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Objetivo: identificar possiveis fatores de risco para a aquisicao de cepas de Enterobactérias com
marcador de resisténcia a carbapenem. Métodos: estudo caso-controle exploratorio realizado em
instituigdes hospitalares. A amostra do estudo consistiu de pacientes com espécimes bioldgicos
positivos para Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (casos) por teste de difusdo em
disco e Etest e controles com amostras bioldgicas negativas para Enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos. No total, foram incluidos 65 pacientes: 13 (20%) casos e 52 (80%) controles.
Resultados: os microrganismos isolados foram Serratia marcescens (6), Klebsiella pneumoniae
(4) e Enterobacter cloacae (3). A anadlise univariada revelou que o tempo de internacdo antes
da coleta da amostra (p=0,002) e o procedimento cirurgico (p=0,006) foram estatisticamente
significantes. No modelo de regressdo logistica multivariavel, ambos foram ainda significativos,
com odds ratios de 0,93 (p=0,009; IC 95%: 0,89 a 0,98) para o periodo de hospitalizagdo antes
da coleta da amostra e 9,28 (p=0,05; IC 95%: 1,01 a 85,14) para o procedimento cirlrgico.
Conclusdo: tempo de internacdao mais curto e maior vigilancia de pacientes submetidos a
cirurgia podem desempenhar um papel decisivo na reducdo da disseminacdo de microrganismos

resistentes aos carbapenémicos em instituicGes hospitalares.
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Introdugéao

Os membros da familia Enterobacteriaceae sdo

microrganismos  gram-negativos  encontrados na
natureza e isolados de material bioldgico, os quais
colonizam o trato gastrointestinal dos humanos como
parte integrante da microbiota normal destes érgéos,
tornando-o um potencial reservatério para esses
agentes patogénicos. As enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos (ERC) emergiram como causa
importante de infecgdes nosocomiais em todo o
mundo e sdo caracterizadas por disseminagdo rapida e
progressiva®. Atualmente, representam um importante
problema de saude publica mundial, uma vez que as
infeccbes devidas a ERC apresentam alta taxa de
mortalidade, com opgdes terapéuticas limitadas3).

A produgcdo de enzimas B-lactamase que podem
hidrolizar = carbapenémicos  (carbapenemases) &
um dos principais mecanismos de resisténcia das
Enterobactérias. De acordo com a classificacdo
existente, as carbapenemases pertencem as classes
moleculares A (Klebsiella pneumoniae carbapenemase
- KPC), B (metalobetalactamase, das quais VIM, IMP
e NDM sdo os principais tipos) e D (oxacillinase -
representada pelo tipo OXA-48)®. A KPC é um dos tipos
epidemiologicamente mais importantes devido a sua
disseminagao mundial®,

As carbapenemases podem ser transferidas
entre diferentes cepas de bactérias, geralmente por
pequenas moléculas de DNA (a&cido desoxirribonucleico)
circular conhecidas como plasmideos®, que podem
se replicar independentemente do DNA cromossOmico
e permitir o intercambio de material genético entre
diferentes géneros e espécies de Enterobactérias(®.
Esta transferéncia horizontal de genes pode envolver
multiplos agentes patogénicos e se disseminar em um
ambiente hospitalar.

A  epidemiologia molecular das bactérias
resistentes aos carbapenémicos tem sido amplamente
investigada. No entanto, a maioria das informacgdes
disponiveis vem de estudos que avaliaram bactérias
especificas’-1% ou tipos especificos de infecgdo!-12, Os
fatores de risco associados a transmissdo de agentes
patogénicos resistentes ndo podem ser totalmente
compreendidos quando as investigagdes sdo limitadas a
bactérias especificas, uma vez que os plasmideos com
caracteristicas de resisténcia podem ser transferidos
entre bactérias de diferentes espécies. As pesquisas
sobre infeccao e colonizagao pela ERC devem, portanto,
ser mais abrangentes e ndo especificar o género
de bactérias ou condicdo clinicat*131%), Para tanto, é
necessario um estudo com uma definicdo de caso mais

abrangente que fornegca uma melhor compreensao dos

fatores de risco para a infecgdo por esses microrganismos
para que medidas de prevencdo e controle efetivas
possam ser implementadas.

O objetivo do presente estudo caso-controle
exploratorio foi identificar possiveis fatores de risco
para a aquisicdo de cepas de enterobactérias com um
marcador para a resisténcia aos carbapenémicos.

Método

Delineamento do estudo

Este estudo caso-controle envolveu pacientes
atendidos em um hospital publico e um hospital sem fins
lucrativos (uma instalacdo ndo governamental sem fins
lucrativos que atende o sistema de salde publica), cada
um com 300 leitos de internagdo, em Vitéria, ES, Brasil.
As taxas de infeccdo hospitalar foram semelhantes
para ambos os hospitais durante o periodo de estudo.
A populagdo-alvo foi composta por todos os individuos
hospitalizados nas duas instituicbes com suspeita
de infeccdao nosocomial. A amostra foi composta de
individuos com presenca confirmada de ERC pelo
Laboratério de Microbiologia Médica do Complexo Central
de Laboratoério (LACEN/ES) entre 1° de janeiro de 2013
e 31 de julho de 2014 (casos). Para cada caso, quatro
individuos selecionados aleatoriamente com testes
laboratoriais negativos para ERC ou qualquer outro
microrganismo, internados na mesma unidade e ao
mesmo tempo que o caso (x 20 dias), compuseram 0s
controles correspondentes. Os individuos cujos registros
continham menos de 50% das informagdes necessarias
foram excluidos do estudo. Os controles cujos registros
tinham informagdes insuficientes foram substituidos
por outros controles selecionados aleatoriamente. A
aprovacgdo do estudo foi concedida pelo Comité de
Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Salde,
Universidade Federal do Espirito Santo (ref. 908.781).

Procedimentos microbiolégicos

As culturas enviadas ao LACEN/ES foram primeiro
testadas bioquimicamente para investigar o metabolismo
bacteriano (Himedia, Mumbai, fndia), a fim de identificar
0 género/espécie das bactérias isoladas. Os testes
bioguimicos incluiram prova de fermentagdo da glicose,
sacarose e lactose; produgdo de CO2; motilidade;
producdo de indol; hidrélise de ureia; descarboxilacdo
da lisina, arginina e ornitina; utilizagdo de citrato e
malonato; atividade de fenilalanina desaminase e
producdo de H2S47,

Uma vez que as bactérias foram identificadas,

as amostras foram testadas quanto a suscetibilidade
antimicrobiana por difusdo do disco em agar Mueller-
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Hinton (Oxoid, Reino Unido) e Etest
(Biomerieux, Marcy-I'Etoile, Franca) para confirmar o

Hampshire,

perfil de resisténcia aos carbapenémicos (resisténcia
a ertapenem, imipenem ou meropenem) de acordo
com os padrbes do Clinical and Laboratory Standards
Institute®1® e modificagdes nas notas técnicas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA
(http://www.anvisa.gov.br). As amostras também foram
submetidas ao teste de Hodge modificado para detectar
carbapenemases(®-19),  Etest (Biomerieux, Marcy-
I'Etoile, Franga) para detectar bactérias produtoras
de betalactamase (ESBL) e bactérias produtoras de
metalobetalactamase (MBL) e difusdo de disco em agar
Mueller-Hinton (Oxoid, Hampshire, Reino Unido) para
detectar bactérias produtoras de betalactamase AmpC.

As cepas identificadas como ERC (ou seja, cepas
resistentes a ertapenem, imipenem ou meropenem)
foram enviadas ao Laboratério de Pesquisa de Doencas
Nosocomiais na Fundagdao Oswaldo Cruz no Rio de
Janeiro (LAPIH/FIOCRUZ), em tubos com agar nutriente
inclinado (Himedia, Mumbai, India), para identificacdo de
genes de resisténcia por uma técnica de PCR “in house”
para detectar o gene blakrc. A cepa 4640 (K. pneumoniae
ST437 - KPC-2) da Colecao de Culturas Bacterianas de
Origem Hospitalar (CCBH) foi utilizada como controle
positivo e a cepa 700603 (K. pneumoniae ESBL positiva)
da Colecgao de Cultura Tipo Americana (ATCC) foi usada
como controle negativo. Os primers utilizados foram
KPC-A (5 -CTGTCTTGTCTCTCATGGCC-3") e KPC-B
(5 -CCTCGCTGTGCTTGTCATCC- 3 7)),

Apdés a amplificagdo por PCR, os produtos foram
processados em gel de agarose 1,5% e a eletroforese
foi realizada em um tampdao Tris, Borato e EDTA (TBR)
0,4X a temperatura ambiente com uma corrente entre
80 e 120V por aproximadamente 30 min. Para visualizar
os produtos amplificados apos a corrida, o gel foi corado
com brometo de etidio até uma concentragdo final de
0,5 pg/mL durante 17 minutos e descolorido em agua
durante 15 minutos. O gel foi entdo visualizado sob luz UV
e fotografado usando um sistema de fotodocumentagao
Polaroid Gel Doc. O método utilizado seguiu o protocolo
LAPIH/FIOCRUZ.

Variaveis

Os seguintes itens foram investigados como
possiveis fatores de risco: sexo, idade, hospitalizacdo
nos Uultimos 90 dias, hospitalizacgdo em unidade
de terapia intensiva, uso de cateter ou de outros
dispositivos invasivos, cirurgia durante a hospitalizagao
atual, comorbidades subjacentes e utilizacgdo de
agentes antimicrobianos durante a hospitalizagdo atual.

Salvo indicagdo contraria, os eventos e os periodos

considerados na analise ocorreram antes de as amostras

bioldgicas serem coletadas.
Amostra

Para aumentar o poder do estudo, quatro controles
hospitalizados na mesma unidade durante o mesmo
periodo dos casos foram aleatoriamente selecionados e
atribuidos a cada caso, perfazendo um total de 13 casos
e 52 controles incluidos no estudo.

Analise estatistica

As varidaveis numéricas foram sumarizadas por
medidas de tendéncia central e variabilidade. Foram
utilizadas mediana e intervalo interquartil, pois os dados
ndo apresentaram distribuicdo simétrica. As varidveis
categoricas foram apresentadas por meio de frequéncias
absolutas e proporgdes em cada categoria.

Para investigar a associacao entre as diferentes
variaveis do instrumento de coleta de dados e o desfecho
(presenca ou auséncia de ERC), foi utilizado modelo de
regressao logistica univariada. As variaveis para as quais
a associacdao com o desfecho apresentou um valor de p
menor que 0,2 foram incluidas no modelo multivariado.

A analise multivariada foi realizada por meio
da regressdo logistica condicional multivaridavel. As
medidas de efeito foram calculadas utilizando-se o odds
ratio e seu respectivo intervalo de confiangca de 95%. A
adequacao do ajuste foi verificada pelo teste de Hosmer-
Lemeshow®V, Os dados foram analisados no Statistical

Package for the Social Sciences (SPSS), versao 17.

Resultados

A Figura 1 apresenta as espécies de Enterobactérias
isoladas nos 13 casos. A Tabela 1 expGe as caracteristicas
demogréficas e clinicas de casos e controles. Apenas trés
dos registros selecionados tiveram que ser substituidos
devido a dados incompletos. A andlise univariada das
varidveis examinadas quanto a sua associagdo com o
desfecho, representado pela colonizagdo ou infecgao
por ERC, mostrou que o tempo de hospitalizagdo antes
da coleta da amostra (p=0,002) e ter sido submetido a
procedimento cirtrgico (p=0,006) foram estatisticamente
significantes (Tabela 1) . Todas as varidveis que tiveram
um valor p menor que 0,2 no estagio inicial foram
incluidas no modelo de regressao logistica (Tabela 2).

Ambas as varidaveis permaneceram significativas
na regressdo logistica multivariavel. O tempo de
hospitalizacdo antes da coleta da amostra obteve um
odds ratio de 0,93 (p=0,009; IC 95%: 0,89 a 0,98) e
o procedimento cirlrgico apresentou odds ratio de 9,28
(p=0,05; IC 95% = 1,01 a 85,14). Em outras palavras,
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houve uma reducdo de 6,6% no risco de se isolar uma
ERC para cada dia a menos de hospitalizacdo. A medida de
efeito para o procedimento cirtrgico revelou um possivel
risco de ter amostras positivas de ERC nove vezes maior
para os pacientes submetidos a esses procedimentos,
com um intervalo de confianga muito grande. Este grande
intervalo indica que as estimativas do modelo logistico
provavelmente sdo instaveis devido ao pequeno nimero
de casos ndo cirurgicos (apenas dois em 13).

Dentre os 13 casos de ERC isolados e testados
guanto a genes de resisténcia usando PCR, nove (69,2%)
foram positivos para o gene blakec: quatro isolados de
K. pneumoniae, trés de Enterobacter cloacae e dois de

Serratia marcescens.

Enterobactérias

Tipo de amostra

Klebsiella pneumoniae

Urina (duas amostras isoladas)

Klebsiella pneumoniae

Aspirado traqueal

Klebsiella pneumoniae

Sangue

Enterobacter cloacae Swab inguinal
Enterobacter cloacae Fragmento de tecido
Enterobacter cloacae Urina

Serratia marcescens

Aspirado de partes moles

Serratia marcescens

Liquido cerebroespinal

Serratia marcescens

Urina

Serratia marcescens

Secregao de ferida (duas amostras isoladas)

Serratia marcescens

Sangue

Figura 1 - Espécies de Enterobactérias isoladas de 13
casos e o local de cada amostra. Vitéria, ES, Brasil,
2015

Tabela 1 - Analise univariada de varidveis potencialmente associadas a colonizagdo e infeccdo por enterobactérias

resistentes aos carbapenémicos Vitdria, ES, Brasil, 2015

Caracteristicas Casos (N=13)

Controles (N=52)

Odds Ratio [IC 95%*] (valor p)*

Sexo
Masculino 6 (46,2%)
Feminino 7 (53,8%)
Idade
Mediana 54,0 anos

Intervalo interquartilico 46,0 - 79,0 anos

Tempo de hospitalizagédo antes da coleta

da amostra
Mediana 34 dias
Intervalo interquartilico 27 - 93,5 dias
Procedimento cirurgico
Sim 11 (84,6%)
Nao 2 (15,4%)
Hospitalizagao prévia (90 dias)
Sim 6 (46,2%)
Nao 7 (53,8%)
Hospitalizagdo em unidade de terapia
intensiva
Sim 11 (84,6%)
Nao 2 (15,4%)
Uso de cateteres e/ou dispositivos
invasivos
Sim 10 (76,9%)
Nao 3(23,1%)
Comorbidades*
Sim 11 (84,6%)
Nao 2 (15,4%)
Uso de antibiéticos
Sim 12 (92,3%)
Nao 1(7,7%)
Total 13

30 (57,7%)
22 (42,3%)

65,5 anos

46,5 - 78,3 anos

12 dias

5,2 - 21 dias

19 (36,5%)
33 (63,5%)

26 (50%)
26 (50%)

29 (55,8%)
23 (44,2%)

27 (51,9%)
25 (48,1%)

40 (76,9%)
12 (23,1%)

39 (75%)
13 (25%)
52

0,63 [0,18-2,13] (0,46)

0,99 [0,97-1,02] (0,74)

0,92 [0,88-0,97] (0,002)

9,55 [1,91-47,74] (0,006)

0,86 [0,25-2,90] (0,80)

4,36 [0,88-21,67] (0,07)

3,09 [0,76-12,52] (0,12)

1,65 [0,32-8,50] (0,55)

4,00 [0,47-33,81] (0,20)

*IC: Intervalo de confianga
1 Modelo de regress&o logistica univariada.

+ Comorbidades mais frequentemente identificadas: hipertensao arterial (35,4%), diabetes mellitus (24,6%), doenca cardiaca (13,8%), infeccdo por HIV

(12,3%), céncer (7,7%) e acidente vascular cerebral (4,6%).
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Tabela 2 - Analise multivariada de fatores de risco para
colonizagdo e infeccdo por Enterobactérias resistentes a

carbapenémicos. Vitoria, ES, Brasil, 2015
Odds Ratio [IC 95%*]

Caracteristicas

(valor p)
Tempo de hospitalizagdo antes da coleta 0,93 [0,89 - 0,98]
da amostra (p=0,009)
Hospitalizagdo em unidade de terapia 1,69 [0,09 - 31,62]
intensiva (p=0,72)
Uso de cateteres e/ou dispositivos 1,68 [0,13 — 22,19]
invasivos (p=0,69)
Procedimento cirtrgico 9,28 [1,01 — 85,14]

(p=0,05)

* Intervalo de confianga.

Discussao

Nossos resultados demostram uma associagdo

estatisticamente  significante entre o periodo
de internagdo antes da coleta da amostra ou o
procedimento cirdrgico e o isolamento de ERC. Esta
associagdao manteve-se significativa no modelo de
regressao logistica multivaridavel. Os pacientes que
eram positivos para a ERC tiveram um periodo médio
de hospitalizagdo antes da coleta da amostra de 34
dias. Isso corrobora os resultados de estudos em que
o periodo de hospitalizagdo antes da coleta da amostra
variou de duas a quatro semanas(??-23), Esse achado pode
ser usado para caracterizar a infeccdo por ERC como
uma complicacdo nosocomial de inicio tardio.

O procedimento cirurgico foi um fator de risco para
a aquisicao de ERC. Estes dados estdo em concordancia
com um estudo anterior, que demonstrou ser a presenga
de cirurgia mais comum em pacientes com infecgdo por
ERC e corroboram os achados de que procedimentos
meédicos desempenham um papel significativo no
aumento da suscetibilidade de pacientes hospitalizados
para certas infecgdes 4.

Alguns dos casos neste estudo estavam infectados
com isolados de ERC contendo o gene blakec e outros
com isolados que ndo continham o gene. A decisdao de
incluir ambos os tipos de casos foi tomada para permitir
uma definicdo de caso mais ampla, a fim de auxiliar na
identificacdo de associagbes entre diferentes fatores e a
presenca de bactérias multirresistentes e, assim, evitar
sua disseminagdo, o que é de importancia primordial na
epidemiologia nosocomial.

No entanto, o estudo tem varias limitagdes.
Por ser retrospectivo, informacgdes importantes ndo
foram encontradas no banco de dados da instituicdo
e, portanto, ndo puderam ser usadas na analise. Isso
pode ter introduzido vieses de selegdo ou informagao.
A variabilidade dos dados quantitativos reflete a
precisdo limitada resultante do pequeno numero de
observagdes e indica poder estatistico limitado, o que,

por sua vez, pode significar que associagGes validas

podem nao ter sido identificadas. Os grandes intervalos
também revelam alguma instabilidade das estimativas
dos coeficientes no modelo, impedindo uma estimativa
precisa da forga das associagdes. Os pacientes controle
foram selecionados aleatoriamente sem que um critério
de pareamento mais restrito fosse estabelecido, o que
é adequado para um estudo caso-controle exploratério,
mas pode favorecer variaveis de confusdo. Contudo, a
introducdo de varidveis de confusdo foi provavelmente
reduzida porque apenas o0s controles que estavam
internados na mesma unidade hospitalar ao mesmo
tempo que os casos foram selecionados. Além disso,
devido a natureza retrospectiva do estudo, e uma vez
que os dados foram obtidos a partir de registros e nao
diretamente dos pacientes, ndo foi possivel identificar

colonizagdo prévia dos pacientes controle por ERC.
Conclusao

Este estudo analisou fatores de risco associados a
colonizagao ou infecgdo por ERC em diferentes unidades
de internagdo de dois hospitais. Os resultados mostram
que, independentemente da Enterobactéria isolada, do
tipo de infecgdo ou da unidade de internagao, o tempo de
internacgdo e ter sido submetido a procedimento cirdrgico
aumentam a probabilidade de infecgdo por ERC.

Esses resultados destacam a importancia de
medidas preventivas eficazes para evitar a propagacao da
ERC nas instituigdes hospitalares. Isto é particularmente
importante para os profissionais de salde, uma vez
que eles tém acesso livre as unidades de internacdo
no hospital e estdo em contato direto com pacientes
hospitalizados. Assim, os procedimentos corretos de
limpeza e desinfecgdo em conformidade com as diretrizes
das agéncias reguladoras devem ser seguidos.

O alto potencial de disseminagdo da ERC em um
ambiente hospitalar torna essencial a implantagao

de medidas preventivas eficazes. O conhecimento

dos fatores de risco associados a aquisicdo da ERC
e a implementacdo de medidas preventivas, como
diminuicdo do tempo de hospitalizagdo e aumento da
vigilancia dos pacientes cirurgicos, podem desempenhar
papel decisivo na redugdo da disseminagdo desses

microrganismos em ambientes hospitalares.
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