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RESUMO

As bactérias da familia Enterobacteriaceae estdo entre oS micro-
organismos de maior relevancia nas infeccdes relacionadas a assisténcia
a saude (IRAS), devido a alta prevaléncia e a facilidade de adquirir e
transmitir genes de resisténcia aos antimicrobianos. O objetivo do
presente trabalho foi identificar e caracterizar enterobactérias coletadas
entre abril-setembro/2015 no HU-UFSC. Um total de 180 pontos de
coleta foram monitorados mensalmente em cinco unidades hospitalares,
incluindo pacientes, profissionais de salde e ambiente hospitalar, o que
totalizou 1.080 amostras, que foram semeadas em agar MacConkey.
Obteve-se 210 amostras positivas para enterobactérias (76,9%) e 284
isolados. Os isolados foram identificados por método automatizado
(Vitek2®) e sequenciamento de um fragmento do gene 16S rRNA
(MiSeq System, Illumina). MALDI-TOF (Vitek MS) e sequenciamento
do gene rpoB também foram aplicados para alguns isolados. A
resisténcia das enterobactérias foi determinada pelo TSA (Vitek2®) e
pela pesquisa de genes codificadores de B-lactamases (gQPCR). As
maiores propor¢des de amostras positivas foram em pacientes (44,4%),
seguidas de ambiente (16,1%) e profissionais (6,9%). As maiores taxas
foram nos swabs retais dos pacientes (89,4%) e nas areas de repouso e
alimentacdo dos profissionais (40,5%). Os métodos de identificacio
Vitek2® e 16S rRNA tiveram excelente concordancia a nivel de género
(82,8%) e de espécie (90,8%), apesar de algumas discordancias,
principalmente para o género Enterobacter spp., que foi melhor
identificado pelo rpoB. As enterobactérias mais abundantes foram E.
coli (20,1%), K. pneumoniae (19,4%), Pantoea spp. (19%) e E. cloacae
complex (17,3%). Um total de 35% das enterobactérias foram
classificadas como MDR, 30,9% foram resistentes as cefalosporinas de
espectro estendido (ESC-R) e 14,5% resistentes aos carbapenémicos
(CARB-R). O gene de resisténcia mais frequente foi blasyy (20,1%),
SegUidO de blaCTx_M_l (10,2%), bIaCTx_M_g (8,7%), blaCTx_M_g (4,6%),
blakpc (4,6%) e blactx.m-2 (0,4%). A distribuicdo de bactérias MDR,
ESC-R e CARB-R foi homogénea entre pacientes, profissionais e
ambiente, indicando ampla disseminacdo pelo hospital. Esse estudo
contribuiu com informagdes relevantes sobre a distribuicdo, abundancia
e caracterizacdo do perfil de resisténcia das enterobactérias circulantes
no HU-UFSC, podendo ser utilizado para o delineamento de novas
estratégias para reducdo de IRAS.

Palavras-chave: IRAS, Enterobacteriaceae; Estudo de Rastreamento,
Resisténcia Antimicrobiana; Identificacdo microbioldgica.






ABSTRACT

Some of the most concerning microorganisms found in HAI (Health-
care Associated Infections) belong to the Enterobacteriaceae family,
due to their high prevalence and risk of acquiring resistance genes. The
aim of this study was to identify and characterize enterobacteria
collected between Apr-Sep/2015 at HU-UFSC. Monthly, a total of 180
collection points were monitored in five hospital units, including
samples from patients (PT), healthcare workers (HCW) and hospital
environment (HEV). The 1,080 samples were seeded in MacConkey
agar. A total of 210 samples were positive for enterobacteria (76.9%)
and 284 isolates were obtained. The isolates were identified by an
automated system (Vitek2®) and by 16S rRNA sequencing (MiSeq
System, Hlumina). MALDI-TOF (Vitek® MS) and rpoB sequencing
were also applied for some isolates. The resistance profile was
determined by AST (Vitek2®) and by the presence of p-lactamases
encoding genes (qPCR). The samples that presented higher proportion
of enterobacteria were from PT (44.4%), followed by HEV (16,1%) and
HCW (6.9%). The highest rates were from PT rectal swabs (89.4%) and
rest/dinning areas of the HCW (40.5%). The identification methods
Vitek2® and 16S rRNA presented excellent concordance rates at genera
(82.8%) and species level (90.8%). Although there were some
discordances, especially for Enterobacter spp., that was better identified
by the rpoB gene. The most abundant enterobacteria were E. coli
(20.1%), K. pneumoniae (19.4%), Pantoea spp. (19%) and E. cloacae
complex (17.3%). A total of 35% of the enterobacteria were classified as
multi-drug resistant (MDR), 30.9% were resistant to extended spectrum
cephalosporins (ESC-R) and 14.5% were resistant to carbapenems
(CARB-R). The most frequent resistance gene was blasyy (20.1%),
followed by blaCTx.M.l (102%), blaCTx.M_g (87%), blaCTx.M_g (46%),
blakpc (4.6%) and blactx.m-2 (0.4%). The MDR, ESC-R and CARB-R
enterobacteria distribution was homogeneous between PT, HCW and
HEV, highlighting their wide distribution in the hospital. This study
gave relevant information about the distribution, abundance and
resistance profile of the HU-UFSC circulating enterobacteria. These
findings could play an important role in developing new strategies for
HAI control.

Keywords: HAI, Enterobacteriaceae, Antimicrobial resistance,
Microbial identification.
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1. REVISAO DE LITERATURA

1.1 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE
(IRAS)

As infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo
qualquer infeccdo adquirida pelo paciente durante a prestagdo de algum
servico de salde. Esse termo surgiu em meados da década de 1990 para
ampliar o conceito de “infec¢des hospitalares”, que passou a incorporar
as infeccBes relacionadas a assisténcia a saude em qualquer ambiente.
Diferentes termos que podem ser utilizados para se referir as IRAS séo
“infeccdes  nosocomiais” ou  “institucionais”  (PADOVEZE;
FORTALEZA, 2014; WHO, 2016).

As IRAS sd0 o0 evento adverso mais comum nas instituicGes de
salde, constituindo uma das principais ameagas a seguranga dos
pacientes. Os impactos causados por essas infecgdes podem resultar em
um tempo maior de internacdo, elevando os gastos financeiros dos
sistemas de saude e gerando um impacto negativo na qualidade de vida
dos pacientes, além de causarem muitas mortes desnecessarias. Outra
consequéncia € o aumento da resisténcia dos micro-organismos aos
antimicrobianos (PITTET et al., 2008; WHO, 2011).

Alguns determinantes comuns das IRAS sdo: o uso de
dispositivos invasivos e antimicrobianos; procedimentos diagndsticos e
terapéuticos de alto risco; imunossupressao ou outras condigdes severas
de saude, principalmente afetando recém-nascidos e idosos; e a falta de
medidas de prevencdo e controle de IRAS (WHO, 2016).

1.1.1  Epidemiologia das IRAS

As IRAS sdo consideradas um grande problema de sadde publica,
seu controle e prevencdo sdo um dos principais desafios mundiais.
Nenhum pais ou sistema de salde, até mesmo 0s mais desenvolvidos e
sofisticados podem dizer que estdo livres desse problema. Estima-se que
a cada ano, centenas de milhdes de pacientes ao redor do mundo
adquiram alguma IRAS (PITTET et al., 2008; WHO, 2016). O risco é
de duas a 20 vezes maior em paises em desenvolvimento, onde a
propor¢do de pacientes infectados frequentemente excede 25% (WHO,
2005). Alguns fatores que contribuem para esse cenario sao a escassez e
a baixa qualificacdo de recursos humanos, aliados a estrutura fisica
inadequada em servicos de salde e ao desconhecimento ou nédo
cumprimento de medidas de controle de IRAS (PADOVEZE;
FORTALEZA, 2014).
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Apesar da grande relevancia das IRAS para a salde publica, ha
uma grande dificuldade em se coletar dados fidedignos que ajudem a
entender a sua epidemiologia global, nacional e regional. Muitos paises
ndo possuem um sistema de vigilancia para IRAS, e aqueles que
possuem, precisam lidar com a complexidade e a falta de critérios
uniformes para o seu diagndéstico. Os programas de vigilancia de IRAS
requerem tempo e recursos, além de exigirem grande conhecimento para
0 desenho do estudo, coleta, analise e interpretacdo dos dados
(ALLEGRANZI et al., 2011).

Pela primeira vez, em 2011, a Organizagdo das Nac¢Ges Unidas
(ONU) realizou um mapeamento global de IRAS por meio de uma
revisdo sistematica de trabalhos cientificos publicados entre os anos de
1995 e 2010. Dentre os paises em desenvolvimento, o Brasil foi um dos
que apresentou 0 maior numero de publica¢fes. Calculou-se uma
prevaléncia de IRAS de 3,6-12% em paises desenvolvidos e 5,7-19,1%
em paises em desenvolvimento. No Brasil, foi estimada uma prevaléncia
de 14%. Verificou-se que o risco de se adquirir IRAS é
significativamente maior em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), com
aproximadamente 30% dos pacientes sendo afetados por pelo menos um
episodio de IRAS e apresentando consideravel morbidade e mortalidade
associadas (WHO, 2011).

1.1.2 Programas de Prevengdo e Controle de IRAS

Grande parte das IRAS poderiam ser completamente evitadas
pela adogdo de medidas de prevencéo e controle (WHO, 2016). Uma das
primeiras medidas, adotada por volta do ano de 1850, foi a lavagem de
médos antes e entre contato com os pacientes, porém, 0s primeiros
programas especificos de controle e prevencdo de IRAS (PCIRAS) s6
tiveram inicio em meados do século XX nos Estados Unidos. No Brasil,
durante a década de 1970 foram criadas as primeiras Comissfes de
Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIHs), que passaram a ser
obrigatdrias para todos os hospitais brasileiros a partir de 1983, com a
publicagdo da Portaria n° 196/83 pelo Ministério da Satde (OLIVEIRA;
SILVA; LACERDA, 2016). Em 1999 foi criada a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA), que passou a ser responsavel por definir
as normas gerais, 0s critérios e 0s métodos para a prevencao e controle
das IRAS no Brasil, coordenando as agdes e estabelecendo um sistema
de avaliacdo e divulgacdo dos indicadores nacionais (ANVISA, 2013).

Ha fortes evidéncias de que a implementacdo de medidas de
PCIRAS levam a uma reducédo significativa nos casos de IRAS e nos
danos ao paciente. Observa-se resultados ainda melhores quando essas
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medidas sdo associadas a um suporte politico e administrativo
integrados com servigos clinicos e com a cultura de seguranca do
paciente. A implementacdo de programas efetivos de PCIRAS podem
levar a uma redugéo de mais de 30% nas taxas de IRAS (WHO, 2016).

Algumas das a¢Oes estratégicas que sdo propostas para a reducao
de IRAS a niveis evitaveis sdo: (1) adesdo as praticas baseadas em
evidéncias, educando, implementando e realizando investimentos; (2)
aumentar a sustentabilidade por meio de incentivos financeiros e
reinvestimento em estratégias que demonstrarem sucesso; (3) preencher
as lacunas de conhecimento para responder a ameagas emergentes por
meio de pesquisas béasicas, epidemiolégicas e translacionais; (4) coletar
dados para direcionar esforcos de prevengdo e mensurar 0S progressos
(CARDO et al., 2010; OLIVEIRA; SILVA; LACERDA, 2016).

No Brasil, o dltimo Programa Nacional de Prevencdo e Controle
das InfeccOes relacionadas a Assisténcia & Saude (PNPCIRAS) foi
publicado em 2016 e terd um periodo de vigéncia de cinco anos (2016-
2020). Dentre os objetivos especificos estdo: (1) Consolidar o Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica das IRAS; (2) Reduzir
nacionalmente a incidéncia das IRAS prioritarias; (3) Prevenir e
controlar a disseminacdo da resisténcia microbiana em servicos de
salde; (4) Consolidar o PNPCIRAS (ANVISA, 2016).

1.2 AGENTES ETIOLOGICOS DAS IRAS

As IRAS podem ser causadas por agentes infecciosos de origem
enddgena ou exogena. As fontes enddgenas sdo bactérias que colonizam
diversos sitios corpéreos como: pele, nariz, boca, trato gastrointestinal
ou vagina, que sdo locais normalmente colonizados por micro-
organismos. Esses micro-organismos podem se tornar invasivos sob
certas condicBes favordveis ou podem causar infeccdo pela
contaminacéo de sitios estéreis. As fontes exdgenas sdo aquelas externas
ao paciente, tais como profissionais da salde, visitantes, equipamentos
hospitalares, instrumentos médicos ou ambiente hospitalar (HORAN;
ANDRUS; DUDECK, 2008).

Alguns dos micro-organismos de maior relevancia para IRAS,
tanto em hospitais de paises desenvolvidos quanto nos em
desenvolvimento, sdo: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp.,
familia Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus e Enterococcus spp.
(MAGIORAKOS et al, 2011; RICE, 2008). Em paises em
desenvolvimento, como o Brasil, os bacilos Gram-negativos sdo 0s mais
comumente encontrados (ALLEGRANZI et al., 2011). As infeccBes
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mais frequentes sdo as de urina, intra-abdominais, de corrente sanguinea
e de feridas cirurgicas (WHO, 2016).

1.2.1  Familia Enterobacteriaceae

A familia Enterobacteriaceae foi descrita por Rahn em 1937,
esse nome foi derivado da palavra em latim "enterobacterium”, que
significa "bactéria intestinal”. Essa é a Unica familia representante da
ordem Enterobacteriales, da classe Gammaproteobacteria e do filo
Proteobacteria. Os micro-organismos membros dessa familia podem ser
chamados de “enterobactérias” ou ‘“bactérias entéricas”, pois muitos
deles fazem parte da microbiota intestinal de animais. Atualmente estdo
descritos 53 géneros pertencentes a essa familia, com mais de 170
espécies identificadas, entretanto, somente 26 géneros sdo associados a
infeccfes em humanos (LPSN, 2017; RAHN, 1937).

As enterobactérias sdo bacilos Gram-negativos, fermentadores de
glicose e anaerdhios facultativos, podem ser encontradas no solo, na
agua, em plantas e em animais (de insetos a humanos) (BRENNER,
1984).

Muitas das enterobactérias sdo consideradas patdgenos
oportunistas, sendo responsaveis por inimeros casos de infeccOes
comunitérias e de IRAS. A Escherichia coli é frequentemente associada
a infecgdes do trato urinério, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. séo
frequentemente associadas a pneumonias nosocomiais, principalmente
em pacientes internados por um periodo prolongado. De maneira geral,
todas as enterobactérias tém sido relacionadas com infec¢6es da corrente
sanguinea, periodontites, colangites e outras infeccdes intra-abdominais.
Além destes, organismos como Salmonella sdo causadores de
gastroenterites, podendo levar a uma infeccdo invasiva em alguns
pacientes (LIVERMORE, 2012; LUPO et al., 2013; PATERSON,
2006).

1.3 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

A descoberta das bactérias como agentes infecciosos se deu no
fim do século XIX, entretanto, os antimicrobianos - que foram os
primeiros tratamentos a apresentarem sucesso contra esses micro-
organismos - s6 foram descobertos e introduzidos meio século depois.
Esses medicamentos revolucionaram a medicina em diversos aspectos,
porém, seu uso foi acompanhado do rapido aparecimento de cepas
resistentes (DAVIES; DAVIES, 2010).

A resisténcia antimicrobiana € um dos maiores agravantes das
IRAS e constitui um dos principais problemas de salde publica.
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InfeccBes por bactérias resistentes a diversos tipos e classes de
antimicrobianos tém se tornado cada vez mais comuns. A perda da
eficacia desses antimicrobianos limita as opcdes terapéuticas, forgando
os profissionais de salde a prescreverem antimicrobianos que podem ser
mais toxicos para o0 paciente, mais caros e menos efetivos. Mesmo
guando tratamentos alternativos existem, observa-se que pacientes com
infeccbes causadas por micro-organismos resistentes apresentam um
maior tempo de internagdo, recuperacdo mais lenta, incapacidade de
longo prazo e maior mortalidade (CDC, 2013).

1.3.1 Origem e Disseminacéo da Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana ¢ o resultado de um conjunto de
possiveis fatores, dentre eles estdo: (1) as interagcBes complexas entre
bactérias patogénicas e ndo patogénicas; (2) a acdo de genes de
resisténcia; e (3) a pressao seletiva exercida pelos antimicrobianos, por
meio da subutilizacdo, uso excessivo e mau uso desses agentes (tanto na
medicina humana como animal) (DAVIES & DAVIES 2010; GUIDRY
et al. 2015).

As bactérias apresentam uma surpreendente habilidade de gerar,
adquirir e transmitir elementos genéticos responsaveis pela resisténcia
antimicrobiana, que pode se dar via transformacdo, conjugacdo,
transdugdo e mutacdo. A resisténcia pode ser amplamente disseminada
por diversos meios. Genes de resisténcia sdo comumente encontrados
em plasmideos, que sdo facilmente compartilhados entre bactérias
Gram-negativas, como as enterobactérias. Esse compartilhamento de
genes de resisténcia pode ocorrer dentro de um hospedeiro ou no
ambiente. Um dos desafios para o controle das infec¢bes causadas por
micro-organismos resistentes € que a disseminacdo e a aquisi¢do de
fatores de resisténcia pode ser silenciosa. Um exemplo sdo as
enterobactérias, que fazem parte da microbiota normal do trato
gastrointestinal. Individuos podem ser colonizados e, de forma
assintomatica, servirem como repositorio desses micro-organismos
resistentes, que eventualmente, podem causar infeccdo (VASOO;
BARRETO; TOSH, 2015).

Dentro do contexto hospitalar, a resisténcia pode ser originada e
transmitida por diferentes meios: (1) pode ja estar presente na
microbiota do paciente; (2) pode ser originada da pressdo de selecéo
exercida pelo uso de antimicrobianos; (3) ou pode ser transmitida entre
pacientes, profissionais da salde e ambiente hospitalar (GUIDRY et al.,
2015).
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Alguns fatores de risco para adquirir micro-organismos com
determinados fatores de resisténcia sdo: uso anterior ou recente de
antimicrobianos; longo tempo de internacdo; admissdo em UTI; uso de
dispositivos médicos invasivos; estado funcional comprometido; idade
avancada; recebimento de transplantes; etc. (VASOO; BARRETO;
TOSH, 2015).

Medidas de prevencdo que podem ser tomadas sdo a
implementacéo de programas de controle de infeccdo e de uso racional
de antimicrobianos (em inglés, antimicrobial stewardship), além de uma
vigilancia ativa que vise interromper a cadeia de transmissdo. Outros
fatores importantes sdo a educacdo continuada dos profissionais de
salde sobre a problematica da resisténcia antimicrobiana e o
compartilhamento de informacGes sobre a epidemiologia regional,
nacional e internacional (VASOO; BARRETO; TOSH, 2015).

1.4 RESISTENCIA EM GRAM-NEGATIVOS E
ENTEROBACTERIACEAE

Um aumento de resisténcia tem sido observado em bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, tanto em infeccbes comunitarias
guanto nas IRAS. Entretanto, dentre todos os problemas de resisténcia
antimicrobiana, a resisténcia em bactérias Gram-negativas, como as
enterobactérias, sdo particularmente preocupantes, pois o fendtipo
resultante é resistente a quase todos os farmacos utilizados para
tratamento. Isso também acontece, mas ndo na mesma escala, com
alguns micro-organismos Gram-positivos, como Staphylococcus e
Enterococcus (CDC, 2013).

A caracteristica que mais define as bactérias Gram-negativas,
diferenciando-as das Gram-positivas, € a presenca de uma parede celular
com membrana dupla. A membrana externa evita a entrada de moléculas
grandes ou hidrofébicas e torna mais lenta a entrada de farmacos através
da membrana. Ha diferentes métodos pelos quais as bactérias Gram-
negativas desenvolvem resisténcia aos antimicrobianos: (1) producéo de
enzimas que destroem a integridade dos antimicrobianos, como -
lactamases e enzimas modificadoras de aminoglicosideos; (2) mutagdes
em sitios de ligacdo de antimicrobianos, que é o mecanismo mais
frequente na resisténcia a fluoroquinolona; (3) alteracdo de proteinas da
membrana externa ou porinas, resultando em menor permeabilidade; (4)
bombas de efluxo que reduzem a concentracao intracelular de moléculas
anfipaticas (inclusive antimicrobianos) pela membrana, bombeando-os
novamente para fora da célula (mecanismo mais encontrado em
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii). Essa combinagdo
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entre reducdo da permeabilidade e a presenca das bombas de efluxo
explicam porque as bactérias Gram-negativas sdo inerentemente mais
resistentes que as Gram-positivas (HO; TAMBYAH; PATERSON,
2010; LIVERMORE, 2012).

1.4.1  Agentes Anti-Gram-negativos e Mecanismos de Resisténcia
aos p-lactamicos

Os primeiros antimicrobianos com espectro contrta Gram-
negativos foram as sulfonamidas, introduzidas na década de 1930. As
tetraciclinas, os aminoglicosideos de primeira geracéo e o cloranfenicol
sO se tornaram disponiveis no final da década de 1940 e inicio da de
1950. Depois disso, seguiram-se dois grandes avangos no
desenvolvimento de antimicrobianos. O primeiro foi no inicio da década
de 1960, com o desenvolvimento das penicilinas semissintéticas e das
cefalosporinas de primeira geracdo, juntamente com aminoglicosideos
mais potentes e menos toxicos. O segundo avanco foi na década de
1980, que levou ao desenvolvimento das oximino-cefalosporinas de
terceira e quarta geracdo (cefalosporinas de espectro estendido),
combinagdes com inibidores de p-lactamases, carbapenémicos e
fluoroquinolonas (LIVERMORE, 2012). As polimixinas (colistina e
polimixina B) foram descobertas no final da década de 1940, mas foram
subsequentemente substituidas por agentes menos nefrotoxicos.
Entretanto, nos Gltimos anos esses antimicrobianos tém se tornado uma
opcdo terapéutica importante para micro-organismos resistentes aos
carbapenémicos (HO; TAMBYAH; PATERSON, 2010).

O grupo de antimicrobianos p-lactamicos, que inclui as
penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenémicos, estd
dentre a classe dos melhores agentes antimicrobianos com importancia
clinica e sdo amplamente utilizados. O alvo dos B-lactimicos é a
biossintese de peptidoglicano na célula bacteriana, o que leva a inibicdo
da sintese da parede celular. Diversos mecanismos bioquimicos e
fisiolégicos sdo responsaveis pela resisténcia bacteriana a esses agentes
(DAVIES; DAVIES, 2010; LIVERMORE, 2012).

Em enterobactérias, a resisténcia aos B-lactamicos pode se dar por
mutac6es nas PBPs (do inglés, Penicillin-binding Proteins), por reducéo
da permeabilidade da parede celular (causada pela ruptura das proteinas
da membrana externa) ou pela producdo de B-lactamases, que é o
mecanismo de resisténcia mais frequentemente encontrado nessa familia
de bactérias (HAWKEY; JONES, 2009).
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1.4.1.1 pB-lactamases

As B-lactamases sdo enzimas periplasmaticas capazes de inativar
0s antimicrobianos B-lactamicos por meio da hidrélise do anel pB-
lactdmico. Um fator que as torna ainda mais preocupantes é que a
maioria dos genes que produzem essas enzimas estdo localizados em
plasmideos, podendo ser facilmente disseminados entre as bactérias
(BUSH; JACOBY, 2010; LUPOQ et al., 2013).

Com base na resisténcia aos B-lactdmicos e aos seus inibidores,
pode-se categorizar as B-lactamases em varios fen6tipos de resisténcia,
alguns deles séo:

- B-lactamases de espectro restrito (NSBL, do inglés “Narrow
Spectrum p-lactamases™), que degradam penicilinas de forma
eficiente, mas sdo suscetiveis a outras classes de B-lactamicos.
Entretanto, algumas mutagcGes podem resultar na sua
superexpressao, conferindo resisténcia a outras classes de B-
lactdmicos. Ex.. TEM-1 (Temoniera-1), SHV-1 (Sulfhydryl
Variable-1).

- B-lactamases de espectro estendido (ESBL, do inglés
“Extended Spectrum p-lactamases”), que apresentam uma
ampla atividade hidrolitica a diferentes geracbes de
cefalosporinas. Ex.. TEM-3, SHV-2 e as do grupo CTX-M
(cefotaximases).

- Carbapenemases (CARB), que sdo as p-lactamases com piores
implicagBes clinicas, ja que degradam carbapenémicos, a
classe de pB-lactamicos mais potente atualmente. Algumas
dessas enzimas possuem a capacidade de hidrolisar qualquer -
lactdmico (KIIRU et al., 2012). Ex.: KPC, NDM, IMP, VIM,
OXA-48.

Existem dois sistemas comumente usados para classificar as -
lactamases: a classificagdo molecular (AMBLER et al., 1991) e a
classificacdo funcional (BUSH; JACOBY, 2010). A classificacao
molecular é baseada na sequéncia de aminoacidos e divide as f-
lactamases em 4 classes. As classes A, C e D utilizam serina para
hidrolisar os B-lactamicos e a classe B (metaloenzimas) requer ions de
zinco divalentes como substrato de hidrélise.

A classificacdo funcional leva em consideracdo os substratos e o0s
perfis de inibi¢&o, incluindo:

- Grupo 1 (classe C) que tem cefalosporinas como substrato e

ndo sdo inibidas por acido clavulanico. Ex.. AmpC, P99,
ACT-1, CMY-2, FOX-1, MIR-1, etc.
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- Grupo 2 (classes A e D) que tem como substratos:
penicilinas,  cefalosporinas de  primeira  geracéo,
cefalosporinas de espectro estendido, monobactamicos,
carbapenémicos, entre outros. Algumas podem ser inibidas
por &cido clavulanico ou tazobactam. Ex.: enzimas dos
grupos TEM, SHV, CTX-M, OXA, KPC, etc.

- Grupo 3 (classe B) que apresentam carbapenémicos como
substrato e podem ser inibidas por EDTA. Ex.: metalo--
lactamases como IMP, VIM, NDM, etc. (BUSH; JACOBY,
2010).

Na figura 1 estdo descritos os tipos de pB-lactamases mais
comumente encontradas em Enterobacteriaceae, com suas respectivas
classificacOes e atividades.

Quando lancadas, as cefalosporinas de terceira geragdo eram
guase que universalmente ativas contra as enterobactérias. Esses
farmacos tém como alvo um grande espectro de patdgenos, possuem
baixa toxicidade e apresentam uma farmacocinética e farmacodinamica
favoraveis (LUPO, 2013). A resisténcia a essa classe de antimicrobiano
foi observada primeiramente em Enterobacter spp., Citrobacter freundii
e Serratia spp., todas expressando B-lactamases do tipo AmpC (classe
C), codificadas por genes cromossomais. Esses genes foram
transmitidos dos cromossomos de Citrobacter, e de outros géneros, para
plasmideos e atualmente circulam em E. coli e K. pneumoniae
(LIVERMORE, 2012).

14111  p-lactamases de espectro estendido (ESBL)

B-lactamases de espectro estendido (ESBL, do inglés “Extended-
Spectrum pS-lactamases) sdo enzimas geralmente codificadas por
plasmideos que representam a segunda maior ameagca ao tratamento por
oximino-cefalosporinas. Elas sdo classificadas como B-lactamases de
classe A (com exceg¢do de algumas oxacilinases, que séo de classe D) e
afetam as cefalosporinas de terceira geracdo (cefotaxima, ceftriaxona e
ceftazidima) e quarta geracdo (cefepima e cefpiroma). Até 0 momento,
mais de 430 ESBL foram caracterizadas e suas prevaléncias diferem
entre grupos de pacientes e de acordo com caracteristicas geogréficas e
clinicas (LIVERMORE, 2012).

As primeiras ESBLs, identificadas na década de 1980, sdo
mutantes das penicilinases TEM e SHV, que foram disseminadas em E.
coli e em outras enterobactérias nas décadas de 1960 e 1970. Embora as
cefalosporinas de terceira geragao sejam estaveis as enzimas TEM-1/2 e
SHV-1, mais de 200 mutantes ja foram identificadas. A primeira SHV
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considerada ESBL (SHV-2) foi descrita em 1983 em isolados clinicos
de K. pneumoniae, Klebsiella ozaenae e Serratia marcescens. Uma
Unica substituicdo de aminoécido alterou o espectro de atividade da
SHV-1, permitindo a degradacdo de cefalosporinas de espectro
estendido. Ha diversas variantes descritas, como: SHV-2, -5, -11e -12 e
TEM-3, -10, -26, -52 e -116, que estdo amplamente distribuidas em
varios paises. As ESBLs TEM e SHV tiveram ampla distribuicao
durante a década de 1980 e 1990, principalmente em Klebsiella spp.
encontradas em UTIs (LIVERMORE, 2012).

Uma troca massiva na distribuigdo das ESBLs ocorreu a partir do
ano 2000, com a distribuicdo das enzimas CTX-M pertencentes ao tipo
1. Diferentemente das variantes TEM e SHV, essas ESBLs ndo séo
mutantes de antigas penicilinases codificadas por plasmideos. Os genes
gue codificam as variantes CTX-M originaram-se de cromossomos de
Kluyvera spp., um género que ndo possui importancia clinica direta e foi
transmitido a plasmideos por uma sequéncia de inser¢do. Plasmideos
gue codificam as enzimas CTX-M foram posteriormente transmitidos a
bactérias oportunistas de humanos e se proliferaram em E. coli
comunitaria e Klebsiella spp. hospitalar. Essa transmissdo de genes
ocorreu repetidamente, sendo encontradas diversas familias circulantes
de CTX-M (LIVERMORE, 2012). Estudos filogenéticos mostram cinco
grandes grupos de enzimas CTX-M: 1, 2, 8, 9, e 25. A identidade entre
membros do mesmo grupo é de mais de 94%, enquanto entre membros
pertencentes a grupos distintos é igual ou menor a 90% (BONNET,
ROBERT, 2004).

No Brasil, as cefalosporinas de terceira geracdo comecgaram a ser
utilizadas para tratamento clinico no inicio dos anos de 1980 e desde
1985, observam-se enterobactérias resistentes a esses antimicrobianos
(SAMPAIO; GALES, 2016). Entretanto, o primeiro relato de resisténcia
sO foi publicado em 1994 (JONES; MARSHALL, 1994). Somente em
1997 houve a confirmacdo de enterobactérias produtoras de ESBL em
72 isolados clinicos de K. pneumoniae em Séo Paulo e Rio de Janeiro
(GALES, A. et al.,, 1997). Os primeiros estudos moleculares para
identificacdo de ESBL no Brasil s&o do ano 2000, evidenciando a
predominéncia dos genes blacrx.m. Em 2016, Sampaio e Gales
publicaram um estudo de revisdo sobre a prevaléncia de ESBLs no
Brasil, no qual verificou-se que a enzima CTX-M-2 foi a mais frequente
e também a que foi detectada em um maior nimero de espécies de
enterobactérias, incluindo Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca,
Morganella morganii, Proteus mirabilis, Providencia stuartii,



35

Salmonella typhimurium e Serratia marcescens. Outras enzimas ESBL
detectadas foram: Grupo 1 - CTX-M-1, 3, 15, 28; Grupo 2 - CTX-M-2,
59, 74, 75, 131; Grupo 8 - CTX-M-8; Grupo 9 - CTX-M-9, 14, 16; BES-
1, PER-2 e variantes das enzimas GES, SHV e TEM (SAMPAIO;
GALES, 2016).

1.4.1.1.2 Carbapenemases

O aumento da prevaléncia de enterobactérias resistentes a
cefalosporinas levou ao uso direto e empirico de carbapenémicos como
0s Unicos PB-lactdmicos disponiveis no mercado que se apresentam
estaveis as enzimas ESBLs e AmpC (LIVERMORE, 2012).

Os carbapenémicos mantiveram sua atividade contra
enterobactérias por cerca de 20 anos depois da introducdo do Imipenem
(em 1985), mas atualmente a resisténcia € crescente. Essa resisténcia
pode envolver a perda de porinas, reduzindo a entrada de farmacos nas
cepas que ja contém altos niveis de AmpC ou de alguma ESBL. Porém,
0 que é muito mais preocupante é a proliferacdo gradual de
carbapenemases. Carbapenemases sdo p-lactamases capazes de
hidrolisar antimicrobianos B-lactamicos, inclusive os carbapenémicos.
Elas sdo bioguimicamente diversas e incluem membros de trés das
quatro classes de p-lactamases (A, B e D) (LIVERMORE, 2012; LUPO
etal., 2013).

As opcdes terapéuticas para micro-organismos resistentes aos
carbapenémicos sdo bastante limitadas, geralmente incluem o uso de
polimixinas, tigeciclina e em alguns casos, aminoglicosideos (VASOO;
BARRETO; TOSH, 2015).

1.4.1.1.2.1 Carbapenemases de classe A

As enzimas KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemases) sdo
pertencentes a classe A e sdo codificadas pelo gene blakpc. Atualmente
sdo as carbapenemases predominantes em enterobactérias. Elas foram
identificadas primeiramente no estado da Carolina do Norte (EUA) em
1996, sendo descritas somente em 2001. Houve surtos em Nova York
em 2005 e, desde 2006, bactérias portando o gene blakpc disseminaram-
se pelos EUA, Israel, Grécia e mais tarde também pela Italia, com surtos
crescentes na China, no Brasil e em diversos paises Europeus. O gene
blakpc tem se espalhado consideravelmente via plasmideos entre
diferentes cepas de K. pneumoniae e outras enterobactérias,
principalmente E. coli e Enterobacter spp. (LIVERMORE, 2012). No
Brasil, a primeira descricdo de KPC foi em 2009, em isolados de K.
pneumoniae em Recife (MONTEIRO et al., 2009). Entretanto, apds esse
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primeiro reporte, outros estudos verificaram que a disseminagdo de
bactérias contendo KPC iniciou anteriormente, pelo menos desde 2005
(PAVEZ; MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009). As cepas de K.
pneumoniae produtoras de KPC tém causado diversos surtos no Brasil,
tornando-se uma das bactérias multirresistentes mais prevalentes no pais
(ANDRADE et al., 2014; RIBEIRO et al., 2013). Embora pelo menos
23 variantes de KPC estejam descritas atualmente, no Brasil sé ha
relatos da variante KPC-2 (SAMPAIO; GALES, 2016).

Recentemente, uma nova carbapenemase de classe A foi descrita
no Brasil, a BKC-1 (Brazilian Klebsiella Carbapenemase). Essa enzima
foi identificada em trés isolados clinicos de hospitais de Sdo Paulo.
Além de carbapenémicos, essa enzima € capaz de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas e monobactamicos (VASCONCELOS; OLIVEIRA,;
GALES, 2015).

1.4.1.1.2.2 Carbapenemases de classe B

As carbapenemases de classe B (metalo-f-lactamases, MBLSs) sdo
bioguimicamente muito diferentes da KPC. As principais enzimas
incluidas nessa classe sdo: IMP (Imipenemase Metallo-B-lactamase),
VIM (Verona integron-encoded metallo-g-lactamase) e NDM (New
Delhi Metallo-p-lactamase).

IMP foi identificada primeiramente no Jap&o no final da década
de 1980 e se espalhou gradualmente pelo mundo, embora ndo tenha
atingido grande prevaléncia em lugar algum (LIVERMORE, 2012;
WATANABE et al, 1991). No Brasil, IMP-1 foi a primeira
carbapenemase a ser identificada em enterobactérias. Essa enzima foi
descrita em 2005, quase 20 anos apds a introdugdo do uso clinico de
carbapenémicos no pais, em um isolado de K. pneumoniae em Sao
Paulo (LINCOPAN et al., 2005; SAMPAIO; GALES, 2016). Desde
entdo, casos esporadicos de K. pneumoniae, P. rettgeri e Serratia
marcescens produtoras de IMP foram reportados no Brasil
(LINCOPAN, 2006; PENTEADO et al., 2009; SILVA et al., 2015).

A enzima VIM foi primeiramente descrita em P. aeruginosa em
Verona (Itdlia) no ano de 1997 (LAURETTI et al, 1999),
posteriormente ela se espalhou pelas enterobactérias, principalmente em
K. pneumoniae. Grupos de K. pneumoniae com carbapenemases do tipo
VIM tém sido descritas cada vez mais ho mundo inteiro, embora elas
sejam menos numerosas do que os isolados com KPC (LIVERMORE,
2012).

A metalo-B-lactamase NDM foi descrita primeiramente em 2009
em Nova Déli, na india, em isolados de K. pneumoniae e E. coli. Essa
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enzima tornou-se uma das carbapenemases mais frequentes e tem se
espalhado rapidamente entre as enterobactérias em todos os continentes
(LIVERMORE, 2012; LUPO et al., 2013). O primeiro relato de NDM
no Brasil ocorreu em 2013 em uma cepa de Providencia rettgeri
(enterobactéria) isolada na cidade de Porto Alegre, RS (CARVALHO-
ASSEF et al. 2013). Ainda em 2013, essa enzima foi detectada nas
enterobactérias Enterobacter cloacae e Morganella morganii, em
hospitais da mesma cidade (ROZALES et al., 2014). Comparada com a
disseminacdo da KPC no Brasil, que ocorreu cerca de 10 anos apés o
primeiro relato nos EUA, a enzima NDM foi detectada em menos tempo
(4 anos), o que indica seu grande potencial de disseminagdo no pais
(SAMPAIO; GALES, 2016). Atualmente, h4 relatos da coproducdo de
NDM-1 e KPC-2 em isolados de Providencia rettgeri e E. cloacae no
Rio de Janeiro (PEREIRA; BORGHI; ASENSI, 2014; QUILES et al.,
2015). O gene blaypy também foi descrito em isolados de K.
pneumoniae, Proteus mirabilis, E. coli e P. rettgeri em Brasilia,
provenientes de pacientes de seis hospitais (FARIA-JUNIOR et al.,
2016).

1.4.1.1.2.3 Carbapenemases de classe D

As carbapenemases de classe D sdo também denominadas
oxacilinases (OXAs). As OXAs formam um grupo de 232 enzimas,
algumas séo classificadas como ESBLs e outras como carbapenemases.
Inicialmente, as B-lactamases do tipo OXA foram descritas em P.
aeruginosa, mas desde entdo essas enzimas tém sido descritas em
diversas outras bactérias Gram-negativas, incluindo enterobactérias. A
OXA-48 é a enzima mais identificada ao redor do mundo. Essa enzima
hidrolisa penicilinas, tendo uma atividade fraca contra carbapenémicos e
cefalosporinas de espectro estendido. Entretanto, a sua frequente
associacdo com ESBLs aumenta o nivel de resisténcia aos
carbapenémicos (DJAHMI et al., 2014). A enzima OXA-48 foi
identificada pela primeira vez em um isolado de K. pneumoniae na
Turquia em 2001, desde entdo, cepas produtoras de OXA-48 tém sido
amplamente descritas em surtos de IRAS em vérias partes do mundo,
principalmente em paises mediterraneos (DJAHMI et al., 2014;
POIREL et al., 2004). No Brasil ha poucos relatos de OXA-48 em
enterobactérias, sendo o primeiro no ano de 2013, em Porto Alegre,
quando descreveu-se uma nova variante de OXA-48 (OXA-370) em
Enterobacter hormaechei proveniente de swab retal de um paciente de
UTI (SAMPAIO et al., 2014).
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1.5 METODOS PARA ESTUDOS DE INFECCOES

As etapas fundamentais utilizadas nos estudos de infeccOes
bacterianas sdo: isolar o patdgeno, identificar a espécie, testar sua
suscetibilidade antimicrobiana e viruléncia e, em determinados casos,
realizar a tipagem intra-especifica. As primeiras trés etapas sao cruciais
para o 6timo gerenciamento dos pacientes infectados e a Ultima etapa é
mais aplicada para identificacdo de surtos e em estudos de vigilancia
epidemiolégica (DIDELOT et al., 2012).
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Figura 1: Esquema de classificacéo das principais enzimas B-lactamases encontradas em Enterobacteriaceae.
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Adaptado de VASOO et al., 2015.
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1.5.1 Identificacdo Bacteriana

Atualmente, um dos maiores desafios na pratica clinica e nos
programas de vigilancia de salde é a identificacdo rapida e precisa dos
agentes infecciosos. A identificacdo correta da espécie microbiana pode
auxiliar no delineamento de melhores estratégias de controle de infeccdo
e na escolha de tratamentos mais eficazes, melhorando o prognéstico
dos pacientes (DIDELOT et al., 2012; SRINIVASAN et al., 2015).

Tradicionalmente, a identificacdo bacteriana nos laboratérios de
microbiologia clinica é realizada por testes fenotipicos, que analisam o
perfil metabdlico ou a composicdo quimica do organismo. Esses testes
incluem coloracdo de Gram, analises de crescimento e morfologia das
colbnias, reagdes biogquimicas réapidas e testes auxiliares (DIDELOT et
al., 2012; WOO et al, 2008). Embora esses métodos sejam
relativamente mais baratos e sejam sensiveis para a identificacdo das
bactérias mais comumente encontradas nas infecgdes, alguns grupos de
bactérias sdo dificeis de serem identificados, principalmente bactérias
mais raras ou que possuam perfis ambiguos (WOO et al., 2008). Além
disso, € um processo demorado, que pode requerer de 24 a 48h
(SINGHAL et al., 2015). Métodos fenotipicos automatizados para a
identificacdo microbiana comecgaram a surgir na década de 1970 nos
laboratérios de microbiologia clinica (STAGER; DAVIS, 1992). Com
esses sistemas, as provas bioquimicas sdo feitas de maneira
automatizada, incluindo a inoculacdo, incubacdo e a leitura, com 0s
resultados sendo visualizados em computador (BOU et al., 2011). Os
sistemas automatizados mais difundidos comercialmente no Brasil sdo:
Vitek2® (BioMérieux), MicroScan Walk-Away® (Dade International) e
BD Phoenix™ (BD Diagnostic Systems).

As técnicas fenotipicas possuem a vantagem de fornecer
informagfes funcionais mais diretas, revelando as atividades
metabdlicas responsaveis pela sobrevivéncia, crescimento e
desenvolvimento do organismo. Além da identificacdo fenotipica
convencional, os micro-organismos podem ser identificados com base
na sua informacdo genética (SINGHAL et al., 2015). As técnicas
genotipicas possuem algumas vantagem em relagdo as fenotipicas, ja
qgue independem do estado fisiolégico do organismo, ndo séo
influenciadas pela composicdo do meio de cultura, pela fase de
crescimento do organismo ou por condigdes ambientais, como
temperatura e niveis de pH, sendo consideradas menos subjetivas
(EMERSON et al., 2008; JANDA; ABBOTT, 2002).

Dentre os métodos de identificacdo genotipica estdo as técnicas
de sequenciamento de DNA, seja pelo sequenciamento completo do
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genoma bacteriano ou pelo sequenciamento de genes especificos ou
altamente conservados. Woese e Fox foram os pioneiros na utilizacdo do
16S rRNA nos estudos de relagdo filogenética entre os organismos
(WOESE; FOX, 1977). Desde entdo, o sequenciamento desse marcador
se tornou o padrdo ouro nos estudos de taxonomia bacteriana
(EMERSON et al., 2008; SINGHAL et al., 2015).

O gene 16S rDNA codifica um RNA catalitico que é parte da
subunidade 30S ribossomal, por diversos motivos ele tem sido o
marcador genético mais utilizado nos estudos de filogenia e taxonomia
bacteriana: (1) por estar presente em todos os procariotos; (2) por ter
regides conservadas e varidveis, evoluindo em taxas diferentes; (3) por
sua fungdo ndo ter sido alterada ao longo do tempo; e (4) por ser um
gene grande o suficiente para andlises de bioinformatica (~1.500 pb)
(JANDA; ABBOTT, 2007; SRINIVASAN et al., 2015). Uma vantagem
de se ter regides conservadas é facilitar o desenho de iniciadores de PCR
gue tenham como alvo uma ampla gama de micro-organismos, enquanto
as regifes altamente variaveis sdo importantes por permitirem a
discriminagdo de diferentes taxa (VOS et al., 2012). Com o estudo do
16S rRNA, diversos géneros e espécies de bactérias foram
reclassificados e renomeados, a classificagdo de bactérias ndo
cultivaveis se tornou possivel, relagdes filogenéticas foram determinadas
e a descoberta de novas espécies bacterianas foi facilitada (WOO et al.,
2008).

As dificuldades ainda encontradas pelo sequenciamento do 16S
rRNA para identificagdo microbioldgica incluem: a necessidade de
geracdo de sequéncias de alta qualidade; erros de anotacdo nos bancos
de dados; espécies que compartilham sequéncias muito similares ou
idénticas; bancos de dados incompletos para determinados organismos;
etc. (JANDA; ABBOTT, 2007; SRINIVASAN et al., 2015). Outro fator
importante a ser considerado é que o gene 16S rRNA é encontrado em
multiplas cépias no genoma bacteriano, podendo apresentar certa
variacdo intragendmica entre essas coOpias (CASE et al.,, 2007
COENYE; VANDAMME, 2003; PEI et al., 2010; SUN et al., 2013).
Em Enterobacteriaceae observa-se uma média de sete cOpias por
genoma (STODDARD et al., 2015).

Apo6s alguns estudos terem questionado a sensibilidade do 16S
rRNA, principalmente para a identificacdo de enterobactérias, Mollet e
colaboradores, em 1997, sugeriram a utilizacdo do gene rpoB como
outro marcador para identificacdo bacteriana. Assim como 0 16S rRNA,
0 rpoB é universal e ja havia sido utilizado anteriormente como base
para analises filogenéticas de arquéia e bactéria (MOLLET;
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DRANCOURT; RAOULT, 1997). O gene rpoB codifica a subunidade 8
da RNA polimerase e também possui regiGes conservadas e variaveis.
Ao contrario do 16S rRNA, ele estd presente em uma Unica copia no
genoma bacteriano, o que fez com que ele fosse estudado como uma
alternativa para a determinacdo mais precisa da diversidade e
abundéancia nos estudos de ecologia microbiana (CASE et al., 2007;
DAHLLOF; BAILLIE; KJELLEBERG, 2000). Apesar do rpoB
apresentar um bom poder discriminatorio para determinacdo de cepas e
espécies, ele apresenta algumas limitagdes: ndo é um gene conservado 0
suficiente para ser utilizado como um marcador universal, sendo que 0s
iniciadores de PCR precisam ser desenhados para grupos menores de
micro-organismos. Outro fator importante sdo os problemas para
classificacdo das sequéncias, devido a auséncia de bancos de dados e
softwares de classificagio apropriados (ADEKAMBI; DRANCOURT;
RAOULT, 2008; VOS et al., 2012).

Outro método de identificacdo microbiana que vem sendo
utilizado nos laboratérios de microbiologia clinica ¢ o MALDI-TOF
(dessorcao/ionizagdo a laser auxiliada por matriz — analisador de massas
por tempo de voo, do inglés matrix-assisted laser desorption/ionization
— time of flight). Este método é baseado na tecnologia de espectrometria
de massas, no qual as moléculas sdo ionizadas, aceleradas por um
campo elétrico e separadas de acordo com a razdo entre a sua massa e
carga elétrica. As moléculas que sdo utilizadas para essa identificacdo
sdo proteinas altamente conservadas, como proteinas ribossomais e
mitocondriais. Essa analise gera padrbes Unicos para cada espécie,
possibilitando uma identificacdo rapida e barata. Os dois equipamentos
disponiveis no mercado que possuem aprovacdo pelo US Food and
Drug Administration (FDA) sdo: MALDI Biotyper CA System (Bruker
Daltonics Inc.) e VITEK® MS (bioMeriéux) (SINGHAL et al., 2015).

1.5.2 Caracterizagéo do Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos

Principalmente nas IRAS, ¢é essencial que haja uma
caracterizacdo rapida e precisa dos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, isso ajuda a determinar terapias mais adequadas e a
implementar medidas efetivas que contenham a disseminagdo desses
micro-organismos (LUPO et al., 2013). Essa caracterizacdo é tdo
importante quanto a determinagdo do agente etioldgico, principalmente
no cenério atual, onde se observa um aumento crescente na resisténcia
microbiana (JENKINS; SCHUETZ, 2012).

Diversos testes estdo disponiveis nos laboratérios de
microbiologia clinica para caracterizar a suscetibilidade aos
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antimicrobianos, seja pela pesquisa de mecanismos especificos de
resisténcia ou pela analise do fenotipo (JENKINS; SCHUETZ, 2012).

A andlise do fendtipo de resisténcia é realizada pelo teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA). Este teste é indicado para
patdbgenos com resisténcia ndo predizivel aos antimicrobianos
comumente prescritos, sendo também importante para avaliar a
atividade de novos compostos e para estudos epidemiolégicos de
bactérias resistentes. Os métodos mais comuns para fazer o TSA séo:
diluicdo (em &gar ou caldo); disco-difusdo em 4&gar; e difusdo de
gradiente (Etest™) (JENKINS; SCHUETZ, 2012).

Métodos automatizados, além de fazerem a identificacdo do
micro-organismo, também podem fazer o TSA. O wuso desses
instrumentos permite a execucdo dos testes de suscetibilidade com mais
rapidez, pois estes aparelhos possuem recursos capazes de detectar
alteragdes discretas do crescimento bacteriano. Os métodos
automatizados avaliam duas a quatro diluigdes em geral, que
representam as concentracGes referentes aos limites de sensibilidade ou
resisténcia de cada antimicrobiano. Dessa maneira, o sistema relata se a
bactéria apresentou MIC (do inglés, Minimum Inhibitory Concentration
— Concentragdo Inibitéria Minima) superior ou inferior aos limites de
resisténcia. O sistema também pode reportar se o valor de MIC
encontra-se na categoria intermediaria. Por isso, é possivel afirmar que
0s resultados fornecidos por estes sistemas sdo semi-quantitativos. As
vantagens de se usar um sistema automatizado s&o: (1) maior rapidez na
emissdo dos resultados; (2) padronizacdo intra e interlaboratorial; (3)
disponibilidade de programas de computacao adicionais que permitem a
reducdo do trabalho manual e a emissdo simultnea de relatérios para a
farmacia hospitalar; (4) alguns sistemas ainda possuem um programa de
computagcdo que auxilia na interpretacdo dos resultados. Algumas
desvantagens sdo: (1) estes sistemas sdo onerosos; (2) ndo fornecem o
resultado exato de MIC (com excecdo do BD Phoenix™, que apresenta
diluicBes seriadas); (3) alguns equipamentos ndo apresentam uma boa
acuracia na detecc¢do da expressdo de alguns mecanismos de resisténcia,
principalmente, o0s mecanismos de resisténcia induziveis, que
demandam maior tempo para sua expressao (ANVISA, 2008).

Outra forma de determinar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos € pela pesquisa de mecanismos especificos de
resisténcia. Embora estes testes ndo resultem na determinagdo de uma
MIC, alguns deles possuem especificidade e sensibilidade suficientes,
dispensando testes confirmatérios. Para enterobactérias, 0 mecanismo
mais pesquisado é a presenca de B-lactamases (como as ESBLs e
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carbapenemases). Um resultado positivo é indicativo de que o
organismo é resistente a determinados agentes p-lactdmicos, entretanto,
um resultado negativo é inconclusivo, ja que outros mecanismos de
resisténcia aos [-lactamicos podem existir (JENKINS; SCHUETZ,
2012).

A deteccdo dessas B-lactamases pode ser realizada por testes
fenotipicos que se baseiam na inibicdo da atividade da enzima pelos
inibidores de B-lactamases (IBL). H& 3 tipos de testes mais amplamente
usados: testes acidimétricos, iodométricos e cromogénicos. Todos
envolvendo crescimento dos isolados em meio de cultura ndo seletivo
(JENKINS; SCHUETZ, 2012).

A producdo de B-lactamases também pode ser pesquisada por
método genotipico, no qual o gene codificador de tais enzimas é
detectado, geralmente por PCR. Estes testes apresentam o potencial de
melhorar as decisGes terapéuticas para 0s pacientes e auxiliar em
investigacdes epidemiolégicas sobre a disseminacdo de genes de
resisténcia no ambiente hospitalar e na comunidade (JENKINS;
SCHUETZ, 2012).
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2. JUSTIFICATIVA

As enterobactérias sdo um dos micro-organismos mais
frequentemente encontrados nas IRAS, tanto no cenério brasileiro como
mundial. Um fator que as torna ainda mais preocupantes sdo 0S seus
altos niveis de resisténcia antimicrobiana. Em 2013, o Centro de
Controle de Prevencdo de Doencas americano (Centers for Disease
Control and Prevention - CDC, EUA) classificou as enterobactérias
produtoras de ESBL como uma ameaca grave a salde, enquanto que as
resistentes aos  carbapenémicos (CRE, Carbapenem-resistant
Enterobacteriaceae) foram classificadas como uma ameaca urgente
(CDC, 2013). Devido a sua grande relevancia, & importante que esses
patégenos sejam identificados corretamente e que seus mecanismos de
resisténcia aos antimicrobianos sejam bem caracterizados, isso permite
qgue se entenda melhor a epidemiologia dessas infeccBes e que se
desenvolvam programas efetivos de prevencao, controle e tratamento a
nivel regional e nacional.

De acordo com o CDC, ha quatro a¢es a serem tomadas para
ajudar na luta contra as infecges causadas por bactérias resistentes:

1 — Prevenir as infeccOes e a disseminacdo dos mecanismos de
resisténcia;

2 — Rastrear as bactérias resistentes;

3 — Melhorar o uso dos antimicrobianos atuais;

4 — Promover o desenvolvimento de novos antimicrobianos e
novos testes diagnadsticos para as bactérias resistentes (CDC, 2013).

Nesse sentido, este trabalho procura contribuir com o rastreio de
enterobactérias resistentes em ambiente hospitalar, bem como com a
caracterizacdo dos seus mecanismos de resisténcia, fornecendo dados
epidemiol6gicos mais precisos para implantacdo de medidas de controle
de IRAS e da disseminacdo da resisténcia bacteriana.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar e caracterizar, por meio de técnicas fenotipicas e
genotipicas, bactérias da familia Enterobacteriaceae provenientes de
amostras de pacientes, profissionais da area da salde e ambiente
hospitalar.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Verificar a propor¢do de amostras positivas para enterobactérias
nas diferentes sitios de coleta (em pacientes, profissionais de salde e
ambiente hospitalar) e unidades hospitalares;

- ldentificar os isolados de enterobactérias por método fenotipico
e genotipico, comparando os resultados obtidos por ambos os métodos;

- Determinar a abundancia das espécies de enterobactérias nos
diferentes sitios de coleta e unidades hospitalares;

- Realizar o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA)
nas enterobactérias analisadas e classifica-las de acordo com o seu perfil
fenotipico de resisténcia;

- Caracterizar as enterobactérias quanto ao perfil genotipico de
resisténcia aos p-lactamicos, pela pesquisa de genes codificadores de [3-
lactamases;

- Correlacionar os resultados obtidos por meio das analises de
fendtipo e gendtipo de resisténcia antimicrobiang;

- Verificar a distribuicdo das enterobactérias resistentes aos
antimicrobianos nos diferentes sitios de coleta e unidades hospitalares;

- Correlacionar os resultados obtidos com dados clinicos-
epidemioldgicos.
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4. METODOLOGIA

4.1 PROJETO HAIMP

Este trabalho faz parte de um projeto de microbioma hospitalar
denominado ‘“‘Healthcare Associated Infections Microbiome Project”
(HAIMP), que visa o rastreamento, a identificacdo e a caracterizagdo de
bactérias multirresistentes em ambiente hospitalar.

As coletas de amostras foram realizadas mensalmente, entre abril
e setembro de 2015, no Hospital Universitario Polydoro Ernani de Sdo
Thiago da Universidade Federal de Santa Catarina (HU-UFSC).

O projeto possui aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFSC (CEP-UFSC) sob o nimero 32930514.0.0000.0121. Além das
amostras de ambiente hospitalar, foram coletadas amostras de pacientes
e profissionais da area de salde, que participaram do estudo de forma
voluntéria, assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) e responderam um questionario com seus dados pessoais e
informac®es sobre seu histérico médico e rotina de trabalho (no caso dos
profissionais) (Apéndices A, B e C).

4.2 COLETAS DAS AMOSTRAS

Os isolados de enterobactérias utilizados nesse estudo séo
provenientes de amostras coletadas de pacientes, profissionais da salde
e ambiente hospitalar. E importante destacar que nem todos os pacientes
gue participaram do estudo estavam sabidamente infectados ou
colonizados por bactérias, umas vez que o critério de inclusdo foi o de
maior tempo de internagéo.

O estudo foi realizado em cinco unidades do hospital: unidade de
atendimento de emergéncia (EMG), unidade de terapia intensiva (UTI),
centro cirdrgico (CC) e duas unidades de internagdo - Clinica Médica 1
(CM1) e Clinica Cirargica 1 (CR1). A CM1 é uma unidade utilizada
principalmente para a internacdo de pacientes infectados ou colonizados
por bactérias resistentes.

Todas as amostras foram coletadas utilizando um swab de rayon
(Copan Diagnostics, Inc.), umedecido com soro fisioldgico estéril e
transportado em meio Amies. Cento e oitenta pontos de coleta foram
monitorados mensalmente ao longo dos seis meses de estudo,
totalizando 1.080 amostras coletadas (Tabela 1). No Apéndice D estdo
descritos detalhadamente os 180 pontos de coleta.
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Tabela 1: Descricao e distribuicdo dos pontos de coleta por unidade hospitalar e por fonte de coleta das amostras coletadas pelo
projeto HAIMP entre abril-setembro/2015.

UNIDADES HOSPITALARES

TOTAL

FONTE PONTOS DE COLETA
cc utt N
Maos
. 198
PACIENTE Nariz 0 72 (18.3%)
Reto
Maos
PROFISSIONAL . . 216
DE SAUDE Vestimenta/jaleco 36 72 (20%)
Telefone celular
Quartos dos respectivos pacientes (grades de leito,
equipamentos, banheiro, etc.); equipamentos de uso
comum (raio X, ultrassom, carrinho de banho, poltrona
ﬁI\OAEF!FTNA-\rIFAR de fisioterapia, glicosimetro, etc.); &reas de trabalho 108 240 (Gf ??] %)
dos profissionais (postos de enfermagem, salas de 70
medicamentos, expurgo, etc.); areas de descanso dos
profissionais (copa, vestiarios e salas de repouso).
144 384 1.080

TOTAL N (%) (13.3%)

(35,6%) (100%)
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4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

O processamento inicial das amostras foi realizado no laboratorio
de microbiologia molecular da empresa Neoprospecta, uma startup de
biotecnologia localizada no parque tecnoldgico Sapiens Parque, em
Floriandpolis, Santa Catarina.

Como as coletas mensais foram sempre realizadas em dois dias,
todos os demais processamentos também foram feitos em dois dias para
obedecer 0s mesmos tempos de processamento. Os swabs foram
mantidos refrigerados em meio de transporte Amies por 48 horas e
depois desse periodo as amostras foram inoculadas em caldo BHI (do
inglés, Brain-heart infusion), um meio de enriquecimento microbiano
nao seletivo, e foram incubadas por 12 a 18 horas a 361 °C. As
amostras foram entdo semeadas em agar MacConkey, um meio de
cultura seletivo para bacilos Gram-negativos, sendo incubadas por 18 a
24 horas a 361 °C. As colbnias de bactérias Gram-negativas
identificadas foram isoladas por esgotamento também em 4gar
MacConkey.

Os isolados obtidos seguiram para a identificacdo microbiol6gica
e caracterizagdo do perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Tanto para
as analises fenotipicas como genatipicas, foram utilizados os isolados de
uma Unica placa de 4gar MacConkey. Posteriormente, os isolados foram
armazenados em nitrogénio liquido em BHI com 15% de glicerol.

O DNA dos isolados bacterianos foi utilizado para todas as
andlises de biologia molecular. A extragdo do DNA foi realizada pela
técnica de beads magnéticas, com um protocolo proprietario que esta em
segredo industrial ~ (Neoprospecta  Microbiome  Technologies,
Floriandpolis, Brasil). O DNA foi quantificado utilizando-se o
fluorimetro Qubit® 2.0, com o kit dsDNA BR Assay Kit (Invitrogen,
EUA). Apo6s quantificagdo o DNA foi diluido a 0,5 ng/uL e armazenado
a-20 °C para as analises moleculares futuras.

4.4 IDENTIFICACAO MICROBIOLOGICA
4.4.1 Ildentificacdo Fenotipica

4.4.1.1 Sistema Vitek2®

O método fenotipico que foi utilizado como referéncia para a
identificacdo de todos os isolados bacterianos foi o sistema
automatizado Vitek2® (bioMérieux), método usado na rotina pelo
préprio hospital. Esta etapa foi realizada no equipamento do Setor de
Microbiologia do Servico de Andlises Clinicas do HU/UFSC. O
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procedimento foi realizado de acordo com as instrugdes do fabricante,
utilizando-se o cartdo GN Test Kit. Este cartdo possui 64 pocos, cada
um contendo antimicrobianos ou substratos para identificagdo bacteriana
de micro-organismos Gram-negativos. O cartdo inclui 41 testes
bioguimicos fluorescentes, contendo 18 testes enzimaticos para
aminopeptidases e oxidases.

Uma coldnia do isolado a ser identificado é suspensa em solucao
salina 0,45% e medida em turbidimetro até que se obtenha uma
suspencdo com turbidez entre 0,50 e 0,63 de acordo com a escala de
McFarland. Os cartdes e as suspensdes sdo colocados manualmente no
modulo “reader-incubator” do equipamento, onde sdo incubados a 35,5
°C. O cartdo é automaticamente preenchido por um dispositivo de vacuo
e selado. Cada cartdo é sujeito a medidas cinéticas de fluorescéncia a
cada 15 minutos, durante um periodo de incubacéo de aproximadamente
quatro horas. Os resultados sdo interpretados por compara¢do com um
banco de dados e sdo visualizados no software do préprio equipamento
(FUNKE et al., 1998).

4412 MALDI-TOF

Outro método utilizado para a identificacdo de alguns isolados foi
o MALDI-TOF, utilizando o equipamento Vitek® MS, um sistema
automatizado de identificacdo microbiana baseado em espectrometria de
massas. Essa etapa foi realizada no Laboratério Médico Santa Luzia, em
Florianépolis.

Para essa analise, os isolados, que estavam estocados em
nitrogénio liquido, foram semeados em um meio de cultura ndo seletivo
(LB — Luria Bertani). A técnica consiste em utilizar uma colénia do
isolado bacteriano a ser identificado, misturd-lo a uma matriz e
adiciona-lo a um slide. Esse slide é submetido a um forte ambiente de
Vacuo e a amostra é ionizada por uma explosao de laser, que libera uma
“nuvem” de proteinas. Essas proteinas sdo aceleradas usando uma carga
elétrica e o tempo de voo é registrado. Proteinas mais leves viajam de
forma mais rapida que as proteinas mais pesadas. No final, as proteinas
sdo detectadas por um sensor, que cria um espectro representando a
composicdo de proteinas de cada amostra. Comparando-se 0 espectro de
uma amostra especifica contra um amplo banco de dados de espectros
de micro-organismos bem caracterizados, consegue-se fazer a
identificacdo microbioldgica a nivel de espécie, género e familia
(BIOMERIEUX, 2017).
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4.4.2 ldentificacdo Genotipica

4.4.2.1 Sequenciamento de Marcadores Moleculares

Todos o0s isolados bacterianos foram submetidos ao
sequenciamento do marcador molecular 16S rRNA. Adicionalmente,
alguns isolados que apresentaram resultados ambiguos e discordantes
também tiveram o marcador rpoB analisado.

A andlise desses marcadores foi realizada por sequenciamento de
larga escala (high-throughput) utilizando a plataforma MiSeq
Sequencing System (Illumina Inc., EUA). Essa etapa foi realizada no
laboratério de biologia molecular da Neoprospecta, seguindo protocolo
proprietario (Neoprospecta Microbiome Technologies, Floriandpolis,
Brasil). Os iniciadores utilizados para a amplificacdo do fragmento 16S
rRNA sdo especificos para a regido V3-V4: 341F
(CCTACGGGRSGCAGCAG) (WANG; QIAN, 2009) e 806R
(GGACTACHVGGGTWTCTAAT) (CAPORASO et al., 2012). As
bibliotecas foram sequenciadas utilizando-se o Kit de sequenciamento
MiSeq Reagent Kit V2, com 300 ciclos, cobertura de 60.000 reads por
amostra e abordagem de single-end reads.

As sequéncias foram analisadas por meio de um pipeline
proprietario, intitulado  Sentinel  (Neoprospecta  Microbiome
Technologies, Floriandpolis, SC, Brasil). Resumidamente, todas as
sequéncias de DNA resultantes do sequenciamento passaram,
individualmente, por um filtro de qualidade, utilizando como base o
somatorio das probabilidades de erro de suas bases, permitindo no
maximo 1% de erro acumulado. Posteriormente, foram removidas as
sequéncias de DNA que correspondem aos adaptadores da tecnologia
Illumina por meio de métodos biocomputacionais. As sequéncias que
passaram pelos procedimentos iniciais e que tiveram 100% de
identidade foram agrupadas em filotipos/clusters e foram utilizadas para
identificagdo taxonémica por comparacdo com banco de dados de
sequéncias acuradas (NeoRef, Neoprospecta). Essa comparacdo é feita
pelo software BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, NCBI -
National Center for Biotechnology Information) e faz a classificagéo
com base na frequéncia de cada taxon que apresentou no minimo 99%
de identidade. Apos essa analise, adotou-se o critério de sé considerar
clusters que juntos, somavam pelo menos 95% do total de sequéncias, a
fim de ndo considerar pequenas contaminagdes.

O software MEGA (versdo 7.0.16) foi utilizado para alinhar as
sequéncias (usando ClustalwW) e calcular as distancias entre elas
(pairwise distance), com bootstrap de 1.000.
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4.5 PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

45.1 Andlise do Fendétipo de Resisténcia aos Antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) dos isolados
obtidos foi feito pelo sistema automatizado Vitek2® (bioMérieux),
juntamente com a identificacdo microbioldgica no servico de Analises
Clinicas do HU-UFSC. Utilizou-se o cartdo AST N239, que testa a
sensibilidade as seguintes classes de antimicrobianos: aminoglicosideos,
penicilinas, penicilinas com inibidores de P-lactamase, cefamicinas,
cefalosporinas de 13-4% geracdo, fluoroquinolonas, polimixinas,
carbapenémicos, penicilinas anti-pseudonomas com inibidores de B-
lactamase e glicilciclinas.

A mesma colbnia de cada isolado, que foi suspensa em solucéo
salina 0,45% para identificacdo microbioldgica, foi diluida de acordo
com instrucdes do fabricante para realizacdo do TSA. Para esses cartGes
0 equipamento avalia cada poco contendo antimicrobiano a cada 15
minutos. Os resultados sdo usados para gerar uma curva de crescimento
e, por comparacdo com um controle, o equipamento fornece uma
estimativa da concentracdo inibitdria minima (MIC), liberando um
antibiograma com um resultado de sensibilidade, resisténcia ou
resisténcia intermedidria para cada antimicrobiano testado.

A classificagdo dos isolados bacterianos baseada nos resultados
de TSA seguiu os critérios sugeridos em 2011 por uma iniciativa entre
0s centros de controle e prevencdo de doengas americano e europeu
(CDC - Centers for Disease Control and Prevention e ECDC -
European Centre for Disease Prevention and Control):

- MDR (Multidrug resistant): isolado ndo suscetivel a 1 ou mais
agentes pertencentes a > 3 classes de antimicrobianos;

- XDR (Extensive Drug Resistance): isolado resistente a 1 ou
mais agentes pertencentes a todas as classes de antimicrobianos, com
excecdo de uma ou duas classes.

- PDR (Pandrug resistant): isolado resistente a um ou mais
agentes pertencentes a todas as classes de antimicrobianos.

Entretanto, o cartdo AST N239 ndo testa resisténcia a todos os
antimicrobianos preconizados, como: cefalosporinas anti-MRSA
(ceftarolina), inibidores da sintese do folato (trimetoprima-
sulfametoxazol), monobactamicos (aztreonam), fenicéis (cloranfenicol),
acidos fosfonicos (fosfomicina) e tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina e
minociclina). Portanto, ndo foi possivel classificar os isolados como
XDR ou PDR, ja que para atribuir essas classificacBes era preciso testar
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todas as classes. Quando um isolado apresenta resisténcia a todas as
classes testadas de antimicrobianos, pode-se classificad-los como
“possivel XDR” ou “possivel PDR”. Nessa classificacdo, quando uma
espécie apresenta resisténcia intrinseca a uma classe ou a um
antimicrobiano especifico, ele deve ser desconsiderado no momento de
aplicar os critérios de classificagdo (MAGIORAKOS et al., 2011).

Além dessa classificacdo, os isolados também foram analisados
especificamente em relacdo a resisténcia as cefalosporinas de espectro
estendido (ESC) e aos carbapenémicos (CARB).

4.5.2  Andlise do Perfil Genotipico de Resisténcia aos
Antimicrobianos (Genes de p-lactamases)

O gendtipo de resisténcia aos antimicrobianos foi determinado
pela presenca de diferentes genes de resisténcia aos beta-lactamicos,
todos codificadores de enzimas p-lactamases, incluindo ESBLs e
carbapenemases.

A deteccdo foi feita por PCR em tempo real (Reacdo em Cadeia
da Polimerase, do inglés Polymerase Chain Reaction - gPCR), por meio
de ensaios multiplex, utilizando-se sondas de hidrélise e iniciadores
especificos desenvolvidos pela empresa Neoprospecta. As reaces foram
realizadas em um volume final de 10 pL, contendo 1 pL (0,5 ng) de
DNA ¢ 9 uL de Master Mix 1X (sondas marcadas: HEX™, FAM™ e
VIC™: referéncia passiva: ROX™: iniciadores forward e reverse). Um
controle negativo e um controle positivo para cada gene de resisténcia
foi incluido em cada ensaio de gPCR. As amostras e controles foram
analisados em ftriplicata técnica. O equipamento utilizado foi o ABI
7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Foster City,
CA, USA), com as seguintes condi¢des de amplificacdo: 95 °C por 10
minutos, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 15 segundos, 60 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos. De acordo com o threshold pré-
estabelecido, foram consideradas positivas as amostras com Cq < 33. O
protocolo citado é proprietario  (Neoprospecta  Microbiome
Technologies, Brasil).

Foram pesquisados 11 grupos de genes de resisténcia:

- blasyy, que inclui enzimas ESBLs e NSBL (SHV-1);

- blacTtx.m, dos grupos 1, 2, 8, 9 e 25 (ESBLS)

- blakpc, blapxa.as, blanowm, blajwe, blayim (carbapenemases)

4.6 ANALISE ESTATISTICA
As analises estatisticas foram realizadas com o software
MedCalc®, versio 17.1. Foram calculadas as frequéncias absolutas e



54

relativas das varidveis categoricas e realizou-se teste de qui-quadrado ou
teste exato de Fisher para comparagdo de proporc¢des entre os diferentes
grupos, sendo p < 0,05 considerado significativo.

A andlise de concordancia entre os diferentes métodos foi
realizada pelo coeficiente Kappa, no qual: K = 1 significa perfeita
concordancia entre os métodos; K = 0 indica concordéncia nula (a
mesma esperada pelo acaso); e K < 0 indica que a concordancia é mais
fraca que o esperado pelo acaso, porém, isso ocorre raramente (COHEN,
1960). A interpretacdo dos valores de Kappa seguiu 0s seguintes
critérios (ALTMAN, 1991):

- <0,20: concordancia muito fraca

- 0,21 - 0,40: concordancia fraca

- 0,41 -0,60: concordancia moderada;

- 0,61 -0,80: concordancia boa;

- 0,81 -1,00: concordancia excelente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

As infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um
grande problema de salde publica no mundo inteiro, porém, apresentam
maior prevaléncia em paises em desenvolvimento, como o Brasil
(WHO, 2005). O Health-care Associated Infections Microbiome Project
(HAIMP) é um projeto de microbioma hospitalar que tem o intuito de
entender a diversidade e a distribuicdo de bactérias resistentes no
contexto hospitalar. Alguns dos micro-organismos de maior relevancia
nas IRAS sdo as bactérias da familia Enterobacteriaceae, devido a sua
alta frequéncia e a sua facilidade de adquirir e transmitir genes de
resisténcia aos antimicrobianos (VASOO; BARRETO; TOSH, 2015).

O objetivo do presente trabalho foi identificar e caracterizar as
enterobactérias provenientes do projeto HAIMP, que foram coletadas
entre os meses de abril e setembro de 2015 no Hospital Universitario
Professor Polydoro Ernani de Sdo Thiago (HU-UFSC), um hospital
publico que apresentou uma taxa de IRAS de 6,14% em 2015.

Um total de 180 pontos de coleta foram monitorados
mensalmente em cinco unidades hospitalares, incluindo amostras de
pacientes, profissionais de salde e ambiente hospitalar, 0 que totalizou
1.080 amostras coletadas. Essas amostras foram semeadas em meio
seletivo para bacilos Gram-negativos, obtendo-se um total de 273
amostras com culturas positivas (25,3%). Destas, 176 (64,45%)
apresentaram somente isolados de enterobactérias, 63 (23,10%) foram
positivas para outras espécies Gram-negativas (como Pseudomonas spp.
e Acinetobacter spp.) e 34 (12,45%) apresentaram tanto isolados de
enterobactérias como de outras Gram-negativas. Ao total, as
enterobactérias estavam presentes em 76,9% das amostras positivas
(210/273).

A quantidade de isolados bacterianos para cada amostra positiva
variou de um a quatro, sendo que a maioria (69%) das amostras
positivas apresentaram somente um isolado. O projeto HAIMP obteve
390 isolados de bacilos Gram-negativos, destes, 56 (14,3%) sdo de
Acinetobacter spp., 41 (10,5%) de Pseudomonas spp., 10 (2,3%) de
outros Gram-negativos e a maioria (72,8%) sdo de isolados de
enterobactérias (284 - p < 0,0001).

Esses resultados demonstram que as enterobactérias sdo 0s
bacilos Gram-negativos mais distribuidos e mais abundantes entre
pacientes, profissionais e ambiente do HU-UFSC.
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5.1 DISTRIBUICAO DE ENTEROBACTERIAS

Além de serem encontradas colonizando diferentes sitios do
corpo humano, as bactérias patogénicas relacionadas as IRAS podem
sobreviver ou persistir por um longo tempo em superficies. Muitas
espécies Gram-negativas, como Acinetobacter spp., Escherichia coli,
Klebsiella spp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens e
Shigella spp. podem sobreviver por meses em superficies inanimadas
(KRAMER; SCHWEBKE; KAMPF, 2006). Por isso, o ambiente
hospitalar apresenta grande importancia na disseminacdo de bactérias
patogénicas, estudos relatam, inclusive, que a desinfec¢do de superficies
proximas aos pacientes podem reduzir a aquisicdo desses patdgenos
(KRAMER; SCHWEBKE; KAMPF, 2006).

Nesse estudo de rastreamento, coletou-se amostras de diferentes
sitios de pacientes (swab retal, nasal e das mdos), de profissionais da
salde (swab das maos, da vestimenta e do telefone celular) e de
ambiente hospitalar, incluindo, principalmente, superficies de alto
contato.

Das 1.080 amostras coletadas pelo projeto HAIMP, 210 (19,4%)
apresentaram culturas positivas para alguma bactéria da familia
Enterobacteriaceae, resultando em 284 isolados. Abaixo segue a
distribuicdo dessas enterobactérias por fonte de coleta e por unidade
hospitalar.

5.1.1 Distribuicio de Enterobactérias por Fonte de Coleta

Na figura 2 esta representada a distribuicdo das amostras
coletadas por fonte de coleta (pacientes, profissionais de salde e
ambiente hospitalar), assim como a propor¢do de amostras positivas e o
ntmero de isolados obtidos.

A maioria das amostras (61,7%) foi coletada de ambiente
hospitalar (666/1.080 - p < 0,05). De profissionais da salde foram
coletadas 216 amostras (20% - 216/1.080) e de pacientes foram
coletadas 198 (18,3% - 198/1.080).

A maior propor¢do de amostras positivas foi encontrada em
pacientes (44,4% - 88/198), seguida de ambiente (16,1% - 107/666) e de
profissionais (6,9% - 15/216) (p < 0,0001).

Dos 284 isolados obtidos, 49,3% (140) sdo provenientes de
ambiente hospitalar, 45,1% (128) de pacientes e 5,6% (16) de
profissionais de salde. A distribuicdo no numero de isolados de
ambiente e pacientes foi homogénea, porém, obteve-se uma quantidade
significativamente menor de isolados de profissionais (p < 0,05).
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Figura 2: Enterobactérias obtidas de amostras coletadas entre abril-setembro/2015 pelo projeto HAIMP no HU-UFSC.
Quantidade de pontos de coleta, proporcéo de amostras positivas (positividade) e quantidade de isolados obtidos. Distribui¢do por
fonte de coleta (pacientes, profissionais da salde e ambiente hospitalar).
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As porcentagens representam as proporc¢oes em relagdo ao ndmero total (N) de amostras analisadas. Entre parénteses estdo as

guantidades absolutas.
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Na figura 3 pode-se observar, em ordem decrescente, as
propor¢fes de amostras positivas para enterobactérias encontradas nos
diferentes sitios de coleta e a quantidade respectiva de isolados obtidos.

Nas amostras de pacientes, o sitio que apresentou maior
propor¢do de amostras positivas e nimero de isolados foi o swab retal
(89,4%, p < 0,05), um resultado esperado pelo fato das enterobactérias
serem colonizadoras naturais do trato gastrointestinal humano. O swab
nasal apresentou propor¢do de 28,8%, um resultado préoximo a
prevaléncia de enterobactérias encontradas em swabs nasais da
populagdo alema (33%) (KOCK et al., 2016). A proporcéo encontrada
nas maos foi de 15,2%, um sitio que é mais comumente colonizado por
micro-organismos Gram-positivos.

As menores proporces de amostras positivas para
enterobactérias foi encontrada naquelas provenientes dos profissionais
de saude, sendo 11,1% das vestimentas, 8,3% das méos e somente 1,4%
dos celulares. Os profissionais de salde apresentam uma grande
importancia nos estudos de IRAS, pois podem servir como vetores na
disseminacdo de microorganismos patogénicos. Muita importancia é
dada para a lavagem de maos, que de fato, é uma medida primaria na
reducdo de IRAS e disseminacdo de micro-organismos resistentes
(WHO, 2005). Porém, ha poucos estudos sobre o papel da vestimenta
dos profissionais de salde (CALLAGHAN, 1998; PERRY;
MARSHALL; JONES, 2001; SANON; WATKINS, 2012; WIENER-
WELL et al., 2011). Nesse trabalho, pode-se perceber que as
vestimentas tiveram uma maior proporcao de enterobactérias em relacéo
as maos, reforcando sua importancia.

No ambiente hospitalar, as maiores propor¢des de amostras
positivas foram encontradas nas &reas de descanso e alimentacdo dos
profissionais (40,5%) e nos banheiros dos pacientes (36,7%) (p < 0,05).
Em seguida estdo as areas de trabalho dos profissionais, como postos de
enfermagem, salas de medicamentos, etc. (15,2%), 0s equipamentos de
leito (13%) e os equipamentos de uso comum (11,6%). As menores
propor¢Bes nas amostras de ambiente foram encontradas nos
equipamentos da sala cirdrgica (4,2%), area de higiene de maos (3,6%) e
banheiro dos profissionais (0%).

Um resultado surpreendente foi que as amostras de ambiente
hospitalar correspondentes as areas de descanso e alimentagdo dos
profissionais tiveram a segunda maior propor¢ao de amostras positivas e
nimero de isolados. Essas areas incluem as copas, 0s vestiarios e as
salas de repouso. E importante destacar que os pontos de coleta em
todas essas areas foram superficies de alto contato, como: puxadores,
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botdes, torneiras, etc. Um fator que poderia explicar esse resultado é que
os procedimentos de higienizacdo adotados nessas areas ndo sdo tao
rigorosos como nas demais areas dos hospital. Além disso, talvez os
profissionais ndo tenham os mesmos cuidados nessas areas como 0s que
tém quando estdo nas areas de trabalho ou lidando com pacientes. Uma
medida que se sugere, além da conscientizacdo dos profissionais, é a
adogdo de limpezas terminais periédicas nessas areas, assim como
limpezas mais detalhadas, que englobem a higienizacdo das superficies
de alto contato.

A maioria dos isolados (54,6%) é proveniente de dois sitios de
coleta: swabs retais dos pacientes (33,45% - 95/284) e areas de descanso
e alimentacdo dos profissionais (21,12% - 60/284). Além desses sitios
de coleta terem apresentado uma maior propor¢do de amostras positivas,
também foi observada uma maior quantidade de isolados por amostra
positiva: 1,61 para swabs retais e 1,76 para as areas de descanso e
alimentacdo dos profissionais.
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Figura 3: Proporcao de amostras positivas e quantidade de isolados obtidos de bactérias da familia Enterobacteriaceae nos
diferentes sitios de coleta em pacientes (PCT), profissionais de saide (PRF) e ambiente hospitalar.
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As porcentagens localizadas acima das barras representam as propor¢des de amostras positivas para Enterobacteriaceae em
relacdo ao nimero total de amostras coletadas.
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5.1.2 Distribuicdo de Enterobactérias por Unidade Hospitalar

Na figura 4 estd representada a distribuicdo das amostras por
unidade hospitalar. Coletou-se mais amostras na UTI (35,6% -
384/1.080, p < 0,05) e na EMG (21,7% - 234/1.080, p < 0,05), uma vez
gue a EMG é uma unidade com maior nimero de leitos e diversidade de
pontos de atendimento ao paciente e a UTI se dividia em duas areas,
UTI A e B, ou seja, também com maior nimero de leitos.

As proporcdes de amostras positivas para enterobactérias foi
similar entre as unidades hospitalares, com excecdo do CC, que
apresentou uma proporcdo estatisticamente menor em relagdo a cada
uma das demais unidades (p < 0,0089): EMG - 26,5%; CRI - 23,7%;
CMI - 19,8%; UTI - 17,4% e CC - 8,3%.

Dos 284 isolados obtidos, a maioria (57,4%) é proveniente das
duas unidades que tiveram maior quantidade de amostras coletadas: UTI
(31,3% - 89/284) e EMG (26,1% - 74/284). Obteve-se uma quantidade
estatisticamente menor de isolados do CC (7,4% - 21/284, p < 0,05).

Um dos fatores que pode justificar o baixo nimero de isolados
obtidos do CC é que essa foi a Unica unidade de onde ndo foram
coletadas amostras de pacientes, que geralmente apresentam grande
guantidade de enterobactérias. Além disso, as salas cirlrgicas séo
higienizadas com uma alta frequéncia, sempre depois que algum
procedimento € realizado, e os cuidados relativos aos procedimentos sao
maiores.
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Figura 4: Enterobactérias obtidas de amostras coletadas entre abril-setembro/2015 pelo projeto HAIMP no HU-UFSC.
Quantidade de pontos de coleta, proporcéo de amostras positivas (positividade) e quantidade de isolados obtidos. Distribui¢do por
unidade hospitalar.
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quantidades absolutas.
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Nas figuras 5-9 estdo representadas, para cada unidade hospitalar,
em ordem decrescente, as proporcdes de amostras positivas para
enterobactérias encontradas nos diferentes sitios de coleta e a quantidade
respectiva de isolados obtidos.

Em todas as unidades de onde foram coletadas amostras de
pacientes, os swabs retais foram o0s que apresentaram maior nimero de
isolados e maior proporgdo de amostras positivas, variando de 83,3% na
CRI a 91,7% na CMI e UTI. Os swabs nasais tiveram propor¢des
variando de 16,7% na CMI a 41,7% na CRI. As maos dos pacientes
variaram de 8,3% na UTI a 33,3% na CMI.

Nas amostras de profissionais, as vestimentas que apresentaram
maior proporcdo foram dos profissionais da EMG (25%), onde muitos
utilizam jalecos prdprios e sdo responsaveis por sua lavagem. A maior
proporcdo de enterobactérias nas maos de profissionais foram
observadas na CRI (33,3%). Somente um telefone celular de um
profissional da UTI apresentou contaminacdo por enterobactéria.

As amostras de ambiente que foram mais preocupantes em todas
as unidades, com excecdo da CMI, foram as areas de descanso e
alimentacdo dos profissionais, nas quais as propor¢Ges de amostras
positivas chegaram a 66,7% na EMG. Esse resultado reforca a
necessidade de medidas mais efetivas de cuidado e higienizago dessas
areas.

Na EMG e na CRI, depois das areas de descanso e alimentacdo,
0s banheiros dos pacientes apresentaram as maiores proporcles de
enterobactérias (66,7% e 25%, respectivamente). As amostras foram
coletadas somente de superficies de alto contato, como torneiras,
dispensadores de sabonete e botdo de descarga. Pelo fato desses
banheiros serem geralmente compartilhados entre os pacientes e até
mesmo entre visitantes (algo que ndo é indicado pelo prdprio hospital,
mas que acontece com frequéncia), é importante que a higienizacéo e a
conscientizacdo sobre seu uso sejam rigorosas, visto que podem servir
como fonte de transmisséo de bactérias patogénicas.

Na CMI, as maiores propor¢des em amostras de ambiente foram
encontradas nos banheiros dos pacientes (33,3%) e nos equipamentos de
leito (20,8%). Como a CMI é uma unidade para onde s&o direcionados
pacientes infectados por bactérias resistentes, as limpezas terminais e
concorrentes sao ainda mais necessarias.

Na UT], depois das areas de descanso e alimentacéo (50%), estao
0s equipamentos de leito e de uso comum (13,5% e 8,6%,
respectivamente), porém, em comparacdo com as demais unidades,
essas propor¢des ndo foram tdo altas.
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No CC, a unidade que apresentou menor quantidade de
enterobactérias, observa-se que a maioria dos isolados é proveniente das
areas de descanso e alimentacdo dos profissionais. A mesma propor¢do
foi encontrada para 0s equipamentos de uso comum, que nessa unidade
sO incluiam macas. As demais areas dessa unidade apresentaram
proporcBes baixas ou nulas de enterobactérias, como as areas de
trabalho e os equipamentos de leito.
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Figura 5: Proporcédo de amostras positivas e quantidade de isolados obtidos de bactérias da familia Enterobacteriaceae na
unidade de atendimento de emergéncia (EMG). Distribui¢éo nos diferentes sitios de coleta em pacientes (PCT), profissionais de
salde (PRF) e ambiente hospitalar.
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Figura 6: Proporcao de amostras positivas e quantidade de isolados obtidos de bactérias da familia Enterobacteriaceae na Clinica

Cirargica | (CRI). Distribui¢do nos diferentes sitios de coleta em pacientes (PCT), profissionais de salde (PRF) e ambiente
hospitalar.
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Figura 7: Proporcao de amostras positivas e quantidade de isolados obtidos de bactérias da familia Enterobacteriaceae na Clinica

Meédica | (CMI). Distribuigdo nos diferentes sitios de coleta em pacientes (PCT), profissionais de salde (PRF) e ambiente
hospitalar.
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As porcentagens localizadas acima das barras representam as proporgdes de amostras positivas para Enterobacteriaceae em
relagdo ao nimero total de amostras coletadas.



Figura 8: Proporcao de amostras positivas e quantidade de isolados obtidos de bactérias da familia Enterobacteriaceae na
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Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Distribuicéo nos diferentes sitios de coleta em pacientes (PCT), profissionais de saide (PRF)

e ambiente hospitalar.
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As porcentagens localizadas acima das barras representam as proporgdes de amostras positivas para Enterobacteriaceae em
relagdo ao nimero total de amostras coletadas.
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Figura 9: Proporcao de amostras positivas e quantidade de isolados obtidos de bactérias da familia Enterobacteriaceae no Centro
Cirargico (CC). Distribuicdo nos diferentes sitios de coleta em profissionais de satide (PRF) e ambiente hospitalar.
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As porcentagens localizadas acima das barras representam as proporgdes de amostras positivas para Enterobacteriaceae em
relacdo ao nimero total de amostras coletadas.
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5.2 IDENTIFICACAO MICROBIOLOGICA

O primeiro passo para o tratamento e controle de infecces é a
identificac8o rapida e precisa do agente infeccioso. Tradicionalmente, os
métodos de identificagdo microbioldgica sdo fenotipicos e dependentes
de técnicas de cultura. No HU-UFSC, por exemplo, assim como em
muitos laboratérios de microbiologia clinica, utiliza-se o método
automatizado Vitek2®. Apesar desses métodos terem uma boa acuracia
para a maioria dos patogenos de relevancia clinica, eles sdo métodos
relativamente caros e demorados (considerando o tempo para
isolamento). Com o0s avancos cientificos e tecnoldgicos, as técnicas de
sequenciamento de DNA estdo ficando cada vez mais baratas e rapidas,
0 que indica que essas técnicas apresentam o potencial de revolucionar a
pratica clinica, principalmente por ndo dependerem de técnicas de
cultura (DIDELOT et al., 2012). Por isso, estudos de comparagdo entre
métodos fenotipicos e de sequenciamento de DNA séo importantes, para
gue se possa entender as variagGes, as vantagens e as limitagdes de
ambos 0s métodos.

5.2.1 Identificacdo Vitek2® e 165 rRNA

Os 284 isolados de enterobactérias obtidos pelo projeto HAIMP
foram identificados pelo método fenotipico Vitek2®. Esse foi 0 método
utilizado como referéncia para comparacdo com outro método de
identificacdo — 0 sequenciamento de um fragmento da regido V3-V4 do
gene 16S rRNA. O sequenciamento do gene 16S rRNA é considerado o
padrdo ouro nos estudos de filogenia e taxonomia bacteriana, porém,
seus resultados podem ser bastante variaveis, pois dependem da regido
gue é sequenciada e dos métodos de andlise que sdo utilizados. Os
resultados de identificagdo de ambos os métodos estdo descritos na
tabela 2.

As quatro enterobactérias mais frequentemente identificadas pelo
método de referéncia, que perfazem 76,2% de todos os isolados
analisados, foram: Escherichia coli (57, 20,2%); Klebsiella pneumoniae
ssp. pneumoniae (55, 19,5%); Pantoea spp. (54, 19,1%) e Enterobacter
cloacae complex (49, 17,4%). Dos 284 isolados, dois ndo foram
analisados pelo sistema Vitek2® devido uma falha de processo e trés
isolados ndo foram identificados por uma limitacdo do sistema, que
acusou padrao bioldgico baixo ou nao reativo.

O sequenciamento do marcador 16S rRNA foi realizado para os
284 isolados, sendo que para 195 deles (68,7%), as sequéncias obtidas
foram classificadas como uma Unica espécie. Entretanto, mesmo apos a



71

exclusdo de sequéncias nao relevantes, 89 isolados (31,3%) tiveram
sequéncias classificadas para duas ou mais espécies.

Algumas hipoteses que explicam a presenga de mais de um tipo
de sequéncia de 16S rRNA na andlise de um isolado sdo: (1) uma
mistura de diferentes espécies na mesma amostra sequenciada (isolado
ndo estava suficientemente puro, por exemplo); ou (2) por uma
ambiguidade na identificacdo, que pode ter classificado as diferentes
sequéncias de uma Unica cepa (variacdo intragenémica do 16S rRNA)
como diferentes espécies, seja por erros de anotacdo no banco de dados,
erros de sequenciamento ou por um baixo poder discriminatdrio do
fragmento analisado.

Sabe-se que o gene 16S rRNA é encontrado em multiplas copias
no genoma bacteriano, em enterobactérias, por exemplo, é observada
uma média de sete copias por genoma (STODDARD et al.,, 2015).
Estudos relatam que a variagdo intragendmica entre essas copias pode
ser de 0,06% a 20,38%, dependendo da espécie (PEl et al., 2010). Em E.
coli essa variagdo pode ser de 1,10-1,23%, em K. pneumoniae de 0,78%,
em Enterobacter sp. de 0,45%, etc. (KLAPPENBACH et al., 2001; PEI
etal., 2010).

A fim de encontrar a melhor hipdtese para explicar cada caso em
gue mais de uma espécie foi identificada no sequenciamento de um
isolado, calculou-se as distancias de nucleotideos entre as sequéncias
(pairwise distance), que estd descrita na tabela 2. Essa distancia esta
representada em porcentagem. Como o tamanho do fragmento analisado
é de 278 nucleotideos (nt), uma variacdo de 0,36% corresponde a um
Unico nucleotideo de diferenca entre as sequéncias. Quando ndo ha
resultado de pairwise distance na tabela, é porque o isolado apresentou
somente um tipo de sequéncia.

Para 19 isolados, a hip6tese mais provavel é que tenha acontecido
uma mistura de cepas de diferentes espécies. As distancias das
sequéncias encontradas para alguns casos foi alta. Quando a mistura era
de sequéncias de alguma Enterobacteriaceae com uma bactéria de outra
familia, como Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp., a distancia das
sequéncias foi de 11,15-16,19%, ou seja, de 31 a 45 nucleotideos de
diferenca. Quando a mistura aconteceu entre espécies de enterobactérias,
a distancia encontrada foi menor, variou de 3,24% (9 nt) entre K.
pneumoniae e E. cloacae a 6,83% (19 nt) entre Providencia stuartii e
Proteus mirabilis.

Para 53 isolados, a hipotese mais provavel é que tenha ocorrido
ambiguidade na classificagdo, pois a distancia entre as sequéncias foi
baixa, entre 0,36-2,88%, ou seja, de 1 a 8 nucleotideos, que é uma
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variagdo intragendmica comum. Para 0s provaveis casos de
ambiguidades, adotou-se a classificacdo baseada no LCA (em inglés,
Least Common Ancestor). Por exemplo, quando o sequenciamento
identificou duas espécies do mesmo género, a identificacdo foi realizada
somente a nivel de género. Dentre as enterobactérias mais comuns, as
que apresentaram mais problemas de ambiguidade foram Pantoea spp. e
Enterobacter cloacae complex.

No género Pantoea spp. pode-se concluir que o fragmento
analisado ndo possui poder discriminatorio para fazer a classificagdo a
nivel de espécie, ja& que as variacdes intra e interespecificas sdo
similares. Por exemplo, em P. dispersa, observou-se variacdo intra-
especifica de 0,36-0,72% (1-2 nt), entretanto a mesma variacdo foi
observada para P. dispersa/P. wallisii (1-2 nt), P. ananatis/P.
agglomerans (1 nt), P. dispersa/P. eucalypti (2 nt) e P. ananatis/P.
agglomerans (2 nt). As espécies pertencentes ao género Pantoea sdo
bioguimicamente heterogéneas e sua identificacdo é considerada dificil,
por isso, conhecer suas relacdes filogenéticas é importante para se fazer
uma identificacdo correta. As primeiras relacfes filogenéticas entre as
espécies de Pantoea spp. foram baseadas na analise completa do gene
16S rRNA, o que ja havia mostrado que P. agglomerans, P. ananatis e
P. stewartii eram intimamente relacionadas. Em 2009, Delétoile e
colaboradores sugeriram um esquema de MLSA (Multilocus sequence
analysis), que inclui a analise de seis genes independentes (fusA, gyrB,
leuS, pyrG, rplB e rpoB), para melhor diferenciar as espécies de Pantoea
(DELETOILE et al., 2009).

Em E. cloacae complex, uma ambiguidade que aconteceu com
frequéncia foi entre Klebsiella oxytoca e espécies de Enterobacter
(20/49 — 40,8%), com a distancia das sequéncias variando de 0,36-
2,88% (1-8 nt). Uma possivel explicacdo para a identificacdo de
sequéncias de Enterobacter como K. oxytoca seria algum erro de
anotacdo dessa Ultima espécie. Entretanto, as mesmas sequéncias sao
encontradas em isolados corretamente identificados como K. oxytoca,
espécie que apresentou uma grande variacdo intra-especifica 0,36-3,24%
(1-9 nt). Nesse caso, fica evidente que o fragmento analisado nao possui
poder discriminatério suficiente para diferenciar K. oxytoca de
Enterobacter spp.. Sugere-se que analises filogenéticas sejam realizadas
para analisar a proximidade evolutiva dessas espécies e verificar outras
regides ou marcadores que pudessem fazer essa discriminacdo de
maneira eficiente. No préximo topico, ao analisar a concordancia entre
0s métodos de identificacdo, esse assunto serd melhor abordado.
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Para 17 isolados ndo foi possivel chegar a uma Unica concluséo,
ja que tanto uma mistura quanto um problema de ambiguidade podem
ter acontecido.
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Tabela 2: Identificacdo fenotipica (Vitek2®) e genotipica (sequenciamento 16S rRNA) dos isolados de enterobactérias
obtidos de abril a setembro de 2015 pelo projeto HAIMP no HU-UFSC.

Vitek2® Sequenciamento 16S rRNA
e Classificacao das Sequéncias Pairwise L3
0, [0)
Identificagéo N ) (>95% )1 N ) distance (% )2 Hipdtese LCA

Escherichiacoli 57 20,1% | Escherichia coli 52 183% 0,36-0,72 -
E;E?g:m:a coli/Acinetobacter 1 04% 1439 Mistura
Esfgsirr:gr;;a coli/Pseudomonas 1 04% 12.23 Mistura
Ejfiréznchla coli/Pseudomonas 1 04% 036-1115 Mistura
Escherichia coli/Klebsiella
oxytoca/Pantoea 1 04% 0,36-5,40 Mistura
ananatis/Escherichia sp. KTE31
ri?r';‘eers'é’:r:g colifSerratia 1 04% 036-540 Mistura

Klebsiella

pneumoniae ssp 55 19,4% | Klebsiella pneumoniae 46 16,2% 0,36 - 2,52 -

pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae/Acinetobacter 2 0,7% 0,36 -15,47 Mistura
baumannii
Klebsiella 1 04% 0,36 -3,60 Mistura




pneumoniae/Enterobacter
aerogenes

Klebsiella pneumoniae/Klebsiella
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0 i .
oxytoca/Enterobacter cloacae 2 07% 036-324 Mistura
Klebsiella pneumonlae/Grlmonte_IIa 04%  0.36-324 Mistura
senegalensis/Enterobacter asburiae
Klebsiella pneumoniae/Klebsiella 7. 35283 Ambiguidade  Klebsiella spp.
oxytoca
Klebsiella oxytoca/Enterobacter
aerogenes/Raoultella 1 04% 252-396 Ambiguidade/Mistura
ornithinolytica
Pantoea spp 54 19,0%| pantoea dispersa 16 5,63% 0,36-0,72 -
Pantoea ananatis 8 28% 036-612 -
Pantoe_a ananatis/Pseudomonas 1 04% 12,95 Mistura
stutzeri
Pantoea agglomerans 2 07% 036-1,08 -
Pantoea f_;\ggIomerans/Acmetobacter 1 04% 1504 Mistura
haemolyticus
Pantoea stewartii 2 07% 036-1,08 -
Pantoea septica 1 04% - -
0,4% 0,72 -

Pantoea gaviniae 1



Pantoea calida

Pantoea dispersa/Pantoea
agglomerans/Pantoea
stewartii/Pantoea septica/Pantoea
ananatis

Pantoea septica/Pantoea stewartii

Pantoea dispersa/Pantoea wallisii

Pantoea septica/Pantoea
agglomerans

Pantoea dispersa/Pantoea eucalypti

Pantoea ananatis/Pantoea
agglomerans

Grimontella senegalensis/Klebsiella
pneumoniae/Enterobacter ashuriae

Pantoea ananatis/Pantoea
agglomerans/Klebsiella
pneumoniae/Acinetobacter
baumannii

Pantoea stewartii/Pantoea
septica/Acinetobacter lwoffii

Escherichia vulneris/Klebsiella
oxytoca

Escherichia vulneris/Klebsiella
oxytoca

0,4%

0,4%

2,8%
0,4%
0,4%
0,4%

1,1%

0,4%

0,4%

0,4%

0,4%

0,4%

0,36

0,36 - 2,88

0,36-1,08
0,36-0,72

0,72
0,72

0,36

0,36-3,24

0,36 - 15,83

0,36 - 15,04

3,24

3,24

Ambiguidade

Ambiguidade
Ambiguidade

Ambiguidade
Ambiguidade

Ambiguidade

Ambiguidade/Mistura

Ambiguidade/Mistura

Ambiguidade/Mistura
Mistura

Mistura
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Pantoea spp.

Pantoea spp.

Pantoea spp.

Pantoea spp.

Pantoea spp.

Pantoea spp.



Pantoea dispersa/Pantoea
ananatis/Klebsiella
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Enterobacteria

0 i -
oxytoca/Enterobacter 1 04% 036-216 Ambiguidade ceae
asburiae/Enterobacter cloacae

Enterobacter 4 17 394 | Klebsiella oxytoca 18 63% 252 :

cloacae complex
Ig;itr)s;enlrl‘?ioxytoca/Acmetobacter 1 04% 16,19 Mistura
Salmonella enterica 4 1,4% 0,36 -

Enterobacter cloacae 3 11% 0,36-3,96 -

Enterobacter cloacae/Enterobacter 1 04% 0,36 Ambiguidade Enterobacter
aerogenes spp.
Enterobacter aerogenes/Kluyvera 1 04% 036-072 Ambiguidade Enterobacteria
ascorbata ceae
Klebsiella oxytoca/Enterobacter 13 46% 036-288 Ambiguidade Enterobacteria
cloacae ceae
Klebs!ella oxytoca/Enterobacter 1 04% 036-288 Ambiguidade Enterobacteria
asburiae ceae
Klebsiella oxytoca/Enterobacter o - Enterobacteria
cloacae/Enterobacter aerogenes 1 04% 036-28 Ambiguidade ceae
Klebsiella Qxytoca/Enterobacter 1 04% 0,36-288 Ambiguidade Enterobacteria
hormaechei ceae
Enterobacter cloacae/Klebsiella 2 07% 036-576 Ambiguidade/Mistura

oxytoca/Klebsiella pneumoniae



Klebsiella oxytoca/Enterobacter
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cloacae/Serratia 1 04% 0,36-6,83 Ambiguidade/Mistura
marcescens/Serratia ureilytica
Klebsiella oxytoca/Escherichia
coli/Pantoea ananatis/Escherichia 1 0,4% 0,36 -540 Ambiguidade/Mistura
sp. KTE31
Klebsiella oxytoca/Pantoea
dispersalPantoea. o 1 04% 036-360 Ambiguidade/Mistura
asburiae/Enterobacter cloacae

Serratia 0 ; 0

marcescens 15 5,3% [Serratia marcescens 13 46% 0,36-1,08 -
ig:’iratla marcescens/Escherichia 1 04% 036-540 Mistura
gﬁjrtrzz:trlia marcescens/Pseudomonas 1 04% 036-12.88 Mistura

Leclercia 9 3,2% |Salmonella enterica 4 14% 0,36-1,08 -

adecarboxylata
Enterobacter aerogenes 1 04% - -
Salmonella enterica/Leclercia 2 07% 036-108 Ambiguidade Enterobacteria
adecarboxylata ceae
Expoegécma vulneris/Klebsiella 1 04% 3,24 Ambiguidade/Mistura
Enterobacter aerogenes/Klebsiella 1 04% 036-324 Ambiguidade/Mistura

pneumoniae
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Klebsiella 2,5% |Klebsiella oxytoca 21% 0,36-3.24 -
oxytoca
Salmonella enterica/Klebsiella 0.4% 216 Ambiauidade Enterobacteria
oxytoca ' ' g ceae
Proteus mirabilis 2,5% |Proteus mirabilis 25% 0,36-0,72 -
Enterobacter 0 0
aerogenes 1,1% | Enterobacter aerogenes 0,7% 0,36-1,08 -
Enterobacter aerogenes/Kluyvera 0 L Enterobacteria
ascorbata 04% 0,36 -1,08 Ambiguidade ceae
Rao_ult.ella _ 11% Enterobacter amnigenus 0,4% 2,52 Ambiguidade Enterobacter
ornithinolytica /Enterobacter aerogenes spp.
Klebsiella oxy?oca/Enteroba_cter 04% 036-324 Ambiguidade/Mistura
cloacae/Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens/Gronobacter 04% 036-504 Ambiguidade/Mistura
sakazakii/Citrobacter koseri
Raou_ltella 11% Raoultella ornithinolytica/Kluyvera 0,4% 0.72 Ambiguidade Enterobacteria
planticola ascorbata ceae
Pantoea agglomerans/Enterobacter
aerogenes/Klebsiella 04% 0,36 -3,24 Ambiguidade/Mistura
oxytoca/Enterobacter
cancerogenus
Raoultella ornithinolytica/Kluyvera
ascorbata/Enterobacter 0,4% 0,36 - 14,03 Ambiguidade/Mistura

aerogenes/Pseudomonas putida




Enterobacter
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amnigenus 0,7% |Kluyvera intermedia 0,4% - -
Enterobacter 0.4% 144 Ambiauidade Enterobacteria
aerogenes/Citrobacter murliniae ' ! 9 ceae
Serratia Serratia proteamaculans/Serratia
liquefaciens 0,7% quuefacisns 0,4% 2,16 Ambiguidade Serratia spp.
group
Serratia proteamaculans/Serratia
liquefaclensiEnerobacter 04% 036-899 Ambiguidade/Mistura
aerogenes/Averyella dalhousiensis
Citrobacter o, | Citrobacter werkmanii/Kluyvera 0 - Enterobacteria
freundii 0.4% intermedia/Citrobacter freundii 0.4%  0,36-180 Ambiguidade ceae
E:c:tsrec;?acter 0,4% Eor:enrci)bacter sakazakii/Citrobacter 04% 036-072 Ambiguidade (I:E:;:robacterla
gelérlgﬁﬁcter 0,4% [ Citrobacter rodentium 0,4% - -
5::;;3?:3& 0,4% cF:)I(;trca;ltl:le?acter gergoviae/Klebsiella 0,4% 0,36 Ambiguidade (I:E:;:robacterla
fisrcgtigﬁ?ila 0,4% [ Escherichia coli 0,4% - -
_ Enterobacter .
Ejfnheerrilscma 0,4% [hormaechei/Enterobacter 0,4% 0,72-1,44 Ambiguidade E:atgrobacterla
cloacae/Salmonella enterica
Kluyvera 0,4% | Klebsiella oxytoca/Pantoea 0,4% 1,44-3,60 Ambiguidade/Mistura Enterobacteria
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intermedia dispersa/Pantoea ananatis ceae

gggltg;%rans 0,4% |Pantoea dispersa 1 04% - -

Proteus vulgaris

group/Proteus 0,4% | Proteus penneri 1 0,4% - -

penneri

Prowq_enua 0,4% Provm_lejnua stuartii/Proteus 1 04% 6,83 Mistura

stuartii mirabilis

Serra_tla 0,4% !_elllottla_ amnigena/Kluyvera 1 04% 0,36 Ambiguidade Enterobacteria

odorifera intermedia ceae

Serratia rubidaea 0,4% ;’"L rtrzztrlia marcescens/Pseudomonas 1 0,4% 13,7 Mistura

zr?{::gzz?)litica 0,49, |Enterobacter cloacae/Escherichia | 540, (0 36-216 Ambiguidade Enterobacteria

group 7% | yulneris/Salmonella enterica 0 ' ' g ceae

NZio analisado 0,7% Klebsiella oxytoca/Enterobacter 1 04% 036-288 Ambiguidade Enterobacteria
cloacae ceae
Klebsiella pneumoniae 1 04% 0,36-2,52 -

Nao identificado 1,1% | Escherichia coli 1 04% 0,36-0,72 -
Escherlt_:hla hermannii/Kosakonia 1 04% 036-108 Ambiguidade Enterobacteria
sacchari ceae
Klebsiella pneumoniae 1 04% 0,36-2,52 -
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TOTAL 284 100% 284 100%

LCA: Least Common Ancestor

! 56 foram consideradas sequéncias que somadas perfizeram pelo menos 95% de todas as sequéncias.

? Isolados que s6 apresentaram um tipo de sequéncia foram indicados com hifen (“-”).

¥ MISTURA: Hipétese de que sequéncias de DNA de mais de uma espécie estavam presentes na amostra sequenciada;
AMBIGUIDADE: Hipotese de que as diferentes sequéncias encontradas numa amostra ndo sejam de espécies diferentes, mas sim
uma variagdo intragendémica no 16S rRNA de uma Unica cepa, portanto, houve ambiguidade de identificacdo, seja por erros de
anotagdo no banco de dados, erros de sequenciamento ou por um baixo poder discriminatério do fragmento analisado.
MISTURA/AMBIGUIDADE: Quando néo foi possivel concluir a melhor hipotese.
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5.2.1.1 Analise de Concordancia - Vitek2® vs. 165 rRNA

Para realizar as analises de concordéancia dos resultados de
identificacio microbiolégica obtidos pelo sistema Vitek2® e
sequenciamento do 16S rRNA, sé foram considerados os isolados que
apresentaram resultados de mesmo nivel taxondmico para ambos 0s
métodos. Por exemplo, os isolados de Enterobacter cloacae complex s6
foram comparados a nivel de género, pois englobam mais de uma
espécie de Enterobacter.

Dos 279 isolados que foram identificados pelos dois métodos,
136 (48,8%) foram comparados a nivel de espécie e 213 (76,3%) a nivel
de género. Na tabela 3 esta representada a matriz de concordancia entre
0s 136 isolados que apresentaram resultados a nivel de espécie para
ambos os métodos de identificacdo.

A grande maioria (93,4% - 127/136) dos isolados comparados
apresentaram concordancia de espécie, entretanto, nove isolados (6,6% -
9/136) apresentaram resultados discordantes. Trés deles foram
concordantes para pelo menos género e cinco deles foram concordantes
somente a nivel de familia. Na comparacédo de espécies, as discordancias
encontradas foram (em negrito estd a identificacdo pelo sistema
Vitek2®):

- Discordancias de género:

o Leclercia adecarboxylata com Salmonella enterica
ou Enterobacter aerogenes.
o Enterobacter amnigenus com Kluyvera intermedia.

- Discordancias de espécie, mas concordancia para género:

o Escherichia fergusonii com E. coli.
o Citrobacter sedlakii com C. rodentium.
o Pantoea agglomerans com P. dispersa.

Na tabela 4 esta representada a matriz de concordancia a nivel de
género. Dos 213 isolados analisados, 184 (86,4%) foram concordantes e
29 (13,6%) foram discordantes. As discordancias nas comparagdes de
género foram:

- Enterobacter com Klebsiella, Salmonella ou Kluyvera.

- Leclercia com Salmonella ou Enterobacter.

- Raoultella com Enterobacter.
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Tabela 3: Matriz de concordancia entre identificacdo pelo sistema Vitek2® e sequenciamento do marcador 16S rRNA a nivel de
espécie.

Concordancia a nivel de espécie

Concordancia a nivel de género

16S
rRNA Ec Kp Sm Pm Ko La Se Ee Cr Ki Pd Pp Cs Em Ef Pa

Vitek2®

TOTAL

Ec 52 0 0 0 0 0 0O OOO O O O O 1 0 53(390m)
Kp 046 0 0 0 0O 0 0 O O O 0O O O O O 46(33,8%)
Sm 0 013 0 0 0 0 OO O O O O O O O 13(96%)
Pm o 0o o,7 O O O O OOTUOTU OTU OO OTPO 7 (5,1%)
Ko 0O 0 0 06 0 O O O O OOO O O0OTUDO 6 (4,4%)
La o 0 0 0 0O OO O O O OO0OO O0O 0 o0 0 (0,0%)
Se o 0 0 0 04 0 OOO OO O O O0TDO 4 (2,9%)
Ee o 0 0 0 02 02 O O O O O O0 0o 3 (2,2%)
Cr o 0 0 0 0 00O OO O OOT1IT O 0 o0 1 (0,7%)
Ki o 0 0 0 0 0O0OO OO O OTUOI2T 0 O 1 (0,7%)
Pd o 0o 0o 0 0o 00O OO O OO O 01 1 (0,7%)
Pp o 0 0 0 0 0O 0OO OO Of2Z O O 0O 1 (0,7%)
Cs o 0 0 0 0O 0O 0OO OO O OO O 0 o0 0 (0,0%)
Em o 0 0 0 0O 0O0O0O OO O OO O 0 o0 0 (0,0%)
Ef o 0 0 0 0 0O OO OO O OO O 0 o0 0 (0,0%)
Pa o 0 0 0 0O 0O0OO OO O OO O 0 o0 0 (0,0%)
— g1 A P N OO OO N O O O P P P Pk ok 136
C 2223 PRSP TDSBS DB (100%)
> 8852538288283
FRgESTSSSsssssssese

Ec
Kp
Sm
Pm
Ko
La
Se
Ee
Cr
Ki
Pd
Pp
Cs
Em
Ef
Pa

Concordancia a nivel de familia

Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Serratia marcescens
Proteus mirabilis
Klebsiella oxytoca
Leclercia adecarboxylata
Salmonella enterica
Enterobacter aerogenes
Citrobacter rodentium
Kluyvera intermedia
Pantoea dispersa
Proteus penneri
Citrobacter sedlakii
Enterobacter amnigenus
Escherichia fergusonii

Pantoea agglomerans
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Tabela 4: Matriz de concordancia entre identificagdo pelo sistema Vitek2® e sequenciamento do marcador 16S rRNA a nivel de
género.

Concordancia a nivel de género | Concordancia a nivel de familia

Vitek®
16SrRNA & 3 g S g < =) g =4 3 g TOTAL

2 a 3 2 g 3 g @ z 2 ®

Q 53; E % QO =
Klebsiella 54 0 0 18 0 0 0 0 0 0 72 (33,8%)
Escherichia 0 58] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 53 (24,9%)
Pantoea 0 0 47 0 0 0 0 0 0 0 0 47 (22,1%)
Citrobacter 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 (0,5%)
Enterobacter 0 0 0 0 6 0 1 0 1 0 0 8 (3,8%)
Kluyvera 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 (0,5%)
Leclercia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0,0%)
Proteus 0 0 0 0 0 0 0 8 0 0 0 8 (3,8%)
Raoultella 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 (0,0%)
Salmonella 0 0 0 0 4 0 4 0 0 0 0 8 (3,8%)
Serratia 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 15 15 (7,0%)
TOTAL 54 53 47 1 29 0 5 8 1 0 15 213

(25,4%) (24,9%) (22,1%) (0,5%) (13,6%) (0,0%) (2,3%) (3,8%) (0,5%) (0,0%) (7,0%) (100%)
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Os resultados das analises de concordancia a nivel de espécie e de
género foram excelentes: K = 0,908 (90,8%) para espécie e K = 0,828
(82,8%) para género. Um estudo publicado em 2015 também comparou
a identificacdo feita por métodos tradicionais e por sequenciamento do
16S rDNA, no qual verificou-se uma concordéncia de 87,5% para
espécie e 96% para género (SRINIVASAN et al., 2015). No presente
trabalho, a concordéncia de género, apesar de excelente, ndo foi tao alta
devido as discordancias entre Enterobacter e Klebsiella.

Existem diversos fatores que poderiam explicar as discordancias
encontradas, alguns deles sdo: (1) erros de anotagdo ou baixa
representatividade de sequéncias no banco de dados; (2) baixo poder
discriminatorio do fragmento analisado; (3) identificacdo fenotipica
incorreta.

A espécie E. coli foi a mais abundante nesse estudo (n = 57).
Retirando as amostras que apresentaram misturas com outras espécies
no sequenciamento (n = 5), todos os isolados tiveram resultados
concordantes, ndo sendo observada nenhuma ambiguidade. Uma
ambiguidade classica reportada por alguns estudos é entre 16S rRNA de
E. coli e Shigella spp. (SIMMON; CROFT; PETTI, 2006;
SRINIVASAN et al., 2015), porém, isso ndo aconteceu para os isolados
de E. coli analisados nesse trabalho. Entretanto, como néo foram
analisados isolados de Shigella spp., ndo se pode afirmar que esse
mesmo problema de ambiguidade ndo ocorreria para esse género. Uma
Unica discordancia foi encontrada para um isolado de Escherichia
fergusonii, que foi classificado como E. coli. Nesse caso, a sequéncia
encontrada é idéntica as sequéncias encontradas na maioria dos isolados
de E. coli, portanto, ha duas hipdteses mais provaveis para explicar essa
discordancia: baixo poder discriminatério do fragmento analisado ou
erro na identificacdo fenotipica.

K. pneumoniae foi a segunda espécie mais abundante nesse
trabalho. Um fato interessante é que mesmo apresentando uma grande
variacdo intra-especifica de sequéncias (0,36-2,52%, 1-7 nt), essa
espécie apresentou altas taxas de concordancia. S6 foram observadas
possiveis ambiguidades para trés dos 55 isolados. Dois deles foram
classificados como K. pneumoniae/K. oxytoca e um deles ndo
apresentou sequéncias de K. pneumoniae, mas apresentou sequéncias de
K. oxytoca, E. aerogenes e Raoultella ornithinolytica. Para esse caso
ndo foi possivel definir a hipotese mais provavel, se mistura de mais de
uma cepa ou ambiguidade, pois a distancia das sequéncias foi de 2,52-
3,96% (7-11 nt).
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Pantoea spp. foi a terceira enterobactéria mais abundante nas
amostras analisadas. Como citado anteriormente, esses isolados
apresentaram altas taxas de ambiguidade e, apesar de varios isolados
terem sido classificados a nivel de espécie, o fragmento analisado néo
possui poder discriminatério suficiente para identificar além de género.
Porém, entre os 47 isolados que tiveram suas identificacdes a nivel de
género comparadas, houve perfeita concordancia entre Vitek2® e 16S
rRNA.

Ambiguidades e discordancias foram encontradas para Leclercia
adecarboxylata. A maioria desses isolados foram identificados como
Salmonella enterica ou uma combinacdo de S. enterica com L.
adecarboxylata. Algumas hipéteses para explicar esses problemas de
identificacdo sdo baixo poder discriminatério do fragmento, erros de
anotacdo ou baixa representatividade de sequéncias de L.
adecarboxylata no banco de dados.

Dentre as enterobactérias menos frequentes, observou-se
concordancia para isolados de Serratia marcescens, K. oxytoca, Proteus
mirabilis, Enterobacter aerogenes e Proteus penneri. Ambiguidades e
discordancias também foram verificadas, porém, devido ao baixo
ntmero de isolados, ndo é possivel fazer conclusdes efetivas.

Bactérias do complexo Enterobacter cloacae estdo entre as mais
frequentemente isoladas nas amostras analisadas. Porém, a maior parte
delas apresentou identificacdes discordantes ou ambiguas pelo 16S
rRNA:

Enterobacter cloacae complex (Vitek2®; N = 49):
- N =24 (48,9%): Identificacdo ambigua
o As principais espécies encontradas nesses casos
foram Klebsiella oxytoca e Enterobacter cloacae
(61,2%, p < 0,0001). Klebsiella oxytoca foi
detectada em 91,7% (22/24) dos isolados e
Enterobacter cloacae foi detectada em 79,2%
(19/24).

- N =18 (36,7%): Klebsiella oxytoca;

- N=4(8,2%): Salmonella enterica;

- N =23(6,1%): Enterobacter cloacae.

A taxonomia do género Enterobacter possui uma histéria longa e
confusa, com diversas transferéncias de espécies ocorridas nas ultimas
duas décadas. Sabe-se que as espécies do complexo E. cloacae sdo
geneticamente heterogéneas e incluem: E. cloacae, E. asburiae, E.
hormaechei, E. kobei e E. nimipressuralis. Baseado na analise do 16S
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rRNA, o género Enterobacter mostrou ser polifilético, assim como
outros géneros da familia Enterobacteriaceae. Por isso, a classificacéo
de diferentes cepas a nivel de espécie é desafiadora. Diversos estudos
relatam dificuldades na identificacdo desse género (BRADY et al.,
2013; CHAVDA, 2016; HOFFMANN; ROGGENKAMP, 2003;
JANDA; ABBOTT, 2007). Outro marcador utilizado como uma
alternativa para identificacdo de Enterobacter é o sequenciamento do
gene rpoB, j& que ele fornece uma maior resolucéo filogenética quando
comparado com o 16S rRNA. Porém, mesmo com essa maior resolugéo,
0 rpoB também apresenta limitagcbes para determinar relagfes
filogenéticas proximas (BRADY et al., 2013).

Para confirmar a identificacdo dos 49 isolados de Enterobacter
cloacae complex e verificar a acuracia de outros métodos, esses isolados
também foram submetidos & identificacdo por espectrometria de massas
(MALDI-TOF) e sequenciamento do gene rpoB.

5.2.2 ldentificagdo MALDI-TOF

Nos ultimos anos houve um aumento no uso da espectrometria de
massas para identificacdo bacteriana, devido sua eficiéncia, rapidez e
baixo custo por amostra (GUO et al., 2014; SINGHAL et al., 2015).

Um total de 47 isolados, que haviam sido anteriormente
identificados como Enterobacter cloacae complex pelo Vitek2® foram
também identificados pela metodologia de MALDI-TOF utilizando o
equipamento Vitek® MS, os resultados est&o descritos na tabela 5.

Tabela 5: Identificacdo fenotipica realizada por espectrometria de massas
(MALDI-TOF - Vitek® MS) dos isolados de Enterobacter cloacae complex.

NIVEL

Iy _ ® ("
TAXONOMICO LCA MALDI-TOF VITEK®*MS N (%)
Complexo Enterobacter 50% Enterobacter cloacae e 36

P cloacae complex 50% Enterobacter asburiae (76,6%)
7
- NI - (14,9%)
33,3% Bacillus mycoides, 5
Género Bacillus spp. 33,3% Bacillus thuringiensis, (4,3%)
33,3% Bacillus cereus !
" : . 1
0,
Espécie Pseudomonas putida 97,7% Pseudomonas putida 2,1%)
. . . . . . 1
0,
Espécie Citrobacter koseri  81,3% Citrobacter koseri (2,1%)

TOTAL 47
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(100%)

LCA: Least Common Ancestor

A maioria dos isolados analisados (76,6% - 36/47) foi
identificada como Enterobacter cloacae complex, demonstrando
concordancia com o resultado do Vitek2®. A metodologia de
espectrometria de massas também sé chegou ao nivel de complexo, ja
gue ndo houve resolucdo suficiente para distinguir entre E. cloacae e E.
asburiae. Observou-se discordancias para 8,6% dos isolados analisados:
dois foram identificados como Bacillus spp., um como Pseudomonas
putida e um como Citrobacter koseri. Trés discordancias foram a nivel
de familia e uma a nivel de género. Para sete isolados (14,9%) nao
possivel emitir resultados de identifica¢éo.

Um estudo de 2014, que comparou a identificacdo de micro-
organismos feita pelo sistema Vitek2® e Vitek® MS, reportou
discordancias para todos os isolados de E. cloacae analisados (n = 46),
porém, isso ndo €& bem discutido no trabalho. Essa discordancia
provavelmente se deu pelo fato de ambos os métodos nao fornecerem
resultados a nivel de espécie.

Apesar do MALDI-TOF também nao ter fornecido resultados a
nivel de espécie, confirmou-se a identificacdo de 36 dos 49 isolados
como E. cloacae complex.

5.2.3 Identificagdo rpoB

O sequenciamento do gene rpoB foi realizado para 48 isolados
gue haviam sido identificados anteriormente como Enterobacter cloacae
complex pelo sistema Vitek2®. Os resultados estdo descritos na tabela 6.

Tabela 6: Identificagdo genotipica realizada por sequenciamento do gene rpoB.
dos isolados de Enterobacter cloacae complex.

UNIDADE RESULTADO BLAST o
TAXONOMICA LCA (>99% DE ID) NN (%)
E. hormaechei; E.
16
cloacae
Enterobacter E. cloacae; E. kobei 3 24
Complexo
cloacae complex . (50%)
E. cloacae; E. asburiae 3
E. cloacae complex 2
A E. xiangfangensis; E. 18
Género Enterobacter spp. hormaechei 14 (37,5%)
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Enterobacter spp. 3
E. soli; E. mori; E. 1
cloacae

Espécie Enterobacter ) 5 5
P cloacae (10,4%)
L . 1
Espécie Enterobacter soli - 1 (2.1%)
48
TOTAL (100%)

LCA: Least Common Ancestor
ID: Identidade

Todos os 48 isolados foram identificados dentro do género
Enterobacter, entretanto, alguns isolados apresentaram sequéncias que
tiveram pelo menos 99% de identidade com mais de uma espécie de
Enterobacter. Nesses casos, adotou-se a classificacdo baseada no LCA,
0 que fez com que 50% dos isolados fossem identificados dentro do
complexo E. cloacae (24/48) e 37,5% identificados Enterobacter spp.,
ja que algumas espécies identificadas ndo sdo consideradas do complexo
cloacae, como E. xiangfangensis, E. soli e E. mori. Para seis isolados
(12,5%) o rpoB teve resolucgdo suficiente para realizar a identificagdo a
nivel de espécie (E. cloacae e E. soli), porém, essas identificacdes
precisariam ser confirmadas por outros métodos.

O sequenciamento do gene rpoB se mostrou mais eficiente que o
16S rRNA para identificacdo de Enterobacter cloacae complex, assim
como ja afirmado por Brady e colaboradores em 2013. Por ser um gene
de copia Unica, ndo foi observado 0 mesmo problema de ambiguidade
gue ocorreu no sequenciamento do 16S rRNA, quando cépias diferentes
de uma mesma cepa acabavam sendo classificadas como espécies
diferentes (K. oxytoca e E. cloacae, por exemplo).

5.3 ABUNDANCIA DE ENTEROBACTERIAS

As enterobactérias mais abundantes encontradas nesse estudo de
rastreamento no HU-UFSC, que coletou amostras de pacientes,
profissionais de salde e ambiente, foram: Escherichia coli (20,1%),
Klebsiella pneumoniae (19,4%), Pantoea spp. (19,0%) e Enterobacter
cloacae complex (17,3%).

Um estudo epidemioldgico foi realizado entre os anos de 2006 e
2008 no HU-UFSC. Esse estudo analisou 869 bactérias isoladas de
pacientes com infec¢do e mostrou que aproximadamente 54% eram da
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familia Enterobacteriaceae, sendo as mais prevalentes: E. coli (14,7%),
Enterobacter spp. (11,7%) e Klebsiella pneumoniae (13,6%). As menos
prevalentes (13,6%) foram: Proteus mirabilis, Citrobacter freundii e
Morganella morgani (PARUCKER, 2010). Observa-se que, com
excecdo de Pantoea spp., as enterobactérias mais abundantes no
presente estudo sdo também as mais frequentemente isoladas de
pacientes infectados no HU-UFSC.

E. coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. sdo considerados
importantes patdgenos oportunistas. E. coli é a bactéria mais comumente
associada a infecgdes do trato urinario, tanto em infeccdes comunitarias
como em IRAS. Klebsiella spp. e Enterobacter spp. sdo frequentemente
associadas a pneumonias nosocomiais, principalmente em pacientes
internados por um periodo prolongado (LIVERMORE, 2012). Pantoea é
um género que inclui varias espécies geralmente associadas a plantas e
algumas espécies podem causar doenca em humanos. Pantoea
agglomerans é a espécie mais comumente isolada de humanos, sendo
considerada um patdégeno oportunista, ocorrendo esporadicamente ou
em surtos (DELETOILE et al., 2009).

5.3.1 Abundéancia de Enterobactérias Por Fonte de Coleta

Na figura 10 esta representada a abundancia de enterobactérias
identificadas nos diferentes sitios de coleta. S6 foram consideradas as
bactérias identificadas pelo sistema Vitek2® e os isolados NA (ndo
analisados), ndo foram considerados. Foi observada uma média de 6,3
OTUs (do inglés, Operational Taxonomic Units - Unidades
Taxondmicas Operacionais) por sitio de coleta.

Das enterobactérias mais abundantes, a maioria das E. coli foram
encontradas em pacientes (93%), principalmente nos swabs retais. Os
isolados de K. pneumoniae apresentaram distribuicdo similar entre
pacientes (52,7%) e ambiente (43,6%). A maioria das Pantoea spp.
foram encontradas em amostras de ambiente (90,7%), somente uma
Pantoea spp. foi isolada da mdo de um paciente. Os isolados de E.
cloacae complex apresentaram distribuicdo similar entre ambiente
(51%) e pacientes (40,8%).

Nos pacientes, a enterobactéria mais frequente nos swabs retais (n
= 94) foi E. coli (53,2%), seguida de K. pneumoniae (21,3%) e E.
cloacae complex (11,7%).

Nos swabs nasais (n = 23), as mais frequentes foram do género
Serratia spp. (26,1%) e E. cloacae complex (21,7%), diferentemente dos
swabs nasais de uma populacéo alemd, que encontrou K. oxytoca, E. coli
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e Proteus mirabilis como as enterobactérias mais abundantes (KOCK et
al., 2016).

Nas maos dos pacientes (n = 10) as enterobactérias mais
abundantes foram E. cloacae complex (40%) e K. pneumoniae (20%).

Nas amostras de profissionais, as enterobactérias mais frequentes
nas vestimentas (n = 9) foram Pantoea spp. (33,3%), E. cloacae
complex (22,2%) e K. pneumoniae (22,2%).

Nas maos dos profissionais (n = 6) foram encontradas bactérias
do género Serratia spp. (33,3%), Pantoea spp. (16,7%), E. cloacae
complex (16,7%), Leclercia adecarboxylata (16,7%) e Escherichia
vulneris (16,7%).

Somente um telefone celular de profissional foi positivo para
alguma enterobactéria, que foi identificada como E. cloacae complex.

Nas amostras de ambiente hospitalar, as areas de descanso e
alimentagdo (n = 57) apresentaram 26,3% de isolados de Pantoea spp.,
26,3% de K. pneumoniae e 21,1% de E. cloacae complex. As mesmas
bactérias foram as mais frequentes em equipamentos de leito (n = 25):
36%, 24% e 20%, respectivamente.

Nas areas comuns de trabalho dos profissionais (n = 20), 75% das
bactérias foram identificadas como Pantoea spp..

Nos banheiros dos pacientes (n = 15), as mais frequentes foram
E. cloacae complex (33,3%) e K. pneumoniae (20%).

Nos equipamentos de uso comum (n = 15), 53,3% dos isolados
foram Pantoea spp., 33,3% K. pneumoniae e 13,3% E. cloacae complex.

Nos equipamentos da sala cirdrgica, somente duas amostras
foram positivas para alguma enterobactéria, uma delas foi identificada
como Pantoea spp. e a outra como Proteus mirabilis.

Por fim, nas amostras das areas de higiene de médos, as Unicas
duas bactérias identificadas foram Pantoea spp. e Leclercia
adecarboxylata.



Figura 10: Distribuicdo da abundancia de enterobactérias identificadas no HU-UFSC por sitio de coleta.
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Os valores localizados acima das barras representam a quantidade total de isolados de Enterobacteriaceae encontrados em cada
sitio de coleta.
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5.3.2 Abundancia de Enterobactérias Por Unidade Hospitalar

Na figura 11 estid representada a abundéancia encontrada nas
diferentes unidades hospitalares. Pode-se observar que o perfil foi
bastante semelhante.

Dentre as espécies mais frequentes, E. coli s6 ndo foi encontrada
no CC, provavelmente por ndo terem sido coletadas amostras de
pacientes nessa unidade.

A EMG foi a unidade que apresentou maior variagdo de
enterobactérias, com 14 OTUs identificadas. Isso pode ser explicado por
ser uma unidade com grande circulacdo diaria de pessoas, portanto, a
diversidade microbiana encontrada nesse local deve refletir aquela
encontrada na comunidade. Um estudo que comparou a diversidade
microbioldgica geral entre EMG e UTI, encontrou uma biodiversidade
muito maior na EMG (POZA et al., 2012).



Figura 11: Distribuicdo da abundancia de enterobactérias identificadas no HU-UFSC por unidade hospitalar.
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Os valores localizados acima das barras representam a quantidade total de isolados de Enterobacteriaceae encontrados em cada
unidade hospitalar. UTI: Unidade de Terapia Intensiva; EMG: Emergéncia; CMI: Clinica Médica I; CRI: Clinica Cirurgica | e
CC: Centro Cirdrgico.
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5.4 PERFIL DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A resisténcia de bactérias patogénicas a diversos agentes
antimicrobianos se tornou uma grande ameaca a salde publica. As
enterobactérias produtoras de ESBL e as resistentes aos carbapenémicos
sdo classificadas pelo CDC como um problema sério e urgente de saude
publica, respectivamente (CDC, 2013). Pacientes infectados por esses
patégenos apresentam opg¢des terapéuticas limitadas, piores desfechos
clinicos, maiores taxas de mortalidade e sdo responsaveis por altos
gastos financeiros dos sistemas de salde (BASSETTI et al., 2015).

5.4.1 TSA — Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

O TSA foi realizado para 220 dos 284 isolados de enterobactérias
(77,5%). Alguns deles ndo foram analisados por uma falha de
processamento (5, 8,5%) e outros (59, 26,8%) por uma limitagdo do
sistema, que nao realizou TSA para isolados de: Pantoea spp., Pantoea
agglomerans, Citrobacter sedlakii e para alguns isolados de Leclercia
adecarboxylata e Enterobacter amnigenus. Para as analises de perfil de
resisténcia aos antimicrobianos, foram consideradas as identificacdes
realizadas pelo sistema Vitek2°®.

Um dnico isolado de K. pneumoniae foi classificado como
possivel XDR. Esse isolado é proveniente de um paciente da CMI, que
apresentou resisténcia a todas as classes de antimicrobianos testados,
com excecdo de aminoglicosideos. Para fazer a confirmacdo dessa
bactéria como XDR, era preciso que se testasse outras classes de
antimicrobianos preconizados por Magiorakos e colaboradores, como:
cefalosporinas anti-MRSA (ceftarolina), inibidores da sintese do folato
(trimetoprima/sulfametoxazol), monobactdmicos (aztreonam), fenicois
(cloranfenicol), é&cidos fosfonicos (fosfomicina) e tetraciclinas
(tetraciclina, doxiciclina, minociclina) (MAGIORAKOS et al., 2011).

Dos 220 isolados para os quais obteve-se resultados de TSA, 77
(35%) foram classificados como MDR, ou seja ndo suscetivel a 1 ou
mais agentes pertencentes a > 3 classes de antimicrobianos (Figura
12A). Incluindo isolados de E. coli, K. pneumoniae, E. cloacae complex,
Klebsiella oxytoca, Proteus mirabilis, Raoultella ornithinolytica,
Kluyvera intermedia, Providencia stuartii e Yersinia enterocolitica
group.

Um total de 68 isolados (30,9%) foram resistentes as
cefalosporinas de espectro estendido (ESC-R) (Figura 12B), incluindo
isolados de K. pneumoniae, E. cloacae complex, E. coli, K. oxytoca, P.
mirabilis e Raoultella ornithinolytica.
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A resisténcia aos carbapenémicos em Gram-negativos é um fator
gue gera grande preocupacdo, pois, frequentemente, esses patdgenos
também sdo resistentes a outros agentes ndo-p-lactamicos, sendo
também considerados MDR ou XDR (LEE; DOI, 2014). Nesse trabalho,
a resisténcia aos carbapenémicos (CARB-R) foi observada para 32
isolados (14,5%) (Figura 12C) incluindo isolados de E. coli, K.
pneumoniae, E. cloacae complex, P. mirabilis e Raoultella
ornithinolytica.

As enterobactérias mais frequentes, que perfazem 73,2% dos
isolados analisados e que apresentaram TSA sdo E. coli, K. pneumoniae
e E. cloacae complex. Essas trés enterobactérias apresentaram
proporcBes similares de isolados MDR (31,6%; 50,9% e 44,9%,
respectivamente; p = 0,1058), porém, para resisténcia as ESCs e aos
carbapenémicos, os isolados de E. coli apresentaram proporcoes
estatisticamente menores (ESCs = 15,8%; 56,4% e 46,9%; CARB =
1,8%; 27,3%; 26,5%; p < 0,0005).

Estudos de vigilancia europeus relatam resisténcia as ESC de
11,9% em E. coli e de 25,6% em K. pneumoniae (BASSETTI et al.,
2015). No presente estudo, E. coli apresentou taxas similares (15,8%),
porém, K. pneumoniae apresentou uma taxa mais elevada (46,9%).

A resisténcia aos carbapenémicos é frequente em K. pneumoniae
e considerada rara em E. coli e Enterobacter spp. Estudos relatam que a
resisténcia aos carbapenémicos em E. coli é menor que 0,1% na Europa
e de até 3,5% nos EUA (BASSETTI et al., 2015). Nesse estudo foi
encontrada uma taxa de 1,8%.

K. pneumoniae apresenta taxas de resisténcia aos carbapenémicos
gue variam de 0-60,5% na Europa e de até 12,8% nos EUA, no presente
estudo foi observada uma taxa de 27,3% (BASSETTI et al., 2015).

Apesar da resisténcia aos carbapenémicos ser considerada mais
rara em Enterobacter spp., 0 presente estudo obteve taxas de resisténcia
tdo altas quanto em K. pneumoniae (26,5%).

Dos sete isolados de Klebsiella oxytoca, trés foram classificados
como MDR e como ESC-R, porém, nenhuma resisténcia aos
carbapenémicos foi detectada. K. oxytoca é considerado um patégeno
oportunista, podendo causar pneumonia, bacteremia, infec¢fes do trato
urindrio e enterocolite. Em 2015, no Japao, foi relatado um surto de K.
oxytoca resistente as ESC (FUJITA et al., 2015).

Dentre os sete isolados de Proteus mirabilis, um foi classificado
como MDR e ESC-R e dois como CARB-R. Essa espécie é associada a
infeccBes de trato urinario, de cavidade abdominal e corrente sanguinea.
Podem possuir diversos determinantes de resisténcia, geralmente ESBL
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ou AmpC, mas raramente carbapenemases (TUMBARELLO et al.,
2012).

Dos trés isolados de Raoultella ornithinolytica, dois foram MDR,
um ESC-R e um CARB-R. Essa espécie é encontrada em ambientes
aquaticos e hospitalares, sendo conhecida por raramente causar
infeccBes em humanos, apesar de haver relatos de infecgdes de corrente
sanguinea e de tecidos moles (KHAJURIA et al., 2013).

Isolados MDR foram identificados para Kluyvera intermedia,
Providencia stuartii e Yersinia enterocolitica group. Porém, nenhuma
resisténcia as ESC ou aos carbapenémicos foi identificada.

As demais enterobactérias ndo apresentaram perfil MDR, ESC-R
ou CARB-R: Enterobacter aerogenes, Enterobacter amnigenus,
Citrobacter freundii, Citrobacter koseri, Citrobacter sedlakii,
Enterobacter gergoviae, Escherichia fergusonii, Escherichia vulneris,
Kluyvera intermedia, Pantoea agglomerans, Serratia liquefaciens
group, Serratia odorifera e Serratia rubidaea.
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Figura 12: Perfil fenotipico de resisténcia das enterobactérias aos antimicrobianos.
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Na tabela 7 estdo descritos os perfis de resisténcia aos
antimicrobianos para E. coli, K. pneumoniae e E. cloacae complex.

Os resultados do presente trabalho serdo comparados com um
estudo que analisou o perfil de resisténcia de 5.704 isolados bacterianos
de pacientes de hospitais latino americanos, incluindo o Brasil, entre os
anos de 2008 e 2010 (GALES, A. C. etal., 2012).

Dentre os 57 isolados de E. coli, 31 foram sensiveis a todos o0s
antimicrobianos testados (54,4%). Dentre os 26 isolados que apresentam
resisténcia a algum antimicrobiano, a maioria foi resistente a ampicilina
(classe das penicilinas). A resisténcia as ESC sé foi observada em E.
coli proveniente de pacientes: 9,4% para ceftazidima, 17% para
ceftriaxona e 5,7% para cefepima. Resultados similares aos encontrados
por Gales e colaboradores, que foram: 9%, 239% e 12%
respectivamente. Somente um isolado, proveniente de paciente,
apresentou resisténcia a algum carbapenémico (ertapenem — 1,9%) e
nenhuma resisténcia a imipenem ou meropenem foi detectada. No
estudo de Gales, também foram observadas taxas baixas de resisténcia
aos carbapenémicos - 0,1% para imipenem e meropenem (GALES, A.
C.etal., 2012).

Todos os isolados de K. pneumoniae (55) apresentaram
resisténcia a ampicilina (resisténcia intrinseca). Um total de 56,4% das
K. pneumoniae apresentaram resisténcia as ESC. Em pacientes, foram
observadas proporcfes similares de resisténcia a cefepima (62,5%),
ceftazidima (58,3%) e ceftriaxona (62,5%), taxas um pouco mais altas
gue aquelas encontradas no estudo de Gales e colaboradores: 36,3%,
40% e 52,5%, respectivamente. A resisténcia aos carbapenémicos foi
observada em 27,3% das K. pneumoniae, sendo as maiores proporcoes
detectadas em isolados de pacientes: ertapenem (45,8%), imipenem
(41,7%) e meropenem (41,7%), taxas que foram muito mais altas que
aquelas encontradas entre os anos de 2008 e 2010 por Gales e
colaboradores — 6,2% e 6,5% para imipenem e meropenem,
respectivamente. Esses resultados reforcam o aumento da resisténcia aos
carbapenémicos em K. pneumoniae nos Gltimos anos.

Dentre os antimicrobianos testados, a espécie E. cloacae
apresenta resisténcia intrinseca a ampicilina, ampicilina/sulbactam e
cefoxitina. Apesar de 100% dos isolados de E. cloacae complex
provenientes de pacientes terem apresentado resisténcia a esses
antimicrobianos, isso ndo foi observado para todos os isolados
provenientes de profissionais ou ambiente. Uma das hipdteses para
explicar esse resultado é que a resisténcia intrinseca nessas bactérias,
assim como em outras enterobactérias que pertencem ao grupo CESP
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(Citrobacter spp., Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp.), €
cromossomal e induzivel por antimicrobianos (SANTOS et al., 2015).
Esse fator explicaria a sensibilidade em Enterobacter spp. proveniente
de amostras de ambiente, que ndo estdo sob pressdo de antimicrobianos.

A resisténcia as ESC foi detectada em 46,9% das E. cloacae
complex, sendo que uma maior proporcdo foi observada nos isolados
provenientes de pacientes, com taxas de 65% para cefepima, ceftazidima
e ceftriaxona. Esses resultados sdo maiores que os encontrados por
Gales e colaboradores para Enterobacter spp., que foram de 14%, 27,7%
e 44,3%, respectivamente. A resisténcia aos carbapenémicos foi
detectada em 26,5% dos isolados, com proporcdes semelhantes entre
pacientes e profissionais/ambiente. Em pacientes, as taxas foram de 40%
para ertapenem e 25% para imipenem e meropenem. Essas taxas
também foram bem mais elevadas que as encontradas entre 0s anos de
2008 e 2010 por Gales e colaboradores, de 1,3% para imipenem e 0,9%
para meropenem, 0 que mostra 0 aumento da resisténcia aos
carbapenémicos também em Enterobacter spp..

Para E. coli, K. pneumoniae e E. cloacae complex, a resisténcia a
polimixina foi baixa e encontrada somente em pacientes. Apesar de ndo
ser o foco deste trabalho, esse resultado mostra que as polimixinas
parecem ser uma classe ainda eficiente para tratamento de infecgfes
causadas pelas enterobactérias resistentes aos carbapenémicos.
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Tabela 7: Perfil de resisténcia das principais enterobactérias aos antimicrobianos: E. coli, K. pneumoniae e E. cloacae complex.

Quantidade de isolados resistentes a cada antimicrobiano e a sua distribuicdo em pacientes e profissionais da salide/ambiente
hospitalar.

E. coli K. pneumoniae E. cloacae complex

CLASSE ANTIMICRO- PCT PRF+AMB PCT PRF + AMB PCT PRF + AMB
BIANO (N =53) (N=4) (N=24) (N=31) (N =20) (N=29)
R (%0) R (%) R (%) R (%) R (%) R (%)
Amicacina 0 0 0 0 0 0
o (0.0%) (0%) (0%) (0%) (0%) (0%)
Aminoglicosideos - 0 5 8 T 8
Gentamicina
(13.2%) (0%) (20.8%) (25.8%) (50.0%) (27.6%)
Penicilinas Ampicilina 22 ! 24 31 20 22
(41.5%) (25%) (100%0)* (100%)* (100%0)* (86.2%)*
Penicilinas + Inibidores de  Ampicilina/ 6 0 16 12 20 25
[-lactamase Sulbactam (11.3%) (0%) (66.7%) (38.7%) (100%0)* (86.2%)*
Cefamicinas Cefoxitina . $ 13 5 Ay - 2 -
(1.9%) (0%) (54.2%) (16.1%) (100%) (96.6%)
Cefepima 3 0 15 10 13 9
Cefalosporinas de P (5.7%) (0%) (62.5%) (32.3%) (65.0%) (31.0%)
. - 5 0 14 10 13 10
Efgegg’eisggg)d'do (ESC - Ceftazidima (9.4%) (0%) (583%)  (32.3%) (65.0%) (34.5%)
Ceftriaxona 5 J 15 16 - 9
(17.0%) (0%) (62.5%) (51.6%) (65.0%) (31.0%)
Cefalosporinas de Cefuroxima 8 0 16 16 17 12
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Espectro Nao-estendido (15.1%) (0%) (66.7%) (51.6%) (85.0%) (41.4%)
(1a e 2a geragdo) Axetil 8 0 16 16 20 26
eTuroxima 170 0 170 .070 0 (/0
Cefuroxi (15.1%) (0%) (66.7%) (51.6%) (100%) (89.7%)
Fluoroquinolonas Ciprofloxacina L ! 14 5 12 g
(26.4%) (25%) (58.3%) (16.1%) (60.0%) (27.6%)
Lo - 1 0 1 0 2 0
Polimixinas Colistina (1.9%) (0%) (4.2%) (0%) (10.0%) (0.0%)
1 0 11 4 8 5
Ertapenem (1.9%) (0%) (45.8%) (12.9%) (40.0%) (17.2%)
_— . 0 0 10 3 5 3
Carbapenémicos Imipenem (0.0%) (0%) (41.7%) (9.7%) (25.0%) (10.3%)
Meropenem v v 10 3 2 2
P (0.0%) (0%) (41.7%) (9.7%) (25.0%) (6.9%)
Ese:l:(c:iglrg?;aAsnr-lnibidores Piperacilina/ ] $ 14 ! o C
de p-lactamase Tazobactam (9.4%) (0%) (58.3%) (22.6%) (60.0%) (27.6%)
Glicilciclinas Tigeciclina 0 0 12 ! 12 10
(0.0%) (0%) (50.0%) (22.6%) (60.0%) (34.5%)

PCT: Pacientes

PRF + AMB: Profissionais de satide e Ambiente hospitalar

* Resisténcia intrinseca
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5.4.2  Deteccdo de genes codificadores de p-lactamases

A producdo de enzimas B-lactamases é o principal mecanismo de
resisténcia aos antimicrobianos p-lactimicos em bactérias Gram-
negativas de importancia clinica (CURCIO, 2014).

Dos 284 isolados analisados para a presenca de genes de
resisténcia, 90 foram positivos para um ou mais genes (31,7%). Dos 90
isolados, 89 (98,9%) foram positivos para algum gene do tipo blactx-m
(ESBL) ou blasyy (penicilinase/ESBL) e 13 (14,4%) foram positivos
para blakpc (Gnico codificador de carbapenemase identificado). Com
excecdo de um, todos os isolados positivos para blagpc também
apresentaram outros genes de resisténcia, uma média de 2,92 genes por
isolado.

A frequéncia dos genes de resisténcia esta descrita na figura 13.

Em um estudo de revisdo sobre a resisténcia de enterobactérias no
Brasil, verificou-se que a enzima CTX-M-2 é a ESBL mais prevalente,
além de ser a encontrada no maior nimero de espécies (SAMPAIO;
GALES, 2016). Em um estudo realizado no HU-UFSC com
enterobactérias resistentes as ESC, o gene blacrx.m- foi 0 segundo gene
do tipo CTX-M mais frequente (17,5% - 7/40) (ZAMPARETTE, 2014).
Porém, no presente estudo, o gene blactx.m- foi positivo para um Unico
isolado de E. coli, obtendo-se uma frequéncia de 0,4% (1/284) e sendo
considerado o CTX-M menos frequente nas amostras analisadas
(desconsiderando o blactx-m-25, que ndo foi detectado nesses isolados).

O gene mais frequente nesse estudo foi o blasyy, detectado em
20,1% (57/284) dos isolados, a maioria deles de K. pneumoniae. Um
estudo encontrou uma frequéncia similar, de 24,2%, em isolados de
pacientes de um hospital terciério brasileiro (NOGUEIRA et al., 2015).
No estudo de Zamparette, blasy, foi encontrado em 60% das
enterobactérias resistentes as ESC do HU-UFSC (24/40), sendo menos
frequente somente em relacdo ao blargy, que ndo foi pesquisado no
presente estudo (ZAMPARETTE, 2014).

Depois do blasyy, 0s genes blactxm-1 € blactx.m-g foram os mais
frequentes, presentes em 10,2% (29/284) e 8,7% (25/284) dos isolados,
respectivamente.

O gene blacrx.m.: foi mais encontrado em isolados de K.
pneumoniae (44,8% - 13/29) e E. cloacae complex (34,5% - 10/29). No
Brasil, enzimas do grupo CTX-M-1 haviam sido reportadas para K.
pneumoniae (tipos 1, 15 e 28), E. coli (tipo 3), Enterobacter spp. (tipo
15) e K. oxytoca (tipo 28) (SAMPAIO; GALES, 2016). No presente
estudo, esse gene foi detectado em todas essas enterobactérias e também
em Pantoea spp. No estudo de Zamparette, o tipo 1 também foi o gene
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de blactx.m mais frequente em isolados de enterobactérias resistentes as
ESC provenientes de pacientes do HU-UFSC, com frequéncia de 42,5%
(ZAMPARETTE, 2014).

O gene blactx-m-g foi mais encontrado em K. pneumoniae (44,0%
- 11/25). No Brasil, a enzima CTX-M-8 ja havia sido reportada em
Citrobacter amalonaticus, E. cloacae, E. aerogenes, E. coli e K.
pneumoniae. Além dessas, esse estudo encontrou 0 gene blactx.m.s €m
Pantoea spp., Raoultella ornithinolytica e K. oxytoca (SAMPAIO;
GALES, 2016).

Em seguida estdo os genes blactx-mo € blakpc, ambos com
frequéncia de 4,6% (13/284).

O blactx.m.o 6 foi detectado em K. pneumoniae (53,8% - 7/13) e
E. cloacae complex (46,2% - 6/13), apesar de outros estudos brasileiros
ja terem reportado a presenca de enzimas do grupo CTX-M-9 em
Citrobacter freundii e E. coli (SAMPAIO; GALES, 2016). No estudo de
Zamparette realizado no HU-UFSC com isolados de enterobactérias
resistentes as ESC, a frequéncia do blactx.mo foi de 12,5% (5/40)
(ZAMPARETTE, 2014).

O blakpc foi 0 Unico codificador de carbapenemase identificado
dentre os genes analisados. A maioria deles foram detectados em K.
pneumoniae (84,6% - 11/13). As carbapenemases sdo as f-lactamases
com o espectro de atividade mais amplo. Além dos carbapenémicos,
essas enzimas hidrolisam a maioria dos PB-lactdmicos, com poucas
excecles. As enzimas KPC sdo as mais prevalentes e mais distribuidas
globalmente (LEE; DOI, 2014). No Brasil, essa enzima é considerada
endémica e predominante, assim como em partes dos Estados Unidos,
Colémbia, Argentina e nos paises mediterraneos — Italia, Grécia e Israel
(VASOO; BARRETO; TOSH, 2015). Segundo dados de vigilancia do
préprio HU-UFSC, 76 pacientes foram infectados por bactérias
produtoras de KPC nesse mesmo periodo (abril-setembro 2015), o que
representou 28,5% dos casos de infec¢des e colonizacdes desse periodo.

Genes para CTX-M-25 e para as demais carbapenemases, NDM,
IMP, VIM e OXA-48 ndo foram detectados, apesar de ja terem sido
reportados casos no Brasil (CARVALHO-ASSEF et al., 2013; FARIA-
JUNIOR et al., 2016; LINCOPAN, 2006; PENTEADO et al., 2009;
PEREIRA; BORGHI; ASENSI, 2014; QUILES et al., 2015; ROZALES
et al., 2014; SAMPAIO; GALES, 2016; SILVA et al., 2015)
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Figura 13: Frequéncia observada dos diferentes genes de resisténcia a
antimicrobianos testados em Enterobacteriaceae (N = 284).
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Dentre as enterobactérias mais frequentes, a que apresentou maior
propor¢do de isolados positivos para algum gene de resisténcia foi
Klebsiella pneumoniae (85,5% - 47/55) (p < 0,05). Uma média de 1,85
gene por isolado, sendo o gene blasyy 0 mais frequentemente
identificado nessa espécie (81,8% - 45/55), sequido de blactx.m-1 (23,6%
- 13/55), blaCTx_M_g (20% - 11/55), blaKpcv (20% - 11/55) e blaCTX_M_g
(12,7% - 7/55). Na figura 14 pode-se observar as combinagdes dos
diferentes genes de resisténcia detectados por isolado de K. pneumoniae,
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algumas combinagdes foram: blasyy + blactxms (0 = 7); blasyy +
blactxm1 + blacrx-ms (N = 6); blaghy + blakpc+ blactxmo (N = 5) €
blaghy + blakpc+ blacrx.m-1 (N = 3).

Das enterobactérias mais frequentes, Enterobacter cloacae
complex teve a segunda com maior propor¢do de isolados positivos para
algum gene de resisténcia (42,9% - 21/49). Uma média de 1,14 gene por
isolado foi observada, sendo blacrx.m1 0 mais frequente (20,4% -
10/49), seguido de blactxm.o (12,2% - 6/49), blasyy (8,2% - 4/49),
blactx.ms (6,1% - 3/49) e blakec (2% - 1/49). Na figura 15 estdo
representadas as combinacbes de genes identificadas para E. cloacae
complex, as Unicas combinagdes encontradas foram: blasyy + blacTx.m-1
+ blactx-ms (N = 1) e blagpy + blacrxma (N = 1).

Dos 57 isolados de Escherichia coli, somente 19,3% (11/57)
foram positivos para algum gene de resisténcia, com uma média de 1,09
gene por isolado. O gene mais frequente foi blactx.m-s (8,8% - 5/57),
SegUidO de blaSH\/ (5,3% - 3/57), blaCTx.M.l (3,5% - 2/57), blaKpc (1,8% -
1/57) e blactx.m-2 (2,8% - 1/57). A Unica combinacdo encontrada foi de
blacTx.m-1+ blakpc (n = 1) (Figura 16)

Dentre as enterobactérias mais frequentes, Pantoea spp. foi a que
apresentou a menor propor¢do de isolados positivos para algum gene de
resisténcia (5,6% - 3/54). Os genes identificados foram: blactx.m.1
(5,6% - 3/54), blaCTx_M_g (3,7% - 2/54) e blaSHV (1,9% - 1/54) Foram
encontradas combinagdes de blactx.m1 + blacrxms + blasay (n = 1) e
blacrx-m-1 + blacrx-m-s (N = 1).

As demais enterobactérias que apresentaram isolados positivos
para algum gene de resisténcia foram: Klebsiella oxytoca (42,9% - 3/7),
com isolados positivos para blactxms (N = 2) e blactxmt (N = 1); e
Raoultella ornithinolytica (66,7% - 2/3), com um isolado positivo para
blacTx-m-g € um para blagyy.

No estudo de Zamparette com enterobactérias isoladas de
pacientes resistentes as ESC do HU-UFSC, também foram encontradas
associacdes de mais de um gene de resisténcia na mesma cepa. O gene
blagyy foi somente detectado juntamente com blargm e/ou blacTxm
(ZAMPARETTE, 2014).



Figura 14: Proporcéo de isolados positivos (POS) ou negativos (NEG) para algum dos genes de resisténcia pesquisados em
Klebsiella pneumoniae. Quantidade de isolados positivos para as diferentes combinacdes de genes de resisténcia.
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Figura 15: Proporcéo de isolados positivos (POS) ou negativos (NEG) para algum dos genes de resisténcia pesquisados em E.

cloacae complex. Quantidade de isolados positivos para as diferentes combinacdes de genes de resisténcia.
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Figura 16: Proporcéo de isolados positivos (POS) ou negativos (NEG) para algum dos genes de resisténcia pesquisados em E.

coli. Quantidade de isolados positivos para as diferentes combinagdes de genes de resisténcia.
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5.4.3 Comparacao entre Perfil Fenotipico e Genotipico de
Resisténcia

De acordo com o TSA, 68 isolados de enterobactérias
apresentaram resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido (ESC-
R), desses, 58 (85,3%) possuiam algum gene de resisténcia codificador
de ESBL (dos grupos blacr.x.m ou blasny), porém, 10 (14,7%) nao
foram positivos para nenhum dos genes ESBL testados (Figura 17A).
Isso aconteceu para um isolado de E. coli, um de K. pneumoniae, seis de
E. cloacae complex, dois de K. oxytoca e um de Proteus mirabilis.
Estudos europeus relatam que 70,5-100% das E. coli e 62-100% das K.
pneumoniae resistentes as ESC sdo produtoras de ESBL (BASSETTI et
al., 2015). Portanto, nesses casos, pode ser que haja outro gene
codificador de ESBL ou mecanismo que ndo foi pesquisado.

O contrério também foi observado. Dos 152 isolados sensiveis as
ESC, seis apresentaram algum gene do grupo blact.xm (eEm conjunto ou
ndo com blasyy), 1SS0 aconteceu para trés isolados de E. coli, dois de E.
cloacae complex e um de K. oxytoca. Algumas hip6teses que podem
explicar esses resultados sdo: (1) ndo expressdo desses genes; ou (2)
mais de uma espécie estava presente na amostra de DNA, devido ao néo
isolamento completo da cepa, por exemplo.

Além desses, 17 isolados de K. pneumoniae e um de E. cloacae
complex sensiveis as ESC foram positivos somente para blasyy, 0 que
indica a possibilidade desse gene codificar para a enzima SHV do tipo 1,
gue ndo confere resisténcia as ESC.

A resisténcia aos carbapenémicos foi identificada em 32 isolados
de enterobactérias, desses, 12 (37,5%) foram positivos para blagpc € 20
(62,5%) ndo apresentaram nenhum dos genes de carbapenemase
testados (Figura 17B). Isso foi observado para quatro isolados de K.
pneunomiae, para todos os isolados de E. cloacae complex resistentes a
carbapenémicos (N = 13), dois de Proteus mirabilis e um de Raoultella
ornithinolytica. Esse resultado indica que outros genes ou mecanismos
podem ser responsaveis por conferir resisténcia aos carbapenémicos.

Em K. pneumoniae, apesar de KPC ser a enzima mais frequente,
outras carbapenemases podem conferir resisténcia aos carbapenémicos,
como a BKC-1 (Brazilian Klebsiella Carbapenemase), que foi descrita
recentemente no Brasil (VASCONCELOS; OLIVEIRA; GALES, 2015).

A resisténcia aos carbapenémicos ndo ocorre necessariamente
pela producdo de carbapenemases. Isolados que produzem alguma
ESBL ou AmpC, quando em conjunto com a perda de porinas, assim
como a superexpressdo de bombas de efluxo, podem apresentar perfil de
resisténcia aos carbapenémicos (VASOO; BARRETO; TOSH, 2015).
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Em um estudo realizado no Chile em 2012, a resisténcia aos
carbapenémicos em Enterobacter spp. foi associada tanto com a
atividade de AmpC quanto de ESBL (WOZNIAK et al., 2012). No
presente estudo, das 13 E. cloacae complex com resisténcia aos
carbapenémicos, 12 apresentavam um gene codificador de ESBL.
Sugere-se que esses outros fatores sejam analisados para que se
confirme o0 mecanismo de resisténcia dessas bactérias.

Em P. mirabilis, a resisténcia aos carbapenémicos pode ser
mediada pelas enzimas KPC, OXA-23 ou por mutacdo nos genes de
porinas, com ou sem 0 aumento da expressdo de PBPs (BONNET, R et
al., 2006; TIBBETTS et al., 2008; VILLAR; DANEL; LIVERMORE,
1997).

Em R. ornithinolytica, ha relatos de resisténcia aos
carbapenémicos pela producdo de enzimas KPC-2 e NDM-1
(CASTANHEIRA et al., 2009; KHAJURIA et al., 2013), porém, no
presente estudo, os genes codificadores de ambas as enzimas estavam
ausentes.

Dos isolados sensiveis a carbapenémicos, somente um isolado de
E. cloacae complex proveniente de equipamento de leito apresentou o
gene blakpc. Porém, essa amostra apresentou um Cq de 31, considerado
alto em comparagdo com as demais amostras positivas para esse gene.
Nesse caso, uma possivel hipotese é que a amostra de DNA analisada
apresentasse sequéncias de mais de uma espécie, sugere-se que esse
ensaio seja repetido.



Figura 17: Comparacao do perfil fenotipico e genotipico de resisténcia antimicrobiana das enterobactérias.
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5.5 DISTRIBUICAO DAS ENTEROBACTERIAS RESISTENTES

As enterobactérias foram classificadas de diferentes formas com
base nos seus perfis fenotipicos e genotipicos de resisténcia aos
antimicrobianos: em MDR (isolado nédo suscetivel a 1 ou mais agentes
pertencentes a > 3 classes de antimicrobianos); ESC-R (resisténcia a
cefalosporinas de espetro estendido); CARB-R (resisténcia aos
carbapenémicos); positivas para os genes blasny (penicilinase/ESBL),
blactx.m (ESBL) e blakpc (carbapenemase).

5.5.1 Distribuicdo das Enterobactérias Resistentes por Fonte de
Coleta

Para todas as classificagBes de resisténcia, ndo houve diferenca
significativa nas proporgdes encontradas em pacientes (PCT),
profissionais de salde (PRF) e ambiente hospitalar (AMB) (p > 0,05)
(Figuras 18-23). Esse resultado demonstra que as enterobactérias
resistentes ndo estdo presentes somente nos pacientes, o que reforga o
papel do ambiente e dos profissionais como repositérios importantes
desses micro-organismos.

Em pacientes, a proporcdo de enterobactérias MDR foi de 40,7%
(50/123), 31,7% (39/123) foram ESC-R, 21,1% (27/128) sdo positivas
para blasyy € 25% (32/128) para algum gene do grupo blacrx.m, 17,9%
(22/123) sdao CARB-R e 7% (9/128) possuem o gene blaxpc.

Em pacientes, um resultado que se destaca € que, apesar das maos
ndo terem apresentado um grande nimero de isolados de enterobactérias
em comparagdo com 0s swabs nasais e retais, uma alta proporcéo de
resisténcia foi observada nesse sitio de coleta. Além disso, dos 10
pacientes que apresentaram maos positivas para enterobactérias, seis
foram positivos para uma bactéria com o mesmo perfil no swab retal ou
nasal, esse resultado aponta para a importancia da higienizacdo das
maos dos pacientes, que pode servir como vetor de bactérias resistentes.

As proporcOes de resisténcia nos isolados de swabs retais e nasais
foram similares. Apesar dos swabs retais terem sido o sitio de coleta
com maior propor¢do de amostras positivas e com o maior nimero de
isolados, muitas dessas enterobactérias ndo apresentavam perfil de
resisténcia aos antimicrobianos. A maioria das espécies encontradas
nesse sitio foi E. coli (52,6% - 50/95), entretanto, somente 15 delas
(30%) sdo MDR, sete (14%) sdo ESC-R, duas (4%) positivas para
blashy, 6 (12%) com blactx.m € uma (2%) é CARB-R e possui 0 gene
blaKpc.

Nos profissionais, a proporcdo de MDR foi de 18,2% (2/11),
36,4% (4/11) de ESC-R, 12,5% (2/16) positivas para blasyy, 6,3%
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(1/16) para algum gene do grupo blacrtx.m, 18,2% (2/11) sdo CARB-R e
nenhum isolado apresentou o gene blagpc. O Unico isolado proveniente
dos celulares dos profissionais foi uma E. cloacae complex que ndo
apresentou perfil de resisténcia nas classificagdes adotadas. Os isolados
das méos e das vestimentas dos profissionais apresentaram perfil
semelhante, ambos o0s sitios apresentaram um isolado de E. cloacae
complex com resisténcia aos carbapenémicos, porém, sem 0 gene
blakpc.

Dos isolados de ambiente hospitalar, 29,1% (25/86) foram
classificados como MDR, 29,1% (25/86) como ESC-R, 20% (28/140)
positivas para blasyy € 19,3% para blacrx.m. Somente 9,3% (8/86)
foram classificados como CARB-R e 2,9% (4/140) positivos para
blakpc, gene que sé foi encontrado em trés isolados de equipamento de
leito (grades de leito e parede de gases/suporte de soro) e um de
equipamento de uso comum (carrinho de banho).

Apesar das areas de descanso e alimentacdo dos profissionais
terem apresentado as maiores proporgdes de amostras positivas e
guantidade de isolados, a maioria das enterobactérias encontradas nesses
locais ndo apresentavam perfil de resisténcia aos antimicrobianos.
Nenhuma apresentou resisténcia aos carbapenémicos ou o gene blagpc.
As trés espécies mais encontradas nessas areas foram: Pantoea spp. (que
ndo foram analisadas no TSA), K. pneumoniae e E. cloacae complex.
Das 15 K. pneumoniae, somente quatro sdéo MDR (26,7%), seis (40%)
sdo ESC-R, sete (46,7%) positivas para blasy, e quatro (26,7%)
positivas para blactx.m. E das 12 E. cloacae complex, somente uma é
MDR, ESC-R e positiva para blasyy e duas para blactx.m.



Figura 18: Distribuicao e proporgdes de enterobactérias MDR nos diferentes sitios de coleta em pacientes, profissionais e

ambiente hospitalar.

NA: ndo analisado (ndo considerado no calculo de proporgao). P = Teste de qui-quadrado para comparagéo entre as fontes de
coleta. As porcentagens representam as proporcdes de isolados MDR em relagdo ao nimero total de isolados do respectivo sitio
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Figura 19: Distribuicdo e proporgdes de enterobactérias ESC-R (resistentes as cefalosporinas de espectro estendido) nos diferentes

sitios de coleta em pacientes, profissionais e ambiente hospitalar.
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Figura 20: Distribuicdo e proporgdes de enterobactérias positivas para o gene blagyy, nos diferentes sitios de coleta em pacientes,
profissionais e ambiente hospitalar.
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Figura 21: Distribuicao e proporgdes de enterobactérias positivas para algum gene blacrx.v nos diferentes sitios de coleta em

pacientes, profissionais e ambiente hospitalar.
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Figura 22: Distribuicao e proporgdes de enterobactérias CARB-R (resistentes a carbapenémicos) nos diferentes sitios de coleta em
pacientes, profissionais e ambiente hospitalar.
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Figura 23: Distribuicao e proporgdes de enterobactérias positivas para o gene blagpc nos diferentes sitios de coleta em pacientes,
profissionais e ambiente hospitalar.
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5.5.2 Distribuicdo das Enterobactérias Resistentes por Unidade
Hospitalar

Na tabela 8 estd descrita a distribuicdo das enterobactérias
resistentes por unidade hospitalar. Dos 21 isolados do CC, nenhum
apresentou perfil de resisténcia, somente trés isolados foram positivos
para o gene blasyy (provavel blasyy.1), que foram detectados em K.
pneumoniae e E. cloacae complex isoladas da copa.

Nao houve diferenca significativa na propor¢do de isolados
MDR, ESC-R ou CARB-R entre as outras quatro unidades hospitalares.
Entretanto, as propor¢des de MDR foram maiores na UTI, as de ESC-R
e CARB-R foram maiores na UTI e CMI. Esse era um resultado
esperado pelo fato da UTI ser considerada uma unidade com alto risco
para aquisicdo de micro-organismos resistentes (VASOO; BARRETO;
TOSH, 2015). Além disso, a CMI é uma unidade considerada de
isolamento para pacientes resistentes, o que explica a maior resisténcia
também nessa unidade.

Quanto a presenca de genes de resisténcia, a EMG apresentou as
menores propor¢des de isolados positivos para blaspy € blacrxm (p <
0,05).

O gene blakpc apresentou maior frequéncia na CMI (12,5% -
6/48), seguido da UTI (5,6% - 5/89) e EMG (2,7% - 2/74). ACRl e o
CC ndo tiveram isolados positivos para esse gene. A presencga do gene
blakpc na CMI e UTI era um resultado esperado, por serem unidades
com mais pacientes infectados por bactérias resistentes.
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Tabela 8: Perfil fenotipico e genotipico de resisténcia das enterobactérias aos antimicrobianos e sua distribui¢do por unidade

hospitalar.
Unidade Isolados
Hospitalar (N =284) MDR ESC-R CARB-R  (+)blagyy (+)blactxm  (+)blakpc
UTI 89 32 (41,5%) 29 (42,0%) 16 (23,2%) 23(258%) 28(31,5%) 5 (5,6%)
EMG 74 15 (19,5%) 13 (23,6%) 5 (9,1%) 5 (6,8%) 9 (12,2%) 2 (2,7%)
CRI 52 17 (22,1%) 10(23,3%)  3(7,0%)  10(19.2%) 14 (26,9%) 0 (0%)
CMI 48 13 (16,9%) 16 (37,2%) 8(18,6%) 16 (33,3%) 9 (18,8%) 6 (12,5%)
cc 21 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 3 (14,3%) 0 (0%) 0 (0%)
TOTAL 284 77 (35,0%) 68 (30,9%) 32 (145%) 57 (20,1%) 60 (21,1%) 13 (4,6%)

MDR (isolado ndo suscetivel a 1 ou mais agentes pertencentes a > 3 classes de antimicrobianos);
ESC-R (resisténcia a cefalosporinas de espetro estendido);

CARB-R (resisténcia aos carbapenémicos).
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5.6 CORRELAGCAO DE DADOS CLINICOS

Dos 66 pacientes que participaram do estudo, 61 apresentaram
culturas positivas para pelo menos uma enterobactéria, sendo 35 (53%)
deles positivos para enterobactérias MDR, 28 (42,4%) para ESC-R e 16
(24,2%) para CARB-R.

Na tabela 9 estéo descritos alguns dados clinicos correlacionados
com a presenca de enterobactérias resistentes.

A média do tempo de internacdo dos pacientes foi de 15 dias,
variando de 1 a 76. Médias de 21 e 25 dias foram observadas para
pacientes com enterobactérias resistentes. As unidades hospitalares que
apresentaram maior média de tempo de internacdo foram CRI e CMI,
com 24,7 e 22,8 dias, respectivamente.

A idade média dos pacientes foi de 61,8 anos, variando de 16 a
106. Os pacientes com bactérias resistentes apresentaram médias
similares, entre 55 e 59 anos.

Segundo os dados obtidos dos questionarios e prontuarios
médicos, 30 pacientes (45,5%) apresentavam infeccdo, 3 (4,5%)
estavam sabidamente colonizados e 32 (48,5%) ndo apresentavam
infeccdo ou colonizagdo (para um paciente esse dado ndo estava
disponivel). Dos 30 pacientes com infeccdo, 20 (66,7%) apresentavam
enterobactérias MDR, 17 (56,7%) ESC-R, 9 (30%) CARB-R, além de 9
(30%) que apresentavam enterobactérias sensiveis (Ndo MDR, ESC-S e
CARB-S) ou sem TSA. Um ndo apresentou culturas positivas para
enterobactérias, o que indica infeccdo por outro tipo de micro-
organismo.

As infeccBes mais comuns foram de trato urinario (15,2% -
10/66) e pneumonia (13,6% - 9/66), tanto para pacientes com
enterobactérias MDR, quanto ESC-R. Entretanto, dos pacientes com
enterobactérias resistentes a carbapenémicos, a maioria apresentava
pneumonia (7/9 - 55,5%).

Um total de 12 pacientes ndo apresentavam infeccéo e ndo foram
reportados como colonizados, mas foram positivos para enterobactérias
MDR. Além de MDR, duas delas eram ESC-R e seis eram ESC-R e
CARB-R. Metade desses pacientes estavam internados na EMG, o que
pode indicar que essas bactérias resistentes estejam circulando na
comunidade. Um resultado como esse, reforca a importancia das
culturas de vigilancia, para que medidas mais efetivas de controle da
disseminacdo desses micro-organismos resistentes sejam tomadas.

Alguns fatores de risco para adquirir micro-organismos com
determinados fatores de resisténcia sdo: uso anterior ou recente de
antimicrobianos; longo tempo de internagéo; admissdo em UTI; uso de
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dispositivos médicos invasivos; estado funcional comprometido; idade
avancada; recebimento de transplantes; etc. (VASOO; BARRETO;
TOSH, 2015).

Um total de 72,7% (48/66) dos pacientes haviam realizado
tratamento com antimicrobianos. Dos 28 pacientes com enterobactérias
ESC-R, nove (32,1%) foram submetidos ao tratamento com
cefalosporinas de terceira e quarta geragdo (ESC). Dos 16 pacientes com
enterobactérias CARB-R, seis (9,1%) fizeram tratamento com ESC,
nove (13,6%) com carbapenémicos e cinco com polimixina B (7,6%).

Dos 66 pacientes, 43 (65,2%) fizeram uso de dispositivos
invasivos, como cateteres, sondas, drenos, respiradores/ventiladores, etc.
Desses pacientes, 28 apresentavam enterobactérias MDR, 24 ESC-R e
12 CARB-R, 10 apresentavam enterobactérias sensiveis e somente trés
nao apresentavam enterobactérias.

De todos os pacientes, 36 (54,5%) foram admitidos em UTI,
desses, 23 foram positivos para enterobactérias MDR, 20 ESC-R e 12
CARB-R, nove apresentavam enterobactérias sensiveis e dois foram
negativos.



Tabela 9: Correlagdo dos resultados obtidos para os isolados de enterobactérias com dados clinicos do projeto HAIMP.

POSITIVOS PARA PELO MENOS UMA

ENTEROBACTERIA (N = 61)

NEGATIVO PARA

DADOS CLINICOS PACIENTES <siuer ENTEROBACTERI
MDR ESC-R CARB-R NT* AS
TOTAL 66 100% 35 530% 28 424% 16 242% 26 394% 5 7,6%
DESENVOLVIMENTO
DE INFECCAO
Infeccéo 30 455% 20 303% 17 258% O 136% O  13.6% 1 1,5%
Colonizacéo 3 4,5% 2 3,0% 2 3,0% 1 1,5% 0 0,0% 1 1,5%
fg{gr:lr‘zf:éfjo ou 32 485% 12 182% 8 121% 6 91% 17 258% 3 4,5%
NI 1 15% 1 15% 1 15% 0 00% 0  00% 0 0,0%
TIPOS DE INFECCAO
Abdominal 5 76% 2 30% 1 15% 0 00% 2  30% 1 1,5%
Pneumonia 9 136% 7 106% 6 91% 5 7.6% 2  30% 0 0,0%
Sepse 3 45% 2 30% 2 30% 1 15% 1  15% 0 0,0%
Sitio cirdrgico 1 15% 0 00% 0 00% 0 00% 1  15% 0 0,0%
Trato urindrio 8 121% 6 91% 5 76% 1 15% 2  30% 0 0,0%
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Trato urinario + Corrente
sanguinea

Trato urinario +
Pneumonia

NI

USO DE
ANTIMICROBIANO

Cefalosporinas de 3a e 4a
geracdo (ESC)

Carbapenémico
Polimixina

USO DE DISPOSITIVO
INVASIVO

ADMISSAO EM UTI

TEMPO INTERNACAO
(média em dias)

IDADE (média em anos) 61,8 (16-106) 57,9
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Abaixo seguem alguns relatos interessantes de correlagcdo de
dados clinicos com a distribuicdo de enterobactérias resistentes no
hospital.

Um paciente, que estava internado no hospital ha 76 dias e
apresentava pneumonia, foi positivo para K. pneumoniae com mesmo
perfil nos trés sitios de coleta (swab retal, nasal e das méos). Essas K.
pneumoniae eram MDR, resistentes aos carbapenémicos e possuiam o
gene blakpc. Esse resultado mostra que a colonizacdo de bactérias
resistentes pode se dar em diferentes sitios nos pacientes, o que indica
um alto risco para disseminagdo desses patdgenos no ambiente
hospitalar.

Outro relato interessante foi observado na UTI, onde duas K.
pneumoniae com o mesmo perfil de resisténcia foram detectadas no
swab retal de um paciente e no carrinho de banho que é compartilhado
entre todos os pacientes da unidade. Essas bactérias foram classificadas
como MDR, resistentes as ESC, aos carbapenémicos e ainda possuiam
0s genes blaxpc, blacTxm-o € blasyy. Esse paciente estava internado ha
19 dias no hospital, apresentava sepse e encontrava-se em isolamento.
Apesar de ser indicado um teste de tipagem para verificar a clonalidade
dessas cepas, encontrar no carrinho de banho uma bactéria com o
mesmo perfil de resisténcia de um paciente em isolamento, denota uma
guebra de barreira por falha de processo.

Outro caso interessante foi um paciente do sexo masculino, 42
anos de idade, que estava internado ha 47 dias no hospital e ndo
apresentava infeccdo. Ele foi admitido pela EMG, onde ficou de 2-3
dias, ficou na clinica cirdrgica por uma ou duas semanas e em seguida
ficou internado na UTI de uma a duas semanas, onde fez uso de cateter
venoso central. Pela cultura de vigilancia realizada na UTI, ele
apresentou resultados negativos para bactérias resistentes. Apesar de nao
apresentar infeccdo e ndo estar colonizado por bactérias resistentes,
devido & falta leito em outras unidades, ele foi transferido para a CMI,
uma unidade onde estdo internados preferencialmente pacientes
infectados por bactérias resistentes. No momento da coleta de amostras
para esse estudo, esse paciente ja estava internado hd mais de um més na
CMI. Da sua amostra de swab retal isolou-se uma K. pneumoniae que
apresentou perfil de sensibilidade somente para amicacina, gentamicina
e colistina, ou seja, foi classificada como MDR, ESC-R e CARB-R.
Esse isolado apresentou os genes de resisténcia blaxpe, blactxm.1 €
blasyy. Além disso, das grades de leito desse paciente foi isolada uma
Enterobacter cloacae complex, porém, com perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos. Esse resultado evidencia o risco de se adquirir



129

bactérias resistentes durante um longo periodo de internagéo no hospital,
principalmente em uma unidade de alto risco.
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SUMARIO DE RESULTADOS

As bactérias da familia Enterobacteriaceae foram os bacilos Gram-
negativos mais distribuidos e abundantes nas amostras do projeto
HAIMP coletadas de pacientes, profissionais da salde e ambiente
do HU-UFSC;

As amostras de pacientes foram as que apresentaram maior
propor¢do de isolados positivos de enterobactérias (44,4%),
seguidas de amostras de ambiente hospitalar (16,1%) e profissionais
da saude (6,9%);

Os swabs retais foram 0s que apresentaram maior proporcao de
amostras positivas (89,4%) e nimero de isolados de enterobactérias,
seguidos das areas de descanso e alimentacdo dos profissionais
(40,5%);

As unidades hospitalares apresentam proporc¢ao similar de amostras
positivas para enterobactérias, com excecdo do CC, que teve o
menor nimero de isolados;

Apesar de algumas discordancias, os métodos de identificacdo
microbiolégica Vitek2® e sequenciamento do gene 16S rRNA
apresentaram excelentes concordancias a nivel de género e de
espécie - 82,8% e 90,8%, respectivamente;

Ambos os métodos (Vitek2® e 16S rRNA) ndo permitiram a
identificag8o dos isolados de Pantoea spp. a nivel de espécie.

O sequenciamento do 16S rRNA néo foi eficiente na identificacdo
de Enterobacter cloacae complex, apresentando ambiguidades e
discordancias com Klebsiella oxytoca e Salmonella enterica;

Os métodos Vitek2® e Vitek® MS (MALDI-TOF) permitiram a
identificacdo do complexo Enterobacter cloacae, assim como o
sequenciamento do gene rpoB, que conseguiu chegar a nivel de
espécie para alguns isolados, entretanto, esses resultados necessitam
confirmacéo;

As enterobactérias mais abundantes foram: E. coli (20,1%), K.
pneumoniae (19,4%), Pantoea spp. (19%) e E. cloacae complex
(17,3%);

E. coli foi mais encontrada nas amostras de pacientes (93%),
principalmente swabs retais. Pantoea spp. foi mais isolada das
amostras de ambiente hospitalar (90,7%). K. pneumoniae e E.
cloacae complex apresentaram distribui¢do similar entre pacientes e
ambiente;

As enterobactérias apresentaram distribuicdo similar entre as
unidades hospitalares, com excecdo de E. coli, que ndo teve isolados
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no CC. A EMG apresentou a maior abundancia em comparagdo
com as demais unidades, com 14 OTUs identificadas;

Um total de 35% das enterobactérias analisadas foram classificadas
como MDR, 30,9% como ESC-R e 14,5% como CARB-R;

K. pneumoniae e E. cloacae complex apresentaram taxas similares
de isolados MDR, ESC-R e CARB-R. Enquanto E. coli apresentou
taxas menores de resisténcias as ESC (15,8%) e aos carbapenémicos
(1,8%);

Um isolado de K. pneumoniae proveniente de um paciente da CMI
foi classificado como possivel XDR, apresentando resisténcia a
todas as classes de antimicrobianos testados, com excecdo de
aminoglicosideos. Para fazer a confirmacdo dessa bactéria como
XDR, € preciso testar a resisténcia a outras classes de
antimicrobianos;

O gene de resisténcia mais frequente foi blasyy (20,1%), seguido de
blactx-m1 (10,2%), blactx-ms (8,7%), blactxmo (4,6%), blakec
(4,6%) e blaCTx_M_z (0,4%) Os genes blaNDM, blaCTx_M_25, b|a||\/|p,
blaym € blapxa-4g Nd0 foram detectados nos isolados analisados;

K. pneumoniae foi a espécie que apresentou maior proporcdo de
genes de resisténcia (85,5%) e maior nimero de genes associados
por isolado. As combinac@es encontradas foram: blagyy + blacTx.m-s
(n =7), blagpy + blacrx.m-1 + blacrx.m-s (N = 6); blagyy + blakec +
blactx-m-9 (N = 5) e blasyy + blakpc+ blacTx-m-1 (N = 3);

Um total de 42,9% das E. cloacae complex foram positivas para
algum gene de resisténcia, sendo blactx.m.1 0 mais frequente;

Em E. coli, 19,3% dos isolados foram positivos para algum gene de
resisténcia pesquisado, sendo blacrx.m-g 0 mais frequente;

Apesar do TSA ndo ter sido realizado para o género Pantoea spp.,
5,6% dessas bactérias apresentaram genes de resisténcia, sendo
blactx.m-1 0 mais frequente;

Alguns isolados que apresentaram resisténcia as ESCs ndo foram
positivos para 0s genes de resisténcia pesquisados (4,5%), indicando
a presenca de outro mecanismo ou gene de resisténcia. Isso
aconteceu principalmente em isolados de E. cloacae complex;
Alguns isolados que apresentaram algum gene codificador de ESBL
ndo apresentaram perfil de resisténcia as ESCs (2,7%), 0 que pode
indicar a ndo expressdo desses genes;

Todos os isolados de E. cloacae complex que foram resistentes aos
carbapenémicos ndo apresentaram 0s genes de carbapenemases
pesquisados, porém, a grande maioria deles apresentou um gene
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ESBL. Esse resultado indica que, nesse grupo de bactérias, outros
genes ou mecanismos estejam associados a resisténcia aos
carbapenémicos;

A distribuicdo das enterobactérias MDR, ESC-R e CARB-R foi
homogénea entre pacientes, profissionais de salde e ambiente
hospitalar, o que indica que 0s micro-organismos resistentes ndo
estdo restritos somente as amostras de pacientes e apresentam ampla
disseminacdo pelo hospital;

As maos dos pacientes apresentaram uma propor¢do mais elevada
de enterobactérias resistentes em relagdo aos swabs retais e nasais,
reforcando a necessidade de higienizacdo constante das maos;

Dos 66 pacientes que participaram do estudo, 53% apresentavam
enterobactérias MDR, 42,4% enterobactérias resistentes as ESC e
24,2% enterobactérias resistentes aos carbapenémicos;

De acordo com os prontuarios médicos, 45,5% dos pacientes
estavam infectados, 4,5% colonizados e 48,5% estavam sem
infeccdo ou colonizagdo, entretanto, desses pacientes, alguns foram
positivos para enterobactérias MDR, ESC-R e CARB-R, 0 que
reforca o papel das culturas de vigilancia;

As infeccBes mais comuns foram de trato urinario e pneumonia,
tanto para pacientes com enterobactérias MDR, quanto ESC-R.
Entretanto, dos pacientes com enterobactérias resistentes a
carbapenémicos, a maioria apresentava pneumonia.
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7. CONCLUSOES

Esse estudo de rastreamento péde contribuir com informacdes
relevantes sobre a distribuicdo, abundancia e caracterizacao do perfil de
resisténcia das enterobactérias circulantes no HU-UFSC, um hospital
escola, pablico e tipico de um pais em desenvolvimento.

Também comparou os resultados de identificacdo microbioldgica
obtidos por um método fenotipico e o sequenciamento de um fragmento
do gene 16S rRNA, auxiliando na compreensdo das vantagens,
limitacbes e desafios de cada método para a identificacdo de
enterobactérias.

Os dados apresentados nesse trabalho fornecem uma visdo geral
da distribuicdo das enterobactérias nos diferentes sitios de coleta em
amostras de pacientes, profissionais de salde e ambiente hospitalar,
além da distribuicdo em diferentes unidades hospitalares. Esses
resultados podem auxiliar no delineamento de estratégias para o controle
da disseminacdo de enterobactérias resistentes no HU-UFSC e
consequentemente, contribuir na redugdo das taxas de IRAS nesse
hospital.
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PERSPECTIVAS

Entender, por meio de analises filogenéticas mais aprofundadas, as
discordancias encontradas na identificacdo de algumas
enterobactérias pelo sistema Vitek2® e sequenciamento do 16S
rRNA, bem como pesquisar outras abordagens de analise,
principalmente para melhor identificagdo de Enterobacter;
Determinar o perfil de sensibilidade completo do isolado de K.
pneumoniae classificado como possivel XDR;

Sequenciar 0s genes de resisténcia detectados para verificagdo dos
subtipos circulantes no HU-UFSC;

Fazer a tipagem molecular dos isolados de enterobactérias, a fim de
determinar os perfis clonais distribuidos no HU-UFSC.
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APENDICE B
Modelo de Questionario de Pacientes

Unidade:& @
il ) UNIVERSIDADEFEDERALIDEBANTATATARINAE Paciente:d @
CENTROMEIENCIASIDABAUDER Leito:l

[} DEPARTAMENTOMERNALISESELINICASE

LABORATORIO@EMICROBIOLOGIABMOLECULARBAPLICADAAMIMA)E
MUESTIONARIOBPACIENTESE

@
Projeto@ePesquisa:@

“Rastr o,Adentifi

e

acterizaci - irresi . " italar”.@

Assinatura:

DataRla@ntrevista@&oleta:___/_ /.
Uni -

(m&mergénciammulcmmﬂCMEmmuTlmmjcﬁ
[}

ario:

Ndomrontudrionédico:a

IDEmMostras@ct: D@ mostrasieito:

Materialiiolégicooletado:@

3 Outro, ifi
Dados®essoais@ooluntario:@
Enderego:@
Cidade/Estado: Felefonemes.: el
D i to:l i @Profissdo:
DadosBnédicos:?
Motivo@eftendi hospital: mbulatori 1dimento®mergé
(Fcirurgi i irurgia@mergénci ransferéncia@ie@®utrothospitald
DataRlafinternagéo:
Estafdnternadomothospitaltha:@
[leii BIESTE 2-3i: i 1-2Ber [EEEE ) 2- A8 e m an a s EHEEEEFE ) 1 - 2 e s e SEFFFER EH) >2 Bn e se s
ernad \tradinidade@ohospi - .
QualE@uantoiempo
(MEMGE () 1- 2 - 2
[(Eii3) 1- 2 1- 2EnE
] SRR ) 1 - 2 T 120 T
] ST 1 T2 T 120
(. 1- 2 1- 2EnE
(mCMaE (@ ST 1 2 ) 1 2 )
(EBOutrod (i SRR 1 2 T 120 T
2HES 5
Qtd. i Iniciol Fim@
@ icald 2 ] 7
(@Sondaknteralk 6] ] &}
(BCat.Wen.Lentrald B B B
(EINutricdoBparenterald B B B
(BT ] ] ]
(FEntubagdol 6] ] ]
irador/Ventiladorf? | ] @
(EOutroB 6] &l 7




146

irurgia 2qES dofQual(tipo/local)?:a Mata:@
D Iveulnfecca | doBpornicro-or, | th |20
a I a feccaol
= - = 5 ey lotad A @
al al
a
Micro-orgni: T é ibidticos?@
5 DR?AESIr 3

Resisténciafidentificada:@
(EKPC i [eii\Y ARSATHMetalo-beta-lactamase@|fBeta-lactamaselfil
(fCarbapenemase@{@JOutro,®specifique:, @
Antibioticoterapia:AENaoFHTSi
Antimicrobiano?  Qtd i Iniciol Fim@l Antimicrobiano Qtd. i Iniciof Fim@
@ e) c] c) le) e) c] c]
F i i | 3 atold
A 1R 2 1-] 2 1-
Compartilhou to@Eanheiro@on iodo?AESimEHERN A
i}
HistéricoMédico:@
Estevelinter Gd ItimosE 2@neses? &
Alinter Hoith ?E{I 1-36r iiiiiid i)  EEERER{ ) 7- [FEFRT) 10- 1
Ti i | rontotendi ofl
(EHOutro,@specifiquel
T ters 2 1- [EERER ) 2- 1-
Tevellgt 5 ar \ter 5
Tipo/siti do:Gm)| Tr: iratori Tratodrindri itioRirdrgi ‘el e T
(EFeridafH@ TecidosinolesECorrenteBar Outro, ifique. a
(MDatatiagndstico g T} d FRE(TE) 7 d ) 1 O ) 1 A d FEEE O utro,
P ] 5 imEQual?
P i@oencalronica? mQual?.

ica essao NG imfual?. a
F o Fhistori 3 3 dad i i

a




APENDICE C
Modelo de Questionario de Profissionais de Salde

Unidade:@ (]

UNIVERSIDADEFEDERALIDEBANTATATARINAZ
CENTROMEXIENCIASIDABAUDER
DEPARTAMENTOMERNALISESELLINICASE
LABORATORIOMEMICROBIOLOGIABMOLECULARBPLICADARMIMA)E

ul
QUESTIONARIOB-PROFISSIONAISBDABAUDER

Projeto@ePesquisa:@

“Rastr o,Adentifi

acterizaga | éri irresi Y i italar”.@

Assinatura:

Datal®af@ntrevista@Xoleta:___/___/.
Uni o

(I m erg é n cia TR ) U | CRACERERRH ) C WA CACEERRRR ) U T | (R () C C2)

IDE@amostras: iiiiiiiiiil

Dutro i
DadosBessoaisEololuntario:2

Enderego:2
Cidade/Estado:

D iment

Profissdo/car édi fermeiro T Téc.Enfer isioterapeut: armacéuticol®

Auxiliar i Jutra,®specifique

Cargathoraria@emanal o U-U FSC:H{)4 4 hEH T 4 O h () 30 h(IHHH) 20 h I D utra,Especifique.

e AT

Trabalt ra(
Cargathorari T i U O hEHH{( 2 Oh FEED utra, @specifique,

HistéricotMédico:@

Nostiltimosa i cao0?

Foilri abalhar iodo?

Tipo/sitioinfecgdo:A@Pneumoni Tr iratorio,maoneumonia | Tratourinari M Orofaringe

(@Ouvi inusi rointestir Outro, ifi

(FData@iagndstico [tiiid

Antibi
TempoRieRratamento:F{TH)5 dEHH 7 dH T 10 d T 14 d I Outro, B

Micro-organi: ifi H a

RAntibidticodutilizado

[T . o . . herichi -

(@Enterococcuslfaecium/faecali ] Outro, ifique: B

Micro-orgni: eser i i tibidticos? i G0

Possuil fecci 5 im@Qual?

P i \¢al®ronica? a im@Qual?

Possuiitondi¢a ess3o AN im@ual?

H4 formacs histéri . U . .
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]
Dados@aotinaprofissional:@
Utiliza@EPIs?@

L -
(FE e
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doBobdrecaucdoe® 1to.Bl
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Jalecc ior 3 fhosBeguil
]
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(FE Wi i 3 a 1to.B
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(FE e
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| i i FoBobMrecaugioe |
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(FEE di izo.Bl
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(EBEE i a augas 1to.Bl
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Touc It intes@asos:@@
(FEE e
(FEE | e
doBobrecaucdo@eontat 1to.Bl
intesipr @specifi te:,
o] 5 i MosBegui A
! lizo.®
(FEE di tes.l
| di | i FoBobMrec: Sol |
tespr  @specifi ite:
Pro-| 3 i FhosBeguint |
o lizo fl
(MEmMMC ientes.d
(FE di i a a ontat ™
(EHEN3ofutiliz
Lavagem@e@n&os:?
Foifinstruid bre®sBrocedimentosiel: @ e@na i El
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(TR TR DG Fod. i | i 3 ‘ecaugaoll tato.B
L
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APENDICE D
Relacdo Detalhada dos Pontos de Coleta
wosTRA SRS FONTORE pescricho
1 EMG Profissional 1 Méos
2 EMG Profissional 1 Vestimenta/Jaleco
3 EMG Profissional 1 Telefone Celular
4 EMG Profissional 2 Méos
5 EMG Profissional 2 Vestimenta/Jaleco
6 EMG Profissional 2 Telefone Celular
7 EMG Paciente 1 Reto
8 EMG Paciente 1 Méos
9 EMG Paciente 1 Narinas
10 EMG Paciente 2 Reto
11 EMG Paciente 2 Maos
12 EMG Paciente 2 Narinas
13 EMG Paciente 3 Reto
14 EMG Paciente 3 Méos
15 EMG Paciente 3 Narinas
16 EMG Leito 1 Grades de leito
17 EMG Leito 1 gg:f)de de Gases e Suporte de
18 EMG Leito 2 Grades de leito
19 EMG Leito 2 ggﬁde de Gases e Suporte de
20 EMG Leito 3 Grades de leito
’1 EMG Leito 3 ggﬁde de Gases e Suporte de
Banheiro dos Dispensador de sabonete,

22 EMG Profissionais torneira e botdo de descarga



23

24

25

26

27

28

29

30
31
32
33

34
35
36

37

38

39
40
41
42
43
44

EMG

EMG

EMG

EMG

EMG

EMG

EMG

EMG
EMG
EMG
EMG

EMG
EMG
EMG

EMG

EMG

EMG
CM1
CM1
CM1
CM1

CM1

Posto de
Enfermagem
Sala de
Medicamentos
Sala de
Medicamentos
Sala de
Medicacgéo
Sala de
Medicagéo
Area de
Prescrigdo
Sala de
Procedimentos
Médicos

Sala de

Procedimentos
Médicos

Sala de Curativos

Consultério

Consultério
Consultério

Recepcao

Sala de Lanche

Sala de Repouso
Enfermagem

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Profissional 1
Profissional 1
Profissional 1
Profissional 2

Profissional 2

151

Bancada, Computador e
Telefone

Dispensador de Sabonete e
Torneira

Superficies de Alto Contato
Cadeira do Paciente
Suporte de Soro

Computadores

Escovacédo

Leito

Superficies de Alto Contato
Leito

Mesa de Computador

Dispensador de Sabonete e
Torneira

Cadeiras da Recepcéo

Superficies de Alto Contato

Superficies de Alto Contato
Dispensador de Alcool

Carro de Medicagdo
Méos
Vestimenta/Jaleco
Telefone Celular
Maos

Vestimenta/Jaleco
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46
47
48
49
50
51

52
53

54

55
56

57

58

59

60
61

62
63

64

65
66

CM1
CM1
CM1
CM1
CM1
CM1
CM1

CM1
CM1

CM1

CM1
CM1

CM1

CM1

CM1

CM1
CM1

CM1
CM1

CM1

CM1

CM1

Profissional 2
Paciente 1
Paciente 1
Paciente 1
Paciente 2
Paciente 2

Paciente 2

Leito 1

Leito 1

Leito 1

Leito 2

Leito 2

Leito 2

Posto de
Enfermagem

Sala de
Medicamentos

Sala de
Medicamentos

Vestiario

Vestiario

Sala de Lanche

Sala de Repouso
Enfermagem
Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
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Telefone Celular
Reto

Méos

Narinas

Reto

Méos

Narinas

Dispensador de sabonete,
torneira e botdo de descarga
of the Bathroom

Grades de leito

Parede de Gases e Suporte de
Soro

Dispensador de sabonete,
torneira e botdo de descarga
of the Bathroom

Grades de leito

Parede de Gases e Suporte de
Soro

Bancada, Computador e
Telefone

Dispensador de Sabonete e
Torneira

Superficies de Alto Contato

Armarios

Dispensador de sabonete,
torneira e botdo de descarga
of the Bathroom

Superficies de Alto Contato

Superficies de Alto Contato

Dispensador de Alcool

Glicosimetro



67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78

79

80
81

82
83

84

85

86

87
88

CR1
CR1
CR1
CR1
CR1
CR1
CR1
CR1
CR1
CR1
CR1
CR1

CR1

CR1
CR1

CR1
CR1

CR1

CR1

CR1

CR1

CR1

Uso Comum

Profissional 1
Profissional 1
Profissional 1
Profissional 2
Profissional 2
Profissional 2
Paciente 1
Paciente 1
Paciente 1
Paciente 2
Paciente 2

Paciente 2

Leito 1

Leito 1

Leito 1

Leito 2

Leito 2

Leito 2

Posto de
Enfermagem

Sala de
Medicamentos

Sala de
Medicamentos
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Méos
Vestimenta/Jaleco
Telefone Celular
Méos
Vestimenta/Jaleco
Telefone Celular
Reto

Maos

Narinas

Reto

Maos

Narinas

Dispensador de sabonete,
torneira e botdo de descarga
of the Bathroom

Parede de Gases e Suporte de
Soro
Grades de leito

Dispensador de sabonete,
torneira e botdo de descarga
of the Bathroom

Grades de leito
Parede de Gases e Suporte de
Soro

Bancada, Computador e
Telefone

Dispensador de Sabonete e
Torneira

Superficies de Alto Contato

Sala de Curativos Superficies de Alto Contato



89

90

91

92
93
94
95
96
97
98

99

100

101

102

103

104

105

106

107

108

109
110

CR1

CR1

CR1

CR1
CcC
CcC
cC
cC
CcC
CcC

cC

cC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

CcC

cC

cC

cc
cc

Sala de Lanche
Sala de Repouso
Enfermagem

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Profissional 1
Profissional 1
Profissional 1
Profissional 2
Profissional 2

Profissional 2
Sala de
Recuperacdo

Sala de
Recuperacdo

Sala de
Recuperagao

Sala Cirurgica em
Uso

Sala Cirdrgica em
Uso

Sala Cirdrgica em
Uso

Sala Cirurgica em
Uso

Sala Cirlrgica
Limpa

Sala Cirurgica
Limpa

Sala Cirurgica
Limpa

Sala Cirlrgica
Limpa

Vestiario
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Superficies de Alto Contato
Superficies de Alto Contato
Dispensador de Alcool
Glicosimetro

Méos

Vestimenta/Jaleco
Telefone Celular

Maos

Vestimenta/Jaleco

Telefone Celular

Grades de leito
Equipamentos Médicos
Superficies de Alto Contato

Mesa Cirlrgica

Carro de Anestesia -
Superficies de Alto Contato

Bandeja do Laringoscopio
Seringas Anestesia

Mesa Cirlrgica

Foco Cirurgico

Bomba de Infuséo

Bisturi Elétrico

Armarios
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Vestiario Dispensador de Sabonete e

111 cC Torneira

Sala de Repouso -
112 cc Enfermagem Superficies de Alto Contato
113 cc Sala de Lanche  Superficies de Alto Contato

Equipamentos de Computador Enfermagem

114 CcC Uso Comum

115 cc Egglg%rpneunrgos % Maca

116 cc Eggig%r;eunéos de Dispensador de Alcool
117 UTI-A Profissional 1 M4&os

118 UTI-A Profissional 1 Vestimenta/Jaleco
119 UTI-A Profissional 1 Telefone Celular
120 UTI-A Profissional 2 Maos

121 UTI-A Profissional 2 Vestimenta/Jaleco
122 UTI-A Profissional 2 Telefone Celular
123 UTI-A Paciente 1 Reto

124 UTI-A Paciente 1 Maos

125 UTI-A Paciente 1 Narinas

126 UTI-A Paciente 2 Reto

127 UTI-A Paciente 2 Méos

128 UTI-A Paciente 2 Narinas

129 UTI-A Leito 1 Grades de leito
130 UTI-A Leito 1 Bomba de Infus&o
131 UTI-A Leito 1 Monitores

132 UTI-A Leito 1 Cortina

133 UTI-A Leito 2 Grades de leito
134 UTI-A Leito 2 Suporte de Utensilios

135 UTI-A Leito 2 Parede Avental



136

137

138

139

140
141

142
143
144

145

146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159

UTI-A

UTI-A

UTI-A

UTI-A

UTI-A

UTI-A

UTI-A
UTI-A
UTI-A

UTI-A

UTI-A
UTI-A
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B

UTI-B

Leito 2

Posto de
Enfermagem

Posto de
Enfermagem

Area de
Prescricao

Sala de
Equipamentos

Vestiario

Vestiario

Expurgo
Expurgo

Sala de Repouso
Médico

Sala de Repouso
Enfermagem

Sala de Lanche
Profissional 1
Profissional 1
Profissional 1
Profissional 2
Profissional 2
Profissional 2
Paciente 1
Paciente 1
Paciente 1
Paciente 2
Paciente 2

Paciente 2
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Termdmetro

Bancada, Computador e
Telefone

Pranchetas de Prontuarios
Médicos

Computador

Equipamentos Médicos
Limpos

Armarios

Dispensador de sabonete,
torneira e botdo de descarga
of the Bathroom

Superficies de Alto Contato

Secadora

Superficies de Alto Contato

Superficies de Alto Contato

Superficies de Alto Contato
Maos
Vestimenta/Jaleco
Telefone Celular
Méos
Vestimenta/Jaleco
Telefone Celular
Reto

Maos

Narinas

Reto

Méos

Narinas



160
161
162
163
164
165
166
167

168

169

170

171

172

173

174

175

176

177

178

179

180

UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B
UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

UTI-B

Leito 1
Leito 1
Leito 1
Leito 1
Leito 2
Leito 2
Leito 2

Leito 2
Posto de
Enfermagem

Posto de
Enfermagem
Areade
Prescricao
Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum

Equipamentos de
Uso Comum
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Grades de leito
Bomba de Infuséo
Monitores

Cortina

Grades de leito
Suporte de Utensilios
Parede Avental

Termdmetro

Bancada, Computador e
Telefone

Geladeira

Computador
Dispensador de Alcool
Carro de Roupas Limpas
Glicosimetro

Cafometro

Carro de Banho

Carro de Emergéncia
Equipamento de Raio X
Equipamento de Ultrassom
Passante

Cadeira de Fisioterapia




