intensiva; *P<0,05

A etiologia dos episddios de bacteremias, hospitalares e comunitarias, e cultura de ponta
de cateter por BGN estd na tabela 6. Os principais agentes etiolégicos das bacteremias
hospitalares foram os microrganismos da familia Enterobacteriaceae (62,3%), com destaque
para Klebsiella pneumoniae (34,9%). Entre os ndo fermentadores (37,7%) houve uma
proporcdo semelhante de Pseudomonas aeruginosa (47,0%) e Acinetobacter baumannii
(36,4%). Nao houve recuperacdo de ndo fermentadores entre as bacteremias comunitarias,
observando-se maior frequéncia entre os isolados de Escherichia coli (75,0%). Entre os
microrganismos isolados de ponta de cateter predominaram BGN n&o fermentadores, com P.
aeruginosa como principal microrganismo isolado (55,2%), seguido de enterobactérias,

principalmente K. pneumoniae e S. marcescens (39%, ambos).
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Tabela 6. Etiologia dos episodios de bacteremias hospitalares e comunitarias e de cultura
de ponta de cateter durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia

Microrganismo Hemocultura Ponta cateter
Hospitalar Comunitaria N=52 (%)
N= 175 (%) N= 8 (%)

Nao fermentador 66 (37,7) - 29 (55,8)
Pseudomonas aeruginosa 31 (47,0) - 16 (55,2)
Acinetobacter baumannii 24 (36,4) - 11 (37,9)
Outros 11 (16,7) - 2 (6,9)

Enterobacteriaceae 109 (62,3) 8 (100,0) 23 (44,2)
Klebsiella pneumoniae 38 (34,9) 2 (25,0) 9(39,1)
Escherichia coli 21 (19,3) 6 (75,0) 1(4,3)
Serratia marcescens 19 (17,4) - 9(39,1)
Enterobacter spp. 24 (22,0) - 3(13,0)
Citrobacter spp. 3(2,8) - 1(43)
Outros? 4 (3,7) - -

1 Stenotrofomonas maltophilia (N=4); Burkodelia cepacea (N=3); Acinetobacter haemolyticus (N=1); Achromobacter
xylosoxidans (N=1); Achromobacter denitrificans (N=2); Pseudomonas putida (N=2); % Proteus mirabilis (N=2),

Morganella morganii (N=1); Klebsiella oxytoca (N=1)

A tabela 7 demonstra a frequéncia de resisténcia entre isolados recuperados de sangue e
ponta de cateter multiresistentes e ndo-multiresistentes. Do total de BGN, predominaram as
enterobactérias (59,6%) com Klebsiella pneumoniae (35,0%) sendo o microrganismo mais
frequente. A taxa de isolados ndo-fermentadores foi de 40,4%, com destaque para
Pseudomonas aeruginosa (49,5%). Entre os isolados multiresistentes a maioria foi nao
fermentadores (61,4%), principalmente Acinetobacter baumannii (54,9%) e P. aeruginosa
(41.2%). A frequéncia dos fenOtipos de resisténcia relevantes como P. aeruginosa e A.
baumannii resistentes a carbapenémicos, e K. pneumoniae e E. coli resistentes a

cefalosporinas de 3?2 geracdo foi maior que 60,0% entre o grupo multiresistente.
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Tabela 7. Frequéncia de resisténcia entre isolados de sangue e ponta de cateter durante o
periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia
Microrganismo Sangue e ponta de cateter
Total BGN-MR! BGN-ndo-MR
N=235 (%) N=83 (%) N= 152 (%)
N&o fermentadores 95 (40,4) 51 (61,4) 44 (28,9)
Pseudomonas aeruginosa 47 (49,5) 21 (41,2) 26 (59,1)
Resistente carbapenémicos 28 (60,0) 21 (100,0) 7 (26,9)
Resistente fluorquinolonas 20 (52,6) 19 (90,5) 1(3,8)
Resistente cefalosporina 3%/4? 24 (51,1) 21 (100,0) 3(11,5)
Acinetobacter baumannii 35 (36,8) 28 (54,9) 7 (15,9)
Resistente carbapenémicos 17 (48,6) 17 (60,7) -
Outros® 13 (13,7) 2 (3,9) 11 (25,0)
Enterobacteriaceae 140 (59,6) 32 (38,6) 108 (71,1)
Klebsiella pneumoniae 49 (35,0) 19 (59,3) 30 (27,8)
Resistente cefalosporina 3%/4? 31 (63,3) 18 (94,7) 13 (43,3)
Escherichia coli 28 (20,0) 5 (15,6) 23(21,3)
Resistente fluorquinolonas 6 (21,4) 5 (100,0) 1(4,3)
Resistente cefalosporina 3%/4? 11 (39,3) 5 (100,0) 6 (26,1)
Serratia marcescens 28 (20,0) 13,1 27 (19,4)
Resistente cefalosporina 3%/4? 7 (25,0) 1 (100,0) 6 (22,2)
Enterobacter spp. 27 (19,3) 6 (18,7) 21 (19,4)
Resistente cefalosporina 3%/4? 13 (48,1) 6 (100,0) 7 (33,3)
Citrobacter spp. 4(2,9) - 4(3,7)
Resistente cefalosporina 3%/4? 2 (50,0) - 2 (50,0)
Outros3 4(2,9) 131 3(2,8)

1 Bacilo Gram-negativo Multiresistente;  Bacilo Gram-negativo ndo Multiresistente; % Stenotrofomonas maltophilia (N=4);

Burkodelia cepacea (N=3); Acinetobacter haemolyticus (N=1); Achromobacter xylosoxidans (N=1); Achromobacter

denitrificans (N=2); Pseudomonas putida (N=2); ® Proteus mirabilis (N=2), Morganella morganii (N=1); Klebsiella oxytoca

(N=1)

A curva de sobrevida (Kaplan-Meier) demonstrou que os pacientes com bacteremia por

BGN-MR tiveram menor probabilidade de sobrevivéncia em relacdo ao grupo ndao-MR (P =

0,005) (Figura 1). A taxa de mortalidade hospitalar foi significativamente maior para o grupo

caso (45,5%; P = 0,0006).
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Figura 1. Curva de sobrevivéncia dos pacientes com bacteremias por bacilo Gram-negativo

multiresistente em relagdo aquelas por bacilo Gram-negativo ndo-multiresistente.

A taxa de isolados produtores de ESBL entre K. pneumoniae e E. coli foi de 58% e 32%,
respectivamente. A producdo de MBL foi detectada em 34% dos isolados de P. aeruginosa
(Figura 2). Do total de enterobactérias recuperadas (N=132), K. pneumoniae, E. coli e
Enterobacter spp. representam um total de 104 (74,3%), com uma taxa de producdo de AmpC

em 8,6% dos isolados.

pseudomonas aeruginosa | EERAAIIIIEEEE
m ESBL
= NAOESBL
] B AmpC
| = MBL
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Figura 2. Bacilos Gram-negativos produtores de B-lactamases isolados de hemocultura e cultura de

ponta de cateter.

Os isolados de Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae e E. coli foram submetidos a

triagem inicial e subsequente deteccdo da enzima AmpC. Do total de isolados (N = 104), 19
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(18,3%) foram resistentes a cefoxitina e destes, 9 (47,4%) foram positivos para
cefalosporinase AmpC usando o teste de disco com acido borénico. Dos 9 isolados produtores
de AmpC, 3 também foram produtores de ESBL e a resisténcia aos B-lactdmicos foi superior a
88%, ndo sendo detectado isolados resistentes a amicacina e carbapenémicos. Dados
evidenciados na tabela 8.

A producdo de ESBL foi testada para os isolados de K. pneumoniae e E. coli (N = 77)
através do sistema automatizado vitek2®. Do total de isolados 42 (54,5%) tiveram reduzida
susceptibilidade a cefalosporinas de 3? geracdo e a producdo de ESBL foi detectada em 37
(88%) destes microrganismos. Os isolados produtores de ESBL demonstraram menores taxas
de resisténcia a gentamicina e fluorquinolonas e nenhuma cepa foi resistente a amicacina e
carbapenémicos (Tabela 9).

Entre os isolados de P. aeruginosa, 59,6% foram resistentes a ceftazidima e/ou
carbapenémicos e desses 60,7% foram positivos para a producdo de MBL pelo teste de
sinergismo com duplo disco. Esses isolados apresentaram altas taxas de resisténcia ao
aztreonam, cefepime, gentamicina e fluorquinolonas. Entretanto, apenas 18% dos
microrganismos foram resistentes a amicacina e ndo houve resisténcia a polimixina (Tabela
10).
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Tabela 8. Enterobactérias produtoras de AmpC-p-lactamases e perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados obtidos de hemocultura e
cultura de ponta de cateter durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Microrganismo  Triagem*  AmpC? Resisténcia N (%6)

Positiva Positivo

N (%) N (%)
B-lactam. AMP* Cef1® CRO® CPM’ AMI® GEN’ Fluor.  Carbap.”
/Inibidor?

K.pneumoniae 2 (4,1) 2% (100,0) 2 2 2 2 2 0 1 0 0
N=49 (%) (100,0)  (100,0) (100,0) (100,0) (100,0) - (50,0) - -
E.coli 3(10,7)  2°(66,7) 2 2 2 2 2 0 1 1 0
N=28 (%) (100,0)  (100,0) (100,0) (100,0) (100,0) - (50,00  (50,0) -
Enterobacter spp. 14 (51,8) 5 (35,7) 5 5 5 5 4 0 1 0 0
N=27 (%) (100,0)  (100,0) (100,0) (100,0) (80,0) - (20,0) - -
Total 19 (18,3) 9 (47,4 9 9 9 9 8 0 3 1 0
N=104 (%) (100,0)  (100,0) (100,0) (100,0) (88,9) - (333)  (11,1) -

! Resisténcia a cefoxitina; > AmpC-B-lactamase — Teste com Acido Boronico; > B-lactimico associado a inibidor de B-lactamase; * Ampicilina; ° Cefalospirina de 12 Geragéo; ® Ceftriaxone; *

Cefepime; ® Amicacina; °® Gsentamicina; *° Fluorquinolonas; ** Carbapenémicos; ® Produgéo de ESBL (N=2); ® Producéo de ESBL (N=1)
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Tabela 9. Enterobactérias produtoras de p-lactamases de Espectro Estendido e perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados obtidos
de hemocultura e cultura de ponta de cateter durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia
Microrganismo  Triagem® ESBL? Resisténcia N (%6)
Positiva  Positivo
N (@) N (%)
B-lactam. AMP? Cef1® CFO® CPM’ AMI® GEN° Fluor.®  Carbap™
/Inibidor?
K.pneumoniae 31 (63,3) 28 (90,3) 28 28 28 2 28 0 16 15 0
N=49 (%) (100,0)  (100,0) (100,0) (7,1) (100,0) - (57,1)  (53,6) -
E. coli 11(39,3) 9(81,8) 9 9 9 3 9 0 5 6 0
N=28 (%) (100,00  (100,0) (100,0) (33,3) (100,0) - (556)  (66,7) -
Total 42 (54,5) 37 (88,1) 37 37 37 5 37 0 21 21 0
N=77 (%) (100,0)  (100,0) (100,0) (13,5 (100,0) - (56,7)  (56,7) -

1 Resisténcia a cefalosporina 3 geraco; 2 p-lactamase de espectro estendido — Teste automatizado vitek2; ° B-lactamico associado a inibidor de B-lactamase; * Ampicilina; ® Cefalosporina de 1
Gerag#o; ® Cefoxitina; 7 Cefepime; ® Amicacina; ° Gentamicina; ° Fluorquinolonas; ** Carbapenémicos
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Tabela 10. Pseudomonas aeruginosa produtoras de metalo-B-lactamases e perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados obtidos de

hemocultura e cultura de ponta de cateter durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia

Microrganismo

Triagem*  MBL? Resisténcia N (%)
Positiva  Positivo
N@©) N (%)

ATM®  Fluorquinolona AMI* GEN® Polimixina
P. aeruginosa 28 (59,6) 17 (60,7) 12 10 3 10 0
N=47 (%) (70,6) (58,8) (17.6) (58,8)

T Resisténcia a ceftazidima e/ou imipenem;

% Metalo-B-lactamase — Teste de sinergismo com duplo disco; * Aztreonam; “Amicacina; ° Gentamicina
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Tabela 11. Analise univariada e multivariada dos fatores preditores de morte em pacientes

com bacteremia por bacilos Gram-negativos durante o periodo de maio/09 a fevereiro/10

no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Fatores preditores

Mortalidade/total (%)

Univariada Multivariada
P (OR)! P (OR)

Idade (anos)

> 60 23/48 (47,9) 0,003* (3,32) 0,005* (3,18)
<60 18/83 (21,7)
Bacteremia
BGN-MR? 20/44 (45,5) 0,02* (2,62) 0,09 (2,10)
BGN-ndo-MR 21/87 (24,1)
Cirurgia
Sim 12/41 (29,3) 0,89 (0,87) -
Né&o 29/90 (32,2)
Cardiopatia
Sim 21/48 (43,8) 0,03* (2,45) 0,15 (1,82)
Né&o 20/83 (24,1)
Doenca renal
Sim 14/31 (45,2) 0,09 (2,23) -
Né&o 27/100 (27,0)
Neoplasia
Sim 6/19 (31,6) 0,81 (1,02) -
Né&o 35/112 (31,3)
Diabetes Mellitus
Sim 10/28 (35,7) 0,73 (1,29) -
Né&o 31/103 (30,1)
Uso prévio antibiotico
Sim 28/79 (35,4) 0,28 (1,65) -
N&o 13/52 (25,0)
Producéo ESBL?
Sim 10/24 (41,7) 0,26 (1,87) -
Né&o 31/112 (27,7)
Producdo MBL"*
Sim 5/8 (62,5) 0,10 (4,03) -
Né&o 36/123 (29.3)

Uso empirico antibiotico

Inadequado
Apropriado

23/53 (43,4)
18/78 (23,1)

0,02* (2,56) 0,21 (1,72)

10dds ratio; ZBacilo Gram-negativo multiresistente; * p-lactamase amplo espectro; * Metalo-B-lactamase; *P<0,05

O risco de morte foi maior para pacientes com: idade igual ou superior a 60 anos (P =
0,003), bacteremia por BGN-MR (P = 0,02), cardiopatia (P = 0,03) e terapia antimicrobiana

inadequada (P = 0,02), através da analise univariada. Entretanto, através da analise
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multivariada, apenas idade avancada foi um fator independentemente associado com
mortalidade (P = 0,005) (Tabela 11).
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7 DISCUSSAO

Nos ultimos anos a incidéncia de infec¢bes hospitalares graves com destaque para as
infeccOes de corrente sanguinea e pneumonias associadas a procedimentos invasivos, devido
principalmente a bactéria Gram-negativas, aumentou significativamente em todo o mundo
(FALAGAS et al., 2007). O tratamento dessas infec¢cdes que s@o consideradas as sindromes
com taxas mais elevadas de mortalidade, € complicado pela participacdo de fendtipos de
resisténcia, com destaque para Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
resistentes a carbapenémicos, Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli resistentes a
cefalosporinas de 3% geracdo, entre outros, cada vez mais expressiva, resultando em
morbidade e mortalidade crescentes e custos mais elevados (TALBOT et al., 2006; KANG et
al.,2005).

As taxas de BGN resistentes aos antibioticos detectadas em nosso estudo foram maiores
do que aquelas observadas em outros hospitais da América Latina, incluindo o Brasil. Um
estudo do programa de vigilancia antibacteriana SENTRY encontrou o seguinte perfil de
resisténcia entre isolados obtidos de infeccdo de corrente sanguinea: Escherichia. coli e
Klebsiella pneumoniae produtores de ESBL (6,7% e 47,3%), Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. resistentes a carbapenémicos (aproximadamente 12% e 10%,
respectivamente) (SADER et al., 2002). Nosso estudo encontrou taxas de resisténcia entre
isolados de P. aeruginosa acima de 50% para cefalosporinas de 3* e 42 geracdo,
carbapenémicos e fluorquinolonas, maior do que as taxas relatadas por Caselli e
colaboradores (2010), que relatam frequéncias de resisténcia de 24% para imipenem, 18%
para fluorquinolonas e acima de 30% para cefalosporinas de 32 e 42 geracao.

Em amostras de bacilos Gram-negativos isoladas de sangue, a emergéncia e disseminagédo
de isolados produtores de (-lactamases, como B-lactamases de espectro estendido (ESBL),
AmpC e metalo-B-lactamases, observa-se usualmente associacdo com resisténcia antibiotica
maltipla resultando em poucas opcOes terapéuticas e aumento do risco de falha no tratamento
em pacientes infectados com estas cepas (SUBHA et al., 2003; FANG et al., 2008; KING-
TING et al., 2009; SEREFHANOGLU et al.; 2009). A producdo de metalo-p-lactamases € o
principal mecanismo de resisténcia encontrado em amostras de Pseudomonas aeruginosa
(MANOHARAN et al, 2010). Os nossos dados mostraram a producdo da enzima em 34%
desses isolados, semelhante ao descrito em outro relato (ARNONI et al.; 2007). Esse aspecto
torna-se particularmente importante uma vez que nossos isolados de P. aeruginosa

provenientes de sangue e ponta de cateter apresentaram 60% de resisténcia aos
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carbapenémicos, resisténcia considerada preocupante, com cerca de metade dos pacientes
com histdria de uso prévio desse antimicrobiano. Os dados do SENTRY apontam resisténcia
elevada e crescente aos carbapenémicos entre as amostras de P. aeruginosa de sangue em
hospitais na América Latina, incluindo o Brasil. Em 1997 as taxas eram de 23% e 17% para
imipenem e meropenem, respectivamente, enquanto que em 2001 essas frequéncias
aumentaram para 38% e 36% (SADER et al, 2004).

No Brasil, a prevaléncia de Pseudomonas aeruginosa produtoras da metalo-p-lactamases
varia entre as diferentes regides geograficas e entre hospitais (GALES et al., 2003; MENDES
et al., 2006). Em estudo anterior realizado no HC-UFU em Uberlandia, no periodo de
novembro de 2003 a julho de 2005, em pacientes internados na UTI de adultos, foi relatada
uma prevaléncia elevada de P. aeruginosa resistente ao imipenem produtoras de metalo-3-
lactamases (76,7%), sendo que destas 33% foram do tipo SPM-1 (CEZARIO e al., 2009).
Nesta investigacdo, o perfil de susceptibilidade dos 17 isolados de P. aeruginosa produtoras
da enzima demonstrou altos niveis de resisténcia a maioria dos antimicrobianos, destacando-
se o fendtipo de multiresisténcia, a qual é justificada pela presenca de um ou mais genes de
resisténcia a outras classes de antibidticos como fluorquinolonas e aminoglicosideos
associada com a presenca daqueles que codificam as metalo-3-lactamases.

A emergéncia de amostras de Enterobacteriaceae, com destaque para Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli produtores de B-lactamases de amplo espectro (ESBL)
também é um problema de grande importancia clinica e epidemioldgica principalmente em
hospitais, mas ja é disseminado em algumas comunidades (VILLEGASA et al., 2004;
PATERSON et al, 2006; SEREFHANOGLU et al., 2009; SHIJU et al., 2010). No Brasil, as
informacdes sdo mais escassas, porém ha relatos com taxas de producdo de ESBL em 50-60%
dos isolados de K. pneumoniae e de 10% em E. coli (SEREFHANOGLU et al., 2009). Entre
as amostras desta série, isoladas de sangue e ponta de cateter, a proporcdo de K. pneumoniae e
E. coli produtoras de ESBL foi elevada, 58% e 32%, respectivamente. Embora este seja 0
mecanismo de resisténcia mais prevalente, ha outros como as B-lactamases referidas como
AmpC codificadas por genes cromossomais e plasmidiais, bem como perda de porinas. A
resisténcia a cefoxitina nestes isolados (13,5%) pode ser justificada principalmente pela
presenca de enzima AmpC, uma vez que ESBL nédo confere resisténcia a este antibiotico.
(TOMAS et al., 2010).

As B-lactamases do tipo AmpC sdo mais raras que as ESBL (TANEJA et al., 2008) e
também conferem resisténcia as cefalosporinas de 3% geracdo, porém se diferem das ESBLS

por ndo conferir resisténcia ao cefepime e ndo séo inibidas pelo &cido clavulanico (HANSON
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et al.,, 2003). Nesta investigacdo foi observada taxa de 47,0% entre as enterobactérias
resistentes a cefoxitina produtoras de AmpC, com a maioria dos isolados apresentando
resisténcia a outros antimicrobianos.

Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, a presenca significativa de infeccOes
comunitarias em pacientes hospitalizados contribui para 0 aumento na prescricdo de
antibioticos, atingindo cerca de 50% dos pacientes, além do uso menos criterioso/adequado
(LEIBOVICI et al., 2003), favorecendo a emergéncia de microrganismos resistentes e
multiresistentes (PHILMON et al., 2006). Isto € mais significativo em UTIs, onde se observa
frequéncias elevadas de infeccOes graves causadas por microrganismos resistentes tanto
Gram-negativos quanto Gram-positivos (SINGH et al., 2002; JAPONI et al., 2009). Na
populacdo investigada, destacou-se a presenca de bactérias Gram-negativas consideradas
epidemiologicamente importantes, com resisténcia aos antibioticos mais utilizados na maioria
dos pacientes internados em diferentes enfermarias do hospital.

Além de aspectos relativos ao paciente em particular como morbidade, doengas de base e
pior prognoéstico, 0s nossos resultados evidenciaram a participacdo expressiva de bacilos
Gram-negativos multiresistentes na etiologia de infecgdes de corrente sanguinea no hospital
de clinicas, com internacdo prolongada (média de 56 dias) entre 0s pacientes e na sua maioria
em unidades ndo criticas (78%). Embora esses fen6tipos sejam mais prevalentes em pacientes
internados em UTIs (SINGH et al., 2002), entre 0os nossos pacientes eles predominaram
naqueles internados em unidades de clinica médica e clinica cirdrgica. Considerando a
disseminacéo desses fendtipos em todo ambiente hospitalar, particularmente nas unidades ndo
criticas, a situacdo observada em nosso estudo nas enfermarias de clinica médica e cirdrgicas
é semelhante ao observado nos paises Europeus (EARSS, 2006).

A identificacdo de bactérias na corrente sanguinea normalmente ¢ um marcador de
prognostico ruim (KIM et al., 2002; KANG et al., 2005). A associacdo de infeccdo de
corrente sanguinea por amostras de bacilos Gram-negativos e multiresisténcia torna-se ainda
mais preocupante, evidenciado a rapida disseminacdo dos genes de resisténcia, 0 que resulta
em maior dificuldade quando da terapéutica antimicrobiana empirica aplicada, sendo
fundamental conhecimento detalhado da epidemiologia local e ocorréncia desses
microrganismos (BLOT et al., 2002; CROSGROVE et al., 2002; KIM et al., 2002; KANG et
al., 2005).

As bacteremias sé@o classificadas em primarias e secundarias. Em relacdo as primeiras, a
fonte de infeccdo ndo € conhecida, sendo usualmente relacionada ao uso do Cateter Venoso
Central (CVC) (87%) (VINCENT, 2003; HUGONNET et al, 2004). Apesar desse néo ter sido
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o foco da nossa analise, nossa investigacdo identificou frequéncia elevada de pacientes em
uso do CVC (77%), considerado o principal fator de risco para essas infeccoes.

Um dos objetivos de nosso estudo foi mensurar o impacto clinico de bacteremia por BGN-
MR, considerando apenas o primeiro episodio. Foi observada uma associacdo de bacteremia
por BGN-MR com pior evolucdo em relacdo aos controles (pacientes com bacteremias por
BGN-n&o-MR), com maior taxa de mortalidade e os seguintes fatores de risco: cirurgia prévia
e uso de procedimentos invasivos, incluindo ventilagdo mecénica, sonda vesical e
traqueostomia, pela analise univariada.

Os fatores de risco independentes, descritos na literatura, associados com bacteremia por
BGN-MR incluem uso prévio de antibidticos, uso de procedimentos invasivos, tempo de
hospitalizacdo prolongada e gravidade do paciente (TACCONELLLI et al., 2002; D"AGATA,
2004; MARRA et al., 2006; ARNONI et al., 2007; ). Entre 0s nossos pacientes a proporcao de
terapia antibidtica inadequada foi elevada (64% no grupo caso) e independentemente
associada com a multiresisténcia das amostras de BGN, assim como cirurgia previa e
traqueostomia. O uso prévio de antibidtico ndo foi fator independente na anélise multivariada,
entretanto esta analise demonstrou que a exposicdo a estas drogas foi duas vezes mais
frequente em pacientes com bacteremia por BGN-MR. O consumo de antimicrobianos é o
principal responsavel pela emergéncia de bactérias resistentes e multirresistentes nos hospitais
(WITTE et al., 2004; FRIEDMANN et al., 2009) e quando a terapéutica empirica é aplicada,
particularmente sob as condi¢cGes de nosso hospital, € maior a probabilidade desta ser
administrada de forma inadequada.

As taxas de mortalidade hospitalar total em bacteremias hospitalares por BGN variam
entre 16% a 53%, dependendo do microrganismo e da gravidade do paciente (JOHNSTON;
CONLY, 2005). No presente estudo a taxa de mortalidade entre os nossos pacientes foi de
31,0%, sendo associada com idade > 60 anos, infeccdo por BGN-MR, cardiopatia e
tratamento inadequado. Diferentes estudos publicados na ultima década tem investigado os
fatores de rico para mortalidade entre pacientes com bacteremia por BGN que incluem: idade
avancada, gravidade das condic@es clinicas, presenca de doenca de base e comorbidades, e
infeccdo com agentes multiresistentes (THOM et al., 2008; AL-HASAN et al., 2010)

Um dos fatores, cuja importdncia vem aumentando, que influencia a evolucdo dos
pacientes com bacteremia por BGN € a terapia antimicrobiana inadequada, principalmente em
pacientes de UTI (ZAIDIA et al., 2002; ZARAGOZA et al., 2003; KANG et al., 2005). Os
nossos resultados revelam uma frequéncia elevada de tratamento inadequado (40,5%), mas
semelhante as relatadas em outros estudos (HANON et al., 2002; KANG et al., 2005), sendo
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um fator de risco independente associado com bacteremia hospitalar por BGN-MR em nossa
coorte. Poucos estudos tém avaliado a evolucdo clinica dos pacientes e a terapia
antimicrobiana inadequada em infecgdes de corrente sanguinea por bactérias Gram-negativas
e Gram-positivas, entretanto alguns estudos reportam relacdo entre essa terapia e 0 aumento
na taxa de mortalidade (EHMAD et al., 2000). Neste estudo, a analise de sobrevida pela curva
de Kaplan-Meier mostrou que pacientes com bacteremia por BGN-ndo-MR possuem
significantemente maiores chances de sobrevivéncia quando comparados aqueles com
bacteremia por BGN-MR. A mortalidade nestes pacientes esta associada ainda com a terapia

antimicrobiana inadequada e aos fatores intrinsecos dos pacientes.
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8 CONCLUSAO

e Bacteremia por BGN-MR foi associada independentemente a cirurgia prévia, presenca de

traqueostomia e terapia antimicrobiana inadequada.

e A participagdo de fenotipos de resisténcia epidemiologicamente importantes foi expressiva,
com destaque para Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli resistentes a cefalosporinas de 3?

geracdo; e Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanni resistentes a carbapenémicos.

e A frequéncia do fenotipo ESBL entre os isolados de Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli foi elevada e associada com multiresisténcia na maioria dos microrganismos, assim como

a presenca de AmpC entre as enterobactérias resistentes a cefoxitina.

e A multiresisténcia das amostras de Pseudomonas aeruginosa resistentes aos

carbapenémicos foi associada com a producdo de metalo-B-lactamase na maioria dos isolados.

e A mortalidade hospitalar total dos pacientes foi alta, maior que 40% em nossa instituigéo,
associada particularmente com idade avancada, presenca de infeccdo por bacilos Gram-

negativos multiresistentes, cardiopatia e terapia antimicrobiana inadequada.
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