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RESUMO

Introducgdo: A producdo de carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) tem se tornado importante mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos entre os microrganismos da familia Enterobacteriaceae. No Brasil, a
enzima KPC ja se encontra disseminada e sua incidéncia tem aumentado
significativamente, diminuindo as opcdes de tratamento. A combinacdo perversa da
reducdo do desenvolvimento de novos antibidticos, somado a emergéncia de cepas
multirresistentes resultou na necessidade da utilizacdo de drogas antigas, com maior
toxicidade, como as polimixinas. Objetivos: Determinar a ocorréncia de amostras
produtoras de carbapenemases em representantes da familia Enterobacteriaceae
resistentes aos carbapenémicos, isoladas de pacientes com infeccdo/colonizacdo de
natureza hospitalar, durante setembro de 2014 a agosto de 2015, além de determinar os
fatores de risco associados a mortalidade e o impacto da terapia inapropriada. Material
e métodos: Foi realizado estudo de coorte prospectiva com a avalicdo dos fatores de
risco para mortalidade em 30 dias, considerando o primeiro episodio de infeccdo em
111 pacientes. Os genes de resisténcia blakec, blaime, blavim e blanom-1 foram
detectados pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase. A tipagem molecular das
amostras foi realizada pela técnica eletroforese em campo pulsado. A resisténcia a
colistina foi confirmada pelo método de microdiluicdo em caldo. Resultados: No total,
188 episdédios de infeccdo/colonizacdo por Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos foram detectados, com 122 amostras recuperadas a partir do laboratério
do hospital e, na maioria delas (74,59%), a presenca do gene blakpec foi confirmada. N&o
foram encontrados os genes blaive, blaviv e blanom-1. K. pneumoniae foi o
microrganismo mais frequente (77,13%), responsavel principalmente por infecces do
trato urinério (21,38%) e infeccbes em pacientes internados na Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) (61,38%). A analise estatistica multivariada mostrou como preditores
independentemente associados com a mortalidade: hemodialise e infeccdo de corrente
sanguinea. A curva de Kaplan-Meier evidenciou uma menor probabilidade de
sobrevivéncia no grupo de pacientes que recebeu terapia antimicrobiana inapropriada. O
consumo de antimicrobianos na UTI de adultos variou durante o periodo de estudo,
entretanto nenhuma correlagdo positiva entre 0 aumento na incidéncia amostras e 0
consumo foi observada. Nos meses de maio e julho de 2015, a ocorréncia de
infeccdo/colonizacdo por Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos e
produtoras do gene blakec por 1000 pacientes-dia, foram mais altas do que o limite
estabelecido, confirmando dois surtos, o primeiro por amostras de K. pneumoniae
produtoras de KPC e susceptiveis a colistina, com perfil policlonal e o segundo por um
clone dominante de K. pneumoniae produtora de KPC e resistente a colistina (> 32
ug/mL). A transmissdo cruzada entre os pacientes ficou clara pelas relacGes temporal e
espacial observada no segundo surto, ja que varios pacientes ocuparam o mesmo leito,
evidenciando problemas na adesdo a higiene de méos por parte dos profissionais de
salde e a inadequagdo da desinfeccao terminal do ambiente. O surto sé foi contido ap6s
o fechamento da unidade para novas admissfes. Conclusdes: A investigacdo
evidenciou, a principio, uma endemicidade de amostras de K. pneumoniae produtoras
de KPC na UTI de adultos, com evolugdo para uma situacdo epidémica com expansao
monoclonal quando do segundo surto, resultante de problemas de consumo muito alto
de antibioticos (carbapenémicos e polimixinas) e facilitada por falhas nas praticas de
prevencéo e controle na unidade.
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ABSTRACT

Introduction: The production of KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) has
become an important mechanism of carbapenem-resistance among Enterobacteriaceae
strains. In Brazil, KPC is already widespread and its incidence has increased
significantly, reducing treatment options. The “perfect storm” combination of the
absence of new drug developmentand the emergence of multidrug-resistant
strains resulted in the need for the use of older drugs, with greater toxicity, such as
polymyxins. Aims: To determine the occurrence of carbapenemase-producing strains in
carbapenem-resistant Enterobacteriaceae isolated from patients with nosocomial
infection/colonization during September/2014 to August/2015, to determine the risk
factors associated with 30-day- mortality and the impact of inappropriate therapy.
Materials and Methods: We performed a case control study to assess the risk factors
(comorbidities, invasive procedures and inappropriate antimicrobial therapy) associated
with 30-day-mortality, considering the first episode of infection in 111 patients. The
resistance genes blaxrc, blaive, blavim and blanom-1 were detected by polymerase chain
reaction technique. Molecular typing of the strains involved in the outbreak was
performed by pulsed field gel electrophoresis technique. The polymyxin resistance was
confirmed by the microdilution broth method. Results: 188 episodes of carbapenem-
resistant Enterobacteriaceae infections/colonizations were detected; of these, 122 strains
were recovered from the hospital laboratory. The presence of blakec gene were
confirmed in the majority (74.59%) of these isolates. It was not found the presence
of blaive , blavim and blanom-1  genes. K. pneumoniae was the most frequent
microorganism (77,13%), primarily responsible for urinary tract infections (21,38%)
and infections from patients of the Intensive Care Unit (ICU) (61,38%). Multivariate
statistical analysis showed as predictors independently associated with mortality:
dialysis and bloodstream infection. The Kaplan-Meier curve showed a lower probability
of survival in the group of patients receiving antibiotic therapy
inappropriately. Antimicrobial use in adult ICU varied during the study period, but
positive correlation between increased incidence of strains and the consumption was not
observed. In May and July 2015, the occurrence rates of carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae KPC-producing per 1000 patient-days were higher than the control
limit established, confirming two outbreaks, the first caused by colistin-susceptible
KPC-producing K. pneumoniae isolates, with a polyclonal profile and the second by a
dominant clone of colistin-resistant (> 32 ug/mL) KPC-producing K. pneumoniae. The
cross transmission between patients became clear by the temporal and spatial
relationships observed in the second outbreak, since some patients occupied the same
bed, showing problems in hand hygiene adherence among healthcare workers and
inadequate terminal disinfection of environment. The outbreak was contained when the
ICU was closed to new admissions. Conclusions: The study showed an endemicity of
K. pneumoniae KPC-producing in adult ICU, progressing to an epidemic monoclonal
expansion, resulted by a very high antibiotic consumption of carbapenems and
polymyxins and facilitated by failures in control measures the unit.
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1. INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares por bacilos Gram-negativos (BGN) multirresistentes €
motivo de muita preocupacdo, considerando a existéncia de poucos agentes
antimicrobianos disponiveis para o tratamento destas infecgdes, bem como o limitado
ndmero de agentes antimicrobianos em desenvolvimento no ultimos anos (PELEG,
2010). As bactérias Gram-negativas mais importantes no ambiente hospitalar incluem
membros da familia Enterobacteriaceae, como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli
e Enterobacter spp., além de BGN ndo fermentadores como Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii, os quais contribuem com 27 % dos agentes e 70% de todos 0s
BGN responsaveis por infec¢Ges hospitalares nos Estados Unidos (FALAGAS et al.,
2014; NORDMANN et al., 2014; GUH et al., 2015). Estes patdgenos sao causas
comuns de infec¢bes do trato urinario, além de infeccBes graves como de trato
respiratorio inferior e de corrente sanguinea (SIEVERT et al., 2013).

Esses dados sdo semelhantes a outras regiées do mundo, onde tém-se observado
propor¢do cada vez mais elevada de BGN multirresistentes como causa de infecgOes
hospitalares (POLLETT et al., 2014; WANG et al, 2015; BARAN; AKSU, 2016).
Como estas bactérias apresentam varios mecanismos de resisténcia aos antibioticos
mais prescritos, incluindo mutacdo genética e transferéncia de genes, 0 aumento na sua
incidéncia representa uma ameaca urgente devido a limitada disponibilidade de op¢des
terapéuticas disponiveis (ZURAWSKI, 2014; IZADPANAH; KHALILI, 2015).

Essa répida emergéncia e disseminagdo de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos nos hospitais € um problema de grande proporcdo e as causas Sdo
multifatoriais; entretanto, as razdes principais sdo claras: estdo altamente
correlacionadas com a pressdo seletiva devido ao uso inapropriado de agentes
antimicrobianos e a disseminacao destes fenotipos € facilitada pela transmissdo pessoa-
a-pessoa devido a aplicacdo inconsistente de praticas basicas de prevencéo e controle de
infeccdes pelos profissionais de saide (DYAR; PAGANI; PULCINI, 2015). No Brasil,
essa questdo é ainda mais significativa devido a alta densidade de uso de antibidticos,
particularmente das classes de [-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, e as
fluoroquinolonas (MOREIRA et al., 2013; PORTO et al., 2013; DANTAS et al, 2014).

Embora a resisténcia intrinseca entre os membros da familia Enterobacteriaceae

seja inferior aquela observada no grupo dos ndo fermentadores, estas bactérias vem
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apresentando multiplos e sofisticados mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
(ZURAWSKI, 2014; NORDMAN; NAAS; POIREL, 2011), destacando-se: a)
superexpressdo de bombas de efluxo, facilitando a eliminacdo dos antibioticos para o
exterior da célula; b) alteracdo de porinas de membrana externa, com reducdo na sua
permeabilidade ao antibiético no interior; e, ¢) producdo de enzimas, como AmpC,
ESBL (Extended Spectrum p-lactamase) e carbapenemases, que hidrolisam o anel -
lactamico (CHEN et al., 2014). Estas Gltimas enzimas sdo classificadas com base na
estrutura quimica e sequéncia de aminoacidos, em diferentes classes: A, B, C e D, de
acordo com Ambler (1980), com a maioria pertencendo as classes A, B e D
(MIRIAGOU et al., 2010; QUEENAN; BUSH, 2007). A codificacdo destas enzimas é
associada a elementos genéticos méveis incluindo integrons, transposons e plasmideos,
que codificam mecanismos de transferéncia horizontal entre as amostras e de integragéo
dos genes exogenos responsaveis pela resisténcia a estes antibioticos (WALSH et al.,
2005; TANG; APISARNTHANARAK; HSU, 2014). A sua rapida disseminacdo €
frequentemente atribuida a presenca de clones ou subclones dominantes,
particularmente quando ocorrem surtos (KONTOPOULOU et al, 2010;
BOGDANOVICH et al., 2011; MEZZATESTA et al, 2011; MAMMINA et al., 2012;
GIANI et al, 2015; WETERINGS 2015).

Nos ultimos anos a producdo de carbapenemases, cujos substratos incluem todos
0s pB-lactdmicos, com excecdo dos monobactdmicos, assumiu importancia
epidemiol6gica em microrganismos como P. aeruginosa, A. baumannii e em membros
da familia Enterobacteriaceae, com um aumento na sua prevaléncia em hospitais e
associacdo com alta mortalidade (TURTON et al., 2006; DESHPANDE et al., 2006;
TOWNER; LEVI; VLASSIADI, 2008; BAUMGART; MOLINARI; SILVEIRA, 2010).
H& relatos sobre a presenca de isolados de Enterobacteriaceae resistente aos
carbapenémicos em hospitais brasileiros bem como da existéncia de clones dominantes
(GALES, et al., 2004; CEZARIO, et al., 2009; GALETTI, et al., 2010).

As carbapenemases pertencentes a classe A incluem as seguintes enzimas: KPC
(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) (YIGIT et al.,, 2001), SME (Serratia
marcescens enzyme) (YANG; WU; LIVERMORE, 1990), NMC-A (Not Metalloenzyme
Carbapenemase) (POTTUMARTHY et al.,, 2003), IMI (Imipenem hidrolyzing p-
lactamase) (RASMUSSEN et al., 1996), entre outras. A enzima KPC foi identificada
inicialmente nos Estados Unidos, em 1996 (YIGIT et al.,, 2001), e em poucos anos

disseminou-se globalmente. Surtos de infecgdes por amostras produtoras de KPC foram
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relatados em paises da Asia (LEAVITT et al., 2007), Europa (NAAS et al. 2005; NAAS
et al., 2008) e América do Sul (VILLEGAS et al., 2006). No Brasil, o primeiro caso foi
descrito em Recife, em 2006, por Monteiro e colaboradores (2009). A seguir, Pavez e
colaboradores (2009), relataram sua presenca em Sdo Paulo, seguindo-se a sua
disseminacdo por hospitais de vérios estados brasileiros (BEIRAO et al., 2011;
ZAVASCKI et al., 2010; SEKI et al., 2011).

As carbapenemases da classe B, as quais sdo chamadas de metalo-B-lactamases
(MBLs), atualmente, compreendem dez subclasses: IMP (Imipenemase), VIM (Verona
Imipenemase), SPM-1 (Sdo Paulo MBL), GIM (German Imipenemase), SIM-1 (Seul
Imipenemase) (MENDES et al., 2006), AIM-1 (Australian Imipenemase) (YONG et al.,
2007), KHM (Kyorin University Hospital) (SEKIGUCHI et al., 2008), NDM-1 (New
Delhi MBL) (YONG et al., 2009), DIM-1 (Dutch Imipenemase) (POIREL et al., 2009),
e TMB (Tripoli MBL) (EL SALABI et al.,, 2012). A producdo de MBL é mais
prevalente em P. aeruginosa e as infeccOes estdo relacionadas a alta mortalidade
(ANDRADE et al., 2003; SADER et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006 FRANCO et
al., 2010). No Brasil, as subclasses de MBL mais prevalentes sdo IMP-1 e SPM-1
(MENDES et al, 2006). Em amostras de Enterobacteriaceae, as mais comuns S&o as
enzimas VIM e IMP (CORNAGLIA et al., 2007). O aparecimento de amostras
Enterobacteriaceae multirresistentes produtoras de MBL foi relatado em vérias regides
do mundo mas, no Brasil, os relatos ainda sdo escassos (DESHPANDE et al., 2006;
SADER; BIEDENBACH; JONES, 2003; PILLONETTO et al., 2014). Infelizmente,
amostras multirresistentes de K. pneumoniae, E. coli e outras espécies de
Enterobacteriaceae, incluindo produtoras de ESBL e carbapenemases estdo aumentando
nos hospitais de todas as regides geograficas (FALAGAS et al., 2014; NORDMANN et
al., 2014; GUH et al., 2015).

A ocorréncia de resisténcia destes BGN aos carbapenémicos aumentaram na
ultima década nos EUA, sobretudo em amostras de Klebsiella spp. (CDC, 2013). Na
Europa, conforme relatado pelo ECDC (European Center for Disease Prevention and
Control), esta resisténcia também aumentou significativamente (ECDC, 2014). Nos
paises asiaticos, a frequéncia de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos séo
1,2% no Libano, 4,1% na Malasia, 1,2 % em Taiwan e 1,17% na Arabia Saudita
(HAMMOUDI et al., 2014; HAMZAN et al., 2015). Na América Latina, estudo feito
por Jones e colaboradores (2013), identificou uma frequéncia de 17,3% de

Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos no Brasil.
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A dificuldade no tratamento de infeccGes graves por Enterobacteriaceae
resistente aos carbapenémicos levou ao aumento da utilizacdo das polimixinas
(polimixinas B e colistina) em nivel mundial como Gltima opg¢do no tratamento dessas
infecgdes (STEIN; RAOULT, 2002; FALAGAS; MICHALOPOULOS, 2006; BISWAS
et al., 2012). As polimixinas estdo entre 0s poucos agentes que retém atividade contra
estes microrganismos e sdo frequentemente usadas em combinacdo com outras drogas,
incluindo carbapenémicos (DAIKOS et al, 2014, TUMBARELLO et al., 2015). Devido
ao aumento do uso desses antibioticos, ja tem sido relatada resisténcia as polimixinas
por bactérias que sdao normalmente susceptiveis a essas drogas (JOHANSEN et al.,
2008; BOGDANOVICH et al., 2011; MEZZATESTA et al., 2011; ARDUINO et al.,
2012; MAMMINA et al., 2012; CAPONE et al. 2013; GASPAR et al., 2015) bem como
relatos do aumento nas infec¢Ges causadas por bactérias naturalmente resistentes a
polimixinas como Proteus spp., Providencia spp., Morganella spp. e Serratia spp.
(HAYAKAWA et al., 2012; MERKIER et al., 2013; SAMONIS et al., 2014). Essas
bactérias apresentam diversas maneiras de se protegerem contra estimulos ambientais
adversos incluindo a exposicédo a peptideos antimicrobianos catiénicos como polimixina
B e a colistina, essas estratégias incluem alteracdes nos lipopolissacarideos bacterianos
que geralmente apresentam cargas negativas e sdo considerados os alvos iniciais das
polimixinas (MOFFATT et al., 2010).

A aquisicdo de genes que codificam resisténcia aos antimicrobianos é
potencializada em bactérias Gram-negativas pela sua transferéncia horizontal através de
plasmideos e transposons, mecanismos de integracdo/recombinag¢do em microrganismos
multirresistentes, permitindo que os clones se disseminem rapidamente no ambiente
hospitalar (TANG; APISARNTHANARAK; HSU, 2014). Ha relatos da sua
importancia em hospitais brasileiros sobre a presenca de isolados de Enterobacteriaceae
resistentes aos carbapenémicos e clones associados na nossa regido (GALES, et al.,
2004; GALETTI, et al., 2010).

Um estudo molecular de cepas clinicas de K. pneumoniae produtoras de KPC-2,
isoladas em diferentes estados brasileiros, revelou disseminacdo de clones
multirresistentes de alto risco pertencentes ao complexo clonal (CC) 11, com os
sequence type (ST) 437, ST340 e ST11 desempenhando um papel importante. Este
estudo mostrou disseminagao destes clones em todas as regides do Brasil, com o ST437
encontrado no sul (SC), sudeste (ES e RJ) e nordeste (CE), enquanto os ST11 e ST340
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foram encontrados no centro-oeste, sudeste e nordeste (ST11 em CE, DF, GO, MG, PE,
RJ e ST340 em AL, DF, ES, PI) (PEREIRA et al., 2013).

A ocorréncia de infeccdes graves é de grande importancia clinica, indicando que
0 hospedeiro ndo pode controlar a infec¢do a partir de um foco primario ou ndo esta
recebendo terapia empirica antimicrobiana apropriada (SHORR et al., 2006). Infeccdes
por Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos tém sido associadas como mau
prognostico, bem como alta mortalidade (40-65%) (BORER et al., 2009; GUPTA et al.,
2011; SATLIN et al., 2014). Sendo assim, a identificacdo de Enterobacteriaceae
resistente aos carbapenémicos na corrente sanguinea, geralmente é um indicador de
disseminacdo de infeccdo, além de ser um marcador de prognostico ruim estando
associados com elevadas mortalidade (LEAO et al., 2007).

Varios fatores estdo relacionados ao aumento na ocorréncia de infeccbes por
microrganismos resistentes e multirresistentes nos hospitais, incluindo: maior gravidade
da doenca de base, imunocomprometimento, tempo de hospitalizacdo prolongado, uso
de procedimentos invasivos, falhas nas praticas de prevencdo e controle, entre outros
(ZHANEL,; LOW, 2007; ZANKARI et al., 2012; BAQUERO; TADIM; COQUE, 2013;
MCcARTHUR et al., 2013; BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013). Entretanto, destaca-se a
questdo ecolodgica resultante da presséo seletiva de antibidticos favorecendo a selecéo de
microrganismos resistentes assim como a colonizagdo e/ou infeccdo por estes
microrganismos (JINDAL; PANDYA; KHAN, 2014). McLaughin e colaboradores
(2013) e Bell e colaboradores (2014) evidenciaram a relacdo entre o consumo de
antibidticos e a emergéncia de resisténcia bacteriana.

A epidemiologia hospitalar de infeccbes causadas por microrganismos
resistentes aos carbapenémicos é complexa, pela da presenca de varios genes de
resisténcia e cepas clonais multiplas que causam surtos e podem ser considerados
reservatorios destes genes. Assim, a tipagem molecular, com a deteccdo de genes e
mecanismos de resisténcia, bem como clones circulantes no ambiente hospitalar
contribuem no esclarecimento das condi¢fes epidemioldgicas, na ocorréncia das
epidemias e na implementacdo de praticas melhores de controle e prevencdo de
Infeccdes Relacionadas a Saude (IRAS). O método de eletroforese em campo pulsado
(PFGE) tem sido amplamente utilizado para classificagdo dos isolados em linhagens
clonais e descrito em diversos estudos de epidemiologia molecular, considerando o seu
alto poder discriminatdrio, tipabilidade e reprodutibilidade (GALETTI, et al., 2010).
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2. JUSTIFICATIVA

A propor¢do de amostras do fendtipo de resisténcia aos carbapenémicos entre
representantes da familia Enterobacteriaceae estd aumentando, como resultado do
consumo crescente destes P-lactdmicos, usualmente em condi¢Oes de terapéutica
empirica e muitas vezes inapropriada, resultando em frequéncias de mortalidade mais
elevadas. Atualmente, a resisténcia a antibioticos, sobretudo aqueles considerados como
ultima opc¢édo, como é o caso dos carbapenémicos, representa um desafio importante no
tratamento de infecges graves de natureza hospitalar, pela pouca quantidade de opgdes
e disponibilidade de drogas.

Recentemente, nos anos de 2011-2012, um estudo de genotipagem pela técnica
de PFGE e sequenciamento de amostras de BGN, evidenciou a importancia da presenca
de mecanismos de resisténcia codificados por genes horizontalmente adquiridos, assim
como de mutacBes e de clones predominantes de P. aeruginosa associados ao uso
intenso e indiscriminado de antibidticos no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU). Esta investigacdo foi estendida a representantes da
familia Enterobacteriaceae, buscando identificar a ocorréncia de clones epidémicos. Em
2013, foi identificado o primeiro caso de K. pneumoniae produtora de KPC no HC-
UFU, e desde entdo, este gendtipo se disseminou por todo o hospital. Considerando
estes aspectos, o presente trabalho se destaca pela sua importancia e abrangéncia no
entendimento da disseminacdo de espécies da familia Enterobacteriaceae resistente aos
carbapenémicos e produtoras de KPC no HC-UFU.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Determinar a frequéncia de amostras produtoras de carbapenemases da classe A
(KPC) e metalo-B-lactamases (VIM, IMP, NDM,) em representantes da familia
Enterobacteriaceae com susceptibilidade diminuida a carbapenémicos, isoladas de

infeccOes e colonizagGes de natureza hospitalar.

3.2. Objetivos especificos

Avaliar:
e As frequéncias dos genes blakec, blavim, blaive € blanowm-1;

e A relacdo da antibioticoterapia adequada/inadequada com a evolucéo clinica do
paciente com infecc¢éo;

e A emergéncia e disseminacdo de clones de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos.
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4. CASUISTICA E METODOS

4.1. Hospital

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) é um
hospital publico, universitario, de assisténcia terciaria e com capacidade para 530 leitos
e apresenta uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de adultos mista, com um total de
30 leitos. E referéncia para uma populacdo estimada de mais de dois milhdes de
habitantes, moradores de Uberlandia e 81 municipios das regides do Triangulo Mineiro
e Alto Paranaiba. Nos ultimos anos, tem sido responsavel por praticamente todo o
atendimento hospitalar vinculado ao Sistema Unico de Sadde (SUS) do municipio de
Uberlandia. Possui clinicas de varias especialidades e, por ser um hospital de alta
complexidade que atua como referéncia regional, grande parte dos seus pacientes exige
cuidados complexos.

4.2. Desenho do estudo

Foi realizado um estudo observacional prospectivo através de vigilancia ativa no
HC-UFU atraves do Laboratorio de Microbiologia do HC-UFU, no periodo de setembro
de 2014 a agosto de 2015. Foram incluidos apenas o primeiro episédio de
Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos. Foi conduzido um estudo de coorte
entre os pacientes com infeccdo para deteccdo dos fatores de risco associados com a
mortalidade em 30 dias e o impacto da terapia inapropriada na evolucdo dos pacientes
com infecgdo. As caracteristicas demograficas, clinicas e epidemiolégicas dos pacientes
foram obtidas através da revisdo de prontuarios médicos utilizando uma ficha
individual, seguindo o modelo do NHSN (National Healthcare Safety Network)
(APENDICE ).

4.3. Defini¢cOes

Infeccdo relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS): adquirida 48 horas apos a

admissédo do paciente no hospital, podendo também se manifestar apés a alta, desde que
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relacionada com a internacdo ou com os procedimentos realizados (RODRIGUES;
RICHTMANN, 2008).

Multirresisténcia: resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano
pertencentes a trés ou mais classes quimicamente distintas (MAGIORAKOS et al.,
2012).

Terapia antimicrobiana inapropriada: quando o microrganismo isolado
apresentar resisténcia in vitro ao antimicrobiano usado no tratamento do paciente e/ou
auséncia de terapia durante 24 horas ap0s o diagnostico microbioldgico da infeccdo
(GILBERT et al., 2007).

Terapia antimicrobiana apropriada: quando os antibi6ticos iniciais, que
foram administrados dentro de 24 horas quando de uma hemocultura positiva, incluia

pelo menos um antibidtico ativo in vitro (GILBERT et al., 2007).

Uso prévio de antimicrobianos: paciente recebeu terapia com qualquer
antibidtico durante pelo menos por 72h em um periodo de até 30 dias prévio ao

diagnostico microbioldgico da infeccdo (GULEN et al., 2015).

Mortalidade hospitalar (30 dias): nimero de 6bitos dos pacientes durante a
hospitalizacdo, que ocorreram ate 30 dias ap6s o diagnostico de infeccdo (LODISE et
al., 2007).

KPC/1000 pacientes-dia: a incidéncia de colonizagéo e infecgdo por KPC por
1000 pacientes-dia foi determinada nas clinicas onde foi detectado KPC, como se segue:
nimero de casos novos de KPC x 1000, dividido pelo nimero de pacientes-dia que

estiveram internados na clinica no mesmo periodo.

Infeccdo/1000 pacientes-dia”: nimero total de infecgdo / nimero pacientes-dia
x 1000.

Colonizacdo/1000 pacientes-dia®: numero total de colonizagdo / nimero

pacientes-dia x 1000.
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Dose Diaria Definida de antimicrobiano por 1000/pacientes-dia (DDD/1000
pacientes-dia): foram selecionados para calculos das densidades de uso por 1000
pacientes/dia 0s seguintes antibidticos: cefalosporinas (ceftriaxone e cefepime),
carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem), fluorquinolonas (ciprofloxacina
e levofloxacina), polimixinas (colistina), aminoglicosideos (gentamicina e amicacina),
como proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2015). A densidade de uso
(DDD por 1000 pacientes-dia) foi obtida pela férmula:

Consumo de antibidticos em gramas
Dose diaria definida (NNIS,2004)

DDD =

DDD x 1000

DDD/1000 pacientes-dia = N2 de pacientes —dia

APacientes-dia: PxL X T

P = Periodo de tempo em observacédo, em dias.
L = Leitos disponiveis na unidade.
T = indice de ocupacdo no tempo considerado (%).

4.4. Amostras bacterianas

Foram incluidas amostras de Enterobacteriaceae interpretadas como resistentes
aos carbapenémicos, recuperadas no Laboratorio de Microbiologia do HC-UFU, no

periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015.

4.4.1. ldentificacdo das amostras e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

As amostras foram identificadas por testes fenotipicos classicos e avaliadas
quanto a susceptibilidade aos antimicrobianos in vitro, no Laboratério de Microbiologia
do HC-UFU, através do sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux).

A resisténcia a colistina foi confirmada para as amostras de K. pneumoniae pelo

método de microdiluicdo em caldo, segundo Capuano (2012). A leitura foi de acordo
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com o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST, 2015)

considerando-se resistente quando >2 pg/mL.

4.4.2. Armazenamento das bactérias

As amostras de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos isoladas e
identificadas no Laboratério de Microbiologia do HC-UFU, foram encaminhadas para o
Laboratorio de Microbiologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM),
e sub-cultivadas em agar TSA (Tryptic Soy Agar) pela técnica de esgotamento para
obtencgéo de cultura pura e, posteriormente, armazenadas em tubos criogénicos contendo
caldo BHI (Brain Heart Infusion) acrescido de 15% de glicerol, seguindo-se incubacgéo
a 37°C por 24 horas. A suspenséo resultante foi estocada a temperatura de -20°C por 25

horas e, posteriormente, estocadas a temperatura de -80°C (KONEMAN et al., 2001).

4.5. Técnicas moleculares

45.1. Extracdo de DNA

A extracdo por lise térmica foi realizada segundo Nunes (2009). As amostras
foram cultivadas em agar TSA por 18-24 horas, e, coldnias puras foram ressuspendidas
em 1mL de tampdo TE [1x] e centrifugadas a 12000xg por 2 minutos. O sobrenadante
foi descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de tampdo TE. Esta ultima etapa foi
repetida duas vezes. Os tubos foram aquecidos (100°C) por 10 minutos em termobloco,
centrifugados a 12000xg por 2 minutos e o sobrenadante com DNA sera recuperado. O
DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria (Nanodrop®) e armazenado a -

20°C no freezer até 0 momento da utilizagao.
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4.5.2. Deteccdo dos genes codificadores de carbapenemases pela técnica de PCR
(Polymerase Chain Reaction)

A deteccdo dos genes codificadores de carbapenemases da classe A (KPC) e

metalo-B-lactamases (VIM, IMP, NDM,) foi realizada utilizando-se o método PCR

convencional. Os primers utilizados nas reacdes estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Primers especificos para deteccdo dos genes codificadores de carbapenemases

. Tamanho do
Gene Primer Seqiiéncia (5’- 3°) produto Referéncia
amplificado (pb)
IMPgen-F1 GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC
blalMP 188 XAVIER et al., 2010
IMPgen-R1 CCAAACYACTASGTTATC
VIMgen-F2 GTTTGGTCGCATATCGCAAC
blavVIM 382 XAVIER et al., 2010
VIMgen-R2 AATGCGCAGCACCAGGATAG
KPC-F1 GTATCGCCGTCTAGTTCTGCTG
blakPC 860 GALETTI, 2010
KPC-R1 GTTGACGCCCAATCCCTCGA
NDM-1-F GGGCAGTCGCTTCCAACGGT SHENOY:; JYOTI,
blaNDM-1 475
NDM-1-R GTAGTGCTCAGTGTCGGCAT RAYIKUMAR, 2014

A reacdo de PCR foi realizada para um volume final de 25uL.. Em cada tubo foi

adicionado 5uL da suspensdo da bactéria-teste (DNA extraido), tampao de PCR com 2,5
mM de MgCl12, 0,2mM do Mix de dNTPs, 0,5nug/mL de cada primer descrito na tabela

1, 1,5U de Tag DNA polimerase e agua ultra pura. A amplificacdo foi realizada no

equipamento Eppendorf Mastercycler, programado de acordo com as condigdes

descritas na Tabela 2. A eletroforese foi realizada com as condic¢des de 100V por cerca

de 60 minutos em agarose 1,5%, com tampédo de corrida TBE 0,5X. O gel foi corado

com 5uL de SYBER® Safe (Applied Biosystems) para cada 100mL de tampéo e entdo

visualizado utilizando um transluminador.
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Tabela 2. Condi¢6es para amplificacdo nas reacdes de deteccdo dos genes codificadores

de carbapenemases

blave! blavim* blanowm-12 blakec?
Pré — desnaturagéo 94°C - 5min 94°C - 5min 94°C - 3min 95°C - 5min
Desnaturagéo 94°C - 30s 94°C - 30s 94°C - 30s 95°C - 1min
Anelamento 53°C - 45s 53°C - 45s 60°C - 30s 61°C - 1min
Extenséo 72°C - 30s 72°C - 30s 72° - 30s 72°C - 1min
Extenséo final 72°C - 10min 72°C - 10min 72°C - 3min 72°C - 10min

IXAVIER et al., 2010; 2SHENOY; JYOTI; RAYIKUMAR, 2014; 3GALETTI et al., 2010.

4.5.3. Tipagem molecular pelo PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis)

As linhagens de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos obtidas no
estudo foram analisadas por eletroforese em campo pulsado (PFGE) conforme descrito
por Tenover (1995), com pequenas modificacdes. Uma colonia de cada linhagem foi
inoculada em 5mL de caldo BHI e incubada a 37°C durante 24 horas, uma aliquota de
1,5mL da cultura foi transferida para um tubo eppendorf e centrifugada por 2 minutos a
15.000xg. As células bacterianas foram lavadas com solucdo PIV (10mM Tris, pH 8,0,
1,0M NacCl), centrifugadas e o sobrenadante descartado. O precipitado foi suspenso em
200pL de solucdo de suspensdo, sendo 150uL transferidos para um novo tubo,
colocados em banho maria a 48°C, durante 5 a 10 minutos. Em seguida foram
adicionados 150uL de agarose para confec¢do dos blocos.

Os blocos de agarose foram colocados em tubo contendo solucdo de lise (6mM
Tris, pH 8,0, 1M NaCl, 100mM EDTA pH 8,0; 0,2% deoxycolato de sodio, 0,5%, 0,5%
N-laurylsarcosina), acrescentando-se RNAse a concentragdo final de 20ug/mL e
incubados durante 4 a 5 horas a 37°C. Em seguida a solugdo tamponante foi retirada e
adicionado 1mL de solucdo ES (EDTA, pH 9,0; sarcosil 1%) acrescida de 1mg/mL de
proteinase K e os tubos incubados a 50°C durante 18 a 24 horas. Os blocos foram
lavados cinco vezes com a solugdo TE 1X (10mM Tris, pH 7,5; 1mM EDTA, pH 8,0)
com intervalo de 30 minutos para cada lavagem e mantidos em solucdo tamponante TE,
a 4°C, até o momento do uso.

Para digestdio do DNA, foi acrescido, em cada bloco, 100uL da solugdo
tamponante da enzima correspondente para cada microrganismo (1X) e mantida a 37°C
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por 30 minutos. Essa solucdo foi desprezada e uma nova solugéo de 27U de enzima de
restricdo correspondente para cada microrganismo foi adicionada e incubada a 37°C por
18 a 20 horas.

Ao término da digestdo enziméatica do DNA, um bloco de cada amostra foi
posicionado nos slots do gel de agarose preparado na concentragdo de 1% (p/v) em
tampdo TBE 0,5X (0,89M Tris, 0,89M é&cido bdrico, 0,25M EDTA; pH 8,0). Nos
orificios localizados nas extremidades do gel foram colocados discos contendo 0s
marcadores de peso molecular lambda ladder. As canaletas foram seladas com agarose
de baixo ponto de fusdo preparado a 1% (p/v) em tampao TBE 0,5X.

A eletroforese foi realizada no aparelho CHEF-DR Il ® (BioRad), em TBE
0,5X a temperatura de 14°C na voltagem de 164V por 22 horas. Os pulsos foram de 5
segundos durante 20 horas e 15 segundos durante 1 minuto com angulo de 120°. O gel
foi corado com 5ul. de SYBR SAFE® (Applied Biosystems) para cada 100mL de
tampéo e entdo visualizado usando um transluminador.

Os padrbes de banda foram analisados por intermédio da comparacao visual
entre as amostras e através do programa GelCompar Il versdo 3.5 (Applied Maths,
Bélgica) usando o coeficiente de similaridade Dice e 0 método de Unweighted Pair
Group Method Using Arithmetic Averages (UPGMA) para analise dos agrupamentos e

construcdo dos dendrogramas.

4.6. Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia, com o Certificado de Apresentacio para Apreciacio Etica
(CAAE) nimero 44734115.2.0000.5152 (APENDICE 2).

4.7. Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados usando o software GraphPad Prism,
versdo 6.0. A significancia dos experimentos foi determinada pelo método One way

ANOVA, sendo os resultados considerados significantes quando P<0,05.
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A anélise estatistica dos fatores de risco para desenvolvimento de infec¢do por

KPC em pacientes colonizados foi realizada utilizando-se o teste de X? para comparagéo

entre os valores quando o nimero foi maior que 5 e o teste exato de Fisher quando o
namero foi menor ou igual a cinco. Os numeros de pacientes que apresentaram
determinado fator 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 0 enlear, que muitas vezes surge como uma consequéncia da propria
analise univariada, este foi reajustado através da estratificacdo que é a estimacdo de
medidas de associacdo (Odds Ratio - OR) para cada uma das categorias da variavel. As
variaveis que demonstraram medidas de associacdo altas foram submetidas a analise
multivariada através de modelo de regressao logistica. O nivel endémico de colonizagdo
e infeccdo por KPC por 1000 pacientes-dia foi calculado segundo Arantes et al. (2003).
O teste ndo paramétrico de Spearman foi utilizado para correlacionar duas variaveis,
DDD de carbapenémicos e colistina por 1000 pacientes-dia € 0 nimero de KPC por
1000 pacientes-dia. A significancia estatistica foi definida para um valor de P menor
que 0,05. A analise das variaveis foi realizada utilizando-se o programa estatistico
GraphPad Prism 6.0 e Bioestat 5.0.
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5. RESULTADOS

No total, foram incluidos 111 pacientes, com 188 episddios, sendo que 122
amostras foram recuperadas no Laboratdrio de Microbiologia do HC-UFU. Entre os 188
episodios, a espécie K. pneumoniae foi a mais frequentemente detectada (77,13%),
seguindo-se Enterobacter spp. (17,55%). A maioria dos pacientes estava infectada,
principalmente no trato urinario (21,38%). Adicionalmente, a maior parte dos episodios
foi detectada na UTI (61,38%), seguida da Clinica Cirurgica (13,79%) (Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia de episodios de infeccdes e colonizag¢bes por Enterobacteriaceae
resistente aos carbapenémicos no HC-UFU, durante o periodo de setembro de 2014 a
agosto de 2015

Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos N= 188 (%o)

K. pneumoniae Enterobacter spp. E. coli Outros® Total

Sitio N= 145 (77,13) N=33(17,55) N=8(4,25) N=2(1,06) N=188 (%)
Sangue 27 (18,62) 9 (27,27) 1(12,5) 0 37 (19,68)
Trato respiratério 16 (11,03) 2 (6,06) 0 0 18 (9,57)
Urina 31 (21,38) 8 (24,24) 5 (62,5) 0 44 (23,40)
Cirargico/ferida 6 (4,14) 9 (27,27) 0 2 (100) 17 (9,04)
Mucosa anal 65 (44,83) 5 (15,15) 2 (25,0) 0 72 (38,29)

Unidades / setores

UTI® de adultos 89 (61,38) 15 (45,45) 3(37,5) 1 (50,0) 108 (57,45)
Clinica Cirurgica 20 (13,79) 9 (27,27) 0 0 29 (15,42)
Clinica Médica 3(2,07) 0 2 (25,0) 1 (50,0) 6 (3,19)
Pronto Socorro 14 (9,65) 4(12,12) 1(12,5) 0 19 (10,11)
Oncologia 3(2,07) 1(3,03) 0 0 4(2,13)
Outros® 16 (11,03) 4 (12,12) 2 (25,0) 0 22 (11,70)

Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca; "Unidade de Terapia Intensiva; ‘Unidade de Terapia Intensiva
Neonatal, Pediatria, Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica, Unidade Coronariana, Transplante,
Ambulatério, Queimados, Bercario, Moléstia Infecciosa.

Das 122 amostras, 0 gene blaxkec foi detectado pela técnica de PCR em 91
(74,59%) delas, correspondendo a 77 (63,11%) de K. pneumoniae, 7 (5,74%) de E. coli
e 7 (5,74%) de Enterobacter spp. Nao foi detectada a presenca dos genes blavim, blame
e blanowm-1.

A ocorréncia de infeccdo e colonizacdo por amostras de Enterobacteriaceae
resistente aos carbapenémicos foi de 3,35/1000 pacientes-dia e 1,93/1000 pacientes-dia,
respectivamente. O namero total de pacientes-dia foi 189800, com incidéncia de KPC
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por 1000 paciente-dia de 0,39 + 0,26. O tempo meédio de permanéncia foi de 56,09 dias
(1 a 321 dias) e a mortalidade total foi de 38/111 (34,23%) (Tabela 4).

Tabela 4. Indicadores epidemioldgicos de infeccdo relacionada a assisténcia a sadde e
colonizacdo por Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos no HC-UFU

Variaveis Indicadores
Pacientes-dia 189800
KPC/1000 pacientes-dia (média + desvio padrao) 0,39+ 0.26
Infeccdo /1000 pacientes-dia 3,35
Colonizac¢ao/1000 pacientes-dia 1,93
Infeccdo urinaria /1000 pacientes-dia 2,01
Bacteremia/1000 pacientes-dia 1,72
Pneumonia/1000 pacientes-dia 0,69
Tempo médio de hospitalizacdo (dias + desvio padréo) 56,09 £ 44,57
Mortalidade total (%) 38 (34,23)

Os fatores de risco associados com a mortalidade e as caracteristicas clinicas e
demogréficas relevantes nestes pacientes, estdo na tabela 5. No total, 73,49% foram do
sexo masculino, com idade média de 50,58 + 20,34 (0 a 91 anos) e aproximadamente
70% dos pacientes permaneceram internados por mais de 30 dias na UTI de adultos. As
principais comorbidades observadas foram cardiopatia (32,53%), nefropatia (16,87%) e
neoplasia (15,66%). Em relacdo aos procedimentos invasivos, observou-se maior
frequéncia no uso de cateter venoso central (80,72%), seguido de prétese respiratéria
(62,65%) e sonda nasoenteral ou nasogastrica (45,78%).

Cerca de 90% dos pacientes fizeram uso de antimicrobianos previamente ao
isolamento das amostras de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos, sendo
que 40,96% fizeram uso de carbapenémicos, 56,66% de glicopeptideos e 57,83% de
cefalosporinas de 3% ou 42 geracdo. O uso terapéutico destes farmacos foi inadequado
em 53,01% dos pacientes. A terapia combinada, considerando a presencga de dois ou
mais antibidticos (40,96%) prevaleceu em relacdo a monoterapia (31,32%), sendo que
as principais combinagfes incluiram um carbapenémico (31,32%) e, em 13,25%,
colistina. A mortalidade em 30 dias foi de 56% nos pacientes que receberam terapia
inapropriada. Os resultados da analise multivariada dos fatores de risco

independentemente associados a mortalidade hospitalar em 30 dias evidenciou que 0s
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preditores associados com mortalidade foram pacientes submetidos a hemodialise (P=

0,0006) e a presenca infecgdes de corrente sanguinea (P= 0,0077).

Tabela 5. Caracteristicas e fatores de risco associados com mortalidade hospitalar em
30 dias em pacientes com infec¢des por amostras de Enterobacteriaceae resistente aos

carbapenémicos

Fatores de ri Total Obito Alta Univariada Multivariada
atores de risco N=83(%) N=25(%) N=58(%) OR! (IC?95%) p3 OR (IC 95%) P
Idade - média + SD 50,58 + 20,34 59,92 +13,30 46,55+ 21,58 - 0,0053**
Sexo
Masculino 61 (73,49) 15 (60,00) 46 (79,31)  0,39(0,14-11)  0,0674
Feminino 22 (26,51) 10 (40,00) 12 (20,69) 2,6 (0,92-7,1) 0,0674
Tempo de internagéo (> 30 dias) 59 (71,08) 15 (60,00) 44 (75,86)  0,48(0,18-173)  0,1436
Unidade de Terapia Intensiva 58 (69,88) 20 (80,00) 38 (65,52) 2,1 (0,69 - 6,5) 0,187
Cirurgia 48 (57,83) 12 (48,00) 36 (62,07) 0,85 (0,34 -2,1) 0,7206
Procedimentos invasivos 77 (92,77) 25 (100) 52 (89,65) 6,3 (0,34 - 117) 0,1713
Ventilagdo mecénica 51 (61,44) 20 (80,00) 31 (53,45) 35(1,2-11) 0,0226*
Traqueostomia 52 (62,65) 20 (80,00) 32 (55,17) 3,3(1,1-9,8) 0,0319*
Cateter Venoso Central 67 (80,72) 23 (92,00) 44 (75,86) 3,7 (0,76 - 18) 0,1298
Dreno 13 (15,66) 2 (8,00) 11(18,96) 0,37 (0,076 -1,8)  0,3259
Sondas nasogastrica/enteral 38 (45,78) 18 (72,00) 20 (34,48) 49 (1,7-14) 0,0016**
Hemodialise 36 (43,37) 18 (72,00) 18 (31,03) 57(20-16)  0,0006*** 4,36 (1,26 —15,17) 0,0204
Nutricéo parenteral 28 (33,73) 8 (32,00) 20 (34,48) 0,89 (0,33-2,4) 0,8263
Comorbidades 44 (53,01) 13 (52,00) 31 (53,45) 0,94 (0,37 - 2,4) 0,9035
Cardiopatia 27 (32,53) 9 (36,00) 18 (31,03) 1,3 (0,47 - 3,4) 0,6578
Neoplasia 13 (15,66) 3(12,00) 10 (17,24) 0,65 (0,16 — 2,6) 0,7453
Diabetes Mellitus 11 (13,25) 4 (16,00) 7(12,07) 1,4 (0,37 -5,2) 0,7269
Nefropatia 14 (16,87) 6 (24,00) 8 (13,79) 2,0 (0,60 — 6,4) 0,2546
HIV* 2 (2,41) 0 2 (3,45) 0,44 (0,021 — 9,6) 1,00
Uso prévio de antimicrobianos 75 (90,36) 25 (100) 50 (86,21) 8,6 (0,48 — 155) 0,0983
Carbapenémicos 34 (40,96) 13(52,00) 21 (36,21) 1,9 (0,74 -4,9) 0,1795
gergggglospormas de 3e 4 49 (57,83) 14(56,00)  35(60,34)  0,84(0,32-22)  0,7119
Glicopeptideos 47 (56,66) 19 (76,00) 28 (48,27) 3,4(1,2-9,7) 0,0194*
Fluorquinolonas 21 (25,30) 6 (24,00) 15 (25,86) 0,91 (0,30 -2,7) 0,8579
Polimixinas 13 (15,66) 8 (32,00) 5(8,62) 1,3 (0,48 - 3,8) 0,5665
Tigeciclina 8 (9,64) 3(12,00) 3(5,17) 2,5 (0,47 — 13) 0,2705
Tratamento
Terapia inadequada 44 (53,01) 14 (56,00) 30 (51,72) 1,2 (0,46 — 3,1) 0,7203
Terapia ap6s antibiograma
Monoterapia 26 (31,32) 6 (24,00) 20 (34,48) 0,60 (0,21—1,70)  0,3448
Terapia combinada 34 (40,96) 14 (56,00) 30 (51,72) 1,2 (0,46 - 3,1) 0,7203
Com carbapenémicos 26 (31,32) 9 (36,00) 17 (29,31) 1,4 (0,50 - 3,7) 0,5466
Sem carbapenémicos 18 (21,68) 5 (20,00) 13 (22,41) 0,87 (0,27 - 2,8) 0,8066
Com polimixinas 11 (13,25) 7 (28,00) 5 (8,62) 4,1(1,2-15) 0,0374*
Origem da infecc¢éo
Corrente sanguinea 16 (19,28) 13 (52,00) 13 (22,41) 3,8(1,4-10) 0,0077** 3,74 (1,05-13,32) 0,0411
Trato respiratorio 11 (13,25) 2 (8,00) 9(1552) 0,47 (0,095-24)  0,4913
Sitio cirurgico/ferida 13 (15,66) 2 (8,00) 11 (18,96) 0,37 (0,076 -1,8)  0,3259
Trato urinério 32 (38,55) 8 (32,00) 24 (41,38)  067(025-1,8)  0,4206

10dds ratio; 2Intervalo de confianca; 3Valor de P; “do inglés, Human immunodeficiency virus; "P estatisticamente significante (< 0,05)
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A mortalidade hospitalar para os pacientes que receberam terapia inapropriada
foi de 56%, corroborando com o resultado da curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier,
que demonstrou que o grupo de pacientes que receberam terapia antimicrobiana
inapropriada teve menor probabilidade de sobrevivéncia e em menor tempo (Figura 1).

g 1 00 T - - - e - - O T O T - - -
g 804 = Terapia inapropriada
E = = Terapia apropriada
S 604 _
< P=0,0002
=
3 40+
=
£ 201
~ 0 . . , I
0 10 20 30 40

Tempo (dias)
Figura 1. Curva de sobrevivéncia dos pacientes com infeccdo por Enterobacteriaceae
resistente aos carbapenémicos que receberam terapia antimicrobiana inapropriada em

relacdo ao grupo que recebeu terapia apropriada

Os pacientes ficaram hospitalizados durante um tempo medio de 5 dias até o
diagnostico microbioldgico positivo para Enterobacteriaceae  resistente  aos
carbapenémicos (minimo 0 e maximo de 15 dias), e demoraram cerca de 4 dias para

serem colonizados por estes mesmos micro-organismos. (Figura 2).
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Figura 2. Duracdo em dias entre a admissdo do paciente e o desenvolvimento de

colonizacdo ou infecéo por KPC

O consumo de antimicrobianos variou durante o periodo de estudo. Em média, o
DDD de colistina foi de 13,15/1000 pacientes-dia, 3,74/1000 pacientes-dia para
amicacina, 68,34/1000 pacientes-dia para ceftriaxone, 103,91/1000 pacientes-dia para
cefepime, 14,05/1000 pacientes-dia para ertapenem, 36,87/1000 pacientes-dia para
meropenem, 13,91/1000 pacientes-dia para imipenem, 5,42/1000 pacientes-dia para
levofloxacina e 12,44/1000 pacientes-dia para ciprofloxacina. Observou-se, ainda, alto
consumo de antimicrobianos na UTI de adultos durante o periodo de investigagdo, com
destaque de colistina, cefepime e meropenem (Tabela 6). N&o foi observada correlacédo
positiva entre 0 aumento na incidéncia de amostras de Enterobacteriaceae resistentes

aos carbapenémicos e o consumo de antimicrobianos.
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Tabela 6. Consumo de antibiéticos em DDD/1000 pacientes-dia no HC-UFU e na UTI de

adultos durante o periodo de setembro de 2014 a agosto de 2015

Hospital todo

2014 2015
Antimicrobiano  Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Média
Colistina 11,54 10,79 20,79 12,26 28,97 1550 1396 940 7,20 10,41 13,17 3,78 13,15
Amicacina 510 633 59 515 608 216 140 160 233 032 366 478 374
Ceftriaxone 40,51 42,77 62,05 67,77 109,55 48,15 82,10 54,23 113,65 60,06 8524 5397 68,34
Cefepime 77,44 144,04 116,06 112,31 107,29 88,94 100,00 67,34 152,76 70,71 112,50 97,58 103,91
Ertapenem 17,24 2395 16,09 9,68 11,60 10,92 7,69 4,62 2258 1154 1842 14,33 14,05
Meropenem 31,49 53,75 4599 32,13 63,35 32,68 33,17 1846 3454 2989 3347 3351 36,87
Imipenem 10,80 16,98 1591 1286 20,92 16,33 16,42 857 1957 10,91 12,05 560 1391
Levofloxacina 481 1067 699 69 397 29 515 192 918 288 360 602 542
Ciprofloxacina 10,78 18,64 14,26 592 17,98 1548 1464 732 645 9,00 1538 13,49 1244
Unidade de Terapia Intensiva de Adultos
2014 2015
Antimicrobiano  Set Out Nov Dez Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Meédia
Colistina 164,07 103,58 229,26 121,51 255,19 167,06 181,00 130,37 81,72 156,29 162,37 42,65 149,59
Amicacina 1556 860 389 2366 3925 893 1129 500 161 000 2312 2849 14,12
Ceftriaxone 126,11 132,26 71,11 170,43 276,34 157,14 159,14 170,00 106,45 67,78 149,46 122,04 142,36
Cefepime 398,33 515,59 341,67 330,65 198,39 211,31 329,03 272,78 187,10 183,89 321,51 254,30 295,38
Ertapenem 38,89 7849 6333 1935 1505 2857 11,83 27,78 72,04 68,89 7097 1505 4252
Meropenem 241,67 527,69 360,00 172,31 422,85 258,63 289,25 186,39 190,86 31556 260,22 119,09 278,71
Imipenem 91,67 42,74 3861 4328 62,63 9554 7285 48,89 72,85 89,44 104,84 53,76 68,09
Levofloxacina 32,22 38,71 556 3226 0,00 2024 215 14,44 4086 16,67 10,75 13,98 18,99
Ciprofloxacina 45,78 2581 2533 26,67 74,19 4524 56,99 1533 10,32 43,11 30,11 41,29 36,68

Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antibioticos para as amostras

recuperadas entre os 101 episodios de infeccdo por Enterobacteriaceae resistente aos

carbapenémicos sdo mostrados na tabela 7. A resisténcia a ceftriaxone e cefepime foi

mais frequente com 87,13% e 85,15%, respectivamente, seguindo-se para
piperacilina/tazobactam (83,17%) e ampicilina (81,18%). A maioria (86,13%) das

amostras estudadas apresentaram perfil de multirresisténcia e, entre aquelas amostras de

colonizacdo, 11,11% foram resistente a colistina (Tabela 7).
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Tabela 7. Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos microrganismos da familia

Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos

Amostras resistentes N=188 (%)

Antimicrobiano Infeccdo N= 101 (53,72)
Amicacina 9(8,91)
Ampicilina 82 (81,18)
Cefepime 86 (85,15)
Cefoxitina 64 (63,37)
Ceftriaxone 88 (87,13)
Ciprofloxacina 73 (72,28)
Colistina 6 (5,94)
Gentamicina 48 (47,52)
Piperacilina/Tazobactam 84 (83,17)
Tigeciclina 9(8,91)

Observou-se que a ocorréncia amostras de Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos e produtoras do gene blaxkec por 1000 pacientes-dia, foram mais altas
do que o limite estabelecidos, de 3o acima da média das infec¢des/colonizaces,
confirmando dois surtos (Figura 3). A aquisi¢do de K. pneumoniae sensivel a colistina
(ColS-KPC) foi 0,93/1000 pacientes-dias no inicio de maio/2015, e caiu para 0,39/1000
pacientes-dia em junho/2015. No inicio de julho/2015, a taxa de K. pneumoniae
produtora de KPC, e resistente a colistina (ColR-KPC), foi de 0,81/1000 pacientes-dia e
caiu para 0,19/1000 pacientes-dia no fim do més, quando foi observado o fim dos dois
surtos.

A anélise da clonalidade das amostras recuperadas durante os surtos pela técnica
de PFGE mostrou auséncia de relagcdo entre as mesmas. A analise das amostras
correspondentes ao surto por K. pneumoniae resistente a colistina evidenciou serem
estreitamente relacionadas. Seis amostras tiveram perfil idénticos (pulsotipo A), i.e, 0
pulsotipo Al difere em 3 bandas do pulsotipo A (Figura 4).
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Figura 3. Nivel endémico de colonizagdo e infecgdo por KPC por 1000 pacientes-dia

de setembro de 2014 a agosto de 2015
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Figura 4. Dendrograma UPGMA dos isolados clinicos de K. pneumoniae recuperados
dos dois surtos usando coeficiente de Dice abaixo de 1,25% de tolerancia e 0,5% de
otimizacdo. Um coeficiente de similaridade de 80% foi escolhido para definir os
pulsotipos. A. Isolados do surto do més de maio (susceptiveis a colistina). B. Isolados
do surto de cepas resistentes a colistina.

KPC aumentaram

As produtoras de

significativamente no més de marco/2015, evidenciando um surto na fase inicial

infeccdes por K. pneumoniae
predominantemente por amostras de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos,
produtora de KPC e sensivel a colistina (ColS-KPC), seguindo-se de um segundo surto
associado a amostras de K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, produtora de
KPC e sensivel a colistina (ColR-KPC). Houve um alto consumo de antibidticos no
periodo, entretanto, apos o isolamento da primeira amostra resistente a colistina, houve

uma pequena diminui¢do no consumo deste antibiotico na UTI de adultos (Tabela 8).

Qmbogn®@
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Tabela 8. Frequéncia do gene blakec em amostras de K. pneumoniae sensiveis e
resistente a colistina, e sua relacdo com o consumo do antibidticos na UTI de adultos do
HC-UFU durante o periodo de estudo

Meses/ano N° de episodios  N° de episodios Isolados ColR- Consumo de antibioticos?
(Hospital todo) (UTI de adultos) testados/blakec® KPC (%0) Colistina Carbapenémicos®
Set/14 8 4 3/3 0 164,07 372,22
Out/14 3 2 212 0 103,58 648,92
Nov/14 12 8 8/5 0 229,26 461,94
Dez/14 12 5 312 0 121,51 234,95
Jan/15 14 9 212 0 255,19 500,54
Fev/15 5 4 4/2 0 167,06 382,74
Mar/15 16 6 9/6 1(16,7) 181,00 373,92
Abr/15 8 3 5/4 0 130,37 263,06
Mai/15 22 19 14/14 1(5,6) 81,72 335,75
Jun/15 17 14 6/6 3(20,0) 156,29 473,89
Jul/15 21 12 1717 5(38,5) 162,37 436,02
Ago/15 7 3 413 0 42,65 187,90

ColR-KPC, K. pneumoniae resistente a colistina, *Consumo de antibidticos na UTI de adultos durante o periodo de
estudo, expresso em DDD/1000 pacientes-dia, "Meropenem, Imipenem e Ertapenem.

As caracteristicas dos pacientes envolvidos nestes surtos (ColS-KPC e ColR-
KPC) estdo nas tabelas 9 e 10. No total, durante o primeiro surto ocorrido no més de
maio (ColS-KPC), foram detectados 14 pacientes, correspondendo a 1 caso de infec¢do
(paciente A), 8 de colonizagdes (pacientes F, E, C, J, K H, N e G) e, 3 casos (pacientes
D, B e 1), 0 paciente estava tanto colonizado e infectado concomitantemente. Os
pacientes estavam infectados e/ou colonizados principalmente por K. pneumoniae,
entretanto, houve um episédio de pneumonia causada por E. aerogenes (paciente 1) e
outro de infec¢do urinéria por E. cloaceae (paciente L), por amostras que expressavam 0
gene blakpc. A metade dos pacientes (7/14) estava internada na UTI de adultos, e 1
paciente na UTI neonatal (Tabela 9).

No que se refere ao surto por amostras de K. pneumoniae resistentes a colistina
(ColR-KPC), foram diagnosticados 9 pacientes, correspondendo a 13 episddios. Entre
0s pacientes, 4 estavam infectados (pacientes O, D, P e Q), 3 colonizados (pacientes R,
T e V) e 2 infectados e colonizados (pacientes S e U). Todos 0s pacientes estavam
internados na UTI de adultos, com excecdo do paciente Q, que estava na Clinica
Cirurgica. A taxa de mortalidade foi alta (4/9), incluindo principalmente pacientes com
infecgdes graves (Tabela 10). A concentracdo inibitéria minima (CIM) de colistina foi

alta para todas amostras, acima de 32 pg/mL, conforme observado na Tabela 11.



Tabela 9. Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes com infeccao e/ou colonizagdo por amostras de K. pneumoniae resistentes aos

carbapenémicos e produtoras de KPC, isoladas ho HC-UFU em maio de 2015
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. Idade . . Data de . - _Tempo de . .
Paciente Diagnostico . Sitio Isolado Unidade internagao Terapia prévia Tratamento Evolugao
(anos) isolamento (dias)
A 18 Linfoma 02/05 Sangue K. pneumoniae Oncologia 95 LVX. VAN, IPM LVX, VAN, IPM, AMK Alta
M 71 Hipertensdo, insuficiéncia 02/05 Urina K. pneumoniae  Clinica Médica 131 - - Alta
renal, diabetes 02/05 Mucosa anal K. pneumoniae  Clinica Médica 131 - -
D 69 Doenca Chagas, HIV, HBV 040/5 Trato respiratério K. pneumoniae UT]I adulto 66 TEC, CLI, CRO, CIP, CPM, PTZ SUT, PTZ, MEM, TEC Obito
26/05 Mucosa anal K. pneumoniae SUT, COL, TIG
97 Pneumotérax 05/05 Mucosa anal K. pneumoniae UTI adulto 23 CRO, PTZ, TEC, TIG, COL, MEM  MEM Obito
B 48 Artrite reumatoide 05/05 Mucosa anal K. pneumoniae UTI adulto 112 CPM, TEC, OXA, MEM ERT Alta
30/05 Urina K. pneumoniae VAN, PTZ
E 60 Politrauma 05/05 Mucosa anal K. pneumoniae UTI adulto 31 CPM, CLI, PTZ, TEC, ERT - Obito
12/05 Mucosa anal K. pneumoniae
C 34 Amputacéo de perna 05/05 Mucosa anal K. pneumoniae 82 AMS, CFZ, PTZ, OXA, TEC, IPM, - Alta
SUT, LVX
| 63 Neoplasia cerebral 12/05 Sangue E. aerogenes UT]I adulto 67 CFZ, VAN, MEM MEM, VAN, TEC Obito
19/05 Mucosa anal E. aerogenes
20/05 Trato respiratério  E. aerogenes
28/05 Mucosa anal K. pneumoniae
L 50 Pneumonia, estado 17/05 Urina E. cloaceae Pronto Socorro 14 PTZ MEM, VAN, TEC Obito
vegetativo
J 77 Acidente vascular cerebral 18/05 Mucosa anal K. pneumoniae UT]I adulto 54 PTZ, VAN, IPM, CFZ - Obito
29/05 Mucosa anal K. pneumoniae UTI adulto -
K 91 Necrose dos dedos do pé 21/05 Mucosa anal K. pneumoniae CirGrgica 9 PTZ PTZ Alta
H 52 Insuficiéncia respiratdria 26/05 Mucosa anal K. pneumoniae UTI adulto 38 CRO, CLI, PTZ, OXA, ERT - Alta
N 0,17 Abdome agudo 29/05 Mucosa anal K. pneumoniae UTI neonatal 20 MEM, TEC Alta
G 62 Insuficiéncia renal 26/05 Mucosa anal K. pneumoniae  Clinica Médica 41 PTZ, VAN, AMS, OXA, CPM, PTZ, TEC Obito

HIV; do inglés Human Immunodeficiency virus, HBV; Hepatite B virus, UTI; Unidade de Terapia Intensiva, LVX; Levofloxacina, VAN; Vancomicina, IPM; Imipenem, TEC; Teicoplanina, CLI; Clindamicina, CRO;
Ceftriaxone, CIP; Ciproflocacina, CPM; Cefepime, PTZ; Piperacilina-Tazobactam, SUT; Sulfametoxazol, COL; Colistina, TIG; Tigeciclina, MEM; Meropenem, OXA; Oxacilina, ERT; Ertapenem, AMS; Ampicilina-
Sulbactam, CFZ; Cefazolina, AMK; amicacina.
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Tabela 10. Caracteristicas clinicas e demogréaficas dos pacientes com infeccéo e colonizacdo por amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC
e resistentes a colistina isoladas no HC-UFU em 2015

. ldade . . Data de . . .Tempo de . .
Paciente Diagndstico . Sitio Unidade internacéo Terapia prévia Tratamento Evolugéo
(anos) isolamento (dias)
(0] 47 Hipertenséao 18/03 Liquor UTI adulto 85 CFz, CPM, VAN, MEM, COL MER Obito
D 69 Doenga de Chagas, HIV, HBV 30/05 Trato respiratorio UTI adulto 66 TEC, CLI, CRO, CIP, CPM, PTZ, SUT, MEM, - Obito
TIG, COL

P 63 Hérnia inguinal 25/06 Secrecgdo de ferida  UTI adulto 62 PTZ, TEC, MEM, COL, TIG, LVX, IPM TIG, COL, IPM Obito

Q 67 Insuficiéncia renal, Epilepsia 22/06 Ponta de cateter UTI adulto 34 CFz, CPM, VAN, TEC, TIG, MER, AMK, COL  Obito
02/07 Mucosa anal CFZ, CPM, VAN, TEC, TIG, MEM, AMK -

R 52 Fratura cervical 14/07 Urina CirGrgica 58 CFz, CPM, IMP, TEC, COL, VAN — Alta

36 Traumatismo craniano 15/07 Mucosa anal UTI adulto 33 CFz CRO, CPM, VAN Alta

T 22 Ferimento por arma de fogo 15/07 Mucosa anal UTI adulto 22 CFzZ, CFP, VAN, MEM — Alta

U 58 Politrauma 13/07 Trato respiratorio UTI adulto 58 TEC, AMS AMK, MER, TEC, Alta
14/07 Mucosa anal CFz

20/07 Sangue
28/07 Mucosa anal

\Y% 65 Embolia e trombose 21/07 Mucosa anal UTI adulto 25 PTZ PTZ Alta

HIV; do inglés Human Immunodeficiency virus, HBV; Hepatite B virus, UTI; Unidade de Terapia Intensiva, CFZ; Cefazolina, CPM; Cefepime, VAN; Vancomicina, MEM; Meropenem, COL; Colistina, TEC:
Teicoplanina, CLI; Clindamicina, CRO; Ceftriaxone, CIP; Ciprofloxacina, PTZ; Piperacilina-Tazobactam, SUT; Sulfametoxazol, TIG; Tigeciclina, LVX; Levofloxacina, IPM; Imipenem, AMK; Amicacina, AMS;
Ampicilina-sulbactam.
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Tabela 11. Concentracdo inibitoria minima das amostras de K. pneumoniae resistentes a
colistina, isoladas na Unidade de Terapia Intensiva no més de julho de 2015

Paciente Amostra CIM! (ug/mL)
O 40KPC 128
D 88KPC 32
P 91KPC 64

92KPC 64
Q 93KPC 32

94KPC 32
R 99KPC 32
S 101KPC 64
T 102KPC 128
U 105KPC 64

IConcentragao inibitdria minima

Foi observado que os pacientes foram frequentemente transferidos entre os leitos
da UTI de adultos e a Figura 5 mostra a sequéncia destes eventos durante o periodo de
estudo. No dia 18 de marco de 2015, foi isolado na UTI de adultos (leito nimero 17) o
primeiro episédio de K. pneumoniae resistente a colistina no HC-UFU. A amostra foi
isolada a partir de uma cultura de liquor, ap6s uma neurocirurgia de uma paciente de 47
anos (paciente O), a qual deu entrada no hospital devido a uma neoplasia cerebral. A
terapia prévia incluiu cefazolina, cefepime, vancomicina, meropenem e polimixina B.
Em culturas prévias da mesma paciente, foram isolados Staphylococcus aureus no trato
respiratorio e A. baumannii no trato respiratorio, corrente sanguinea e liquor. Apds o dia
18 de marco, a paciente foi transferida para o leito nimero 12 e para o leito 28, onde
foram isoladas mais duas amostras de K. pneumoniae produtoras de KPC, uma
proveniente de liquor e outra de colonizagdo, ambas susceptiveis as polimixinas. A
paciente foi entdo novamente transferida (leito 23) no dia 9 de abril e evoluiu para dbito
no dia seguinte.

Apds o primeiro de caso de K. pneumoniae resistente as polimixinas, o proximo
episodio foi identificado apenas no final do més de maio, em um paciente de 69 anos,
portador do virus HIV (Human Immunodeficiency virus) e da Doenca de Chagas. Este
ficou acometido na UTI de adultos no leito 13, sendo posteriormente transferido para o
leito 28. Culturas prévias deste paciente identificaram amostras de K. pneumoniae
sensivel a colistina no trato respiratdrio e corrente sanguinea. Apds nova transferéncia

para o leito 24, um episddio de colonizacdo por K. pneumoniae sensivel a colistina foi
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identificado e, no dia 30 de maio, foi detectado o isolado resistente a colistina, a partir
de uma cultura de secrecgdo traqueal. Outras culturas, do dia 2 de junho, identificaram
colonizacdo e infeccdo por K. pneumoniae sensivel a colistina, e o paciente evoluiu para

Obito no dia 14 de junho.

Surto por Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos

Paciente  Jan/15 Few/15 Mar/15 Abri15 Maif15 Jun/15 Juli1s Agol15 Set/15
A m 09
B NON 23 (22 (1123 3027 I
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D | | Rk 28 24 t
E 1 02 t
E N9 28t
G m 19 ][ 14
H i 2 23 2
| N 28 05 18 It
J 1547 15 It
K il |
b T[]
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Surto por Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos e colistina
Paciente Jan/15 Fevi15 Mar/15 Abr15 May/15 Jun/15 Juli1s Agol1s Set/15
0 [T T I 1228 30t
D I 13 28 24 t
P 1 05 1
Q [ L1 LI C 1
R 1111 ] R n
0723 t
L (R
v n
0009022 27 3001
0 Hospitalizacdo fora da UTI de adultos t obito
Hospitalizacdo na UTI de altudos 01-30: numero do leito na UTI de adultos

41: nimero do leito na UTI necnatal (paciente N)

Figura 5. Linha do tempo da internacdo dos pacientes infectados e/ou colonizados

envolvidos nos surtos
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6. DISCUSSAO

A emergéncia e disseminagdo de resisténcia aos antibioticos da classe dos [3-
lactdmicos entre microrganismos da familia Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram-
negativos tornou-se problema crescente no ambiente hospitalar a partir deste século,
resultando em aumento significativo nas taxas de resisténcia as cefalosporinas de 32 e 42
geracdo e, mais recentemente, aos carbapenémicos (IZADPANAH; KHALILI, 2015;
MORRILL et al., 2015). No momento, as IRAS causadas por estas bactérias &€ motivo
de enorme preocupacdo em todo o mundo, especialmente em pacientes internados em
hospitais de paises em desenvolvimento, onde as taxas de mortalidade e os custos sao
extremamente elevados e significantes, principalmente quando cepas multirresistentes
sdo implicadas (ZARRILLI et al., 2004; HIRSCH; TAM, 2010; FALAGAS et al.,
2014). A emergéncia de amostras de Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos,
especialmente daquelas produtoras de KPC, representa ameaca grave nos hospitais,
devido as opc¢Oes limitadas de tratamento e seu potencial de disseminacdo rapida
(WHO, 2011; SNITKIN, 2013; YAMAMOTO; POP-VICAS, 2014).

Hoje, entre os microrganismos da familia Enterobacteriaceae, os representantes
do género Klebsiella spp. sdo mais prevalentes como causadores de IRAS (CDC, 2013).
A resisténcia destas bactérias aos carbapenémicos aumentou significativamente na
Europa, conforme relatado pelo ECDC, variando de 4,6% em 2010 para 8,3% em 2013
(ECDC, 2014). Entre os paises da América Latina, o Brasil relata frequéncias de 17,3%
de amostras apresentando este perfil de resisténcia nos hospitais (JONES et al., 2013).

Apesar dos estudos apontarem maior prevaléncia de KPC em amostras de K.
pneumoniae, N0 nosso estudo encontramos o gene blakec também em trés outras
especies de Enterobacteriaceae: E. coli, E. aerogenes e E. cloaceae. Nao foi encontrado
0 gene blakec em 25.41% das amostras (31/122). Pode ser que nestas cepas haja
associacao com outros mecanismos intrinsecos de resisténcia, além de outros genes ndo
avaliados neste estudo. Adicionalmente, nenhuma destas amostras apresentou oS genes
blavim, blaime-1, € blanom-1, que poderiam explicar a resisténcia aos carbapenémicos. Foi
observada resisténcia elevada de fluoroquinolonas e aminoglicosideos, bem como a
outros B-lactdmicos. Esse perfil pode ser justificado pela co-existéncia de diferentes
mecanismos de resisténcia nestas amostras (RUPPE; WOERTHER; BARBIER, 2015).

Em relacdo a K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos, a sua frequéncia

em alguns hospitais brasileiros € alta, como relatado por Seibert e colaboradores (2014)
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e Oliveira e colaboradores (2015). Na nossa série, Enterobacteriaceae resistentes aos
carbapenémicos foi prevalente em todo hospital e, entre os episodios, 77% foi por K.
pneumoniae. A partir do primeiro isolamento de K. pneumoniae resistente aos
carbapenémicos, em setembro de 2014, 68% dos casos (17/25) evoluiram para o 6bito
num prazo de 14 dias ap6s o isolamento desta cepa.

Da mesma forma, taxas de mortalidade variando de 30% a 67% foram relatadas
por outros pesquisadores (FALAGAS et al., 2007; BORER et al., 2009; ROTTIER et
al., 2012; ADAMS-SAPPER et al.,, 2015, CAMPOS et al.,, 2016; GARBATI,
SAKKIJHA; ABUSHAHEEN, 2016), refletindo as opcdes terapéuticas limitadas para
em estas infeccdes, além de ressaltar a importancia da resisténcia ocasionada pela
pressdo seletiva por uso empirico de antimicrobianos, terapia inapropriada e gravidade
de doencas de base como fatores de risco para pior evolugédo dos pacientes. Nossos
resultados mostraram taxa elevada (30,1%) de mortalidade dos pacientes com IRAS em
30 dias, estando independentemente associada a pacientes em hemodialise e com
infeccdo de corrente sanguinea. Além disso, 0s nossos dados ratificaram a maioria dos
fatores de risco citados na literatura como relacionados a mortalidade por essas
infeccBes, pela anélise univariada, incluindo idade, procedimentos invasivos (ventilagcdo
mecanica, traqueostomia e sonda nasogastrica ou nasoenteral), uso previo de
glicopeptideos, e terapia combinada, incluindo polimixinas (PATEL et al., 2008;
GUPTA et al,, 2011; BHARGAVA et al., 2014; MARTIROSOV; LODISE, 2015).
Entretanto, a terapia inapropriada nos pacientes que evoluiram para o 6bito ndo foi
significativa, embora a curva de Kaplan-Meier evidenciasse uma menor probabilidade
de sobrevivéncia e em menor tempo. Varios estudos relacionados com infeccdes
hospitalares tem destacado a gravidade do paciente e a resisténcia aos antimicrobianos
associada a terapéutica empirica inapropriada como importante preditores de morte
nestes pacientes (ZARKOTOU et al., 2011; FALAGAS et al, 2014).

A terapia especifica e adequada destas infec¢bes instituida com base no
resultado de testes de susceptibilidade in vitro, € usualmente realizada através da
combinagdo de antimicrobianos, incluindo drogas como carbapenémicos,
aminoglicosideos, polimixinas e tigeciclina (QURESHI et al., 2012; DAIKOS et al.,
2014). Nos regimes nos quais os carbapenémicos estao incluidos a taxa de mortalidade
mais baixa, indicando uma atividade sinérgica entre as drogas (DAIKOS et al., 2011;
TUMBARELLO etal., 2012; PETROSILLO et al., 2013).
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Nos pacientes com infeccdo por amostras com resisténcia as polimixinas,
recomenda-se associacdo de dois ou trés antibidticos (carbapenémico + aminoglicosideo
+ tigeciclina), entretanto, as polimixinas apresentam alta toxicidade como efeito
colateral, e a tigeciclina ndo é recomendada para infec¢des de corrente sanguinea (VAN
DUIN et al., 2013). Neste estudo, menos da metade dos pacientes (40%) utilizou
combinacéo de antibioticos, sendo que em apenas 13% foi incluida a colistina.

Geralmente, em paises em desenvolvimento, a densidade de utilizacdo de
antibioticos € mais elevada, particularmente em unidades de cuidados intensivos
(MOREIRA et al., 2013). Este alto consumo de antimicrobianos resulta na presséo
seletiva de antibidticos, o principal responsavel pela emergéncia de amostras resistentes
e multirresistentes, que somado a existéncia de clones dominantes e falhas nas praticas
bésicas de prevencdo e controle de infecgdes justificam a disseminacdo deste
microrganismo no ambiente hospitalar (DAVIES; DAVIES, 2010; TERNENT et al.,
2015; IREDELL; BROWN; TAGG, 2016). Na nossa investigacdo, o consumo de
antibidticos, incluindo carbapenémicos e polimixinas, foi muito alto durante todo o
periodo estudado. Quando esses dados sdo comparados ao de outros hospitais, bem
como de outros paises, observamos um consumo menor de carbapenémicos (36,9/1000
pacientes-dia) e colistina (0,15/1000 pacientes-dia) em paises europeus (DUMARTIN et
al., 2010; GIANI et al., 2015). A necessidade de melhorar o uso de antibioticos é
urgente em todo mundo e deve haver maior difusédo dos programas de gerenciamento do
uso dos mesmos nos hospitais (DIDIODATO et al, 2016). Entretanto, as mudangas na
politica de uso de antibioticos nos hospitais representa um desafio de grande
complexidade.

Atualmente, tem sido observado aumento na producdo de ESBLs por BGN em
pacientes hospitalizados, resultando na maior prescricdo de carbapenémicos, e
consequente emergéncia de resisténcia a esta classe de B-lactamicos e usualmente
associada a multirresisténcia (BAE et al., 2015; BARAN; AKSU, 2016). No momento,
a principal opcdo terapéutica para o tratamento de infec¢bes por estas bactérias sdo as
polimixinas, mas sua maior utilizacdo tem resultado no surgimento de amostras
resistentes a estes antimicrobianos (BOGDANOVICH et al., 2011; MEZZATESTA et
al., 2011, CAPONE et al, 2013).

Os nossos resultados evidenciam a ocorréncia de dois surtos devido a K.
pneumoniae resistente aos carbapenémicos e produtoras de KPC, sendo o primeiro por

amostras susceptiveis a colistina (ColS-KPC) e o segundo por resistentes a este
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antibidtico (ColR-KPC), durante o periodo investigado. Os surtos incluiram sobretudo
pacientes internados na UTI de adultos, nos meses de maio e julho de 2015,
observando-se frequéncias destes isolados ultrapassando o limite de controle superior
correspondente a taxa de endemicidade para a unidade.

Embora a situacdo epidemioldgica quanto a presenca de infeccdes por amostras
de K. pneumoniae produtoras de KPC seja endémica em muitos hospitais do pais, no
tocante a ocorréncia daquelas resistentes a colistina ha poucos dados (GASPAR et al.,
2015; CAMPOS et al, 2016). Ao nosso conhecimento, o surto ColR-KPC, cuja amostra
epidémica foi resistente a colistina foi o primeiro a ser relatado no Brasil. Em outros
paises, surtos tdo importante quanto este também tem sido relatados em UTIs, e
relacionados com o aumento na prescri¢cdo de polimixinas, em pacientes com condi¢coes
clinicas mais graves e submetidos a procedimentos invasivos, condi¢bes que favorecem
a emergéncia destes microrganismos e sdo fatores de risco de colonizagdo e/ou infecgdo
dos pacientes (BOGDANOVICH et al., 2011; CAPONE et al., 2012). Dados recentes
recuperados da UTI de adultos do HC-UFU evidenciam taxas muito elevadas de
bactérias resistentes aos antibioticos (SABINO et al. 2016), particularmente relacionado
com o alto consumo dos mesmos (MOREIRA et al., 2013; PORTO et al., 2013;
DANTAS et al, 2014).

No total, os 24 pacientes incluidos nos dois surtos apresentaram diversas
comorbidades, destacando-se cardiopatias, neoplasias, acidentes vasculares e diabetes,
além de traumas e cirurgias, sendo que na sua maioria a internacéo foi superior 30 dias.
No segundo surto, devido a ColR-KPC, juntamente com um maior nimero de infec¢bes
(6/9) em relacdo ao de colonizagdes, a evolucdo foi pior (4/6), em pacientes que
utilizaram colistina previamente ao isolamento da amostra resistente.

Surtos mono ou policlonais causados por amostras destes microrganismos foram
descritos em hospitais de diversos paises, e sdo usualmente caracterizadas por
disseminacéo rapida na unidade (BOGDANOVICH et al., 2011; CAPONE et al., 2012;
MAMMINA et al., 2012). Os nossos dados evidenciam que o surto por ColR-KPC foi
por um clone dominante (clone A), enquanto o atribuido a amostras ColS-KPC foi
policlonal (clones A — G). Como mostram 0s nossos resultados, em que a amostra
epidémica responsavel pelo segundo surto contaminou oito pacientes dentro do periodo
de dois meses. Os resultados evidenciam também que houve relagbes temporal e
espacial na unidade, uma vez que alguns pacientes ocuparam o mesmo leito durante a

internacao.
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Adicionalmente, falhas quanto a medidas béasicas de prevencdo e controle de
infeccdes, como a baixa adesdo a higienizacdo das maos pelos profissionais de satde da
unidade favorecem a disseminacdo dessas amostras (BORGES et al., 2006). A
contencdo dos surtos so foi possivel com a medida extrema de fechamento da UTI de
adultos no més de julho de 2015. Apos isso, ndo foram observadas novas transmissdes.

As bactérias pertencentes ao género Klebsiella spp. sdo mais prevalentes no
ambiente hospitalar do que outros coliformes, incluindo na superficie das médos e de
pisos e outros locais pode ser potencialmente um reservatorio durante a ocorréncia de
surtos (ROCHA et al.,, 2013; WETERINGS et al., 2015) como sugerem 0S Nnossos
dados, sobretudo em relacdo ao uso de leitos inadequadamente limpos e/ou
desinfetados. A maioria dos pacientes ocupou os leitos 28 ou 23 da UTI de adultos. A
disseminacdo deste amostra epidémica provavelmente através das maos de profissionais
de salde da unidade propiciou a contaminacdo cruzada dos pacientes infectados e/ou
colonizados.

Além disso, a importancia da rapida expansdo do clone dominante de ColR-KPC
na unidade ndo pode ser enfatizada. A linhagem deste clone através da técnica de MLST
(Multilocus Sequence Typing) néo foi determinada, mas ha relatos de uma disseminagédo
entre continentes daquela do tipo ST258 (ANDRADE et al., 2011; WOODFORD et al.,
2011; MUNOZ-PRICE et al., 2013; MAVROIDI et al., 2016).
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7. CONCLUSOES

O estudo documentou a presenca de infeccOes de natureza hospitalar por
amostras de KPC configurando uma situacdo de endemicidade no inicio da investigacéo
evoluindo posteriormente para a ocorréncia de um surto por K. pneumoniae resistente
aos carbapenémicos, produtora de KPC e seguindo-se num segundo surto resultante de
uma amostra epidémica de K. pneumoniae resistente a colistina. Adicionalmente, os
resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

e A frequéncia de amostras produtoras de KPC foi alta, mas a existéncia do
mecanismo de inativacdo enzimatica por metalo-R-lactamase (blavim, blaive-1 €
blanom-1) entre as amostras ndo foi detectada;

e Nossos resultados mostraram taxa elevada (30,1%) de mortalidade dos pacientes
com IRAS em 30 dias, estando independentemente associada a pacientes em
hemodialise e com infeccdo de corrente sanguinea, bem como sua associacdo
com terapia inapropriada;

e Dois surtos foram caracterizados e abordaram o importante problema da
disseminacéo de cepas ColR-KPC em UTIs de adultos no Brasil;

e Os dados obtidos evidenciam a importancia da pressdo seletiva de antibioticos,
particularmente de colistina, no favorecimento de mutantes resistente e na
emergéncia de resisténcia a mesma;

e A persisténcia da amostras no meio ambiente ficou evidente pela frequéncia em
que pacientes os utilizaram o mesmo leito foram infectados;

e A importancia de falhas nas praticas basicas de prevencao e controle facilitando
a transmissdo cruzada do agente também contribuiram para a ocorréncia dos
dois surtos, que s6 foram controlados pela medida extrema do fechamento da

unidade a novas internagdes.
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