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RESUMO: As Enterobacteriaceae sao bactérias Gram-negativas e frequentes
causadoras de infeccbes hospitalares. O surgimento de cepas produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) reduziu a utilizacdo das cefalosporinas no
tratamento, tendo como consequéncia, 0 uso de carbapenémicos como o0pc¢éo
terapéutica. Entretanto, devido ao fato do seu consumo ter aumentado
significativamente a nivel mundial, isso resultou em um numero crescente de
enterobactérias resistentes a esse grupo de antibidticos. Logo, o conhecimento de sua
prevaléncia nas instituicdes de saude é relevante a fim de limitar a disseminacao dessas
bactérias, contribuindo para a reducdo das taxas de morbimortalidade associada a
infeccdes por esses microrganismos. O presente estudo se propds investigar a
prevaléncia de Enterobactérias Resistentes aos Carbapenémicos (ERCs) em um hospital
publico, no ano de 2013, analisando a prevaléncia por sexo, unidade de internamento,
amostra bioldgica, espécie bacteriana e teste de sensibilidade aos carbapenémicos. A
identificacdo fenotipica e os testes de sensibilidade bacteriana foram realizados atraveés
do analisador automatizado Vitek 2, no proprio Laboratério de Bacteriologia do hospital
de estudo. Durante esse periodo foram realizadas 36.488 culturas, das quais 5.119 foram
positivas para o crescimento bacteriano. Desse total, 1.498 foram enterobactérias, onde
57 (3,8%) apresentaram resisténcia a algum carbapenémico (imipenem e/ou meropenem
e/ou ertapenem). As ERCs mais prevalentes foram a Klebsiella pneumoniae (28/57),
Enterobacter cloacae (10/57) e Proteusmirabilis (09/57) com os percentuais de
49%,17% e 16%, respectivamente. A Klebsiella pneumoniae foi a ERC mais prevalente
entre as enterobactérias analisadas, representando 1,87% do total. Esses dados
corroboram com estudos que demonstram que a Klebsiella pneumoniae é a mais
prevalente ERC, além de subsidiar a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar do
referido hospital com informacgdes para que sejam implantadas medidas eficazes de
combate, prevencao e controle de disseminacdo destes microrganismos.
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INTRODUCAO

As Enterobacteriaceae sdo bactérias Gram-negativas causadoras de diversos
tipos de infeccbes no ambito hospitalar. O surgimento de cepas produtoras de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL) tém dificultado o uso das cefaloporinas de
amplo espectro no tratamento rotineiro para estas bactérias. Como consequéncia, 0s
carbapenémicos tém sido utilizados como escolha terapéutica, porém o uso cada vez
maior destes antimicrobianos, tanto no Brasil como em todo o mundo, tém resultado em
um namero crescente de isolados resistentes a esse grupo de antibiéticos. A emergéncia
destas cepas tem representado um importante desafio de cuidados de salde e os indices
de mortalidade tém alcancado mais de 50% em alguns estudos." Um aspecto importante
nesse cenario é que estas cepas frequentemente carreiam genes de resisténcia a outras
bactérias, resultando em limitadas opg¢des terapéuticas. Nos servicos de salde, infecgcdes
por enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (ERCs) ocorrem mais comumente
entre 0s pacientes que estdo recebendo tratamento cujos cuidados requerem aparelhos
como ventiladores (respirando através de maquinas), cateteres urinarios (bexiga), ou
cateteres intravenosos, e pacientes que estio em terapia prolongada com antibiéticos.?

As cepas de ERCs se disseminam com facilidade, sendo a sua conten¢do um
grande desafio para os servicos de controle de infeccdo hospitalar, devido ao numero
limitado de agentes disponiveis para o tratamento.®** Além do mais, algumas ERCs se
tornam resistentes a maioria dos antibidticos.! As polimixinas, aminoglicosideos e a
tigeciclina representam opgdes terapéuticas por apresentarem atividade in vitro frente a
estas bactérias.”> A fosfomicina tem sido relatada como efetiva para o tratamento de
infeccBes ndo complicadas do trato urinario.®

Varios mecanismos sao responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos entre
Enterobacteriaceae. A resisténcia ocorre por diminuicdo da permeabilidade da
membrana externa (perda ou alteracdes na estrutura de porinas), alteracdo do sitio de
ligacdo aos antibioticos, atividade de bombas de efluxo que promovem a diminui¢édo da
concentracdo do antimicrobiano no interior da bactéria e por acdo enzimatica
(betalactamases), como as carbapenemases, que degradam ou inativam eficazmente os
antibioticos carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos.”® As

carbapenemases mais importantes clinicamente produzidas por Enterobacteriaceae sao



da classe B, metalo-Beta-lactamases (MBLs), representadas por Verona integron-
encoded metallo-g-lactamase (VIM), Imipenem as metallo-g-lactamase (IMP), e New
Delhi metallo-g-lactamase (NDM); a classe A, representada pela Klebsiella pneumoniae

8.3 Outras

carbapenemase (KPC) e a classe D, representada pela OXA-4
carbapenemases sdo também descritas, porém ocorrem muito raramente (SME, IMI,
SPM).® A producdo de carbapenemases em Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli
tém ocorrido com maior frequéncia, mas outras Enterobacteriaceae podem ser
importantes em algumas regiGes. Algumas bactérias dessa familia possuem CIMs
(concentrac@es inibitorias minimas) elevadas ao imipenem por outros mecanismos que

ndo a producdo de carbapenemases (Morganella morganii, Proteus spp., Providencia
spp.).

Assim, estudos de prevaléncia de ERCs sdo Uteis para o desenvolvimento de
estratégias visando controlar a disseminacdo destas bactérias, bem como contribuir para
a tomada de decisdes terapéuticas adequadas. Baseado nessa realidade, o objetivo desse
estudo foi avaliar a ocorréncia de ERCs no Hospital Geral Roberto Santos - HGRS.

METODOS

Este trabalho foi realizado no laboratorio de bacteriologia do Hospital Geral
Roberto Santos (HGRS), em Salvador, Bahia, Brasil. O HGRS é um hospital de
referéncia em procedimentos de alta complexidade e o segundo maior hospital de
emergéncia da Bahia. Dispde de 640 leitos de internagdo em neurocirurgia, nefrologia,
traumatismo raquimedular, traumato-ortopedia, Aids, gestacdo de alto risco,
gastroenterologia e demais clinicas basicas. A Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
funciona atualmente com 22 leitos adultos, 12 pediétricos e 25 neonatais.*?

Foram incluidos na pesquisa todos os resultados das espécies bacterianas
isoladas de culturas advindas dos pacientes internados nas diversas unidades de
internamento do HGRS durante o ano de 2013 sem nenhum critério de excluséo.

Realizou-se um estudo retrospectivo observacional transversal que incluiu os
pacientes internados no HGRS e cujas culturas bacterianas foram realizadas no periodo
de janeiro a dezembro de 2013. Foram coletados dados demograficos como sexo,
unidade de internamento, amostra bioldgica, espécie bacteriana e teste de sensibilidade

aos carbapenémicos. Os dados dos pacientes com culturas positivas para ERCs foram



avaliados. Os dados foram coletados através de laudos eletronicos oriundos do banco de
dados do Laboratorio de Bacteriologia do HGRS.

De acordo com o protocolo utilizado na rotina laboratorial do HGRS, as
amostras bioldgicas foram inoculadas nos meios de cultura Agar-sangue (bioMérieux,
Brasil S.A.) e Agar-MacConkey (bioMérieux, Brasil S.A.), sendo acrescido o caldo BHI
(bioMérieux, Franca) para as secre¢Ges. Para as amostras de sangue, estas foram
inoculadas em frascos de hemoculturas (BacT/ALERT®, bioMérieux, Franca) e
semeadas em Agar MacConkey e Agar Chocolate (bioMérieux, Brasil S.A.). As
espécies bacterianas isoladas foram identificadas em aparelho automatizado VITEK®
2Compact, bioMérieux, Franca, seguindo os protocolos recomendados pelo fabricante.
O teste de sensibilidade foi realizado utilizando-se o0 metodo de microdiluicdo em caldo
usando 0 mesmo equipamento (cartdes AST 239 e AST 238 para amostras isoladas do
trato urinério). Os pontos de corte da concentracdo inibitoria minima (CIM) para o0s
carbapenémicos utilizados foram os preconizados pelo CLSI (Clinical Laboratory
Standards Institute), conforme documento M100-S23, 2013.** Os carbapenémicos
analisados nesse estudo foram: Imipenem, Meropenem e Ertapenem.

Este trabalho foi aprovado pelo Comité de ética em pesquisa do HGRS, sob o
parecer CEP/HGRS n° 09/2013.

DISCUSSAO E RESULTADOS

Klebsiella pneumoniae Carbapenemases (KPC) foram originalmente
identificadas nos EUA em 1996. Desde entdo, estas beta-lactamases versateis tém se
espalhado mundialmente entre as bactérias Gram-negativas, especialmente a K.
pneumoniae, embora sua epidemiologia precisa seja diversificada entre varias regides e
paises’®. Os genes de resisténcia aos carbapenémicos podem, potencialmente, se
espalhar rapidamente através de plasmideos transmissiveis produzindo infeccdes de
dificil controle uma vez debelada.”® As bactérias da familia Enterobacteriaceae sdo
habitantes da flora intestinal e sdo disseminados facilmente entre os humanos (através
das maos, agua ou comida contaminada ou de fontes ambientais).® A disseminacdo
hospitalar de ERCs é preocupante, causando infeccbes graves nas unidades de
internamento, principalmente nas UTIs, haja visto que nessas unidades 0s pacientes sao

gravemente enfermos. InfeccGes por ERCs sdo relatadas com indice de mortalidade



variando em alguns estudos (15,8% a 71,9%).}"*

Quando hé a detecgdo dessas cepas
em uma unidade hospitalar faz-se necessario a adogdo de uma estratégia de controle
intensiva como a instituicdo de precaucdes de contato, reforgo na higienizacdo de méos
e realizacdo de culturas de vigilancia epidemioldgica para identificar portadores.?’
Assim, é importante conhecer a prevaléncia de ERCs nas unidades de salde de cada
regido para se implementar medidas de controle de sua disseminagao.

Os resultados deste estudo apresentam a primeira estimativa sobre a magnitude e
distribuicdo de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos no HGRS. A
identificacdo dessa resisténcia foi realizada por deteccdo automatizada (Vitek 2
Compact). E importante considerar que alguns estudos ja demonstraram que falsas
resisténcias ao imipenem podem ser detectadas em painéis comercialmente disponiveis,
devido a degradacdo da droga ou a problemas na sua manufatura exibindo
concentraces muito baixas do imipenem.??

O Laboratorio de Bacteriologia do HGRS néo dispde de metodologia molecular
para a identificacdo da resisténcia aos carbapenémicos nem de testes fenotipicos com
discos de 4cido fenilborénico, EDTA e cloxacilina.?* O Teste de Hodge Modificado
(THM) ¢ um teste fenotipico que apesar da elevada sensibilidade (> 90%) na detec¢ao
fenotipica da producdo de carbapenemases, enterobactérias produtoras de p-lactamases
do tipo AmpC ou ESBL podem apresentar um resultado fracamente positivo no THM e,
consequentemente, fornecer resultados falso-positivos. Nem todas as cepas produtoras
de carbapenemases sao THM positivas e pode haver THM positivo por outro
mecanismo de resisténcia que ndo a producdo dessas enzimas. A partir de 2012, o CLSI
(documento M100-S22) recomendou a realizacio do THM apenas para fins
epidemiolégicos.”> O THM ainda apresenta baixa sensibilidade para deteccdo de New
Delhimetallo-beta-lactamase (NDM) (<50%); portanto, até que mais evidéncias
cientificas sejam acumuladas este teste ndo deve ser utilizado para deteccdo de
carbapenemases.”* A confirmacdo da producéo de carbapenemases deve ser realizada
preferencialmente por métodos de biologia molecular, os quais permitem a identificacdo
do mecanismo de resisténcia envolvido.?®?’ Isolados produtores de NDM-1 sio
altamente resistentes a outros antibiéticos como fluorquinolonas e aminoglicosideos,
usualmente utilizados para tratar infeccBes por Gram-negativos.?® Ja foram relatados
casos de NDM-1 no Brasil.**

Neste estudo foram avaliadas as distribuicbes de ERCs por sexo, unidade de

internamento, amostra biologica, identificacdo bacteriana e teste de sensibilidade aos



carbapenémicos. Foram analisados um total de 36.488 laudos de culturas bacterianas
realizadas durante o ano de 2013 no HGRS. Desse total, 5.119 representaram culturas
positivas para o isolamento de bactérias ou leveduras.

O gréfico 1 apresenta a distribuicdo dos microrganismos isolados para culturas
positivas, onde verificou-se que houve 2.797/5.119 isolamentos de bactérias Gram-
negativas (55%), sendo que deste quantitativo 1.498/2.797 (54%) sdo representadas pela
familia Enterobacteriaceae. Esses dados sdo concordantes com a literatura, que descreve
essa familia como a mais isolada na rotina laboratorial.”® Do quantitativo de
enterobactérias isoladas, 57/1.498 (3,8%) apresentaram resisténcia a algum dos

seguintes carbapenémicos: imipenem, meropenem ou ertapenem.

Graéfico 1 - Distribuicdo dos microrganismos isolados em culturas bacterianas no HGRS durante o ano de
2013.
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Em relagdo a distribuicdo dos microrganismos resistentes aos carbapenémicos,
foram encontradas as seguintes ocorréncias segundo o0 sexo: 28 casos do sexo masculino
e 29 do sexo feminino. As frequéncias das espécies por sexo encontram-se
demonstradas na tabela 1. Percebeu-se que a Klebsiella pneumoniae, o microrganismo

mais prevalente, também distribuiu-se de maneira equitativa em ambos 0s sexos.

Tabela 1 - Distribuicdo das ERCs isoladas por sexo no HGRS durante o ano de 2013.



Sexo ERCs Percentual Bacteria n? deisolados Percentual
Klebsiella pneumoniae 12 42,86%
Enterobacter cloacae 6 21,43%
o o
Masculino 28 49,12% Proteus mirabilis 4 14,29%
Enterobacter aerogenes 3 10,71%
Morganella morganii 2 7,14%
Providencia spp 1 3,57%
Klebsiella pneumoniae 16 55,17%
Proteus mirabilis 5 17,24%
Feminino 29 50,88% Enterobacter cloacae 4 13,79%
Morganella morganii 2 6,90%
Escherichia coli 1 3,45%
Serratia marcescens 1 3,45%

Na tabela 2 encontram-se a frequéncia dos microrganismos isolados e seus
respectivos percentuais de resisténcia frente aos carbapenémicos estudados. Verificou-
se que as ERCs mais isoladas foram Klebsiella pneumoniae (28/57), Enterobacter
cloacae (10/57) e Proteus mirabilis (09/57) com os percentuais de 49%,17% e 16%
respectivamente. O isolamento de Klebsiella pneumoniae em maior frequéncia é
concordante com diversos trabalhos, e sua prevaléncia nesse estudo em relacéo ao total
de enterobactérias foi de 1,87%, semelhante aos percentuais encontrados por HU, 2012
(1,95%), avaliando enterobactérias isoladas a partir de culturas em um hospital
terciario.* % Entretanto, para o ano de 2009 os mesmos autores relataram uma
prevaléncia de 12,87%. Outros estudos apontaram taxas variaveis como HUANG, 2012
(2,97%), FRANCIS, 2012 (7,00%) e LAI, 2013 (8,60%).%°® Quanto a resisténcia aos
carbapenémicos observou-se uma expressdo maior de microrganismos resistentes ao
imipenem (35) seguido pelo meropenem (28) e ertapenem (24). Klebsiella pneumoniae
apresentou 0s maiores percentuais de resisténcia, sendo similar para o0s trés
carbapenémicos, porém sendo superiores aos observados por RAMANA, et al, 2014
(28,7%).* Identificou-se que cinco cepas de Klebsiella pneumoniae apresentaram
sensibilidade ao ertapenem e resisténcia aos demais carbapenémicos testados. Diversas
publicacBGes descrevem ser o ertapenem o marcador mais sensivel para a producdo de

carbapenemases por membros da familia Enterobacteriaceae, entretanto, as informacoes



disponiveis sobre a especificidade do ertapenem sdo conflitantes em alguns trabalhos
publicados.”’ Sabe-se que algumas cepas podem se apresentar como sensfveis por
outros mecanismos de resisténcia tais como a producdo de ESBL e/ou AmpC associada
a perda de porinas.*

Todas as cepas de Enterobactercloacae isoladas apresentaram alta resisténcia ao
ertapenem (100%), ndo se observando para os demais carbapenémicos. Igualmente para
as cepas de Klebsilella pneumoniae que foram sensiveis ao ertapenem, estas cepas de
enterobactercloacae ndo foram conformados por outra metodologia (disco-difusdo ou
biologia molecular). Em um trabalho realizado por LAI (2013), esta bactéria também foi
a segunda ERC mais prevalente. Proteusmirabilis exibiu alta resisténcia ao imipenem,

em acordo com a literatura.****

Tabela 2 - Distribui¢do dos microrganismos isolados e seus perfis de resisténcia aos carbapenémicos, a

partir de culturas realizadas no HGRS durante o ano de 2013

Bactéria N2 de isolados Imipenem Meropenem Ertapenem
Klebsiella pneumoniae 28 19 (67,85%)* 18 (64,28%)* 13 (46,42%)*
Enterobacter cloacae 10 1 (10,00%)* 2 (20,00%)* 10 (100,00%)*
Proteus mirabilis 9 7 (77,77%)* 3 (33,33%)* 0 (00,00%)*
Morganella morganii 4 3 (75,00%)* 1 (25,00%)* 0 (00,00%)*
Enterobacter aerogenes 3 3 (100,00%)* 2 (66,66%)* 1 (33,33%)*
Escherichia coli 1 0 (00,00%)* 1(100,00%)* 0 (00,00%)*
Providencia spp. 1 1(100,00%)* 1 100,00%)* 0 (00,00%)*
Serratio marcescens 1 1 (100,00%)* 0 (00,00%)* 0 (00,00%)*

Nota: * Valor percentual de resisténcia para cada carbapenémico em relagdo ao nimero
de isolados para as respectivas bactérias.

O gréfico 2 apresenta a distribuicdo de isolamento para as trés ERCs mais
prevalentes por amostras bioldgica. Observou-se que a amostra onde ocorreu a maior
frequéncia foi o sangue, com um quantitativo de 13 amostras, seguida por ponta de
cateter, com 07 amostras, urina e secre¢do traqueal com 05 amostras cada. Isso pode ter
alguma associacdo com o fato de que o maior nimero de culturas recebidas pelo
laboratorio sdo as hemoculturas (aproximadamente 700 amostras por més), no entanto,

no caso da urina, esta associacdo ndo é sugestiva, pois apesar do segundo maior



quantitativo ser representado pelas uroculturas (aproximadamente 300 amostras por
més) a urina ficou em quarto lugar no isolamento de ERC.

Gréfico 2 - Distribuicdo das ERCs isoladas por amostra bioldgica no HGRS durante o ano de 2013.
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Esse dado encontrado em nosso trabalho foi importante, pois a UTI é
considerada um dos ambientes hospitalares mais criticos a resisténcia bacteriana,
atingindo indices de 5 a 10% das infec¢cdes hospitalares. As principais razdes para isto
estdo associadas ao risco intrinseco de transmissdo de agentes infecciosos entre
pacientes e ao uso excessivo de antimicrobianos.?®***® O uso de antimicrobianos, por
sua vez, leva a pressdo seletiva —0 que promove a selecdo de bactérias e fungos
usualmente resistentes a maioria dos antibiéticos.Estes microrganismos permanecem
como colonizantes de pacientes e fazendo parte da microbiota ambiental, os quais por
sua vez, serdo agentes de infeccdes subsequentes. Associe-se a isso 0 fato de que a
transmissdo interpacientes € ampliada em UTIs, em funcdo da baixa adesdo a
higienizacdo das maos, associada ao excesso de trabalho dos profissionais de satde.?

Os resultados apresentados demonstram a importancia de se capacitar o
Laboratorio de Bacteriologia do HGRS no diagnostico molecular da resisténcia aos
carbapenémicos concomitante ao estabelecimento de uma politica de vigilancia

molecular. Esta medida faz-se necessaria para que se possam avaliar as resisténcias de




maior impacto clinico com o objetivo de se estabelecer uma politica de uso racional
desses antibidticos, bem como instituir medidas de combate e controle de disseminacéo
de ERCs. Além do mais, considerando que a maior prevaléncia de ERCs ocorreu nas
UTIs, estudos de epidemiologia molecular nestas unidades seriam relevantes para
elucidar se a disseminagcdo destas cepas ocorre por pressao seletiva frente aos
antibidticos ou se deve a falhas no uso de barreiras de contato, no lavar de maos, ou a
uma combinacdo destas medidas. Este conhecimento ajudaria a estabelecer prioridades
nas agdes de controle.®

Concordante com a maioria dos dados na literatura, Klebsiella pneumoniae foi a
ERC mais prevalente. Apesar da taxa de prevaléncia das ERCs (3,80%) néo ter sido
alarmante, comparando-se com outros dados obtidos na pesquisa literaria, houve uma
prevaléncia significativa de isolamento de ERCs na UTI Geral (29,82%), seguida da
UTI Semi-intensiva (10,52%). Isso justifica uma necessidade de segmento deste estudo,
da implantacdo de metodologias moleculares de identificacdo de carbapenemases, bem
como de uma politica de vigilancia epidemioldgica. Aléem do mais, sd0 necessarias
medidas mais rigorosas de controle de infeccdo para combater e evitar a rapida
propagacdo destes microrganismos no referido hospital, principalmente por se
considerar que poucos antibidticos foram descobertos para se tratar estas cepas pan-
resistentes.

Uma limitacdo desse estudo foi a auséncia de testes moleculares confirmatorios
da producéo de carbapenemases o que permitiria uma melhor comparacdo com os dados
da literatura, além de que se identificaria o tipo de gene envolvido sendo possivel fazer

0 mapeamento de clones intra-hospital.
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