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RESUMO

O trabalho foi realizado no periodo de fevereiro a setembro de 1997, com
a finalidade de avaliar a presenga de Staphylococcus aureus resistentes a
oxacilina, Enterococcus resistentes 4 vancomicina ¢ Enterobacteriaceae
multiresistente no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU). O critério de inclusdo no estudo foi estar em uso de vancomicina €
Jou ceftazidima, levantado através de visitas semanais a farmacia do hospital. Foi
preenchida uma ficha individual com dados demograficos ¢ fatores de risco de
infecgdo / colonizagdo. Os pacientes foram acompanhados quanto a evolugdo
clinica semanalmente , com coletas de swabs de boca e reto. Os cultivos
primarios foram realizados em agar Manitol Salgado, agar Bile Esculina e agar
MacConkey, contendo oxacilina, vancomicina € ceftazidima, respectivamente, €
identificados como S. aureus, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium €
espécies/género da familia Enterobacteriaceae e através de testes fisiologicos
convencionais. Foram selecionados durante o periodo de vigilancia 28 e 30
pacientes em uso de ceftazidima ¢ vancomicina, respectivamente. No total, as
freqiiéncias de colonizagao observadas foram as seguintes: MRSA (64,4%),

VRE (13,3%) e Enterobacteriaceae multiresistentes (17,8%).



O unico fator de risco cOmum 40s trés microrganismos foi o tempo de
hospitalizagao, superior a sete dias. O uso de p-lactamicos foi significante para
os colonizados por Enterobacteriaceae € 08 procedimentos invasivos para
aqueles colonizados por MRSA. A evolugao dos pacientes colonizados por
Enterobacteriaceae foi pior do que aquela observada pelos outros dois
microrganismos com 25% de obitos.

Embora houvesse um predominio de amostras multiresistentes de MRSA
(100 %), Enterococcus spp ( 100%) e Enterobacteriaceae (76,9%)
aproximadamente um quinto foi susceptivel @ oxacilina, vancomicma €
ceftazidima, respectivamente, antimicrobianos presentes NOS meios de cultivo
primario. Entre o0s oito pacientes colonizados por Enterobacteriaceae dois
(25,0%) apresentaram amostras produtoras de B-lactamases de espectro
ampliado.

O estudo evidenciou a presenca de microrganismos multiresistentes
epidemiologicamente importantes em pacientes com fatores de risco, que
merecem aten¢do aos interessados na prevengdo ¢ controle de infecgoes

hospitalares.
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1-INTRODUCAO

O uso intensivo € indiscriminado  de antimicrobianos terapéutica €
profilaticamente, nos altimos decénios, levou a uma situagiio em que boa parte
dos microrganismos causadores de infecgoes hospitalares apresenta resisténcia a
maioria dos antimicrobianos utilizados na pratica médica, diminuindo de forma
significativa a possibilidade de seu emprego terapéutico . O uso inadequado ¢
abusivo destes medicamentos pode conduzir a dois tipos de cfeitos indesejaveis:
eliminagdo da microbiota normal do organismo de forma a favorecer a
colonizagdo por microrganismos resistentes ¢ a emergéncia de resisténcia aos
antimicrobianos no decorrer do tratamento . Os antimicrobianos estdo entre as
drogas mais utilizadas nos hospitais em todo 0 mundo, particularmente nos paises
subdesenvolvidos como 0 Brasil, onde podem atingir de 40 a 50% dos pacientes
internados *'.

A ampla’ disseminagao da resisténcia bacteriana observada atualmente €
resultante, sobretudo, da transferéncia horizontal de plasmideos por meio de
conjugagio, esse processo ¢ mais freqiiente entre bactérias Gram- negativas,
onde ocorre de forma promiscua, entre representantes de géneros © familias
diferentes, mas também foi descrito entre amostras do género Staphylococcus

bem como de Enterococcus faecium € Enterococcus faecalis’.



O aumento da prevaléncia de resisténcia a antimicrobianos representa
motivo de preocupagao quando da selegdo deste, particularmente para pacientes
de Unidade de Terapia Intensiva. O desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos tem sido um processo que vem e_voluindo desde a sua introdugdo
4 meio século atras. As infecgOes provocadas por microrganismos resistentes
causam prolongamento 10 tempo de hospitaliza¢do, aumento do risco de obito €
uma necessidade de tratamento com antimicrobianos nais tOxICOS e- caros.
Terapia inapropriada, incluindo aquela na qual o patogeno & resistente, tem sido
identificada como um fator de risco independente por aumentar a mortalidade em
pacientes com bacteremia por gram-negativos ou pneumonia hospitalar5.

Podemos observar uma mudanga no padrao dos microrganismos resistentes
q0s antimicrobianos 2o longo do tempo, pois, logo apds a introdugdo da
penicilina, foram isoladas as primeiras amostras de S.aureus resistentes a mesma.
Em seguida apareceraim bactérias gram-negativas multiresistentes, que continuam
juntamente com S qureus, Estafilococos coagulase negativo resistentes a
meticilina ¢ Enterococos multiresistentes a ser 0S principais patogenos
hospitalares nos dias atuais®™".

A resisténcia antimicrobiana torna-se um problema quando ela exige dos
clinicos uma alteragao substancial na terapéutica instituida seja pela substituigao
por agentes mais toxicos ou caros ou pela utilizagdo de regimes multidrogas mais
complexos para tratar patogenos resistentes”.

As bactérias s@o extremamente  adaptativas frente a terapéutica
antimicrobiana; desenvolvendo uma variedade de mecanismos de resisténcia,
incluindo: enzimas que inativam antimicrobianos, diminui¢do da sua
perrnc,abilidade a0s mesmos ¢ alteragdo do seu sitio ativo. Genes de resisténcia
podem ser transferidos entre 0S microrganismos através de DNA cromossomial

(via transposons) ou ex{racromossomico (via plasmideo)lz.



[ )

Alguns laboratorios de microbiologia, num esfor¢o para redugdo de custos,
nio repetem testes de susceptibilidade quando a mesma gspécie € isolada
repetitivamente de uma mesma fonte. Como a resisténcia pode emergir
rapidamente ( resisténcia 2 cefalosporina de terceira geragao pode surgir dias
apos o inicio do tratamento), a Na0 repetigdo dos testes €m isolados subsequientes
podem resultar num reconhecimento tardio da resisténcia € conseqilentemente
falha clinica. Adicionalmente, testes de susceptibilidade ado sdo executados de
rotina para alguns microrganismos, a menos que sejam recuperados de sit108
normalmente estéreis, permitindo assim que a emergéncia de resisténcia possa
passar despercebida (Exemplo: Enterococos resistentes a Vancomic-ina)lo.

As bactérias do género Enterococcis Sa0 COCOS gram-positivos, catalase
negativas, anacrobias facultativas € que fazem parte da microbiota das mucosas
bucal , intestinal e vaginal de humanos. Entretanto podem causar infecgdes
quando presentes em Outros sitios anatomicos' .

As duas espécies mais importantes desse género sao: Enterococcus faecalls
e Enterococcus faecium . responsaveis por cerca de 85% e 10% das infecgOes
enterocOc1cas, respectivamenteu. Embora antigamente poucos testes (tolerancia
a0 6.5% de NaCl, hidrolise de esculina) fossem suficientes para identificagdo de
Enterococcus, atualmente, sabe-se que outras bactérias apresentam  estas
caracteristicas, como acontece com microrganismos dos géneros Lactococcus,
Aerococcus, Pediococcus € Leuconostoc'™ .

Atualmente, o Enterococo € um patdgeno hospitalar em ascendéncia
representando 0 segundo microrganismo mais isolado em infecgoes urinarias €
ferida cirirgica; e O terceiro mais comum em bacteremias nos Estados Unidos. A
principal razdo desta situagdo é a sua resisténcia intrinseca aos antimicrobianos
mais utilizados, bem como a sua capacidade de adquirir resisténcia a estes
medicamentos  atualmente disponiveis (particularmente B-lactamicos,

aminoglicosideos € glicopeptideos), seja através de mutagdo ou por transferéncia



de material genético (plasmidios ¢ transposons)'

Devido a maioria dos Enterococos serem tolerantes a atividade
bactericida dos p-lactmicos ¢ glicopeptideos, 0 sinergismo obtido da agdo de um
desses antimicrobianos € um aminoglicosideo faz-se necessario para o tratamento
de infecgdes graves Por estes IMicrorgamsmos, tais como endocardites €
meningites. A resisténcia a altas concentragdes de aminoglicosideos, usualmente
devido a enzimas, esta disseminada entre 0S Enterococos, ocorrendo em mais de
50% das amostras em alguns hospitais. Além disso, muitos isolados de
Enterococcus faecium, Sao altamente resistentes as penicilinas em virtude da
presenga de proteinas ligadoras de penicilinas - PLPs - na membrana
citoplasmatica com baixa afinidade a estes ant1m1crob1anos

Até recentemente a (inica droga utilizada no tratamento de infecgoes
causadas por Enterococcus multiresistentes era a Vancomicina, que também vem
sendo utilizada no tratamento de infeccdes hospitalares causadas por S. aureus
resistentes 4 meticilina. Entretanto, segundo dados relatados pelo “National
Nosocomial Infection Survey of the Centers for Disease Control and Prevention”
4 Tesisténcia a vancomicina aumentou mais de vinte vezes entre os isolados de
Enterococos passando de 0.5% em 1989 para 10% em 1995 Tais resultados
sio alarmantes, pois €sSes microrganisimos, inicialmente concentrados €m
pacientes de UTI, tem-se disseminado para outras areas dos hospitais. Em
pacientes  com bacteremia causada pelo VRE (Vancomycin Resistant
Enterococci) , muitos dos quais tem doengas de base graves, a mortalidade pode
atingir 50% dos casos' 2.

A freqiiéncia de VRE ¢ maior em hospitais universitarios ¢ naqueles
com mais de 500 leitos. Os fenotipos de resisténcia Van A, Van B, Van C sdo
baseados no nivel de resisténcia a vancomicina € telcoplamna 224 As cepas Van

A apresentam altos niveis de resisténcia a vancomicina (MIC > 64 ug / mL) €

teicoplanina(MIC > 16 ug / mL) , Van B possuem resisténcia intermediaria a



Vancomicina ( MIC > 4 ug / mL), mas <30 susceptiveis a Teicoplanina € VanC
possuem baixo nivel de resisténcia ( MIC > 2 pg / mb) e susceptivel a
Teicoplanina™.

Os fatores de 11ScO mais importantes para a aquisigdo de VRE sédo 0s
seguintes: uso prévio de vancomicina, administragao de antibiotico de largo
espectro, principalmente cefalosporinas, permanéncia prolongada no hospitallz.

A transmissdo de VRE pode ocorrer por via direta, pessoa a pessoa
ou indireta, por equipamentos contaminados. O trato gastrointestinal ¢ o principal
sitio de colonizagdo do VRE. Para prevenir a disseminagdo deste microrganismo,
o isolamento dos pacientes infectados ou colonizados parecce ser a medida mais
recomendada. Os espécimes clinicos mais utilizados para detecgdo do VRE sao
as fezes, mas a sensibilidade de detecgdo parece SET maior quando s¢ faz a
pesquisa simultdnea com materiais obtidos de outros sitios (perineo € boca)B’lg.

O tratamento de infecgdes enterococicas pode Ser complicado pela
resisténcia 4 concentragoes mais altas de penicilinas ( MIC = 100 ug/mbL),
decorrente da produgdo de B-lactamases que podem ser detectadas pelo teste
rapido com nitrocefin. Todas as estirpes produtoras de P-lactamases podem
também demonstrar resisténcia a altos niveis de gentamicina. Os isolados de
pacientes que 1ao respondem ao tratamento devem ser pesquisados quanto a
produgdo de P- lactamases?’. No laboratorio, 2 resisténcia aos antibioticos
glicopeptidicos  tem sido transferida entre cspécies enterococicas € d¢
enterococos para outros microrganismos Gram-positivos, incluindo
Streptococcus, Listeria monocytogenes € 0 mais preocupante , para S. aureus’ Z

Staphylococcus aureus ¢ um dos trés agentes mais freqlientes em infeccoes
hospitalares. Nas décadas de quarenta 2 cingiienta, apos a penicilina ter sido
introduzida na terapéutica médica, essas infeccdes passaram a ser facilmente
tratadas. Porém, esscs microrganismos logo tornaram-se resistentes a penicilina,

devido a produgdo de B-lactamases' .



A emergéncia de S. aureus com resisténcia a meticilina (MRSA) a partir
dos anos 80, particularmente em hospitais de grande porte, vem representando
um problema no tratamento das estafilococcias hospitalares. O termo MRSA ¢
normalmente usado para designar amostras que possuem resisténcia, ndo so a
meticilina € oxacilina, mas também aos demais B-lactﬁmicos“’n. A meticilina
revolucionou o tratamento de Staphylococcus aureus resistente 4 penicilina
quando fo1 introduzida na pratica clinica em 1959. Contudo, em um curto espago
de tempo comegaram a aparecer cepas resistentes a meticilina e, durante as trés
décadas que s€ seguiram O MRSA, tornou-se um problema universal nos
hospitais. Nas Gltimas décadas, endemias ¢ epidemias causadas por estes
microrganismos multiresistentes aumentaram de forma consideravel em hospitais
dos Estados Unidos®.

A resisténcia intrinseca do MRSA a Meticilina deve-se a presenga do
gene cromossomial (mecA), 0 qual codifica uma proteina ligadora de penicilina
com baixa afinidade a0s B-lactamicos denominada PLP2" ou pLP2a '®. As PLPs
sao proteinas situadas na face externa da membrana citoplasmatica € apresentam
atividade enzimatica de transglicosidases, peptidases, carboxipeptidases ©
endopeptidases, participando de maneira fundamental na biossintese das novas
moléculas de peptideoglicano ¢ Na sua incorporagao ao peptideoglicano pré-
existente da bactéria em multiplicagao’.

As PLPs variam em quantidade de acordo com a especie bacteriana.
Sua afinidade individual aos B-lactdmicos ¢ a importancia fisiologica de cada
PLP, na biossintese do peptideoglicano, ndo ¢ também uniforme. Os S .aqureus
normalmente contém quatro PLPs, das quais PLPs 1,2 €3 sao essenciais . A PLP
2a &, provavelmente, uma traspeptidase com baixa afinidade aos antibioticos B-
lactamicos, encontrada somente em estafilococos resistentes a meticilina €, desta
forma, capaz de substituir as PLPs essenciais quando essas sao inativadas pelas

penicilinas resistentes is B-lactamases. A quantidade de PLP 2a presente nas



células ndo parece estar relacionada com o nivel de resisténcia™"

Os fatores de TisCO associados com uma maior probabilidade de
aquisigio de MRSA incluem : hospitalizagao prolongada, pacientes restritos aos
leitos, uso de antimicrobianos de largo espectro, permanéncia em Unidades de
Terapia Intensiva, proximidade com pacientes infectados ou colonizados pelo
MRSA e utilizagdo de procedimentos invasivos (cateteres intravasculares, sonda
vascular e tubos endotraqueais)3 2

Os pacientes colonizados e/ou infectados funcionam como principais
reservatorios hospitalares do MRSA. Os principais sitios colonizados sdo: narina,
boca, lesdes cutaneas (ferida cirirgica ¢ ulcera de declibito), perineo, intestino €
sitios de incisdo de traqueostomia € ileostomia . O portador nasal € um
importante reservatorio de MRSA ¢ estes individuos podem iniciar 0 ciclo de
transmissdo deste microrganismo através da colonizagao de suas proprias maos
e/ou maos de profissionais de sande’.

A transmissio de MRSA ocorrte, principalmente, pelas maos dos
profissionais de satide contaminadas no exercicio de suas tarefas, ao contrario das
estafilococcias hospitalares descritas nas décadas de 50 a 70 onde cla ocorria
usualmente por via acrea. Entre as medidas recomendadas para 0 controle de
infecgdes por MRSA incluem: inquéritos de prevaléncia, monitoramento
microbiolégico de pacientes quando da admissdo, lavagem de maos, isolamento
de coorte, tratamento dos profissionais de sande ¢ pacientes colonizados ou
infectados pelo MRSA. Esta Gltima medida visa reduzir 0 reservatorio do
microrganismo na instituigdo e tem sido adotada em muitos hospi'[aisz"3’21

Como ja citado anteriormente, a resisténcia aos antimicrobianos € um
problema universal, mediado por uma variedade de mecanismos. Do ponto de
vista clinico € epidemiolégico, O mecanismo mais importante de inativagdo dos

antimicroblanos B-lactamicos € por meio de enzimas, que hidrolizam a ligagao

amida do anel B-lactamico, inativando-os, denominadas B-lactamases, incluindo



as penicilinases € cefalosporinases. AS cefalosporinas de primeira geragao-
cefalotina, cefazolina - € segunda geracao - cefoxitina, cefamandol- apresentam
menor estabilidade a acdo destas enzimas, sendo as de terceira geragao -
cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima- ¢ quarta geragao - cefepiroma € cefepima-
<o mais estaveis & agdo destas cefalosporinases' . Existe uma forte correlago
entre 0 uso aumentado de cefalosporinas de terceira geragao € um subsequente
isolamento  de microrganismos ~ (Gram negativos resistentes a  estes
antimicrobianos, capazes de produzir -lactamases do Grupolm, que s30 enzimas
constitutivas codificadas por genes cromossomiais, € -lactamases de amplo
espectro (ESBL), que sao enzimas codificadas por genes plasmidiais' . Amostras
produtoras de ESBL sdo frequentemente encontradas em hospitais ¢ a resisténcia
¢ mais acentuada em UTls, departamentos de hematologia e setor de queimados.
Entre os microrganismos queé apresentam plasmidios codificando estas enzimas
induziveis, destacam-s¢: Klebsiella pneumoniae, Enterobacter —aerogenes,
Enterobacter  cloacae, Citrobacter freundi, Serratia  marcescens €
Pseudomonas — aeruginosa, que sdo usualmente resistentes todas as
cefalosporinas de amplo espectro 51617,

As P-lactamases podem ser classificadas por sua afinidade a diferentes
substratos (penicilina, oxacilina, cefalosporinas de amplo espectro € imipenem) €
susceptibilidade ao acido c]avuléni0025. As ESBL tem como caracteristica
marcante sua atua¢do contra cefalosporinas de amplo espectro € monobactamas,
assim como cefalosporinas de pequeno espectro © penicilinas ativas contra
bactérias Gram negativas. Podem ser produzidas por bactérias Gram positivas
como os estafilococos ¢ enterococos ou (Gram negativas como  as
enterobactéri3526.

As cefalosporinas de quarta geragdo possuem a capacidade de rapida

permeabilidade ou penetragdo € sao mais estaveis a agdo das p-lactamases

quando comparadas a outras cefalosporinas  de amplo espectro, alem de



possuirem razoavel atividade contra enterobactérias resistentes, com MICs de
1 a4 ug/ml, comparada com cefotaxima € ceftazidima que detem MICs acima
de 64 ug/mLzs.

As carbapenens sao0 antimicrobianos que retém atividade contra
enzimas ESBL produzidas por Enterobacteriaceae. Estas enzimas foram relatadas
primeiramente na Europa entre amostras de Klebsiella pneumoniac, espalhando-
se posteriormente para outros membros da famihia Enterobacteriacea@ I

Os microrganismos resistentes as cefalosporinas de amplo espectro
(ESCs) podem ser encontrados em varios sitios do corpo humano como nos tratos
gastrointestinais , urinarios , respiratorios , entre outros”.

Dentre os fatores de risco que estao associados a presenga destes
microrganismos incluem: idade, nimero de hospitalizagdes prévias, quimioterapia
antimicrobiana prévia, tempo de hospitalizacao, cirurgias gastrointestinais

durante a permanéncia hospitalar“.
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2 - OBJETIVO

Avaliar a presenca de Enterococcus, Staphylococcus  aureus €
Enterobacteriaceae multiresistentes, colonizando ~ pacientes ¢l uso de
Vancomicina €/0u Ceftazidima internados no Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia e suas associagdes com fatores de risco.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 - HOSPITAL:

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia ¢ um

hospital terciario, de ensino, apresentando cerca de 460 lettos.

3 9. VIGILANCIA:

Os pacientes em uso de Ceftazidima e/ou Vancomicina, foram
selecionados através de visitas semanais a Farmacia do Hospital para sua
identificacdo pelas prescrigdes, por tratar-se de antimicrobianos de uso
controlado, e localizagdo dos mesmos nas diversas Unidades do Hospital. Uma

ficha individual (Anexo 1) foi preenchida com os dados do paciente.



3.3- PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS:

33.1- COLETA DE ESPECIMES:

Fezes e saliva dos pacientes, foram coletadas semanalmente,

através de swabs anal e oral.

3.3.2 - CULTURA:

Os espécimes clinicos foram semeados em placas de:

Agar Bile esculina contendo vancomicina ( 10 pg/mL) . Agar Manitol
Salgado contendo Oxacilina ( 6 ug / mL). Agar MacConkey contendo
Ceftazidima ( 2 ng/ mL). As culturas foram incubadas a 37°C, por um periodo

de 24 a 48 horas’.

333 - IDENTIFICACAO:

As coldnias suspeitas de serem Fnterococcus (Agar Bile Esculina)
foram inicialmente caracterizadas como €OCoS Gram-positivos atraves da técnica
de coloragdo de Gram € posteriormente submetidas aos seguintes testes: catalase,
tolerancia a 6,5% de NaCl em meio de TSB (“Tryptic Soy Broth” ) ¢ PYR
(LPyroglutamic Acid B- Naphthylamide) A identificagdo das espécies (E. faecalis



e E. faecium) foi feita através da: redugdo de telurito de potassio (0,03%) em
meio TSA, teste da fermentagdo da arabinose (1%), sorbitol e utilizagao do
piruvato” .

As amostras foram caracterizadas como do género Staphylococcus
(Agar Manitol Salgado) através da coloragao de Gram e teste da catalase, €

identificadas como Staphylococcus aureus atraves da fermentagao do manitol no

meio utilizado no cultivo primario € presenga de coagulase’.

As amostras foram caracterizadas como da famiha Enterobacteriaceae
(Agar MacConkey) , atraves dos seguintes testes: coloragdo de Gram, oxidase ©
metabolismo Oxidativo/Fermentetivo (OF)7. A identificagao dos géneros/espécies
foram feitos atraves das seguintes caracteristicas bioquimicas: produgao de Indol,
produgao de H,S, utilizagdo de Citrato, prova de Voges- Proskauer, atividades

Ureasica, Fenilalanina e Lisina Descarboxilasica L2

3.3.4- ESTOCAGEM DAS AMOSTRAS:

As amostras foram estocadas, até a realizagdo dos testes de

susceptibilidade aos antimicrobianos, em tubos de agar estoque © mantidos no

freezer 2 -20°C

335 -TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
PELA TECNICA DE DIFUSAO EM GEL:

As  amostras de  Enterococcus, Staphylococcus aureus €

Enterobacteriaceae foram submetidas a avaliagao pela técnica de difusdio em gel

seguindo-s¢ a metodologia do “National Comittee for Clinical Laboratory
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Standards” (NCCLS)N. Os microrganismos foram cultivados em 5mlL de TSB ¢
as suspensdes resultantes foram diluidas em salina estéril, até atingir a turvagao
equivalente a escala 0,5 de Mc Farland, que corresponde a uma concentragdo de
aproximadamente 122.10° unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL). Apbs os inoculos terem sido padronizados, eles foram semeados em
placas de Mueller -Hinton com O auxilio de swab. As leituras foram realizadas

ap0s a incubagao a 37°C, por 24 a 48 horas’.

Enterococcus

Foram utilizados 0s seguintes antimicrobianos: ampicilina, gentamicina,

penicilina € vancomicina.

Foram utilizadas como controle amostras de Enlerococcus faecalis

(ATCC 29212 ) e Enterococcus faecium (ATCC 12805 Y.

Staphylococcus aureus:

Foram utilizados o0s seguintes discos: amicacina, ampicilina, cefalotina,
cefoxitina, ceftriaxona, ciprofloxacina, clindamicina, cloranfenicol, eritromicina,
imipenem, gentamicina, oxacilina, penicilina, rifampicina, sulfametoxazol -

trimetoprima, tetraciclina e vancomicina.



Enterobacteriaceae:

Foram usados os seguintes discos de antimicrobianos: ampicilina,

cefalotina, cefoxitina, cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima, aztreonam, imipenem,

gentamicina, cefepima e cefepiroma.

3.3.6 -TESTE DE SINERGISMO COM DUPLO DISCO

Placas de Mueller - Hinton foram inoculadas com as amostras de
Enterobacteriaceae caracterizadas previamente como Tesistentes a ceftazidima,
cefotaxima ¢/ou aztreonaii, seguindo-s¢ a deposigdo de discos contendo
amoxacilina mais 4cido clavulanico, ceftazidima, cefotaxima ¢ aztreonam,
distante uns dos outros de 20 mm. Nos ¢asos positivos sera observado uma
intensificacdo na inibigao do crescimento microbiano na zona de coalescéncia dos
halos de imbigdo observados pela combinagdo amoxacilind mais acido

clavulanico ¢ a cefalosporina de terceira geragao ou aztreonam’.

3.4 -ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada utilizando-se 0 teste t de Student para analisar

médias € 0 y*, e o teste exato de Fisher para analisar propor¢oes, sendo

considerado significantes para um p <0,05 ‘.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados, durante 0 periodo de vigilancia, 28 e 30 pacientes em
uso de ceftazidima e vancomicina, respectivamente. No total, as frequéncias de
colonizacao observadas foram as seguintes: MRSA (64,4%), Enterococcus
(13,3%) ¢ Enterobacteriaceae (17,8%) .

Entre os principais responsaveis pela etiologia das infecgoes hospitalares,
incluem-se o Staphylococcus  aureis, Enterococcus € Enterobacteriaceae
multiresistentesu.

Os pacientes de maior risco, para €ssas infecgdes, sao aqueles atendidos
em hospitais terciarios de grande porte, particularmente idosos €
imunocomprometidos que estdo em UTIs". Entre os fatores de risco de infecgdo
e/ou colonizagdo por MRSA estdo: a duragdo da hospitalizacdo, a restrigdo ao
leito, o tratamento prévio com antibioticos de amplo espectro € a proximidade
com pacientes colonizados e/ou infectados por este microrganismog.

A presenga de Enterococcus resistentes & vancomicina ¢ favorecida pelo
tratamento  prévio com este glicopeptideo, com multiplos  antibioticos,

particularmente  as cefalosporinas, permanéncia prolongada no hospital €
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admissdo em unidades de oncologia ¢ a presenga de procedimentos invasivos'.

A colonizagdo e/ou infecgao por Enterobacteriaceae multiresistente €stao
associadas aos seguintes fatores de risco: terapéutica prévia com cefalosporinas
de terceira geragdo, NUMEro de antimicrobianos utilizados, internagao hospitalar
prolongada , cirurgia gastrointestinal ¢ de procedimentos invasivos utilizados 7

Na tabela 1 estao descritas as caracteristicas dos pacientes incluidos neste
estudo, internados no Hospital de Clinicas da UFU, colonizados ou ndo por estes
microrganismos.

Os dados obtidos demonstram que os tempos de hospitalizagao foram
estatisticamente significantes ( P< 0,01) quando comparamos os grupos de
pacientes colonizados ¢ nao colonizados pelos diferentes microrganismos
(MRSA, Enterococcus © Enterobacteriaceae) . O uso de antimicrobianos B-
lactamicos, incluindo as cefalosporinas, foi de 100% para pacientes colonizados
e 54% para nao colonizados por Enterobacteriaceac, sendo esta diferenga
estatisticamente significante (p=0,014 ). Em relagfio aos procedimentos invasivos,
(com uso ou nao de >3 procedimentos) houve diferenca significativa apenas

para o grupo de pacientes colonizados € nao colonizados por MRSA.
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Nos EUA, os Enterococcus resistentes a vancomicina sao identificados
mais frequentemente em UTIs e unidade de transplante de Oncohematologia'*. Ja
o S. aureus apresenta um percentual significativo de pacientes colonizados
internados em unidades cirurgicas, médicas e UTIs ''. Os pacientes colonizados
por Enterobacteriaceae podem ser encontrados de 20 a 40% em UTIs e entre as
diversas clinicas ( cirirgicas, médicas, setor de queimados ) totalizando 60% dos

pacientes colonizados por este microrganismolg.

TABELA 2 : Distribuigao dos pacientes por clinicas no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de Fevereiro a Junho de 1997.

' PACIENTES
CLINICA
‘ n %
Médica 11 244
Pediatrica 14 31,1
Cirurgicas ( LILIIT) 13 29.0
UTI 6 13,3
Moléstia infecciosa 1 2.2
TOTAL 45 100,0 %

Deve-se Tessaltar que os pacientes envolvidos no estudo estavam expostos
a fatores de risco intrinsecos (doengas graves) € extrinsecos (procedimentos
invasivos) citados na tabela 1 , sendo considerados imunocomprometidos € dois
tercos destes estavam internados nas enfermarias cirGrgicas e pediatrica
correspondendo a 29,0% e 31,1%, respectivamente ( Tabela 2 ).

De acordo com o sistema NNISS ( National Nosocomial Infectious
Surveillance Study), a resisténcia de Enferococcus 3 vancomicina aumentou de
0.4% em 1989 para 13,6% em 1993, entre pacientes hospitalizados em UTIs, ¢
de 0,3% para 3,1% entre pacientes internados em enfermarias de clinicas médica

e cirﬁrgicazz. O principal sitio de colonizacdo por este microrganismo ¢ o trato
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intestinal de pacientes hospitalizados com os fatores de risco previamente
citados '°.
Pacientes colonizados ¢ infectados sdo os principais reservatorios de

MRSA dentro de uma instituigdo hospitalar. A incidéncia de MRSA tem
aumentado em todos os paises, sendo que nos hospitais com mais de 500 leitos
nos EUA ele representa cerca de 38% do total de Staphylococcus isolados. Ha
evidéncias que, no Brasil, essa propor¢ao € ainda maior. No Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia, a frequéncia deste microrganismo em
relagdo ao susceptivel ¢ de 56% segundo dados de Leal e Gontijo Filho (1997)%.
Os sitios anatdomicos frequentemente colonizados esses microrganismos incluem:
narina anterior, boca, ferida cirirgica, queimadura, ulcera de decubito, reto,
perineo e sitio de traqueostomia € ileostomia’.

Segundo Pefa e colaboradores (1997), os pacientes colonizados por
Enterobacteriaceae sdo considerados os principais reservatorios nosocomiais
destes, sendo o intestino o principal sitio anatomico’ .

TABELA 3 : Colonizagdo por microrganismos multiresistentes dos pacientes
internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia, no
periodo de fevereiro a junho de 1997.

Microrganismos  N° de pacientes Colonizagao
multiresistentes N: 45°
boca intestino Ambos
n % n % n %
MRSA 29 (64,4)° 24 828 18 620 13 448
Enterococcus 6 (13,3) 3 50,0 4 66,6 1 16,6
Enterobacteriaceae 8(17.8) 3 375 7 8715 2 25,0

2. ) pacientes ndo foram colonizados por esses microrganismos

b Percentual (%)
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As frequéncias de colonizagdo dos trés microrganismos investigados nesta
série estdo na tabela 3, observando-se pela ordem decrescente: MRSA (64,4%),
Enterobacteriaceae (17,8%) e Enterococcus ( 13,3%); a presenga de MRSA foi
expressiva tanto na boca quanto no intestino, sendo que cerca de 45% dos
pacientes tinham estes dois sitios anatémicos colonizados.

Segundo Jarvis (1996), a emergéncia de colonizagdo por Enterococcus
resistente a vancomicina (VRE) esta relacionada com um aumento no consumo ¢
duragdo do tratamento com este antimicrobiano'”.

A incidéncia de infecgdes por MRSA vem aumentando consideravelmente
nos Estados Unidos € em outros paises desde 1975. A taxa de colonizag¢do por
MRSA pode atingir de 0,4% a 1,0% de todos os pacientes internados e cerca de
30% a 60% destes pacientes colonizados podem desenvolver uma infecgdo por
este microrganismo ",

Em estudos realizados com amostras de Enterobacteriaceae obtidos de
pacientes colonizados relatou-se que, durante a terapia, pode-se observar a
emergéncia de resisténcia principalmente aos B-lactamicos, variando de 20% a

70%, indices variando de acordo com o sitio de colonizagdo, droga usada na

terapia e as condi¢des do proprio paciente!®.
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Tabela 4 : Emergéncia de colonizagdo por microrganismos multiresistentes
em pacientes mternados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia.

Microrganismo n de pacientes colonizacao
Multiresistente n =45 (%) boca intestino
1*¢ >2%¢ |
n % n % n % n %
MRSA 20 * (64,4) 10 345 14 483 6 20,7 12 414
Fnterococcus 6 **(13,3) 0 - 3500 1166 3 50,0

)
w
~J
h

. 2 250 1125 4 50,0
Enterobacteriaceae 8 ***(17,7)

* 13 pacientes estavam colonizados simultaneamente na boca e intestino.
** 1 paciente estava colonizado simultaneamente na boca e intestino

**% 2 pacientes estavam colonizados simultaneamente na boca e intestino

A emergéncia de amostras resistentes no decorrer do tratamento por
vancomicina e/ou ceftazidima é apresentada na tabela 4.

A andlise dos dados relativos aos 6 pacientes colonizados com
Enterococcus evidencia que a maior parte das amostras (66,6%) foram
provenientes do intestino, e dentre estas, trés amostras (75%) foram isoladas a
partir da segunda semana de uso de vancomicina.

O numero de pacientes colonizados por MRSA a partir da segunda semana
fo1 semelhante (45%) nos dois sitios considerados.

A metade dos pacientes com Enterobacteriaceae ja se encontravam
colonizados no intestino quando da primeira coleta e trés (37,5%), a partir da
segunda semana de antibioticoterapia. Esses dados estdo de acordo com Sanders

e Sanders (1997), onde relataram que a emergéncia de resisténcia as



cefalosporinas de amplo espectro (terceira geragio) pode ser detectada apos 24
horas do inicio da terapia ou pode requeret de 2 a 3 semanas.

Segundo Gold (1986), a maioria dos isolados clinicos enterococicos sao E.
faecalis (80 -90%) € E. faecium (5 -10%) 12 Nesta série um tergo dos isolados
correspondentes a este género foram identificados como Enterococcus faecium

(Tabela 5 ), refletindo a utilizagao de vancomicina no meio de cultura em que foi

feito o cultivo primériou*‘izf

Os bacilos Gram negativos multiresistentes, principalmente Enterobacter
spp, tém contribuido de forma significativa nas estatisticas de infecgao
hospitalar, principalmente onde a utilizagdo de cefalosporinas € alta, sendo que as
espécics mais freqilentes sao Enterobacter aerogenes © Lnterobacter cloacae.
Nos EUA, Enterobacter Spp & o terceiro patogeno mais comumente encontrado
nas pnewmonias ( 11,1% de todos os isolados), 0 quarto microrganismo isolado
de ferida cirrgica (10,3%), © quinto isolado de infecgao dos tratos urinario €
circulatorio'®!’. No entanto, na familia Enterobacteriaceae, [ coli continua a ser

0 patogeno hospitalar mais encontrado .
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Tabela 5: Espécies de estafilococos, enterococos © Enterobacteriaceac coletadas
de boca ¢ intestino de pacientes colonizados NO Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia, no periodo de fevereiro a junho de 1997.

boca intestino
ESPECIE . —— T0OTAL
n % n %

Gram positivas(n=56)
Staphylococcus aureus 21 51,2 20 488 M
Enterococcus_)‘aecal is - - 10 66,6 10
Fnterococcus faecium 3 20,0 2 13,3 5

Gram negativas (N=13)
Salmonella - - 1 7.7 1
Citrobacter freundii - - ) 15.4 )
Enterobacter aerogenes 1 7.7 3 23.1 4
E. coli - - 3 23,1 3
Enterobacter cloacae - - 1 7.7 1
Providencia stuartit 1 7.7 1 7.7 2

Das 41 amostras de S. aureus, 51,2% foram isoladas da boca ¢
48,8% do intestino, enquanto a maioria daquelas de Enterococcus faecalis
(66,6%) foram de origem intestinal. Trés, das cinco amostras identificadas como
E  faecium, foram provenientes da boca. Entre 0s representantes da familia

Enterobacteriaceae, O genero Enterobacter fo1 0 mais freqiiente, com as seguintes



especies. Enterobacter — aerogenes (23,1%) ¢ Enterobacter  cloacae
(7,7%).Entretanto, no total, E. coli for 0 Gram negativo mais encontrado (23,1%).
A prevaléncia de resisténcia das amostras de Enterococcus aniveis altos de
aminoglicosideos apresenta consideravel variagdo geografica 412 Egse tipo de
resisténcia ¢ devida a plasmideos que mediam a produgdo de enzimas que
inativam o antibiotico. Niveis altos de resisténcia 3 gentamicina estdo associados
com a produgdo de enzimas acetilase e fosfotransferase, que conferem resisténcia
a todos os aminoglicosideos, exceto a estreptomicina. Ja 0s antimicrobianos do
grupo dos glicopeptideos (vancomicina € teicoplanina) inibem a sintese da parede
celular pela interagao com O grupo terminal D-alanil -D-alanina presente NOS
precursores da molécula de peptideoglicano. O mecanismo que determina a
resisténcia aos glicopeptideos envolve a modificagdo na composi¢do desse
dipeptideo terminal 812
A resisténcia a meticilina ¢ a0S demais P-lactamicos em amostras de
MRSA esta associada a produgao de uma PLP, denominada PLP2a ou PLP2’,
com reduzida afinidade pelos B-lactamicos. O gene responsavel por €ssa PLP, o
mec A, corresponde a um segmento de DNA de 40 a 60 Kb presente no
cromossomo bacteriano *.
A partir da década passada, surgiram amostras de Enterobacteriaceac
resistentes a cefalosporinas de terceira geragao através da produgao de P-
lactamases denominadas ESBLs. A produgdo de ESBL ¢ devida a presenga de
plasmideos que possuem outros genes de resisténcia a antimicrobianos, limitando

as opgdes terapéuticas.
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Nesse estudo, como evidenciado na Tabela 6, foi testada a atividade de 17
antimicrobianos para as amostras de S. aureus, sendo que 48.8% foram
resistentes a 16 dos mesmos, mas todos ( 41) foram multiresistentes, ou seja,
resistentes a pelo menos dois antimicrobianos de composi¢ao quimica diferente.
A vancomicina foi o Unico antimicrobiano para 0s quais todas as amostras de S.
aureus foram susceptiveis. Dentre as amostras de Enferococcus, cerea de 80,0%
das amostras foram resistentes 3 trés ou mais antimicrobianos. Para as amostras
de Enterobacteriaceae, foi testada a atividade de 11 antimicrobianos, sendo nove
(69,2%) amostras resistentes a 01to antimicrobianos € susceptiveis somente 0S
imipenem, azireonam ¢ cefepima. Embora no cultivo primario tenha sido
empregado meios seletivos contendo oxacilina, vancomicina € ceftazidima para o
isolamento de MRSA, Enterococcus € Enterobacteriaceac, foram encontradas
24.4%, 20,0% ¢ 23.1% de amostras destes microrganismos respectivamente,
com susceptibilidade a esses antimicrobianos.

Durante o periodo de vigilancia adotado nesta investigacao, observou-se
que a maioria dos pacientes colonizados por  Enterococcus (83,3%),
Enterobacteriaceae (75,0%) e MRSA (82,8%) evoluiram bem, obtendo alta
hospitalar. Entretanto, urm quarto dos pacientes com Enterobacteriaceae €
aproximadamente 17% dos pacientes com Enterococcus ou MRSA foram a
6bito. Estes dados estao na tabela 7.

Tabela 7 : Evolugdo clinica dos pacientes colonizados por MiCTOrganismos
resistentes, de pacientes internados no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia, no periodo de fevereiro a julho de 1997.

EVOLUCAO ENTEROBACTERIACEAE ENTEROCOCCUS MRSA
n==8 n=6 n=29

OBITO 2 (25.0) 1 (16,7) 5 (17,2)

ALTA 6 (75,0) 5 (83,3) 24 (82,8)

n: Namero de pacientes
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A disseminagao de plasmideos responsavels pelas p-lactamases de espectro
ampliado entre bactérias Gram-negativas vem ocorrendo de forma rapida no
ambiente hospitalar. A técnica mais rapida de detecta-los ¢ a de sinergismo
referida como de duplo disco 125 Neste teste, discos de B-lactdmicos, usualmente
ceftazidima, cefotaxima © aztreonam, Sao aplicados numa placa de agar Muller-
Hinton apos a semeadura da amostra juntamente com um disco contendo acido-
clavulénico (inibidor de PB-lactamase) mais amoxacilina. Nos ¢€asos positivos
ocorre uma intensificagao no halo de inibigdo correspondente as cefalosporinas €

Jou aztreonam nas proximidades daquele com o inibidor ( acido clavulonico)”.

Tabela 8.. Detecgdo de P-lactamases de espectro ampliado em amostras de
colonizagdo de Enterobacteriaceae provenientes de intestino e boca, resistentes a

ceftazidina € cefotaxima.

ESPECIE SINERGISMO
Positivo Negativo
Enterobacter aerogenes (n=4) - 4
Enterobacter cloacae (n=1) - 1
Fscherichia coli (n=3) 2 |
Salmonella sp. (N=1) - 1
Total 2 7

De acordo com OS dados da tabela 8, entre as nove amostras quc foram
resistentes  a ceftazidima € cefotaxima, duas (22,2%) foram positivas,
correspondentes 2 espécie E. coli. Isto foi evidenciado pela potencializaqﬁo dos
halos de inibigdo ao redor dos discos de aztreonam € das cefalosporinas de

terceira geragao (ceftazidima € cefotaxima) pelo acido clavulonico .
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5 _CONCLUSOES

A presenga de microrganismos (MRSA, VRE ¢ Enterobacteriaceac
multiresistentes) epidemiologicamente importantes foi documentada no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia fazendo parte da microbiota
de pacientes em uso de vancomicina e/0u ceftazidima. A maior incidéncia foi de

Staphylococcus aureus seguido de Enterobacteriaceae € Enterococcus nuina

escala decrescente.

O tnico fator de risco significante para oS {rés microrganismos foi o tempo
de hospitalizagao. O uso de antimicrobianos B-lactamicos foi significante para as
Enterobacteriaceac, enquanto 0s procedimentos invasivos sO foram associados

com a presenga de MRSA.
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VIGILANCIA DO USO DE DETERMINADOS ANTIMICROBIANOS VI

HOSPITALAR.

Data:
N da ficha:

Nome do paciente:

Prontuario:

1dade:

Enfermaria;

Data de internagao:
Data de coleta:
Transferido:

Anexo-1

Sexo:
Leito:

( ySim () Nao

A FARMACIA

Doenga de base:

Diagnoéstico clinico:

Diagndstico laboratorial:
Evolugao :

( )Sim ( )Nao
( )Alta ( ) Obito

Cirurgia:

Antimicrobianos:

Terapéutica:

Procedimentos Invasivos:

( ) Sim ( ) Nao
Qual?

( )Sim ( )Nao
Quais?

( ) Empirica  ( ) G. Isolados
() Sim ( )Nao
Quais?

Coleta de Espécimes:
12
29

20
3

49



