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RESUMO

Justificativa e Objetivos: Os medicamentos carbapené-
micos sdo ultima op¢do de escolha para tratamento de Entero-
bactérias, porém a resisténcia a esses firmacos tem aumentado.
Resta-nos investir em medidas de bloqueio da disseminagdo
da transmissdo cruzada. O objetivo do presente estudo foi de
avaliar a presenca de resisténcia aos carbapenémicos de bacté-
rias como colonizantes de funciondrios bem como de isolados
em superficies de objetos. Métodos: Foram utilizados swab’s
de superficies e interdigitais dos funcionarios do hospital, ino-
culadas em meio TSB contendo um disco de imipenem (10 pg)
e apos incubagao a 36 °C por 12 a 18h, transferidas para agar
MacConkey e realizados os testes de identificagdo bacteriana e
deteccdo de resisténcia. Resultados: A partir de 38 coletas de
interdigital dos profissionais do hospital e 17 coletas de super-
ficies, obtivemos dois resultados positivos para presenca de en-
terobactéria resistente aos carbapenémicos. Os isolados foram
identificados como Enterobacter asburiae e o teste de bloqueio
enzimatico mostrou ndo se tratar de resisténcia mediada por
enzimas. Discussao: E. asburiae é um patdgeno oportunista
que causa diferentes doengas humanas e tem resisténcia intrin-
seca a varios firmacos beta-lactimicos. A cepa isolada nesse
estudo também apresentou resisténcia aos carbapenémicos
dificultando ainda mais o tratamento. Enterobactérias que
causam infec¢des em humanos com menor frequéncia podem
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ser isoladas a partir de superficies, carreando mecanismos de
resisténcia. Tal fato pode explicar infec¢des futuras através da
contaminacio cruzada.

Palavras chaves: carbapenémicos, resisténcia bacteria-
na, IRAS.

ABSTRACT

Background and Objectives: Carbapenemic drugs are
the last choice for treating Enterobacteria, but resistance to
these drugs has increased. We can only invest in measures to
block the spread of cross-transmission. The aim of the present
study was to evaluate the presence of carbapenem resistance
of bacteria as employee colonizers as well as isolates on object
surfaces. Methods: Hospital staff surfaces and interdigital
swabs were used, inoculated in TSB medium containing an
imipenem disc (10 pg) and after incubation at 36 ° C for 12 to
18h, transferred to MacConkey agar and bacterial identifica-
tion tests were performed. resistance detection. Results: From
38 interdigital collections from hospital professionals and 17
surface collections, we obtained two positive results for the
presence of carbapenem-resistant enterobacteria. The isolates
were identified as Enterobacter asburiae and the enzymatic
blockade test showed not to be enzyme mediated resistance.
Discussion: E. asburiae is an opportunistic pathogen that


http://jic-abih.com.br/index.php/jic/issue/archive

causes different human diseases and has intrinsic resistance

to various beta-lactam drugs. The isolated strain in this study
also showed resistance to carbapenems, making treatment
even more difficult. Enterobacteria that cause infections in
humans less frequently can be isolated from surfaces, carrying
resistance mechanisms. This may explain future infections
through cross contamination.

Keywords: carbapenems, bacterial resistance, healthcare
infection

RESUMEN

Antecedentes y objetivos: los medicamentos carbape-
némicos son la ultima opcién para tratar las enterobacterias,
pero la resistencia a estos medicamentos ha aumentado. Solo
podemos invertir en medidas para bloquear la propagacion
de la transmision cruzada. El objetivo del presente estudio fue
evaluar la presencia de resistencia a carbapenem de bacterias
como colonizadores de empleados, asi como aislamientos en
superficies de objetos. Métodos: se utilizaron superficies de
personal hospitalario e hisopos interdigitales, se inocularon en
medio TSB que contenia un disco de imipenem (10 pg) y des-
pués de la incubacion a 36 ° C durante 12 a 18 h, se transfirieron
a agar MacConkey y se realizaron pruebas de identificacién
bacteriana. deteccion de resistencia. Resultados: De 38 colec-
ciones interdigitales de profesionales hospitalarios y 17 colec-
ciones de superficie, obtuvimos dos resultados positivos para
la presencia de enterobacterias resistentes a carbapenem. Los
aislamientos se identificaron como Enterobacter asburiae y la
prueba de bloqueo enzimatico no mostro resistencia mediada
por enzimas. Discusion: E. asburiae es un patdgeno opor-
tunista que causa diferentes enfermedades humanas y tiene
resistencia intrinseca a varios medicamentos betalactamicos.
La cepa aislada en este estudio también mostro resistencia a los
carbapenems, lo que dificulta aiin mas el tratamiento. Las en-
terobacterias que causan infecciones en humanos con menos
frecuencia pueden aislarse de las superficies, llevando meca-
nismos de resistencia. Esto puede explicar futuras infecciones
por contaminacién cruzada.

Palabras clave: carbapenems, resistencia bacteriana,
infeccion sanitaria.

INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil mais
de 70% das bactérias que causam infec¢des relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) sdo resistentes a pelo menos um dos
antimicrobianos utilizados frequentemente para o tratamento
dos pacientes. Tratando-se de bacilos gram-negativos os pro-
blemas parecem ser mais importantes no Brasil e em outros
paises da América Latina quando comparados a outras regides
do mundo como Europa e Estados Unidos."?

Dentre os bacilos gram-negativos, as enterobactérias tém
destaque nos ultimos anos pela aquisi¢ao de genes que codifi-
cam para uma enzima que degrada o antimicrobiano, gerando
resisténcia. O grande aumento da prevaléncia de enterobacté-
rias resistentes a cefalosporinas devido a produgdo de enzimas
ESBLs (do inglés: Extended Spectrum Beta-Lactamases) e
AMPc levou ao uso direto dos unicos p-lactimicos disponiveis
atualmente no mercado que se apresentam estaveis a essas
enzimas: os carbapenémicos.’

Ao longo de aproximadamente 20 anos, os carbapené-
micos ainda mantiveram sua acdo contra as enterobactérias,
contudo observa-se crescente resisténcia a essa classe de

antimicrobianos. A resisténcia a carbapenémicos envolve
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principalmente a hidrdlise do firmaco por uma enzima, mas
pode envolver também a perda de porinas reduzindo a entrada
do farmaco nas cepas que carregam grandes niveis de AMPc
ou de alguma ESBL. Dados divulgados pela ANVISA afirmam
que no Brasil os indices de resisténcia aos carbapenémicos no
género Enterobacteriaceae é de 80,7%.*°

Com a limitagao do uso das cefalosporinas e a resisténcia
aos carbapenémicos, um farmaco antigo foi reintroduzido na
pratica: as polimixinas. Porém, cabe salientar que apresentam
altas taxas de nefrotoxidade e neurotoxicidade com o uso pro-
longado, e por esse motivo que na década que as polimixinas
foram descobertas, foram gradativamente sendo substituidas por
cefalosporinas de amplo espectro e aminoglicosideos, em fungao
dessas classes de farmacos apresentarem menor toxicidade.®’

Visto que as opg¢des terapéuticas sao reduzidas para esse
grupo de bactérias, sugere-se investir em medidas eficazes para
evitar a dissemina¢do de bactérias multirresistentes nos hos-
pitais, por transmissdo cruzada, destacando praticas como a
realizagao de culturas de vigilancia.® As culturas de vigilancia
possibilitam a obtengédo das taxas de coloniza¢ao das bactérias
resistentes nos pacientes internados, permitindo determinar
de areas e situagdes de maior risco.”'® Além disso, no ambiente hos-
pitalar, a presenca de microrganismos no ar, piso, paredes ¢ frequente,
estes que de forma oportunista podem infectar pacientes."

O objetivo do presente estudo foi de avaliar a presenca de
resisténcia aos carbapenémicos de bactérias como colonizantes
transitérios de funciondrios bem como de microrganismos
isolados em superficies de objetos inanimados e com base nos
resultados, dar subsidio ao controle de infec¢io do hospital pa-
ra a elaboragdo de um sistema de vigilancia de enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos, iniciando pela triagem desse
mecanismo.

METODOS

O projeto de pesquisa foi submetido & aprecia¢ao ao Co-
mité de Etica em Pesquisa da Universidade Franciscana, para
andlise e aprovado com CA AE niimero: 98895018.9.0000.5306.

Como padronizado pela ANVISA, as amostras a serem
utilizadas para avaliacdo de coloniza¢do por enterobactérias
produtoras de carbapenemases foram coletadas com swab.
Inicialmente foram coletados das superficies inanimadas (tais
como: equipo do paciente, bandeja de medicamentos e lateral
da cama do paciente). Apés o esclarecimento do projeto, acei-
tagdo dos funciondrios a participarem da pesquisa e assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), fo-
ram também coletadas amostras bioldgicas da pele no espago
interdigital de ambas as maos. Somente foi identificado o sitio
de onde o material foi coletado (por exemplo: interdigital), nao
sendo identificados os swab’s com o nome dos funcionario,
pois em caso de o resultado do swab ser positivo para os meca-
nismos de resisténcia investigados, ndo hd implicagdo nenhu-
ma ao participante, visto que tratam-se pessoas com sistema
imune eficaz, ndo desenvolvem infec¢do por colonizantes com
mecanismos de resisténcia.

Isolamento, Caracteriza¢do e Deteccao de Mecanismos de
Resisténcia das Bactérias

As amostras foram coletadas em swab com meio de
transporte Stuart® e enviadas ao laboratério de microbiologia
imediatamente. No laboratério as amostras foram inoculadas
em 10 ml de meio liquido (caldo TSB - Caldo Soja Tripticaseina
OXOID?) contendo um disco de imipenem (10 pg — Laborclin®)
imediatamente antes do uso. A seguir as culturas foram incu-
badas por 12 a 18 horas a 36 °C. Apds, subcultivadas em agar
MacConkey por esgotamento (Adaptado de ANVISA, 2013).




Todas as colonias distintas no agar MacConkey foram
submetidas a identificagdo por série bioquimica através do sis-
tema API 32E Biomerrieux® e submetidas ao teste de bloqueio
enzimadtico descrito abaixo.®

De acordo com a nota técnica 01/2013 da ANVISA, as
enterobactérias com didmetro de halo de inibicdo igual ou
menor que 22 mm para imipenem e/ou meropenem, e isolados
com didmetro do halo de inibigao menor ou igual a 24 mm para
ertapenem em Muller Hinton devem ser submetidas ao teste fe-
notipico da detecgdo de KPC, NDM ou OXA (teste de bloqueio
enzimatico), que consiste na realiza¢do do antibiograma com a
adicio de substratos inibidores da enzima aos discos de caba-
penémicos (substratos inibidores: EDTA, acido fenilborénico e
cloxacilina). Isolados com diferenca de didmetro > 5 mm para
o carbapenémico (imipenem ou meropenem) com EDTA em
relagdo ao carbapenémico sem EDTA devem ser consideradas
potenciais produtores da enzima metalo-betalactamase (enzi-
mas IMP, VIM, NDM). Isolados com diferenca de didmetro
de halo de inibi¢do > 5 mm apenas com acido fenilbordnico
(AFB), para qualquer um dos substratos (imipenem ou mero-
penem), devem ser considerados produtores de KPC. Isolados
com diferenca de didmetro de halo de inibigdo > 5 mm com
acido fenilboronico (AFB) e também cloxacilina (CLOXA),
para qualquer um dos substratos, deverdo ser considerados
produtores de AmpC plasmidial e perda de porinas.

RESULTADOS

A partir de 38 coletas de interdigital dos profissionais do
hospital e 17 coletas de superficies inanimadas, obtivemos dois
resultados positivos para presenca de enterobactéria resistente aos
carbapenémicos, ambas isoladas a partir de superficies inanima-
das. Na tabela 1 encontram-se os setores de coleta e resultados.

Para os dois isolados positivos, O teste de bloqueio enzi-
matico foi realizado para detec¢ao de KPC, metalo-beta lactase
ou outra forma de resisténcia ndo mediada por essas enzimas.

Para os dois isolados positivos, foi realizada a identifica-
¢do por meio do sistema API 32E da Biomerrieux®, conforme

Tabela 1. Resultados conforme sitio de coleta.

metodologia e ambos os isolados foram identificados como
Enterobacter asburiae (E. asburiae). O teste de bloqueio en-
zimdtico mostrou nao se tratar de resisténcia mediada por
enzimas visto que os testes com AFB, CLOXA e EDTA nao
mostraram aumento superior a 5mm comparados aos discos
sem aditivo. De acordo com a Nota Técnica da ANVISA
01/2013: a negatividade dos testes fenotipicos para KPC (AFB),
metalo-betalactamases (EDTA) e AmpC (CLOXA + AFB),
mas resisténcia a carbapenémicos podem indicar a presenca da
carbapenemase OXA-48 ou perda de porinas.

Foi realizada a técnica de PCR para averiguacdo das
enzimas KPC (Figura 1 A) e OXA-48 (Figura 1 B) e ambos os
resultados se mostraram negativos, permitindo-nos concluir
que o mecanismo de ac¢do da resisténcia a carbapenémicos
nessas amostrar trata-se de perda de porinas.

Figural - B
CP CN il

Figural - A

100pb

e

CP= controle positivo; CN = controle negativo;

CP= controle positivo; CN = controle negativo;
T=teste

T=teste

Tabela 1 (A e B). PCR em gel de agarose 2%.
A — controle positivo (CP) gene KPC.
B — controle positivo (CP) gene OXA-48coleta.

DISCUSSAO

Enterobacter asburiae (E. asburiae) é uma bactéria
com motilidade, anaerdbia facultativa, forma de bastonete
gram-negativa, pertencente a familia das Enterobacteriaceae.
E uma espécie classificada recentemente no género Enterobac-

Funcionarios / Clinica Resultado Superficies / Clinica Resultado
Técnico de enfermagem Negativo Macaneta porta Negativo
Enfermeiro Negativo Bandeja de medicamentos Negativo
Médico Negativo Computador Negativo
Estudante Negativo Guarda da cama de paciente Negativo
UTI Tampa lixo branco Negativo
Técnico de enfermagem Negativo UTI
Enfermeiro Negativo Monitor leito do paciente Positivo
Médico Negativo Bandeja de medicamentos Positivo
Estudante Negativo Superficie da pia Negativo
Fisioterapeuta Negativo Computador Negativo
Bloco cirurgico Mesa leito de paciente Negativo
Técnico de enfermagem Negativo Bloco ciriurgico
Enfermeiro Negativo Leito neonato Negativo
Auxiliar de enfermagem Negativo Balcdo recepcdo Negativo
Médico Negativo Computador Negativo
Estudante Negativo Cozinha
Cozinha Mesa da copa Negativo
Auxiliar de cozinha Negativo Porta micro-ondas Negativo
Nutricionista Negativo Pia Negativo
Balcdo Negativo
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ter que anteriormente era chamada de Grupo Entérico 17. E.
asburiae é um patégeno oportunista e causa diferentes doengas
humanas, como pneumonia adquirida, infec¢des de tecidos
moles, infec¢do de feridas e outras infecgdes e produz a enzima
B-lactamase constitutivamente em niveis elevados, o que faz
com que esta bactéria seja resistente a maioria dos antibidticos
B-lactamicos.”? A cepa isolada no presente estudo apresentou
ainda resisténcia também aos carbapenémicos o que preocupa
ainda mais, caso o tratamento se fizesse necessario, e possibili-
dade de disseminacio de resisténcia.

Acerca da resisténcia detectada nesse estudo, as bactérias
gram-negativas consistem em seu envelope, trés camadas prin-
cipais: membrana externa, parede celular de peptideoglicano
e membrana interna ou citoplasmatica. A protegdo da célula
contra agentes externos, como, metais pesados e detergentes,
é a membrana externa que contém proteinas especificas,
chamadas porinas. As porinas formam canais que permitem a
passagem seletiva de nutrientes essenciais e outros compostos,
como antimicrobianos, para o seu sitio ativo.”

A perda de porinas desempenha um papel importante na
resisténcia aos carbapenémicos, a alteragdo no nimero ou na
atividade dessas porinas bacterianas, incluindo uma modifica-
¢d0 na expressdo das porinas, pode ter efeito sobre a resisténcia
a essa classe de antimicrobianos.'>*

A baixa regulacdo na expressio de porinas ou uma
alteragao favorecendo a expressio dos pequenos canais como
resposta a antibioticoterapia, pode resultar na reduzida per-
meabilidade da membrana que limita severamente o acimulo
intracelular do antimicrobiano, permitindo a evolugdo ou
aquisi¢do de outros mecanismos de resisténcia, isso inclui:
mutagdes no alvo, producio enzimatica, entre outros'>'

A resisténcia aos antibidticos carbapenémicos por perda
ou redugdo da expressdo das porinas tem sido relatada em
diversas partes do mundo e em diferentes espécies da familia
Enterobacteriaceae, principalmente em K. pneumoniae, Ente-
robacter spp. e E. coli."*

Enterobactérias que causam infec¢ées em humanos com
menor frequéncia (como E. asburiae) tem tido seus relatos
aumentados e nosso estudo demonstra que cepas podem ser
isoladas a partir de superficie, aumentando o risco de infec-
¢des nosocomiais, através da contaminagdo cruzada. Além
disso, nosso estudo detectou um mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos em um isolado intrinsecamente resistente a
B-lactamicos e mediado por perda porinas. Tal achado pode
ajudar no planejamento futuro de medidas de bloqueio para
minimizar disseminagdo bacteriana e principalmente cons-
cientizagdo da equipe de funciondrios acerca da transmissdo
de resisténcia de superficies a pacientes, em especial imunosu-
pressos, caso mal higienizadas.
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conscientizagio scbr fransmissae ouzada de profissonais para pacienies por meio das mios ¢ superfices
inanimadas. Uma forma imporiante de transmissio de paldgencs num ambiente hospilalar @ quando 8
micrabials comenss| de individuos sadios & lransmilids de fonmas eaxdgaens enlre profiEsionsis & pacionles,
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ocorrenda a transmissia cruzeda desses micro-organismos. Diante do exposto, esse astudo tem como
objativa avaliar 8 microbiota normal (prasanca de bacténas) e os

principais mecanismas de resisténcia bacienana (resisténcia a de 5, aureus a oxacihina e resisiéncia de
Enterobactérias a carbapenémicos)a parlir de swab's de pele & nasolaringe oblidos de prolissionais e
suparficias inanimadas de um hospital de médio parta da Santa Mana. Apde 0 asclaracmanta do prajeto @
aceitacdo dos profissionas, serBo coleladas 2 swabs: (1) nasofaringe (2] pele no aspaca interdigital de
ambas as mans, (s swab's serao colocados am meo da transporta asterd @ ransporiado ate o Laboratorg
da Microbiolkagia da Universidade Francscana, devidamente conservado em caia termica com iempe i
confrolada. As andlises micrabiokigicas poslanones para solamento das baclénas de inberasss bam oomo
dos mecanismos de resisténcia alou perfil de susceplibilidade ser@o realizadas conforme previsias am
arbgos ceantficos ou profocolos padranizacdos da ANVISA. Para solamento, caracterzagio @ avalagio de
resisténcia bacteriana sarao utilizados os swabs 1 @ 2 Esies swabs sardo inoculados am caldo TSB
suplementados com disco de cefaxiina e disca de erapenem. Os caldos que apés incubacio apresentarem
e lurvos, serdo subcullivados em Agar Sal Manilol & Agar

MacCankey. A resisténcia de Staphylococcus a oxaciing serd avaliada com disco de celoxting (30g). a
resisténcia de Enlercbactéras aos carbapenémicos sard avalada com o disco da ertapenam. O presanta
trabalho, alam de daterminar padrdes de microbiota normal dos individuos em contato com paciantas,
datermina s pxisie exprassido de mecanismos de resisténcia a anSmicrobianas na microbiota normal de
profissionais da sadde.

Objetivo da Pesquisa:

Pesquisar as principais mecanismas de resisténcia bacteranos em suparficias inanimadas e coma
microbiota narmal dos profissionais do Hospitlal Sdo Francisco de Assis,

Detectar a resistdncia a meticilina em Staphylococcus aureus @ 8 rassiénca a carbapandmicos am
Entarobactérias nas suparficias a microbiota normal dos funcionanos.

Com hase nos resultadas ohbdos, desenvolver um trabalha de conscientizacdo sobre transmissiio cruzada
da profissionais para pacientes par meio das maos @ superficies inanimadas:;

Fadranizar medodologia para fulura implemeantacio de vigilanca em pacientes,

AvaNlagio doe Rlscoe e Beneficios:

Sequndo 08 pesquisadores, 08 fiscos sio inerentes A coleta de malerial biologico com swab, ou seja; raros
pacentes aprasaniam reagdo ransitdna ao contato com o alginalo de caloo presanta no swab e incomodo
com a cokata das fossas nasais. Visto que a prasanga de mecrobiota
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pactenana nas maos dos funcionanas & narmal, N&o ha nsco em diggndstico. Segunoo 08 pesguisataras
espara-sa que a realizagio desse astudo frega como beneficio esclarecer cada vez mals a relevancia das
boas pratcas de higlane, biossaguranga a principalmanta para a imponancia do diagnastico micrabislagico,
pais esses microrganismoes estiio aumentando cada vez mais sua pravaléncia

Comeantarios 8 Conglderagfes sobre 8 Pasquiea:

O projeto analisado apresenta elemantos necassinos para o desenvolvimenio de urma pasquisa cientifica.
For meso dos resultedos asparados poderd haver contrbulgao significativa no servigo de sabda, quanto a
prevancio de Infaccdas bacterianas, principalmants aguelas transmitidas par contato dirato antre os
profissionais de salde & 05 usuArios do sislema,

Conglderagtes sobre o8 Termos de apresantagio obrigataria:

0 projeto apresenta fodos os Termos e documeantos precanizedos pela Resolgio n ® 46612 CHNS/MS.

Recomendagdes:
Adequar o desfecha secundann do projetn, ale deve apresentar os objetivos aspecificos

Conclusdes ou Pendénclzs e Lista de Inadequagtes:
Diante das asequagies alendidas no TCLE pela pesquisadors, esle colagiacse aprova & prasants pesquisa.

Conglderagtes Finals a critério do CEP:

Toda e qualquer altaragio do Projeto, assim como 08 eventos advarsos graves, daverao sar comunicados
mediatamants a esta Comité. O pesquisador deve aprasantar relatdrio final da pasquisa, ao CEP, via
Flataforma Brasil, no més de marga/201%, conforme determinacao do CONEP

Este parecer fol elaborado baseado nos documentos abalxo relacionados;

Tipe Documeanto ATGUIVD Postagen Ator Sibiacao|

Informagoes Basicas IN MAL BAS 0510018 Acaita
1 T pdf 112813

Prajeto Detalbado /| projetodetalbado doc 0510/2018 | Ara Paula Becker Acaila

Brachurs 11:22:45

Invastgador

TCLE / Termos da  |icle.docx 05M0/2018 |Ana Paula Backer Acaito

Assontimento / 11:22:27
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Dutras comicaprovado. pof 1?903.?21;?3 Ana Paula Backar Acaito
Folna de Rosto Toinaoerosto. pal u%%_izgs'ia Ana Faua Becher Acaito

Eltuagho do Parecer:
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Naceesiia Apreclagio da CONEP:
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Agsinado por:
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(Coordenador(a))
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