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RESUMO

INTRODUGCAOQO: Bactérias gram negativas multirresistentes, tais como a Klebsiella
pneumoniae resistente aos carbapenémicos e a colistina, representam um grande
problema para os sistemas de satude em todo o0 mundo e apresentam elevada letalidade.
OBJETIVO: Avaliar a relacdo genética, perfil de sensibilidade antimicrobiana e
mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos e a colistina em isolados de Klebsiella
pneumoniae. METODO: Série de casos de pacientes infectados/colonizados por cepas
de Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos e colistina (ColR-KPC)
provenientes de um hospital terciario da cidade de Salvador, Bahia. No periodo de
setembro de 2016 a janeiro de 2018 foram incluidos no estudo pacientes internados com
idade igual ou superior a 18 anos. Utilizando questionario semiestruturado foram
coletadas varidveis sociodemograficas e clinico-laboratoriais. Foram realizados testes
fenotipicos e genotipicos em relacdo a resisténcia aos carbapenémicos e colistina, e para
verificar a disseminagao dos isolados pelo hospital. RESULTADO: Foram identificadas
56 culturas de ColR-KPC pertencentes a 46 pacientes. Dados clinicos e demogréaficos
foram obtidos de 31 pacientes. A mediana de idade foi 62, 67,7% eram homens (n=21/31),
e mediana do escore de Charlson de 3. As principais comorbidades foram: hipertenséo
arterial sistémica em 38,7% (n=14/31), diabetes 32,2% (n=10/31) e doenca
cerebrovascular em 25,8% (n=8/31). 90,6% (n=29/31) fez uso de ventilagdo mecanica e
93,7% (n=30/31) utilizou acesso venoso central. Dos 31 pacientes, 12 tiveram infec¢édo
por ColR-KPC e sete foram a 6bito (58,4%). O uso prévio de polimixinas foi identificada
em 32,2% (n=10/31) e de carbapenémicos em 70,9% (n=22/31). Em rela¢do aos 56
isolados, 67,8% (n=38/56) foram de swab retal, 8,9% (n=5/56) de hemoculturas, 7,1%
(n=4/56) de ponta de cateter, 5,3% (n=3/56) secrecdo traqueal e 3,6% (n=2/56) urina. A
CIMO0 para colistina foi > 16 pg/ml, sendo que mais da metade dos isolados (55%)
tiveram a CIM de 256 pg/ml. O gene blakpc foi detectado em 92,8% dos isolados
(n=52/56), blanom 16,0% (n=9/56) e blaces 1,7% (n=1/56). Os genes blaoxa-48, blavim
e blalMP ndo foram detectados. A co-expressao de gene de carbapenemase foi encontrada
entre blakrc e blanom em 10,7%, (n=6/56), e blakpc € blaces em 1,7% (n=1/56). Alteragéo
no gene mgrB foi detectado em 64,2% (n=36/56) e ndo-deteccdo em 8,9% (n=5/56). A
pesquisa de mcr-1 foi negativa em todas os 56 isolados. O perfil do PFGE evidenciou
perfil monoclonal em 84,7% dos isolados em diversos setores do hospital, sendo o ST-11
(CC-258) o tipo de sequéncia mais frequente. CONCLUSAO: Pacientes infectados com
ColR-KPC apresentaram elevada letalidade. A despeito das medidas de controle de
infeccdo hospitalar, a transmissao horizontal parece ter contribuido para a disseminacéao
da ColR-KPC ST-11 pelos diversos setores do hospital. Alteragcdes/ndo deteccdo do gene



mgrB foram encontradas em 73,1% dos isolados, sugerindo que seja o principal
mecanismo relacionado com a resisténcia as polimixinas neste estudo.

Palavras-Chave: Klebsiella pneumoniae, Resisténcia a polimixina, Resisténcia a
carbapenémicos, Resisténcia a colistina.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Multi-resistant gram negative bacteria, such as carbapenem and
colistin-resistant Klebsiella pneumoniae represent a major problem for health systems
worldwide and have high lethality. OBJECTIVE: Evaluate the genetic relationship,
antimicrobial sensitivity profile and the mechanisms of resistance to carbapenems and
colistin in Klebsiella pneumoniae isolates. METHOD: Series of cases of patients
infected/colonized by Klebsiella pneumoniae resistant to carbapenems and colistin
(ColR-KPC) strains from a tertiary hospital in the city of Salvador, Bahia. From
September 2016 to January 2018, patients aged 18 years or older hospitalized were
included in the study. Using a semi-structured questionnaire, sociodemographic and
clinical-laboratory variables were collected. Phenotypic and genotypic tests were
performed in relation to resistance to carbapenems and colistin, and to verify the spread
of isolates by the hospital. RESULT: 56 ColR-KPC cultures belonging to 46 patients
were identified. Clinical and demographic data were obtained from 31 patients. The
median age was 62, 67.7% were men (n=21/31), and the median Charlson score was 3.
The main comorbidities were: systemic arterial hypertension in 38.7% (n=14/31),
diabetes 32.2% (n=10/31) and cerebrovascular disease in 25.8% (n=8/31). 90.6%
(n=29/31) used mechanical ventilation and 93.7% (n=30/31) used central venous cathter.
Of the 31 patients, 12 had ColR-KPC infection and seven died (58.4%). Previous use of
polymyxins was identified in 32.2% (n=10/31) and carbapenems in 70.9% (n=22/31).
Regarding the 56 isolates, 67.8% (n=38/56) were from rectal swabs, 8.9% (n=5/56) from
blood cultures, 7.1% (n=4/56) from tip of catheter, 5.3% (n=3/56) tracheal secretion and
3.6% (n=2/56) urine. The MIC90 for colistin was > 16 pg/ml, with more than half of the
isolates (55%) having a MIC of 256 ug/ml. The blakec gene was detected in 92.8% of the
isolates (n=52/56), blanom 16.0% (n=9/56) and blages 1.7% (n=1/56). The blaoxa-48,
blavim and blaive genes were not detected. Carbapenemase gene co-expression was found
between blakpc and blanpm in 10.7%, (n=6/56), and blakrc and blages in 1.7% (n=1/56).
Changes in the mgrB gene were detected in 64.2% (n=36/56) and non-detection in 8.9%
(n=5/56). The mcr-1 test was negative in all 56 isolates. The PFGE profile showed a
monoclonal profile in 84.7% of the isolates in different sectors of the hospital, with ST-
11 (CC-258) being the most frequent type of sequence. CONCLUSION: Patients
infected with ColR-KPC had high lethality. Despite hospital infection control measures,
horizontal transmission seems to have contributed to the dissemination of ColR-KPC ST-
11 throughout the hospital. Alterations/non-detection of the mgrB gene were found in
73.1% of the isolates, suggesting that it is the main mechanism related to resistance to



polymyxins in this study. Keywords: Klebsiella pneumoniae, Polymyxin resistance,
Carbapenem resistance, Colistin resistance.
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1 INTRODUCAO

Bactérias gram negativas (BGN) multirresistentes, tais como a Klebsiella
pneumoniae resistente aos carbapenémicos, representam um grande problema para 0s
sistemas de saude em todo o mundo e apresentam elevada letalidade (CAPONE et al.,
2013a). A resisténcia aos carbapenémicos por Enterobacterales é geralmente mediada
por enzimas do tipo carbapenemases que também conferem resisténcia & maioria das
penicilinas e cefalosporinas(BRATU et al., 2005). Devido a ocorréncia frequente de mais
de um elemento genético que confere resisténcia aos antibidticos, cepas que produzem
carbapenemases costumam apresentar resisténcia extensiva isto é, resisténcia a um ou
mais antimicrobianos em quase todas as classes, exceto uma ou duas (MAGIORAKOS
etal., 2012).

As polimixinas se tornaram alternativas terapéuticas para as infeccdes por
Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (ERC) e, com isso, 0 surgimento de
resisténcia a esses antibioticos se tornou crescente (KARAISKOS et al., 2017;ROSSI
GONCALVES et al., 2016b). A resisténcia cromossdmica e mediada por plasmideo as
polimixinas j& foi descrita nas Enterobacterales, sendo responsaveis pela elevacdo da
concentracdo inibitdria minima a diversos antibidticos. Sendo assim, os testes de
suscetibilidade desempenham um papel primordial na orientagdo do tratamento
antimicrobiano, pois os beneficios do tratamento precisam ser equilibrados com as
possiveis toxicidades (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014).

Apos alerta internacional em 2016, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) publicou um comunicado de risco sobre um novo mecanismo de resisténcia
as polimixinas em Escherichia coli mediado por um gene plasmidial, o mer-1 (LIU et al.,
2016;“COMUNICADO DE RISCO N 01 2016 GVIMS GGTES ANVISA - Busca -
Anvisa”). Ja foi identificado a presenca de resisténcia a polimixina mediada por
plasmideos em diferentes regides do mundo (LIU et al., 2016;XAVIER et al., 2016a).
Entretanto, a maioria das publicacbes sobre cepas de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos e a colistina (ColR-KPC) evidencia alteracGes em genes cromossémicos,
principalmente as mutacdes relacionadas ao gene mgrB, sendo as principais responsaveis
pelas resisténcias as polimixinas (VAN DUIN; DOI, 2015).
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O conhecimento dos mecanismos de resisténcia das ColR-KPC contribui para o
desenvolvimento de estratégias relacionadas ao controle da disseminagdo destas cepas,
permitindo ainda avaliar o risco de transmissao da resisténcia entre espécies bacterianas.
A escassez de trabalhos nacionais, principalmente no estado da Bahia, que caracterizem
0s mecanismos de resisténcia das ColR-KPC, associado a elevada letalidade das

infecgOes, tornam este assunto de elevada relevancia.

Apresento uma série de casos de pacientes infectados/colonizados por cepas de
ColR-KPC provenientes de um hospital terciario da cidade de Salvador, Bahia, que
descreve, dentre outros, as caracteristicas clinicas dos pacientes acometidos, o0s
mecanismos moleculares responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos e a colistina,

assim como as medidas de controle de infec¢cdo hospitalar.

2 OBJETIVOS

2.1 PRIMARIO

Avaliar a relacdo genética, perfil de sensibilidade antimicrobiana e mecanismos
de resisténcia aos carbapenémicos e a colistina em isolados de Klebsiella pneumoniae
de um hospital publico de Salvador, Bahia;

2.2 SECUNDARIOS

e Descrever as caracteristicas clinicas dos pacientes com infeccdo e/ou colonizagdo
por cepas ColR-KPC em um hospital terciario de Salvador/Bahia;

e Determinar a letalidade entre os pacientes infectados por K. pneumoniae
resistentes a carbapenémicos e a colistina;

e Determinar a sensibilidade das cepas de K. pneumoniae a colistina utilizando a
microdiluicdo em caldo e teste da gota;

e Determinar a frequéncia e 0s genes que codificam carbapenemases;

e Determinar a integridade do gene mgrB e a presenca do gene mcr-1;

e Caracterizar o perfil clonal das cepas identificadas através da técnica de

eletroforese campo pulsatil (PFGE) e, dessa forma, avaliar a transmisséo cruzada;
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e Realizar técnica MLST para determinar o tipo de sequéncia das cepas de K.
pneumoniae;
e Descrever as medidas de controle de infeccdo por ColR-KPC adotadas na unidade

hospitalar.

3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 AGENTE ETIOLOGICO

A Klebsiella foi primeiramente descrita em 1882 por Carl Friedlander como uma
bactéria identificada nos pulmdes de pacientes que apresentavam pneumonia
(FRIEDLAENDER, 1882). E encontrada no solo, nas plantas, nos animais e em
superficies aquéticas, assim como em dispositivos médicos e superficies do ambiente
hospitalar (DAO et al., 2014;NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI,
2017). Coloniza a mucosa do trato gastrointestinal e da orofaringe podendo invadir
tecidos e causar uma grande variedade de infeccGes, tais como: urinaria, respiratorias,
meningite, gastroenterite, abscesso hepatico e endocardite (WEINSTEIN; GAYNES;
EDWARDS, 2005; ROCK et al., 2014). E um dos microrganismos de grande preocupacéo
para a saude publica devido ao amplo espectro de doencas que pode causar, tanto na
comunidade como no ambiente hospitalar, e pela frequente aquisicdo de mecanismos de
resisténcia aos antibioticos (EFFAH et al., 2020).

A K. pneumoniae € uma BGN aerdbica, encapsulada, ndo-movel, que fermenta a
lactose e, em meio &gar, apresenta um fendtipo mucoéide devido a cépsula de
polissacarideo ligada a membrana externa bacteriana (BAGLEY, 1985). Faz parte da
familia das Enterobacteriaceae, da ordem das Enterobacterales, das quais também se
incluem outros patégenos, tais como: 0s géneros de Escherichia, Salmonella, Shigella,
Serratia e Proteus (TAGGAR et al., 2020).

Vaérios fatores de viruléncia da K. pneumoniae sdo utilizados para colonizar e se
propagar em uma célula hospedeira, dentre eles: antigeno de superficie, particularmente
o0 polissacarideo capsular (Ex.: Antigeno K); siderdforos, responsaveis pela ligagéo ao
ferro; e, variaveis de adesdo responsaveis pela ligacdo as superficies de células

hospedeiras, como fimbrias tipo 1 e tipo 3, e as proteinas de adesdo que ndo sdo do tipo
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fimbrias (DONG et al., 2018). Fendtipos e genes de hipermucoviscosidade, de sintese de
lipopolissacarideos (LPS) e de transporte, também contribuem para a viruléncia das cepas
de K. pneumoniae (LIU et al., 2019). As fimbrias podem contribuir com a formac&o de
biofilmes e na adeséo das bactérias aos dispositivos médicos facilitando a infec¢do do
trato urinario e pneumonia associada a dispositivos (PACZOSA; MECSAS,
2016;STAHLHUT et al., 2012).

3.2 K. PNEUMONIAE E AS CARBAPENEMASES

Em 2009, devido a aumento e disseminacao de diversas bactérias multirresistentes
pelo mundo a Klebsiella pneumoniae, juntamente com outros patdgenos multirresistentes,
tais como: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter, foram classificados como
“ESKAPE”, que sdo os microrganismos mais frequentes das infeccOes relacionadas a
assisténcia a saude nos EUA, e que costumam efetivamente “escapar” dos tratamentos
com antimicrobianos (BOUCHER et al., 2009). As opcOes terapéuticas para esses
patdgenos tém sido limitadas fazendo com que os médicos, muitas vezes, utilizem
medicamentos mais antigos e previamente descartados, como as polimixinas, que sdo
associadas a significativa toxicidade, além de apresentar limitagdes na literatura em
relacdo a sua farmacocinética (FALAGAS; KASIAKOU, 2005).

Dois tipos principais de resisténcia aos antibidticos do tipo betalactdmicos e/ou
carbapenémicos estdo presentes na K. pneumoniae: um mecanismo envolve a expressdo
de p-lactamases de espectro estendido (ESBLsS) que tornam as bactérias resistentes a
cefalosporinas e monobactamicos e o outro, € a expressdo de carbapenemases,
tipicamente adquiridas por transferéncia horizontal de genes plasmidiais, que desencadeia
resisténcia a praticamente todos o0s betalactdmicos disponiveis, incluindo os
carbapenémicos (PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015a). Os casos de K. pneumoniae
resistentes a carbapenémicos cuja investigacao de carbapenemases é negativa, em geral,
é devido a outros mecanismos de resisténcia menos frequentes nessa espécie, tais como
mutacdes em porinas associadas a super expressao de bomba de efluxo, que pode estar
associada ou ndo a producdo de B-lactamases (DOUMITH et al., 2009;PULZOVA;
NAVRATILOVA; COMOR, 2017).
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As B-lactamases, incluindo as carbapenemases, sdo categorizadas empregando
distintos critérios. A classificacdo proposta por Ambler (1980), baseia-se na estrutura
molecular das enzimas e inclui todas as p-lactamases descritas em quatro classes: A, B,
CeD. Asclasses A, C e D sdo compostas por enzimas com serina no sitio ativo, e a classe
B, por enzimas com zinco e, por isso, essas Ultimas sdo caracterizadas como metalo-f3-
lactamases (AMBLER, 1980).

As carbapenemases da classe molecular A de maior importancia sdo as K.
pneumoniae carbapenemase (KPC) e Guiana Extended-Spectrum (GES), enquanto que
as carbapenemases da classe B sdo as imipenemase (IMP), Verona imipenemase (VIM)
e New Delhi metalo-p-lactamase (NDM).(BOGAERTS et al., 2010; NAAS; POIREL;
NORDMANN, 2008; TZOUVELEKIS et al., 2012b; NORDMANN; CUZON; NAAS,
2009). As da classe D mais conhecidas em BGN sdo OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-
26, OXA 27, em especial, OXA-48. Independentemente do tipo de carbapenemase que
expressam, os isolados das Enterobacterales, incluindo a K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos, podem ser genericamente denominados como ERC (AREND et al.,
2015; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995;POIREL et al., 2011).

A frequéncia dos diferentes tipos de carbapenemases em Enterobacterales varia
de acordo com a regido geografica (VAN DUIN; DOI, 2017; GRUNDMANN et al.,
2016). Em 2014, as metalo-B-lactamases eram mais prevalentes na Asia (especialmente
no subcontinente indiano) e em alguns paises europeus. Em contraste, carbapenemases
do tipo D eram mais frequentes em paises da Bacia do Mediterraneo, especialmente a
Turquia. J& nos EUA, Canada, América Latina, China e paises europeus como Italia e
Grécia, a KPC foi a carbapenemase mais detectada (GRUNDMANN et al., 2016). O
primeiro caso do mundo de K. pneumoniae produzindo carbapenemase foi identificado
na Carolina do Norte em 1996, em que a carbapenemase era do tipo KPC-1(YIGIT et al.,
2001). Outras carbapenemases foram posteriormente identificadas pelo mundo em cepas
de K. pneumoniae, tais como a NDM, IMP e a VIM (PITOUT; NORDMANN; POIREL,
2015b).

As enzimas KPC sdo as carbapenemases mais prevalentes do Brasil e estdo
presentes no pais, pelo menos, desde o ano de 2005. A primeira KPC, mais
especificamente KPC-2, foi identificada retrospectivamente em isolados de K.
pneumoniae provenientes de hospitais de S&o Paulo e Floriandpolis (PAVEZ;
MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009). Desde entdo, o gene blaKPC foi detectado em todo
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0 pais, estando presente ndo apenas em K. pneumoniae mas também, em Enterobacter
spp., E. coli, Serratia marcescens, Klebsiella oxytoca, entre outras enterobactérias
(ZAVASCKI et al., 2009,D’ALINCOURT CARVALHO-ASSEF et al., 2010;
ALMEIDA et al., 2013;DA COSTA GUIMARAES et al., 2013;AREND et al.,
2015;ALMEIDA et al., 2014). Outras variantes da KPC, como a KPC-3 e KPC-30, ja
foram relatadas em K. pneumoniae no Brasil (KAZMIERCZAK et al,
2016)(MIGLIORINI et al., 2021).

Em relacdo aos casos de K. pneumoniae produtoras de OXA-48 no Brasil, as
publicacGes ainda sdo escassas. Uma nova variante OXA-48 (OXA-370) foi descrita pela
primeira vez em uma cepa de Enterobacter hormaechei isolada no Rio Grande do Sul,
em 2013 (PEREIRA et al., 2015a). No Rio de Janeiro, também foi descrita a detec¢édo da
OXA-370 em trés espécies de Enterobacteriaceae e a disseminacéo clonal de Klebsiella
pneumoniae produtora de OXA-370 em cinco hospitais do Rio de Janeiro (PEREIRA et
al., 2015b).

Uma nova serina carbapenemase plasmidica da classe A, Brazilian Klebsiella
carbapenemase-1 (BKC-1), foi detectada em trés isolados clinicos de K. Pneumoniae, em
2008, provenientes de diferentes pacientes hospitalizados em Séo Paulo, Brasil. O BKC-
1 hidrolisa penicilinas, cefalosporinas, monobactdmicos e carbapenémicos
(ESCANDON-VARGAS et al., 2017).

A primeira descricdo da NDM no Brasil foi em Providencia rettgeri isolada de
um paciente do Rio Grande do Sul, em 2013 (CARVALHO-ASSEF et al., 2013).
Entretanto, um estudo retrospectivo no mesmo hospital detectou a presenca de NDM,
desde 2002. Em 2018, os dois primeiros casos clinicos de NDM das regides norte e
nordeste do Brasil foram descritos em isolados de K. pneumoniae e Citrobacter freundii
de pacientes da cidade de Salvador (BARBERINO et al., 2018). Diversas publica¢des
nacionais ja demonstraram a detec¢do do blanpm-1 em K. pneumoniae de diferentes
cidades e estados, tais como: Londrina/Parana, Recife/Pernambuco, Rio de Janeiro/Rio
de Janeiro, Porto Alegre/Rio Grande do Sul e Sdo Paulo/S& Paulo (NAVA et al.,
2019)(SCAVUZZI et al., 2019;AIRES et al., 2017a; RARO et al., 2020; MONTEIRO et
al., 2019). Um estudo que avaliou 81 amostras coletadas entre outubro de 2012 e outubro
de 2015 de diferentes regides do Brasil demonstrou um aumento na deteccdo de blanpmz
em Enterobacterales, sugerindo aumento da frequéncia dessa enzima no pais (DA SILVA
etal., 2019).
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Em 2001, outro gene de resisténcia mével pertencente a familia das metalo-p-
lactamases foi identificado primeiramente no territorio brasileiro, sendo denominado S&o
Paulo metallo-g-lactamase (SPM) (CORNAGLIA; GIAMARELLOU; ROSSOLINI,
2011). O gene blaspm-1, codificado por plasmideo ou cromossomo, foi descrito em P.
aeruginosa e, posteriormente, em A. baumannii, ndo sendo até 0 momento detectado em
enterobactérias (TOLEMAN et al., 2002).

3.3 CLASSIFICACAO DOS TIPOS DE SEQUENCIA DAS CEPAS DE
KLEBSIELLA PNEUMONIAE

As cepas de K. pneumoniae sdo normalmente classificadas, do ponto de vista
molecular, por seus tipos de sequéncia (STs) que sdo definidos por suas sequéncias de
nucleotideos no locus 7 (mdh, infB, tonB, gapA, phoE, pgi e rpoB), e pelos STs
intimamente relacionados chamados de complexos clonais (CHEN et al., 2014b).

A K. pneumoniae resistente a carbapenémicos pode pertencer a varios tipos de
STs, 0 ST-11 pertencente ao complexo clonal (CC 258), por exemplo, tem sido detectado
em diversas regides do mundo (QI et al., 2011; SAVOV et al., 2018; HRABAK et al.,
2013). Um pequeno estudo que avaliou 10 cepas de K. pneumoniae de diferentes tipos de
STs, sugeriu que a ST-11 pode apresentar vantagens em dias de sobrevivéncia em
superficies de PVC de unidades de terapia intensiva em compara¢do com K. pneumoniae
que ndo sdo do ST-11. Essa possivel caracteristica, talvez possa contribuir para sua ampla
disseminacéo (LIU et al., 2020).

Outro tipo de ST que se distribuiu em todo 0 mundo, o ST-258 que também
pertence ao CC 258, costuma apresentar resisténcia a todos antibidticos betalactamicos,
aminoglicosideos e fluoroquinolonas (CHEN et al., 2014b; PITOUT; NORDMANN;
POIREL, 2015b). As carbapenemases encontradas em cepas ST-258 sdo codificadas
pelos troposons Tn4401(CHEN et al., 2014b). A analise genética da cepa ST-258 indica
que esta cepa surgiu de um evento de recombinacao entre uma cepa ST-11, que é um cepa
membro do CC258, e uma cepa de K. pneumoniae pertencente ao ST-442 (CHEN et al.,
2014a). A cepa ST-258, portanto, € um hibrido em que 20% de seu genoma é derivado
do ST-442, enquanto 80% é do ST11 (CHEN et al., 2014b).
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3.4 K. PNEUMONIAE E INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA
A SAUDE

As infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um dos eventos
adversos mais frequentes associados a assisténcia a satde e um grave problema de saude
publica, pois aumentam a morbidade, a mortalidade, o tempo de internacdo hospitalar e
0s custos (STORR et al., 2017; CLINKER et al., 2006). No Brasil, em UTIs de adultos,
a pneumonia associada a ventilagdo mecanica é a infec¢cdo associada a dispositivos mais
prevalente, seguido da infeccdo primaria de corrente sanguinea e do trato urinario.
(ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019) A K.
pneumoniae tem sido considerada um patdgeno oportunista uma vez que normalmente
causa infeccBes em pessoas hospitalizadas ou em individuos imunocomprometidos
(PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

De acordo com o Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade em Servicos de
Salde n°22 (Avaliacdo dos Indicadores Nacionais de InfeccGes Relacionadas a
Assisténcia a Salde) do ano de 2019, a K. pneumoniae foi o segundo principal
microrganismo causador das infec¢gBes primarias de corrente sanguinea relacionada a
cateter venoso central nas UTIs de adultos no territorio brasileiro (os primeiros em
notificacdo sdo os Staphylococcus coagulase negativos 0s quais também sédo relacionados
a contaminacao de coleta de hemoculturas), sendo 68,11% resistentes a cefalosporinas de
3% e 42 geragéo, 51,78% resistentes a carbapenémicos e 12,27% resistentes a polimixinas.
Em relacdo a infeccdo do trato urinario, a K. pneumoniae também foi o principal agente
etioldgico, sendo 66,75% resistentes a cefalosporinas de 3% e 42 geracdo, 42,69%
resistentes a carbapenémicos e 7,96% resistentes a polimixinas (ANVISA - AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019). No estado da Bahia, a K.
pneumoniae também é a principal responsavel de infec¢des do trato urinario e de priméria
de corrente sanguinea relacionada a cateter nas unidades de terapia intensiva (UTI)s de
adultos (ANVISA - AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA, 2019).

Na Europa, estima-se que 8,9 milhdes de episodios de IRAS ocorram anualmente.
O numero de pacientes com pelo menos uma IRAS foi estimado em 3,8 milhdes por ano

no periodo de 2016 a 2017. Em 2019, as 10 bactérias mais frequentes das IRAS foram:
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E. coli (30,7%), Staphylococcus aureus (12,3%), Klebsiella spp. (11,4%), Proteus spp.
(10,6%), P. aeruginosa (7,1%), Enterococcus spp. (4,8%), Clostridium difficile (4,4%),
Streptococcus spp. (2,8%) Enterobacter spp. (2,1%) e estafilococos coagulase-negativos
(1,9%) (SUETENS et al., 2018).

Nos Estados Unidos, a prevaléncia de K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos relacionadas as IRAS ¢ inferior a do Brasil, sendo 4,7% resistentes a
carbapenémicos em 2019. Apesar disso, a estimativa é de cerca de 1100 mortes
relacionadas e 130 milhdes de dodlares de custos relacionados. Diferente do Brasil, nos
ultimos 8 anos, as infeccbes por K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos nos Estados
Unidos tém apresentado reducdo (CDC - CENTERS FOR DISEASE CONTROL AND
PREVENTION., 2019).

Um estudo retrospectivo realizado em hospital terciario de Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, avaliou o impacto das infeccdes em pacientes com sepse por ERC e nédo
ERC. Dentre as ERC identificadas, 95,7% eram K. pneumoniae resistentes a
carbapenémicos. A mortalidade por ERC em 30 dias foi de 63,8%, sendo que no grupo
de enterobactérias sensiveis a carbapenémicos foi de 33,4% (p<0.01). A mortalidade no
grupo do ERC foi estatisticamente significante entre os pacientes que apresentaram
bacteremia por ERC no inicio da sepse ou choque séptico (p<0.01) (SABINO et al.,
2019). E importante ressaltar que no periodo desse estudo, o tratamento com ceftazidina-
avibactam ainda ndo estava disponivel, o que poderia ter reduzido a mortalidade no estudo
ja que, praticamente, todos as ERC eram produtores de KPC (SABINO et al., 2019).

Um estudo publicado em 2018, em que 38 pacientes foram tratados com
ceftazidima-avibactam e 99 com colistina, a mortalidade hospitalar por todas as causas
em 30 dias apos o tratamento inicial foi de 9% versus 32%, (diferenca de 23%; intervalo
de confianca de 95%, 9% a 35%; P = 0,001). As infecc¢Ges de corrente sanguinea (n = 63;
46%) e respiratorias (n = 30; 22%) foram as mais comuns (VAN DUIN et al., 2018).
A ceftazidima-avibactam pode ser uma alternativa razoavel a colistina no tratamento de
infeccbes por ERC, entretanto ainda é um antibiotico de acesso limitado em nosso pais,

principalmente devido ao elevado custo.

3.5 TRATAMENTO DAS INFECCOES POR K. PNEUMONIAE
RESISTENTES A CARBAPENEMICOS
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O Grupo de Coordenacéo Institucional de Resisténcia Antimicrobiana das Nacdes
Unidas emitiu um relatorio em 2019 referindo que bactérias multirresistentes poderao ser
responsaveis pela morte de 10 milhdes de pessoas por ano no mundo em 2050.
Atualmente, pelo menos 700 mil pessoas morrem por ano no mundo devido a bactérias
multirresistentes, incluindo 230 mil por tuberculose multirresistente. O tratamento de
infecces respiratorias, urinérias, gastrointestinais, sexualmente transmissiveis, dentre
outras, tem se tornado mais dificeis devido ao progressivo aumento de bactérias
multirresistentes na comunidade e no ambiente hospitalar. Seres humanos, animais,
alimentos e meio ambiente estdo interconectados no contexto da resisténcia
antimicrobiana através da cadeia alimentar, contato com o meio ambiente, ingesta de
agua, entre outros (IAGG, 2019). .

Em relacdo ao tratamento de ERC, ensaios clinicos randomizados sdo escassos
nesse tema ja que a maioria dos estudos clinicos disponiveis sdo do tipo observacional
(frequentemente estudos de coorte retrospectivos), séries de casos ou relatos. Além disso,
muitos trabalhos apresentam limitagcdes importantes com diversos vieses, dentre eles de
selecdo e de informacio (RODRIGUEZ-BANO et al., 2018).

Devido a importantes diferencas na epidemiologia local, a escolha da terapia
empirica contra bactérias multirresistentes nio pode ser generalizada (RODRIGUEZ-
BANO et al., 2018). Em muitos centros, o tratamento de BGN resistentes a
carbapenémicos costuma ser realizado com uma combinacdo de terapia baseada em
polimixinas (colistina ou polimixina B), aminoglicosideos, tigeciclina e fosfomicina
(formulacdo  intravenosa) (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS;  GIKAS,
2020)(TZOUVELEKIS et al., 2012c; DELGADO VALVERDE et al., 2013; MORRILL
etal., 2015).

Uma revisdo sistematica reuniu 34 estudos que descreviam o tratamento de
infeccBes por K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos e que continham informagdes
sobre a concentracdo inibitoria minima (CIM) dos microorganismos assim como sobre 0s
antibidticos utilizados. O total foi de 301 cepas incluidas, sendo 161 produtoras de KPC
e 140 de metalo-B-lactamases, provenientes de 244 infec¢Bes de corrente sanguinea, 32
pneumonias, 8 infecc¢Bes urindrias, 4 traqueobronquites, 3 infecgdes de ferida e 7 outras

infeccOes. Os pacientes receberam 7 tipos de regimes terapéuticos, sendo avaliado terapia
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combinada com ou sem carbapenémico, assim como monoterapia com tigeciclina,
polimixinas e aminoglicosideo. A menor taxa de falha (8,3%) foi observada para
pacientes que receberam terapia combinada, incluindo a combinacdo com
carbapenémico, mesmo a K. pneumoniae sendo resistente. Por outro lado, o tratamento
com tigeciclina e colistina em monoterapia, resultou em taxas de falha comparaveis as
observadas para pacientes que receberam terapia inadequada (TZOUVELEKIS et al.,
2012c).

Em 2 estudos tipo coorte, altas taxas de mortalidade foram relatadas com o uso de
tigeciclina em monoterapia no tratamento de infecgdes da corrente sanguinea devido a K.
pneumoniae resistente aos carbapenémicos (TUMBARELLO et al., 2012). A diminuicdo
da eficécia clinica da tigeciclina em infec¢des graves pode ser atribuida em parte ao perfil
farmacocinético/farmacodindmico do medicamento. Além disso, a tigeciclina apresenta
atividade bacteriostatica contra BGN, e atinge concentracdes subotimas da droga em
varios sitios anatdbmicos (TZOUVELEKIS et al., 2012a).

Os aminoglicosideos (gentamicina e/ou amicacina) tém sido utilizados para
tratamento de infec¢des por ERC, a depender da sensibilidade local. Para tratamento de
infeccdo do trato urindrio os aminoglicosideos tém sido utilizados em monoterapia com
resposta clinica e microbioldgica satisfatoria (SATLIN et al., 2011). Em uma revisao de
20 estudos clinicos, a combinacdo de um aminoglicosideo e um carbapenémico teve a
menor taxa de mortalidade (TZOUVELEKIS et al., 2014).

Em 2017, uma pesquisa realizada através de entrevista a especialistas de 115
hospitais da Franca, Grécia, Israel, Italia, Kosovo, Eslovénia, Espanha e Estados Unidos
(sendo 86,8% de nivel terciario e 89,1% universitarios) para avaliar como € realizado o
tratamento das Enterobacterales, A. baumannii e P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos. A terapia combinada era realizada em 99,1% dos centros, sendo a
combinacdo de algum tipo de polimixina com carbapenémico a mais utilizada. Outras
combinagbes relatadas foram polimixinas com tigeciclina, aminoglicosideos e
fosfomicina (formulagéo intravenosa). A monoterapia, quando utilizada, era reservada
para casos de infeccdo do trato urinério, com aminoglicosideos ou polimixina E
(colistina), enquanto a terapia combinada era principalmente prescrita nos casos de
bacteremia, pneumonia e infec¢cdo de sistema nervoso central (KARAKONSTANTIS;
KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020).
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Para melhorar a sobrevida, o tratamento combinado com 2 ou mais medicamentos
com atividade “in vitro” contra K. pneumoniae resistente a carbapenémicos, incluindo os
proprios carbapenémicos, parece ser mais eficaz do que a monoterapia com polimixinas,
tigeciclina ou aminoglicosideos (TUMBARELLO et al., 2012; DAIKOS et al., 2014). Os
beneficios da terapia combinada incluem: aumentar a probabilidade de acerto da terapia
antimicrobiana no inicio do tratamento, potenciais efeitos sinérgicos e maior controle
sobre o surgimento de resisténcia ao longo do tratamento. No entanto, a terapia
combinada pode elevar o risco de desenvolvimento de infeccdo por Clostridium difficile,
de colonizacao ou infeccdo por outras bactérias multirresistentes e de efeitos adversos,
como nefrotoxicidade (PETROSILLO et al., 2013; BERGEN et al., 2012).

Em alguns paises, novas opcdes terapéuticas estdo disponiveis para K.
pneumoniae que produzem carbapenemases do tipo serina, dentre eles: ceftazidima-
avibactam, que € ativa contra K. pneumoniae produtoras de carbapenemases das Classes
A (KPC) e D (especialmente OXA-48-like), meropenem-vaborbactam e imipenem-
relebactam que sdo ativos apenas contra cepas que produzem carbapenemases da Classe
A (KARLOWSKY et al., 2019; CASTANHEIRA et al., 2017; HAIDAR et al., 2017;
KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; 2020). No Brasil, dentre os antibioticos
supracitados, apenas esta disponivel a ceftazidima-avibactam, entretanto o seu uso ainda
é restrito no pais a poucos centros, devido ao elevado custo e a necessidade de utilizar
testes moleculares e/ou fenotipicos que identifiguem o tipo de carbapenemase antes do

uso.

A ceftazidima-avibactam é uma cefalosporina de terceira geracao associada a um
inibidor de betalactamase, o avibactam, que € um diazabiciclooctano, um nao
betalactamico que se liga de forma covalente e reversivel a betalactamases e
carbapenemases do tipo serina, KPC e OXA-48 (EHMANN et al., 2012). A ceftazidima-
avibactam foi inicialmente aprovada para o tratamento de infeccdo do trato urinério e
infeccdo intra-abdominal (associada ao metronidazol). De forma geral, o espectro de a¢do
é contra BGN aerdbios, com acédo limitada contra gram-positivos como S. aureus e
Streptococcus spp., e sem atividade contra enterococos (VAN DUIN; BONOMO, 2016).
Uma limitagdo da ceftazidima-avibactam é o potencial para surgimento de resisténcia
durante o tratamento, devido a mutagOes que podem reverter a sensibilidade aos
carbapenémicos, como por exemplo na blakecs (SHIELDS et al., 2017; MUELLER et
al., 2019).



22

Em contrapartida, a combinacdo de aztreonam com avibactam pode restaurar a
atividade contra isolados produtores de metalo-f-lactamases, porque o aztreonam nao é
hidrolisado pelas metalo-B-lactamases, e o avibactam inibe outras p-lactamases (ESBL,
KPC e OXA-48) evitando que estas facam hidrolise do aztreonam. A combinacao
aztreonam-avibactam ndo esta disponivel atualmente, mas a combinacdo de ceftazidima-
avibactam mais aztreonam tem sido utilizada com sucesso, em alguns relatos de casos,
contra infeccbes por bactérias produtoras de metalo-p-lactamases (SHAW et al.,
2018)(DAVIDO et al., 2017;FALCONE et al., 2021).

35.1 Polimixinas

A colistina (polimixina E) foi isolada em 1947, a partir de uma bactéria
proveniente do solo denominada Paenibacillus polymyxa subsp. Colistinus (BENEDICT;
LANGLYKKE, 1947). As polimixinas E (colistina) e B pertencem a classe das
polimixinas, sendo um dos primeiros antibiéticos desenvolvidos com atuagdo em
bactérias gram negativas. Devido a toxicidade, especialmente a nefrotoxicidade, o seu
uso foi abandonado na década de 70, ficando restrita ao uso oftalmolégico e tdpico.
Entretanto, o surgimento de bactérias multirresistentes na década de 90, especialmente de
K. pneumoniae, A. baumannii, e P. aeruginosa, levaram a reintroducéo das polimixinas

devido a escassez de opc¢oes terapéuticas (LI et al., 2006).

O espectro de acdo das polimixinas é limitado as bactérias gram-negativas, tais
como algumas espécies da familia  Enterobacteriaceae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Stenotrophomonas maltophilia. Algumas
espécies sdo naturalmente resistentes, tais como: Proteus spp., Morganella
morganii, Providencia spp., Serratia marcescens, Pseudomonas mallei, Burkholderia
cepacia, Brucella, Legionella, Campylobacter e Vibrio cholerae. Polimixinas ndo séo
ativas contra cocos gram-negativos (Neisseria spp.), gram-positivos, e bactérias

anaerdbicas (FALAGAS, 2005).

As polimixinas séo peptideos cationicos que possuem um heptapeptideo ciclico
com uma cadeia lateral tripeptidica acilada no terminal N por uma cauda de &cido graxo
(FALAGAS; RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010). A toxicidade das polimixinas é

atribuida ao segmento hidrofobico da cauda de acido graxo, o qual também é associado a
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atividade antimicrobiana (GALLARDO-GODOY et al., 2016). A colistina e a polimixina
B diferem, apenas, em um Unico aminodcido no anel peptidico, com uma fenilalanina na
polimixina B e uma leucina na colistina. A polimixina B é administrada diretamente como
antibidtico na forma ativa, e a colistina como pré-droga na forma inativa, o colistimetato
(CMS).(NATION; VELKOV; LI, 2014). Apenas uma pequena fracdo de CMS ¢é
convertida em colistina e essa conversdo € lenta, com concentragdes maximas ocorrendo
7 horas apds a administracdo (BERGEN et al., 2012).

As polimixinas atuam na membrana externa das bactérias gram-negativas a partir
da interacdo com os grupos fosfatos de carga negativa da membrana lipidica. Os LPS séo
desestabilizados aumentando a permeabilidade da membrana bacteriana com perda do
material do citoplasma gerando morte celular. Além disso, a polimixina pode se ligar e
neutralizar a molécula de LPS durante a lise celular (LI et al., 2005). Outro mecanismo
de acdo da polimixina é a inibicdo de enzimas respiratorias vitais da membrana interna
bacteriana (DERIS et al., 2014).

Devido a melhor farmacocinética da polimixina B e sua menor nefrotoxicidade
em relacdo a colistina, é recomendado que a polimixina B seja utilizada preferencialmente
para tratamento das infeccdes exceto as urinarias, ja que a polimixina B ndo apresenta
excrecdo renal. A colistina necessita de ajuste para a funcéo renal, diferente da polimixina
B. As polimixinas ndo atravessam a barreira hematoencefalica, portanto precisam ser
administradas intratecal em meningites por BGN resistentes a carbapenémicos. As duas
polimixinas necessitam de dose de ataque, sendo a da colistina 300mg e a da polimixina
B 20.000-25.000 Ul/kg. A dose de manutencdo da colistina é de 300 — 360 mg/dia,
conforme o peso do paciente, e a da polimixina B 30.000 Ul/kg/dia, ambas divididas 2
vezes ao dia (TSUJI et al., 2019).

3.6 K. PNEUMONIAE RESISTENTE AS POLIMIXINAS

3.6.1  Avaliacao da suscetibilidade microbiana

De acordo com o Instituto de Normas Clinicas e Laboratoriais (CLSI) dos EUA,
as Enterobacterales sdo consideradas intermediarias as polimixinas se a concentragao

inibitéria minima (CIM) for < 2 pg/ml e resistentes se > 4 pug/ml. Os métodos sugeridos
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pelo CLSI para avaliar a sensibilidade das polimixinas sdo as microdilui¢des em caldo e
em teste de colistina em agar. A CIM obtida a partir da colistina pode predizer a CIM da
polimixina B e vice e versa. Tanto 0 método de disco de difusdo quanto o gradiente de
difusdo, ndo devem ser utilizados para avaliar sensibilidade as polimixinas (CLSI, 2021).
Os Comités, Europeu de Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (EUCAST) e o
Brasileiro de Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (BRCAST), consideram as
Enterobacterales suscetiveis as polimixinas, quando <2 mg/I e resistente se > 2 mg/I,
sendo apenas aprovado o método de microdiluicdo em caldo para determinar esses
parametros (EUCAST, 2021; BRCAST, 2021).

Apesar do teste microdiluicio em caldo ser o padrdo-ouro, conforme
recomendacdo do CLSI e EUCAST, ele ainda é restrito a poucos centros de sadde do
Brasil por ser € um método laboroso, tanto na sua elaboracdo quanto na interpretacao,
dificultando a sua aplicacdo na maioria dos laboratdrios de microbiologia, inclusive de
hospitais terciarios. Sdo diversas as dificuldades para se avaliar o perfil de sensibilidade
as polimixinas, pois métodos mais acessiveis e de facil execucdo, tais como o disco de
difusdo, ndo sdo indicados devido a pouca difusdo do antibiético no agar ao se utilizar
disco. Outros métodos, como o E-test e o teste automatizado, podem subestimar 0s
valores da CIM das polimixinas, o que dificulta em detectar a resisténcia das
Enterobacterales, gerando elevada quantidade de resultados com falsa sensibiliza. Esses
fendmenos podem ocorrer, dentre outros motivos, pelas propriedades catibnicas das
polimixinas e a ocorréncia do fendmeno da heterorresisténcia (LANDMAN;
SALAMERA; QUALE, 2013;HINDLER; HUMPHRIES, 2013).

3.6.2 Resisténcia as polimixinas

Até 2015, todos mecanismos de resisténcia as polimixinas relatados eram
mediados por cromossomos que controlam os sistemas de dois componentes relacionados
com a biossintese de lipopolissacarideos (LPS) dos BGN, tais como: pmrAB, phoPQ e
mgrB (CANNATELLI et al., 2013). Em 2015, durante um projeto de vigilancia sobre
resisténcia microbiana em animais na China, foi detectado uma cepa de E. coli com
resisténcia a polimixina mediada por plasmideo mcr-1 em porcos, galinhas e outros

animais (LIU et al., 2016). No mesmo estudo, foi detectado em 3 de 420 amostras de K.
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pneumoniae de seres humanos o plasmideo mcr-1. Apesar do maior potencial de
disseminacdo dos plasmideos e a repercussdo mundial apds a deteccdo do plasmideo mcr-
1, até 0 momento, a alteracdo no gene cromossomial mgrB ainda é a principal causa de
resisténcia a colistina em K. pneumoniae (YANG et al., 2020; JEANNOT; BOLARD;
PLESIAT, 2017;CHENG et al., 2015; POIREL et al., 2015).

Em 2016, no Brasil, foi relatado o primeiro caso de resisténcia as polimixinas por
mcr-1 em uma cepa de E. coli (FERNANDES et al., 2016). Outro caso, também no Brasil,
de deteccdo do mcr-1 foi em K. pneumoniae, ocorreu na cidade de S&o Paulo, em uma
paciente hospitalizada que era também colonizada por E. coli com mcr-1(PERDIGAO
NETO et al., 2019). Uma coorte retrospectiva de pacientes submetidos a transplante de
células hematopoiéticas em Sao Paulo/Brasil identificou a presenca do gene mcr-1 em
duas cepas de K. pneumoniae, sendo a primeira de 2011 e a outra de 2015 (HIGASHINO
etal., 2019a).

Até o momento, varios outros genes mcr foram identificados, incluindo mcr-2, -
3,-4,-5, -6 e -7, que compartilham 81%, 32,5%, 34%, 36,1%, 83% e 35% de semelhanca
na sequéncia de aminoacidos com mcr -1, respectivamente (XAVIER et al., 2016b;
NANG; LI; VELKQV, 2019; CARATTOLI et al., 2017; YANG et al., 2018).

A resisténcia as polimixinas ocorre através de varios mecanismos: (1) os mediados
por cromossomos, principalmente através de alteragdes intrinsecas nos dois componentes
relacionados com a formacdo do LPS, dentre eles o sistema regulatério PhoPQ e PmrAB
e seus reguladores mgrB; e (2) os mediados por plasmideo, que envolvem genes mcr que
modificam LPS (AH; KIM; LEE, 2014). As altera¢cdes nos cromossomos podem também
envolver os genes IpxA, IpxC e IpxD que também participam da biossintese do LPS
(POIREL; JAYOL; NORDMANNA, 2017).

Modificagdes estruturais do LPS bacteriano séo as principais formas de resisténcia
as polimixinas em BGN. Essas modifica¢fes incluem a adi¢do de 4-amino-4-desoxi-I-
arabinose ou fosfoetanolamina, apds muta¢6es cromossémicas em genes que codificam
0s sistemas dos dois componentes, PhoPQ e PmrA/B, ou no mgrB, um regulador negativo
de PhoPQ (BARON et al., 2016a) (Figura 1).

A inativagdo do gene mgrB pode ocorrer através de numerosas mutacoes, tais
como, delecéo e insergdo. O mgrB é o regulador do feedback negativo da PhoPQ e, a sua

inativacdo, resulta na ativacdo constitutiva do PhoPQ que posteriormente ativa
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diretamente o operon arnBCADTEF, levando a adi¢do de grupos catidnicos no LPS,
reduzindo a afinidade as polimixinas (POIREL et al., 2015) (Figura 1). O gene mcr-1
também causa modifica¢fes na estrutura do LPS ao codificar a PEtN que se liga aos
grupos fosfatos do lipideo A do LPS (BARON et al., 2016a; OLAITAN; MORAND;
ROLAIN, 2014). Portanto, toda mutacdo que adiciona grupos catidnicos ao lipideo A
tornam-o0 menos anibnico e, consequentemente, com menor afinidade as polimixinas que
sdo substancias cationicas (OLAITAN; MORAND; ROLAIN, 2014).

PhoPQ |—X

Adic@ona grupos catidnicos .a.o_L_PS gene nicr- ]
reduzindo a afinidade as polimixinas

PFFPFFF
Polimixina (+)

Figura 1 Resumo dos principais mecanismos de resisténcia a polimixina

O mgrB é uma proteina reguladora e a sua inativacdo implica em hiperexpressdo do
PhoPQ que adiciona grupos catidnicos ao LPS, atraves da ativacdo do operon
arnBCADTEF, reduzindo a afinidade das polimixinas. A presenca do mcr-1 modifica o
lipideo A do LPS.

Fonte: Adaptado de S. Baron et al (BARON et al., 2016b).
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4 MATERIAL E METODOS

41  DESENHO DO ESTUDO, LOCAL E AMOSTRA

Este é um estudo retrospectivo de série de casos de pacientes provenientes do
Hospital Geral Roberto Santos (HGRS), infectados/colonizados por ColR-KPC no
periodo de setembro de 2016 a fevereiro de 2018, identificados através de culturas (swab
de vigilancia, secrecdo traqueal, hemocultura, urocultura, ponta de cateter, entre outros),
que foram solicitadas pela equipe assistente do paciente, conforme demanda clinica ou
estabelecidas por rotinas de vigilancia do servigo de controle de infeccdo hospitalar da
unidade. O armazenamento das amostras foi iniciado quando se detectou pela primeira

vez, em setembro de 2016, o surgimento dessas cepas ColR-KPC em culturas do HGRS.

O HGRS apresenta cerca de 650 leitos para internacdo, sendo aproximadamente
100 leitos de terapia intensiva, 20 destes pertencentes a UTI geral de adultos. A unidade
atende a populacdo da macrorregional de saude de Salvador, sendo o0 maior hospital
publico da Bahia, apresentando diversos servicos e especialidades de referéncia do
estado, tais como: hemodidlise, neurocirurgia, neurologia, cirurgia geral e neonatologia.
Em setembro de 2016, foi identificado o primeiro caso de ColR-KPC na UTI geral do

HGRS pelo servico de controle de infeccdo hospitalar.

Todas as cepas bacterianas identificadas como ColR-KPC no laboratério de
microbiologia do HGRS, pelo método automatizado do aparelho Vitek®2, foram
encaminhadas para o laboratorio de microbiologia da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA) no periodo supracitado, a fim de serem
armazenadas para analise posterior. O HGRS ndo disponibilizava do método de
microdiluicdo em caldo, padrdo-ouro para avaliar a sensibilidade as polimixinas. O perfil
de sensibilidade dos antibidticos, exceto da polimixina, foi realizado pelo método
automatizado do aparelho Vitek®2, utilizando os pontos de corte estabelecidos pelo
BrCAST (BRCAST, 2021).

Os pacientes incluidos no estudo foram todos aqueles com idade igual ou superior
a 18 anos, internados no HGRS que apresentaram infeccdo ou colonizagédo por ColR-

KPC. Nao foram incluidas no trabalho cepas de ColR-KPC, enviadas ao laboratério de
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microbiologia da Faculdade de Farmécia da UFBA, que pertenciam a pacientes nao

identificados.

Foi realizada a revisdo dos prontuarios utilizando questionario semiestruturado
que abordava as variaveis sociodemogréaficas (sexo e idade); fatores de riscos para
infecgdo/colonizacdo (comorbidades, procedimentos invasivos e uso de antibidticos);
dados clinico-laboratoriais (tipo de amostra de ColR-KPC, data da cultura, presenca de
sepse, desfecho de oObito ou cura em 30 dias), relacionados ao periodo de internagédo
hospitalar e ao setor de aquisicdo da ColR-KPC. As comorbidades dos pacientes foram

avaliadas pelo escore de Charlson.

Os pacientes foram considerados como infectados, quando apresentavam sinais e
sintomas de infeccéo relacionados ao sitio da cultura, até 3 dias antes ou 3 dias depois da
data da coleta da cultura. As culturas foram consideradas de colonizagdo, quando os
pacientes ndo apresentavam sinais e sintomas clinicos de infeccao no periodo que o exame
foi coletado. Culturas de swab foram consideradas como colonizacdo. Todas as amostras
foram coletadas, conforme avaliacdo da equipe assistente e do controle de infeccdo do
hospital, sem nenhuma interferéncia do estudo.

Em relacdo ao 6bito em até 30 dias, foram considerados como relacionados com
a infeccdo pela ColR-KPC, os casos de pacientes infectados que evoluiram para ébito

mantendo sinais e sintomas da infeccdo e que outras patologias ndo foram identificadas.

Foram avaliados os documentos do servico de controle de infeccdo hospitalar do
HGRS, tais como comunicagdes internas e reunides, a fim de descrever as acOes de

investigacdo e de controle da disseminacdo dos casos identificados de ColR-KPC.

4.2  ANALISE MICROBIOLOGICA

4.2.1 Determinagdo da concentracdo inibitéria minima através do ensaio de

microdiluicdo em caldo (BMD) para Polimixina B e Colistina

Seguindo o protocolo do CLSI, a colistina foi diluida em solvente 4gua. A solucgéo
foi filtrada utilizando filtro Millipore (0,22 um) e distribuida em criotubos individuais

pré-identificados com a concentracao da solugéo.
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Os isolados bacterianos e os controles foram retirados do freezer -70°C para o
primeiro cultivo. As placas foram incubadas a 37°C por 16-24h. A partir das placas de
primeiro repique, foi feito um segundo repique em &gar TSA, sendo estas incubadas a
37°C por 16-24h. O controle positivo foi a cepa Escherichia coli MCR1 e o negativo, a
cepa de Escherichia coli ATCC 25922.

Foi realizado o preparo dos inoculos: uma suspensdo bacteriana a 0,5 da escala de
McFarland (1,5 x 102 UFC/mL) em solucio salina a 0,85% para cada isolado; 33l das
suspensodes foram diluidos em 4967uL de caldo MH (1 x 10° UFC/mL) e 50l dessas
novas suspensdes bacterianas foram transferidas para as placas de 96 pogos de
poliestireno com fundo em U. O experimento foi realizado em duplicata, de maneira que

para cada isolado foram utilizadas 2 fileiras de pogos.

As solucgdes dos antibidticos foram preparadas com as seguintes concentracGes de
colistinaem puml: 256; 128; 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25 ¢ 0,125. Posteriormente, 50ul
de cada uma das solugbes com o antimicrobiano, foram distribuidas nas placas de maneira
que a suspensdo bacteriana e a solugdo com o antimicrobiano sofressem uma dilui¢do na
proporcédo de 1:2. Posteriormente as placas de microdilui¢do foram incubadas a 35° + 2°C
por 20h. Foram consideradas como CIM a diluicdo correspondente ao primeiro poco,
onde ndo houve crescimento bacteriano, ou seja, onde ndo houve turvacdo no meio de
cultura ou formacdo de botdo. Conforme os critérios estabelecidos pelo
EUCAST/BRCAST, foi considerado sensivel quando ocorreu inibicdo do crescimento
bacteriano em concentragdes < 2 mg/L e resistente se > 2 mg/dl (Figura 2)(EUCAST,
2021)(BRCAST, 2021).
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Figura 2 Exemplo de uma placa de ensaio de microdiluicdo em caldo (BMD) para
Polimixina

4.2.2 Teste da gota (Drop-test)

4221 Preparo da solugéo de polimixina

Uma solucéo de colistina foi preparada com a adi¢ao de 8 discos, contendo 10ug
de colistina (OXOID) a um tubo contendo 5mL de caldo Muller Hinton Cation, ajustado
(DIFCO)(concentracao final 16pug/mL), incubado em estufa bacteriolégica por 18-24h a

35° £ 2° C e armazenado a 4°C por até 12 meses.

4222 Realizacgdo do teste da gota

O indculo bacteriano foi preparado com salina estéril a 0,5 na McFarland e
semeado por confluéncia em placa contendo Agar Muller Hinton (DIFCO). Uma aliquota
de 10pL da solugéo de colistina foi adicionada no centro da placa, e a placa foi incubada
por 18-24h a 35 + 2 °C em estufa bacterioldgica.

A auséncia de crescimento bacteriano no local, onde foi aplicado a gota de

polimixina, determina o resultado como sensivel a polimixina (Figura 3). A presenca de
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qualquer crescimento bacteriano no interior da gota, confere o resultado como resistente
a colistina(JOUY et al., 2017) (Figura 4).

Figura 3 Resultado do teste da gota evidenciando cepa sensivel a colistina.

Figura 4 Resultado do teste da gota evidenciando cepa resistente a colistina.

4.2.3 Técnica PCR para deteccdo de genes de resisténcia aos

carbapenémicos

4231 Extracdo de DNA total

A bactéria foi repicada em &gar TSA e incubada durante 16 — 18h, a 35 — 37°C.

Cinco col6nias (ou uma alca calibrada de 1ul) da bactéria foram suspensas em 100 ul de
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agua milliQ e incubadas em banho-maria por 95°C por 10 minutos (para rompimento das
células). Posteriormente centrifugadas a 12000 rpm por 2 minutos, a 4 °C. O sobrenadante

foi transferido para um tubo e armazenado a -20°C até o uso.

4.2.3.2 Reac0es de PCR

Para deteccdo do blaNDMO0,6 pL dos primers de NDM_MP-F
(5’GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC-37) e de NDM_MP-R (5°-
GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT-3’) foram adicionados a 2 HLDNA, 12,5 pL de
Master Mix (PROMEGA) e 9,3 uL de 4gua ultra pura. A amplificagdo foi realizada 1x a
94°C por 10 min; 25x a 95°C por 1min; 57,5°C por 1min; 72°C por 1min, e; 1x a 72°C
por 7min. A eletroforese foi realizada a 100v por 1 hora em agarose a 2% em TAE 1X e
marcador 100 bp.

Os genes blakpc, blaimp, blavim, blaoxa-ss-Like € blaces foram investigados através

de duas reacdes de PCR multiplex, utilizando 0,25 pL de cada um dos Primers listados

na Tabela 1.
Tabela 1 Iniciadores utilizados nas reaces de PCR para deteccdo dos genes de
carbapenemases
Amplicon
Genes Primer Sequéncia (bp)
SGES GESF AGTCGG CTAGAC CGG AAAG 399
GES R TTTGTC CGTGCT CAG GAT
Sa)X A48 like OXA-48F GCTTGATCGCCCTCGATT 291
OXA43R  TTICGGCTTGACTCGGCTGA
o VIMF  GATGGTGTTTGGTCGCATA 100
VI VIMR _ CGAATGCGCAGCACCAG
o EPCF  CATTCAAGGGCTTTCTTGCTGC i3
JRRC EPCR ACGACGGCATAGTCATTTGC
- IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC 133

IMP-RI GOTITAAVAAAACAACCACC

4.2.4 Técnica de PCR para deteccdo dos genes mcr-1, avaliagdo do gene mgrB e

relacdo genética entre os isolados
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4.2.4.1 Deteccdo do gene mcr-1

A andlise molecular para avaliar a presenca do gene mcr-1 foi realizada por
meio de PCR, onde o DNA bacteriano foi obtido por meio de extracdo por fervura a
100°C, e submetido a deteccdo em uma reagdo composta por PCR Master Mix, primers
(mcr-1-qF2 5-TGGCGTTCAGCAGTCATTAT-3’ e mer-1-qR2 5'-
AGCTTACCCACCGAGTAGAT-3"), H20 Ultrapura e DNA bacteriano. As condicGes
de termociclagem utilizadas foram: 95°C por 15 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por
1min; 60°C por 1min e 72°C por 1min, acrescidas de um passo de extensdo final a
72°C por 10 min. O resultado foi avaliado por meio de eletroforese em gel de agarose

1,5% a 80V por 1h e revelados em transiluminador.

4.2.4.2 Anélise do gene mgrB

A avaliacdo da integridade do gene mgrB foi realizada apds amplificacdo do
mesmo por PCR com os iniciadores 5’-AAGGCGTTCATTCTACCACC-3' 5’-
TTAAGAAGGCCGTGCTATCC-3'. Inicialmente foi feita uma desnaturacdo a 94°C
por 5 minuto, seguida de 25 ciclos de 94°C por 30s, 58°C por 90s,72°C por 60s, com
uma extensdo a 72°C por 10min. A eletroforese foi realizada a 100v por 1 hora em

agarose a 2% em TAE 1X e marcador 100 bp.
4.2.5 Determinacdo da relacdo genética entre os isolados estudados
A avaliacdo da relagdo genética entre os isolados de K. pneumoniae foi realizada

pela técnica de eletroforese de campo pulsado (do inglés, Pulsed-Field Gel

Electrophoresis — PFGE), brevemente descrita nos topicos abaixo.

4.25.1 Preparacao dos blocos de agarose
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Os isolados foram repicados em agar BHI (Himedia) e incubados em estufa a 35
+ 2° C durante 20 horas para isolamento do crescimento em col6nias. Em seguida, uma
colbnia de cada isolado foi inoculada em 10 mL de caldo Luria-Bertani (LB) (Himedia)
e incubada a 35 + 2 °C, sob agitacdo de 180 rpm durante 20 horas. As culturas foram
centrifugadas a 1000 x g por 15 minutos e o sobrenadante desprezado. O sedimento de
células foi ressuspendido em 1 mL de solucdo salina estéril (NaCl 0,85%) e transferido
para novos tubos de microcentrifuga. As suspensdes de células bacterianas de cada
isolado foram centrifugadas a 13000 x g durante 30 segundos e o sobrenadante
desprezado. O pellet foi novamente ressuspendido em um volume (1:1) de soluc¢éo salina
calculado de acordo com massa do pellet, correspondente a diferenga entre o peso do
microtubo, contendo o sedimento celular (em mg) e o peso do mesmo microtubo vazio.
As suspensdes de células bacterianas foram vigorosamente homogeneizadas em vortice e
uma aliquota de 10 pL dessa suspensdo foi transferida para um novo microtubo, contendo
300 pL do tampédo TEN (Tris 100 mM pH 7,5; EDTA 100 mM; NaCl 150 mM). Nessa
suspensdo foram adicionados 340 pL de agarose 2% de baixo ponto de fusdo a uma
temperatura de 58 °C, estabilizada em banho-maria, e homogeneizados com auxilio de
pipeta. Essa suspensdo foi transferida para os moldes para confec¢do dos blocos de
agarose (plugs) contendo as células bacterianas e deixados até sua completa solidificacao
a 5 °C por 20 minutos. Apos solidificacdo, os blocos de agarose foram transferidos para
placas para cultura de células (24 pocos), contendo 2 mL de tampéao EC (Tris 6 mM pH
6,5; NaCl 1 M; EDTA 0.01 M, Brij 58 0,5%, Sarcosil 0,5% e Deoxiglicolato 0,2%),
acrescido de 200 pL de lisozima (10 mg/mL) e incubados a 37 °C por 18 horas. Apos este
periodo, o EC foi aspirado e os plugs lavados duas vezes com 2 mL de CHEF-TE (Tris
0,1 M pH 7,5; EDTA 0,1 M), com intervalo de 30 minutos entre as lavagens. Apos a
lavagem, os plugs foram submergidos em 2 mL de solucdo ES (EDTA 0,4 M pH 9,3 e
Sarcosil 10%), adicionados de 100 pL de proteinase K (20 mg/mL) (Fluka — Sigma-
Aldrich) e incubados a 50 °C por 12 horas. Apés incubacéo, a solugédo ES foi desprezada
e os plugs lavados 4 vezes com CHEFTE, com intervalo de uma hora entre cada lavagem.
Os plugs foram armazenados a 5 °C em CHEF-TE até a etapa de clivagem do DNA com

as endonucleases especifica.

4252 Restricdo do DNA bacteriano
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Para a etapa de restricdo do DNA com endonucleases, 0s blocos de agarose
contendo o material genético dos isolados foram reduzidos a aproximadamente 1/3 do
tamanho original, com o auxilio de uma Iamina de bisturi, e transferidos para placas de
microtitulacdo (96 pocos), contendo 200 L de tampdo (Tris 0,6 M pH 8,0; MgClI2 0,02
M). Os blocos foram lavados 4 vezes com intervalo de uma hora entre cada lavagem a
temperatura ambiente. Apos as lavagens, o tampao foi substituido por 50 pL do tampéo
da enzima de restricdo (CutSmart®) (New EnglandBiolabs) e os blocos incubados a
temperatura ambiente por uma hora. O tampédo CutSmart® foi removido e substituido por
uma nova aliquota do mesmo tampao contendo a enzima de restricdo. Foram utilizadas
10 U/plug de Xbal(New England Biolabs) para K. pneumoniae e incubados em banho-
maria a 37°C por 3h.

4.2.6 A eletroforese em campo pulséatil (PFGE)

Apbs a clivagem enzimatica, a eletroforese foi realizada por 18 horas, com tempo
inicial de 1 segundo e final de 40 segundos em gel de agarose (BIORAD) 2% em solucao
0,5x TBE (Tris 0,089 M; Ac. Borico 0,089 M; EDTA 0,002 M), sob refrigeracdo e
corrente elétrica de 200 volts (6 VV/cm). Os géis foram corados com brometo de etidio por

30 minutos e descorados em agua destilada por 20 minutos e fotografados sob luz UV.

O grau de similaridade entre os isolados da mesma espécie foi determinado pelo
software Gel Comparll (Applied Maths, Belgium). Os padrées foram normalizados
tomando como referéncia o marcador de peso molecular (PFGE Lambda Marker, New
EnglandBiolabs, Germany). Dendogramas foram construidos para visualizar as relaces
genéticas entre os isolados, utilizando o coeficiente de DICE com tolerancia de 1,5. Os
critérios estabelecidos por TENOVER et al. (1995) foram considerados para determinar

os clusters.

4.2.7 Tipificagdo por sequéncias de multiplos locus (MLST- multilocus
sequence typing)
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Na presente metodologia, 7 genes conservados (housekeeping) de K.
pneumoniae (gapA, rpoB, mdh, pgi, phoE, infB e tonB), que codificam moléculas
estruturais e/ou essenciais a atividade metabodlica das células bacterianas, foram
amplificados e posteriormente sequenciados. A extracdo de DNA foi realizada a partir de
uma col6nia bacteriana cultivada em TSA por 18 a 24 horas a 36 £1 °C. A coldnia foi
ressuspendida em 100 pL de agua MilliQ estéril em tubos de microcentrifuga de 1,5mL,
0s quais foram posteriormente incubados em banho-maria a 95°C por 10 min, e
subsequentemente centrifugados a 12000 rpm por 2 min. O sobrenadante contendo o
material genético foi transferido para outro tubo de microcentrifuga e armazenado a -20°C

até a realizacdo da PCR.

Para amplificacdo foram utilizados primers e condi¢des de amplificacdo
especificas, listadas no protocolo disponivel no endereco eletronico
http://www.pasteur.fr/mlst/. Para cada reacéo foi utilizado 0,5 pL de cada um dos primers
a uma concentragao de 10 pmol, 2,5 pL de Tampao de PCR 10x (Invitrogen), 2,25 pL de
MgClI> (Invitrogen) na concentracdo 50 mM para amplificacdo do gene tonB e 25 mM
para amplificacdo dos demais genes, 0,5 ul do mix de DNTPs (Invitrogen) 10 mM, 0,5
UL de Taq Polimerase (Invitrogen), 2 uL do DNA alvo e &gua livre de nucleases para um
volume final de 25 pL. As reacdes foram executadas no termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf). Cerca de 5 pL dos produtos obtidos foram analisados através da
eletroforese em gel de agarose a 1,5 %, com tampdo TBE 1x, a 100v e 100A por 60 min.
O marcador de peso molecular de 100pb (Thermo Scientific) foi adicionado no primeiro
e ultimo poco. Posteriormente o gel foi corado com solucdo de brometo de etidio 0,5
pug/mL (Invitrogen) por 30 min e descorado em TBE 1x por 30 min. A visualiza¢do dos
fragmentos amplificados e captura da imagem foi realizada no fotodocumentador GEL
DOC XR (Bio-rad).

Caso a eletroforese revelasse a presenca de uma Unica banda, sem a presenca de
maultiplos fragmentos e excesso de dimeros de primers, o produto amplificado restante
seguiria para o processo de purificacdo com o Kit EXoSAP-IT (Affymetrix, EUA).
Posteriormente os produtos purificados foram quantificados por densidade Optica em
espectrofotdbmetro (NanoDrop® Thermo Fisher Scientific). Um volume de 2 uL do DNA
purificado foi submetido ao aparelho NanoDrop, que realiza a leitura da absorbancia,
fornece a concentragdo em ng/mL e a razdo de pureza. Apos a quantificacao, os produtos

purificados foram enviados a plataforma de sequenciamento do IGM — Fiocruz, a qual
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utiliza o método de Sanger (SANGER et al., 1997), para realizar as reacOes de

sequenciamento de DNA em equipamento automatico modelo ABI 3500xl.

Para cada reacdo de sequenciamento foi utilizado 2,0 puL de primer a uma
concentragdo de 2 pmol, 1,5 uL de Tampédo para sequenciamento 5x (Applied
Biosystems), 1 uL de Big Dye versdo 3.1 (Applied Biosystems) e agua livre de nucleases
para um volume final de 10 uL. Uma vez preparada, a referida mistura de reacdo foi
adicionada aos pocos das placas de PCR, que ja continham, previamente, 0 DNA-molde
pipetado em seu interior. As placas foram submetidas a spin de 3600 rpm e,
posteriormente, seladas e levadas, ao termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf),
programado nas seguintes condigdes: 1 ciclo de 1 minuto a 96 °C, 35 ciclos de 15
segundos a 96 °C, 15 segundos a 50 °C e 4 minutos a 60 °C. Apds o término da reacéo, o
contetdo das placas foi submetido a purificacdo, que foi executada mediante a utilizacédo

de etanol e isopropanol ou etanol e EDTA.

Utilizando o protocolo de etanol e isopropanol, executou-se o procedimento a
seguir: 40 pL de isopropanol 65 % adicionado em cada poco, a placa foi selada, agitada
moderadamente e, posteriormente, incubada a temperatura ambiente por 15-30 minutos.
Em seguida, a placa foi centrifugada por 45 minutos a 3600 rpm e, apds este processo, 0
sobrenadante foi descartado. Posteriormente, o break da centrifuga foi diminuido até o
valor 5, e invertida a placa sobre papel absorvente e submetida a um spin a 200 rpm. Em
seguida, 200 pL de etanol 70% foram adicionados em cada poco, selada a placa e
centrifugada a 3600 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado, diminuido o
break da centrifuga até valor 5, e invertida a placa sobre papel absorvente e submetida a
um spin a 200 rpm. A placa foi secada, em ambiente protegido da luz, por 30 minutos a

temperatura ambiente ou 10 minutos a 37 °C.

Uma vez realizada a etapa de purificagcdo, as amostras foram submetidas a uma
etapa de desnaturacdo, imediatamente antes de serem colocadas no sequenciador. Na
referida etapa, o contetido presente nos pogos da placa foi ressuspendido em 10 pL de
formamida e, em seguida, as amostras foram desnaturadas por 5 minutos a 95 °C no
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) e, posteriormente, submetidas a um
choque térmico por 2 minutos em gelo ou freezer a -20 °C. Apos as referidas etapas, a
placa foi inserida no sequenciador ABI 3500x! e os eletroferogramas gerados submetidos
a posterior analise em softwares especificos. As sequéncias consenso geradas foram

submetidas ao banco de dados disponivel em http://bigsdb.pasteur.fr/ o qual fornece
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numeros alélicos cujas combinacOes entre 0s sete genes originam tipos de sequéncia
(STs).

43  PROPOSTA DE ANALISE

O programa Epi-info v.3.5.1 (CDC/USA) foi utilizado para anélise dos dados e
realizado as andlises descritivas, tais como: frequéncia, medidas de tendéncia central e
percentil.

Com base em critérios, clinicos e laboratoriais, 0s episodios com isolamento de
cepas resistentes a colistina, foram estratificados em dois grupos para analises
comparativas: episodios de infeccéo e de colonizacdo. Na construcdo de tabelas, para as
varidveis categoricas (tais como: sexo, uso de polimixina e resultados de testes
moleculares), foram determinadas frequéncias absolutas e relativas. Para as variaveis nao
categdricas (exemplo: idade, escore de Charlson), foi calculada a mediana e intervalos
interquartilicos. Testes de probabilidade estatistica foram utilizados para avaliar a
significancia estatistica entre os grupos. O qui-quadrado de Mantel-Haenszel ou Teste
exato de Fisher foi utilizado para avaliacdo da significancia estatistica dos achados entre
as varidveis categodricas; os testes de Mantel-Haenszel foram utilizados para a
comparacao entre as variaveis continuas. Para andlises univariadas, os achados foram

considerados de significancia estatistica, quando o valor de p foi < 0,05.

4.4  ASPECTOS ETICOS

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Geral
Roberto Santos (CAAE: 79256117.2.0000.5028) em 22/03/2018. Foram garantidos
privacidade, confidencialidade e sigilo das informacbes coletadas nos prontuarios.
Participantes que evoluiram para 6bito ou que ndo foi possivel o contato por telefone,

tiveram a dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

5 RESULTADOS

De setembro/2016 a fevereiro/2018 foram identificadas 62 culturas positivas para
ColR-KPC pelo método automatizado (Vitek 2®) do hospital provenientes de 52

pacientes, sendo as cepas enviadas e armazenadas no laboratério de microbiologia da
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Faculdade de Farmécia da UFBA. Entretanto, duas culturas foram excluidas por serem
cepas sensiveis a colistina pelo método de mircrodiluicdo em caldo realizado (BMD) na
UFBA, trés cepas por nédo terem sido adequadamente identificadas e uma por néo ter sido
encontrada no momento da analise. A cepa extraviada correspondia a primeira cepa, ou
seja, 0 caso indice do estudo. As 56 cepas restantes que foram analisadas pertenciam a 46
pacientes, pois alguns tiveram mais de um isolado de ColR-KPC durante o periodo de
internacdo. Dos 46 pacientes incluidos no estudo, apenas de 31 foi possivel obter dados
clinicos, laboratoriais e demograficos completos a partir da coleta de dados do prontuério,
pois em muitos casos 0os documentos estavam perdidos ou incompletos (Figura 5).

62 culturas de ColR-KPC pelo método automatizado (Vitek 2®)
de 52 pacientes

2 culturas sensiveis a colistina
pela BMD

1 cultura extraviada —

* ‘ 3 culturas sem identificacdo

‘ 56 culturas de ColR-KPC pelo método BMD de 46 pacientes ‘

Figura 5 Diagrama de selecdo das culturas de ColR-KPC para o estudo

51 CASO INDICE

Em setembro/2016 foi identificado uma paciente com cultura de ponta de cateter
evidenciando ColR-KPC na UTI geral do HGRS. A paciente tinha 45 anos e havia sido
internada por rebaixamento do nivel de consciéncia. Foi submetida a intubagdo
orotraqueal, ventilacdo mecanica e cateter venoso central. Fez uso de carbapenémicos por
16 dias, polimixina por 16 dias e vancomicina por 17 dias antes da identificagcdo da ColR-
KPC. Apos a identificacdo dessa cepa, diversas medidas para investigacdo de novos casos

foram iniciadas pelo servigo de controle de infecc¢do hospitalar da unidade.

5.2  DESCRICAO DOS PACIENTES DO ESTUDO



40

Dos 46 pacientes incluidos no estudo, apenas 31 tiveram prontuarios completos,
sendo possivel somente avaliar os dados demograficos, clinico e laboratoriais desses 31
participantes. Dos pacientes com informag0es completas, 67,7% (n=21/31) eram do sexo
masculino, com a mediana da idade de 62 anos, sendo a menor idade de 20 e a maior de
86 anos. A mediana do escore de Charlson foi 3. As principais comorbidades foram:
38,7% (n=12/31) hipertensdo arterial sistémica, 32,2% (n=10/31) diabetes e 25,8%

(n=8/31) doenca cerebrovascular. Nenhum paciente apresentou HIVV/SIDA ou deméncia.
(Figura 6) (Tabela 2)
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Figura 6

Curva epidémica de todos os pacientes do

estudo e do caso indice
identificados no HGRS, Salvador — Bahia (N=47)

Distribuicédo de todos pacientes do estudo e do caso indice que motivou o inicio
da investigagdo. Pacientes que tiveram mais de um caso de infeccéo e/ou de colonizacao,

foram apenas contabilizados uma Gnica vez, no momento da primeira identificacdo da
ColR-KPC.
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Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com ColR-KPC no
HGRS, Salvador — Bahia (N=31)

Caracteristicas

N (%)

Sexo
Homem
Mulher

Idade (anos)
Mediana de idade (1Q)

Minima
Méaxima

Escore de Charlson

Mediana

Comorbidades
Hipertenséo arterial sistémica

Diabetes

Doenca cerebrovascular
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Tumor maligno

Doenga cronica do figado

Doenga pulmonar cronica
Doenga figado moderado a severa
Infarto agudo do miocardio
Neoplasias hematoldgicas

21 (67,7%)
10 (32,3%)

62
20
86

12 (38,7%)
10 (32,2%)
8 (25,8%)
2 (6,4%)

2 (6,4%)

2 (6,4%)

1 (3,2%)

1 (3,2%)

1 (3,2%)

1 (3,2%)

Total pacientes

31 (100%)

Em relacéo aos 31 pacientes que tiveram os prontuarios avaliados, de um total de

46 pacientes do estudo, a maioria (90,3%) foi submetida a ventilagdo mecanica e 93,5%

(n=29/31) a acesso venoso central. 58% (n=18/31) necessitaram de alguma cirurgia ou

apresentaram cateterismo vesical durante a internacdo. Ainda sobre os 31 pacientes,
38,7% (n=12/31) tiveram infecgédo e 61,3% (n=19/31) colonizacgdo pela ColR-KPC. As

infeccOes registradas em ordem decrescente de frequéncia foram: infecgdo do sitio

cirrgico, pneumonia, infeccdo primaria de corrente sanguinea e infeccdo do trato

urinario. (Tabela 3)

As cirurgias que evoluiram com infecgdo foram: laparotomia devido a abdémen

agudo obstrutivo por hérnia inguinal encarcerada, resseccao de neoplasia retroperitoneal,
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apendicectomia, resseccdo de ma-formacdo venosa cerebral e duas amputacbes de
membro por obstrugdo arterial. Todas as pneumonias foram associadas ao uso da
ventilagdo mecénica. As duas infeccbes primérias de corrente sanguinea foram associadas
a acesso venoso central e a infecgdo do trato urinario ao cateterismo vesical.

Em relacdo ao desfecho, a letalidade dos pacientes infectados no estudo pela
ColR-KPC foi de 58,4% (n=7/31), dentre os 31 pacientes que tiveram 0 prontudrio
avaliado. As infeccBes que foram associadas aos dbitos dos pacientes foram: 2 de sitio
cirargico, 2 de infecgBes de corrente sanguinea associada a cateter venoso central, 2 de
pneumonias e 1 de infeccdo do trato urinario. Uma das infecgdes cirdrgicas foi uma

laparotomia em um paciente com apendicite aos 31 anos (paciente 28). (Tabela 3)
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Tabela 3 Procedimentos, sitio de infeccdo e desfecho clinico dos pacientes com

ColR-KPC no HGRS, Salvador — Bahia (N=31)

Procedimentos, tipo de infeccao e desfecho

Pacientes N (%)

Procedimentos

Cateter venoso central
Ventilagdo mecanica

Intubacdo orotraqueal

Cateter vesical

Cirurgia

Cateter de pressdo arterial média
Sonda nasoenteral

Cateter venoso periférico
Derivacdo ventricular

Pacientes colonizados

Pacientes infectados

Sitio da infeccéo

Infeccdo de sitio cirurgico

Pneumonia

Infeccdo primaria de corrente sanguinea
Infeccdo trato urinario

Desfecho infectados (n=12)

Obito por ColR-KPC

Curado

Obito por outra causa

Transferido/n&do se sabe/outro diagndstico

29 (93,5%)
28 (90,3%)
26 (83,8%)
18 (58,0%)
18 (58,0%)
17 (54,8%)
26 (46,4%)
13 (41,9%)

6 (19,3%)

19 (61,3%)
12 (38,7%)

5 (41,6%)
4 (33,4%)
2 (16,7%)

1 (8,3%)

7 (58,4%)
3 (25%)
1 (8,3%)
1 (8,3%)

Total de pacientes

31 (100%)

Né&o foi encontrado nenhuma associacéo estatistica em relacéo a sexo, idade, tipo

de carbapenemase, alteracdo no mgrB, uso de polimixina prévio, escore de Charlson ou

cirurgia prévia entre os pacientes infectados e colonizados. Trés (25%) dos 12 pacientes

infectados tiveram colonizacao prévia a infeccdo. (Tabela 4)
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Tabela 4 Anélise comparativa entre pacientes que infectaram e que colonizaram no
HGRS, Salvador — Bahia (N=31)

Caracteristicas Infeccdo (n=12) (%) Colonizacéo (n=19) (%)  Valor-p

Sexo (n=31)
Masculino 7 (58,3) 14 (73,7) 0,31*
Idade!(n=31) 56,5 (30-75) 62 (51-70) 0,61+
blakrc 11 (91,7) 18 (94,7) 0,63*
blanom 1(8,3) 3 (15,8) 0,49*
Gene mgrB 1 (20,0) 4(21,1) 0,34*
Gene mgrB mutado 8 (66,7) 13 (68,4) 0,61*
Auséncia gene mgrB 3(25,0) 2 (10,5) 0,28*
Uso prévio 5(41,7) 5 (26,3) 0,31*

polimixina
Cirurgia prévia 9 (75,0) 10 (52,6) 0,19*
Escore de Charlson 3 (1-4) 4 (2-6) 0,21+

1 Median, interquartile range
* Exact Fisher test

+Mann-Whitey/Wilconxon
test

Em relacdo aos 31 pacientes que tiveram prontuarios avaliados, 70,9% (n=22/31)
fizeram uso de carbapenémicos até a data de coleta da cultura com ColR-KPC, com uma
média de uso de 13,2 dias. 32,2% (n=10/31) dos pacientes fez uso de polimixina, com

uma média de 15,1 dias de uso. (Tabela 5)
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Tabela 5 Frequéncia de uso prévio de antibioticoterapia empirica empregada
previamente a identificacdo da cultura com ColR-KPC no HGRS, Salvador — Bahia
(N=31)

Antibiético Pacientes N (%) Dias*
Carbapenémico 22 (70,9%) 13,2
Piperacilina/tazobactam 17 (54,8%) 7,5
Glicopeptideo 14 (45,1%) 10,3
Polimixina 10 (32,2%) 15,1
Aminoglicosideo 7 (22,5%) 8,7
Ampicilina/sulbactam 7 (22,5%) 12,1
Metronidazol 8 (25,8%) 6,3
Quinolona 6 (19,3%) 8,7
Clindamicina 2 (6,4%) 6,0
Tigeciclina 2 (6,4%) 7,5
Total 31 (100%0)

* Média de dias de uso do antibiotico até o dia da coleta da cultura com ColR-KPC

53 DESCRICAO FENOTIPICA, TOPOGRAFICA E DISTRIBUICAO PELOS SETORES DO

HOSPITAL DOS ISOLADOS DE COLR-KPC

No total foram 56 isolados de ColR-KPC de 46 pacientes incluidos no estudo.
76,7% (n=43/56) dos 56 isolados foram identificados em 34 pacientes internados no setor
da UTI geral, e os demais isolados (23,2%, n=13/56) em outros 12 pacientes internados
em setores diversos do hospital. Os outros setores foram: local ndo identificado por falta
de dados (8,9%, n=5), UTI da emergéncia (5,3%, n=3), sala de emergéncia (1,7%, n=2),
UTI neuroldgica (1,7%, n=1), Unidade AVC (1,7%, n=1) e enfermaria de clinica médica
(1,7%, n=1). Todos os isolados foram identificados em pacientes internados ha mais de
48h. (Figura 7)
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Figura7 Curva epidémica dos isolados de ColR-KPC identificadas na UTI geral e

em outros setores no HGRS, Salvador — Bahia (N=56)

A curva epidémica de todos os isolados de ColR-KPC evidencia o inicio da

deteccdo dos casos na UTI geral e, posteriormente, em outros setores.

Dentre as 56 cepas de ColR-KPC, 67,8% (67,8%, n=38) das culturas eram de swab
retal de vigilancia, que eram coletados na rotina semanal das unidades de terapia intensiva
ou na admissao dos pacientes nos diversos setores do Hospital, por orientacao do servigo
de controle de infeccdo hospitalar. Dentre as culturas clinicas, a mais prevalente foi a
hemocultura em 8,9% (n=5) dos isolados. Duas hemoculturas foram relacionadas a
infeccdo primaria de corrente sanguinea relacionada a cateter, 1 a infeccdo do sitio
cirdrgico e nas outras 2 restantes nao foi encontrado o prontuario completo do paciente.
Todas as culturas de ponta de cateter (7,1%, n=4) foram consideradas colonizacdo pois
0s pacientes ndo tinham sinais de infeccdo e as hemoculturas destes ndo evidenciaram
crescimento bacteriano. Uma urocultura foi associada a infeccdo do trato urinario e a
outra ndo havia dados suficientes sobre o paciente. As 3 culturas de secrecédo traqueal

foram associadas a pneumonia. (Tabela 6)
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Tabela6  Sitio da cultura com ColR-KPC no HGRS, Salvador — Bahia (N=56)

Sitio da cultura Amostras N (%)
Swab retal 38 (67,8%)
Hemocultura 5 (8,9%)
Ponta de cateter 4 (7,1%)
Secrecdo/liquido intraoperatoria 4 (7,1%)
Secrecdo traqueal 3 (5,3%)
Urocultura 2 (3,6%)
Total 56 (100%)

Além da resisténcia aos carbapenémicos e a colistina, 91,1% (n=5/56) dos
isolados foram resistentes a gentamicina. A amicacina foi o antibiético com melhor perfil
apresentando resisténcia, em apenas, 3,6% (n=2/56) dos isolados. Em relacdo a
tigeciclina, 51,8% (n=14/27) das cepas eram resistentes a esse antibioético. (Tabela 7)

Tabela 7 Frequéncia de Klebsiella pneumoniae com resisténcia aos antibioticos pela
técnica do Vitek®2 no HGRS, Salvador — Bahia (N=56)

Amostras
Classe de antibiotico Cepas resistentes N (%) avaliadas N (%0)
Amicacina 2 (3,6%) 56 (100%)
Tigeciclina 14 (51,8%) 27 (48,2%)
Ertapenem 23 (88,4%) 26 (46,4%)
Gentamicina 5(91,1%) 56 (100%)
Meropenem 53 (94,6%) 56 (100%)
Piperacilina/tazobactam 46 (95,8%) 48 (85,7%)

Imipenem

Cefepime
Ciprofloxacino
Ceftriaxone
Colistina*
Ampicilina/sulbactam
Cefuroxima-axetil

51 (96,2%)
52 (98,1%)
54 (98,1%)
52 (98,1%)
55 (98,2%)
50 (100%)
43 (100%)

53 (94,6%)
53 (94,6%)
55 (98,2%)
53 (94,6%)
56 (100%)
50 (89,2%)
43 (76,7%)

Total

56 (100%)

*A colistina foi testada com a técnica BMD
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5.4 COMPARACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE PELO METODO BMD E
TESTE DA GOTA NOS ISOLADOS DE COLR-KPC

A CIM90 pelo método BMD, ou seja, a concentracdo que inibiu 90% das cepas
foi > 16 pg/ml, sendo que mais da metade dos isolados (55%) tiveram a CIM de 256
pug/ml (Tabela 9). Em relacdo a sensibilidade a colistina, o teste da gota apresentou
resultado semelhante a BMD em todas as amostras, exceto em uma (do paciente 41) em
que o teste da gota identificou como resistente e a BMD como sensivel. Nesta cepa, a
BMD evidenciou CIM para colistina de 2,0 pg/mL, ou seja, no limite superior de
sensibilidade. O PCR desta cepa ndo detectou a presenca do gene mgrB, o que costuma
ser relacionado a resisténcia a esse antibidtico. O padrédo do PFGE da cepa desse paciente
41, conforme evidenciado na figura 9, foi o0 BA22 ndo detectado em nenhum outro
paciente e os dados de prontuario eram incompletos, ndo possibilitando avaliar a histéria
do paciente. As cepas dos pacientes 41, 43 e 44 apresentaram sensibilidade ao
meropenem, embora tenha sido detectado com PCR o gene blakrc em todas (Tabela 7, 8
e9).

55 DESCRICAO MOLECULAR DOS ISOLADOS DE COLR-KPC

A carbapenemase do tipo KPC foi prevalente em 92,8% (n=52/56) dos isolados,
sendo também detectada NDM 16,0% (n=9/56), GES 1,7% (n=1/56) e em uma cepa
nenhum gene foi detectado. A pesquisa de blaoxa-4g foi negativa em todas as amostras. A
co-expressao de gene de carbapenemase foi encontrada entre blakec e blanom em 10,7%
(n=6/56), e blakpc € blaces 1,7% (n= 1/56). A pesquisa de outras Metalo-[3-Lactamases
como a VIM e IMP foram negativas (Tabela 8).
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Tabela 8 Caracetrizacdo genotipica das carbapenemases nas amostras de ColR-KPC

no HGRS, Salvador — Bahia (N=56)

Gene de carbapenemase Amostras N (%)
KPC 52 (92,8%)
NDM 9 (16,0%)
OXA-48 0 (0%)
IMP 0 (0%)
VIM 0 (0%)
GES 1(1,7%)
Nenhum gene detectado 1(1,7%)
KPC e NDM 6 (10,7%)
KPC e GES 1(1,7%)
Total 56 (100%)

Em relacdo ao mecanismo de resisténcia a colistina, o PCR para o gene mgrB foi

realizado em todas as amostras, sendo detectado o gene com mutagdo em 64,2%
(n=39/56), 0 gene sem alteragdo em 21,4% (n=12/56) e em 8,9% (n=5/56) 0 gene nao foi
detectado (Figura 7). A pesquisa de mcr-1 foi negativa em todas as 56 amostras (Tabela

9).
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Tabela 9 Genes de resisténcia a colistina e CIM para colistina das amostras de ColR-
KPC no HGRS, Salvador — Bahia (N=56)

Gene de resisténciae CIM Amostras N (%)
Gene de resisténcia a colistina

Gene mgrB com alteragédo detectada no PCR 39 (64,2%)
Gene mgrB inalterado 12 (21,4%)
Né&o deteccdo do gene mgrB 5 (8,9%)

CIM* da colistina pela microdilui¢cdo em caldo

> 256 pg/mL 31 (55,3%)
128 pg/mL 2 (3,6%)
64 pg/mL 2 (3,6%)
32 pg/mL 11 (19,6%)
16 pg/mL 7 (12,5%)
4 ng/mL 1(1,8%)
2 pg/mL 1(1,8%)
Né&o realizado 1(1,8%)
Total 56 (100%)

CIM: concentracéo inibitério minima
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Figura 8 Resultado do PCR para mgrB de algumas das cepas que foram avaliadas.
O fragmento menor, (253 pb) indicado pela linha inferior, corresponde ao gene integro
(normal) com 47 aminoacidos. O fragmento maior (1110 pb), indicado pela linha
vermelha superior evidencia alteracdo do gene mgrB.

As amostras submetidas a eletroforese neste gel sao:

1-CN; 2 — 11 mgrB; 3 — 24 mgrB_mut; 4 — 25 mgrB_mut; 5 — 26 mgrB_mut; 6 — 27
mgrB; 7 — 28 mgrB_mut; 8§ — 29 mgrB mut; 9 — 30 mgrB_mut.
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! HGRS074  KPC BA23 09/18/2017 39 WT
HGRS079  KPC BA31 11/15/2017 44 Disrupted
HGRS066 KPC BA18 04/20/2017 31 Disrupted
HGRS070 KPC BA18 05/22/2017 37 Disrupted
HGRS067 KPC BA18 04/17/2017 21 Disrupted
HGRS068 KPC BA18 05/25/2017 36 WT
HGRS069 KPC BA18 06/01/2017 35 Disrupted
HGRS061 KPC BA18 04/13/2017 34 Disrupted
HGRS063  KPC BA18 04/10/2017 33 WT
HGRS065 KPC BA18 04/21/2017 30 Disrupted
HGRS055 KPC BA18 03/11/2017 23 Disrupted
HGRS058 KPC BA18 03/18/2017 28 Disrupted
HGRS032 KPC BA18 12/14/2016 08 Disrupted
HGRS033 KPC BA18 12/23/2016 04 Disrupted
HGRS034 KPC BA18 12/24/2016 02 Disrupted
HGRS043  KPC, NDM BA18 11 01/16/2017 16 Disrupted
HGRS056  KPC BA18 03/28/2017 27 Absence
HGRS057  KPC BA18 04/01/2017 26 Disrupted
HGRS059 KPC BA18 04/06/2017 25 Disrupted
HGRS060 KPC BA18 04/20/2017 29 Disrupted
HGRS027 NDM BA9 12/26/2016 07 WT
HGRS031 NDM BA9 11 12/28/2016 07 WT
HGRS062 KPC, NDM BA6 11 04/20/2017 32 WT
HGRS076 KPC BA22 09/27/2017 41 Absence
HGRS071  KPC BA28 08/13/2017 38 WT
HGRS049 KPC BA18 03/01/2017 24 Disrupted
HGRS046 KPC BA18 01/23/2017 15 Disrupted
HGRS030 KPC BA18 12/05/2016 09 Disrupted
HGRS039 KPC BA18 12/27/2016 05 Disrupted
HGRS052 KPC BA18 02/06/2017 19 Disrupted
HGRS075 KPC BA18 09/27/2017 40 Disrupted
HGRS077  KPC BA18 11/01/2017 42 WT
HGRS053 KPC, NDM BA18 11 03/07/2017 21 Disrupted
HGRS050 KPC BA18 03/10/2017 22 Absence
HGRS024 KPC BA18 12/05/2016 04 Disrupted
HGRS025 KPC BA18 11/30/2016 05 Disrupted
HGRS028 KPC BA18 11/30/2016 03 Disrupted
HGRS029 KPC BA18 11/24/2016 02 Disrupted
HGRS035 KPC, NDM BA18 12/15/2016 05 Disrupted
HGRS036 KPC BA18 12/27/2016 03 Disrupted
HGRS044 KPC BA18 01/16/2017 13 Disrupted
HGRS045 KPC BA18 01/16/2017 17 Disrupted
HGRS026  KPC,NDM BA18 11/25/2016 06 Disrupted
HGRS051  KPC BA18 03/06/2017 20 Disrupted
HGRS047  KPC, NDM BA18 01/13/2017 14 Disrupted
HGRS048 KPC BA18 03/13/2017 25 Disrupted
HGRS054 KPC BA21 03/20/2017 18 Absence
HGRS081 BA18 01/25/2018 45 Absence
HGRS082 KPC BA18 02/06/2018 47 Absence
HGRS080 BA18 01/26/2018 46 Absence
HGRS038  KPC, NDM BA18 01/02/2017 06 Absence
HGRS037 KPC BA18 12/14/2016 07 Absence
HGRS040 KPC BA18 01/19/2017 11 Absence
HGRS041 KPC BA18 01/14/2017 10 Absence
HGRS042 KPC,NDM BA18 01/19/2017 12 Absence
HGRS078 KPC BA24 11/08/2017 43 Disrupted
Figura 9 Perfil de PFGE por restricdo com Xbal de Klebsiella pneumoniae isolados

em Salvador, Bahia (n=56).
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A técnica de PFGE foi aplicada para analise do perfil clonal dos 56 isolados sendo
detectado 9 perfis de PFGE. O perfil de PFGE BA18 foi encontrado em 47 isolados. O
perfil de PFGE BA9 foi detectado em 2 isolados do mesmo paciente e outros 7 perfis de
PFGE (BA23, BA31l, BA6, BA22, BA28, BA21 e BA24) foram detectados em apenas 1

cepa cada.

Utilizando o perfil de PFGE para avaliar pacientes que tiveram desfecho de 6bito,
dos 7 pacientes que apresentaram infeccdo e evoluiram para Obito, os isolados de 6
pacientes pertencia ao PFGE BA18 e de 1 ao BA21. Avaliando os prontuarios dos 8
pacientes de cujos os 9 isolados ndo pertenciam ao PFGE BA18, de 6 ndo foi possivel
encontrar o prontuario, e de 2 que foi possivel avaliar, BAO9 e BA21, ambos estavam
internados na UTI geral quando a cultura com ColR-KPC foi coletada e haviam feito uso
de polimixina previamente. O isolado BA21 foi detectado apenas 4 dias apds a internagédo
do paciente na UTI geral/hospital, mas havia relato de internacéo nos tltimos 6 meses em
UTI do mesmo hospital. Ja o paciente do BAQ9 apresentou deteccdo apds 45 dias de

internacdo na UTI.

Avaliando os prontuarios dos 7 pacientes, dos quais foi possivel ter acesso ao
prontuério e, que foram colonizados/infectados pelo perfil de PFGE BA18 em setores
diferentes da UTI geral, foi possivel identificar que 85,71% (n=6/7) realizou
procedimento cirirgico antes da identificacdo da cultura de ColR-KPC e a mesma
proporcédo ndo utilizou polimixina previamente a cultura. Os setores onde esses pacientes
tiveram a identificacdo dessa cepa foram: 4 na UTI da emergéncia e os outros 3 na UAVC,
sala de emergéncia e clinica médica. O Unico paciente que nédo realizou procedimento
cirurgico foi o que esteve internado no UAVC, o qual ndo fez uso prévio de polimixinas.
Nenhum desses pacientes apresentou relato de internacdo prévia em outras UTI nos
ultimos 6 meses. (Figuras 9 e 10)

O paciente 24, o Unico do PFGE BA28 identificado fora da UTI geral, ndo
foi submetido a procedimento cirurgico, foi internado no setor da UAVC devido a
acidente vascular isquémico cerebral e diagnosticado com pneumonia por ColR-KPC
neste setor 11 dias ap0s a internacéo. Os documentos do SCIH referiram que intervencdes
foram realizadas no setor da UAVC, apds a deteccdo deste caso: isolamento do paciente
na coorte geografica de ColR-KPC, swab retal de todos os pacientes da UAVC

semanalmente por 4 semanas e limpeza terminal de todo o setor de forma supervisionada
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pela equipe do SCIH. Nao foi detectado nenhum outro caso de ColR-KPC no setor, nem

0 local de cruzamento entre esses pacientes.

A técnica de MLST foi realizada em 4 cepas (duas do grupo BA18, uma do grupo
BAO09 e BAO08) sendo identificado ST 11 em todas (Figura 9). Apesar de ndo ser objetivo
do trabalho, ap6s a verificacdo dos dados, foi optado por realizar o sequenciamento do
isolado do paciente 28, por pertencer ao maior grupo do PFGE e ter alteracdo do PCR do
gene mgrB. O sequenciamento evidenciou o gene blakpc-2, ST-11 (complexo clonal 258)
e insercao do elemento 1S903B na posi¢do do gene mgrB, além de mutacdo (R256G) no

prmB.
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Figura 10 Distribuicdo dos 31 pacientes e do caso indice conforme o tempo de
internacdo hospitalar, o perfil de PFGE e 0 momento de detecgdo do primeiro isolado
com ColR-KPC no HGRS, Salvador-Bahia (n=32)

Os 31 pacientes que tiveram prontuarios avaliados e o caso indice foram colocados no
eixo Y do grafico. Os numeros em preto do eixo Y sinalizam os pacientes que foram
internados na UTI geral e em vermelho pacientes de outros setores do hospital (24:
UAVC,; 25: emergéncia; 27: enfermaria de clinica médica; 28: UTI emergéncia; 30: UTI

emergéncia; 45: UTI emergéncia e 46: UTI: neuroldgica). O periodo de internacdo foi
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colocado de forma mensal no eixo X. Os tracos ao longo da barra indicam o momento de
identificagdo da ColR-KPC. A cor das barras indica o perfil do PFGE.

56  INTERVENCOES DO SERVICO DE CONTROLE DE INFECGCAO
HOSPITALAR

Diversas intervencGes foram realizadas pela equipe do SCIH no setor da UTI
geral, objetivando reduzir a ocorréncia de novos casos: substituicdo das cortinas por
biombos higienizaveis para separar os leitos, treinamento da equipe de higienizacdo do
hospital e intensificacdo da limpeza do setor de forma supervisionada pelo SCIH,
investigacdo dos casos de colonizacdo semanalmente com swab retal, separagdo de
técnicos de enfermagem do setor para pacientes colonizados/infectados por bactérias
multirresistentes e ndo colonizados, reestruturacdo da unidade com pintura da parede e
retirada de dispositivos enferrujados ou danificados que dificultam a higienizagdo, maior
disponibilidade de &lcool gel, retirada de adornos pelos profissionais de salde e

treinamento de higienizacdo das maos, entre outros.

O hospital ndo disponibilizava de cortinas extras para substituir as cortinas em uso
para higienizacdo, sendo detectado pelo SCIH que ficavam por semanas sem serem
retiradas. Considerando que as cortinas nos leitos ndo possibilitam higienizacao
adequada, foi optado pela retirada delas e substituicdo por biombos que pudessem ser

higienizados diariamente. O momento de cada intervencao é especificado na Figura 12.

No periodo, o SCIH, observando o surgimento de casos de ColR-KPC forada UTI
geral e em pacientes cirargicos, realizou uma visita técnica no centro cirargico sendo
observado ndo conformidades, tais como: estofados das mesas cirdrgicas danificados e
higiene do ambiente inadequada. Uma higiene terminal de todo o centro cirdrgico
supervisionada pela equipe do SCIH e manutencdo dos estofados das mesas foram

realizados.

A retirada de todos os colchdes danificados do hospital e a criagdo da coorte
geografica de todos os casos de ColR-KPC na semi-intensiva foram medidas que
impactaram muito no ndmero de pacientes internados na UTI geral. No periodo, uma

grande quantidade de colchdes danificados com muita sujidade na espuma foi descartada,
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entretanto, ndo havia quantidade suficiente para reposicéo, fato que tornou muitos leitos

de diversos setores do hospital indisponiveis.(Figura 11)

Todos os pacientes da UTI geral recebiam alta apenas para a semi-intensiva,
entretanto, devido ao elevado tempo de permanéncia no hospital desses pacientes, muitos
ndo conseguiam receber alta da UTI geral para a semi-intensiva, pois ndo havia leitos
disponiveis para a demanda dos casos. Essa medida impactou de forma progressiva no
numero de leitos disponiveis da UTI geral, se tornando critico no més de fevereiro, o que
pode ter impactado na reducdo de novos casos detectados de ColR-KPC, ja que poucos
pacientes conseguiam internar no setor. O fato foi resolvido ap6s a criacdo de mais uma
coorte geogréafica de ColR-KPC para pacientes de menor complexidade em uma
enfermaria do hospital. Nas coortes, apenas pacientes com ColR-KPC eram internados
(Figura 11).
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Figura 11 Distribuicdo temporal dos pacientes com ColR-KPC conforme o perfil do
PFGE e pontos de intervencdes realizados no HGRS, Salvador - Bahia (N=46)

Linha preta cheia: retirada de cortinas dos leitos, intensificacdo da limpeza do ambiente,
maior disponibilidade de alcool gel para higienizagdo das maos, retirada de adornos dos
profissionais de salde, introducdo do swab retal na admissdo dos pacientes no setor e

controle diério da prescrigdo de antimicrobianos.
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Linha preta pontilhada: coorte funcional de funcionarios para pacientes
colonizados/infectados por ColR-KPC, intensificagdo da higiene de maos e precaucgéo de
contato universal em todos 0s pacientes internados no setor e swab retal semanal em todos
0s pacientes internados no setor (além do swab retal e nasal de vigilancia na admisséo de

todos os pacientes).

Linha preta tracejada com ponto: reestruturacao fisica da unidade, retirada de colchdes
danificados, limpeza terminal por 2 vezes (por equipes diferentes de higienizacdo) dos

leitos de pacientes que tiveram alta ou dbito antes da internacdo de outro paciente.

6 DISCUSSAO

Este trabalho apresenta 56 casos de ColR-KPC provenientes de 46 pacientes
internados em um hospital, durante o periodo de setembro/2016 a fevereiro/2018, cujo
provavel foco foi uma UTI com disseminacéo das cepas por diversos setores do hospital,
a despeito das medidas de controle de infeccdo hospitalar. A analise molecular evidenciou
que 83,92% (N=47/56) pertenciam a um mesmo perfil de PFGE sugerindo a ocorréncia

de um surto.

A alteracdo no PCR do gene mgrB foi detectada em 64,2% (n=39/56) dos isolados
e a ndo deteccdo desse gene em 8,9% (n=5/56), justificando a resisténcia as polimixinas
nessas cepas.(RODRIGUES et al., 2019) A polimixina ndo foi utilizada por 67,6%
(n=21/31) dos pacientes e os isolados apresentaram predominantemente um mesmo
aglomerado, 0 que sugere que a transmissdo cruzada tenha sido a principal responsavel
pela disseminacdo. Um estudo semelhante realizado em S&o Paulo, sugeriu que os casos
de ColR-KPC teriam sido consequéncia da pressdo seletiva pelo aumento do uso de
polimixinas e ndo pela transmissdo horizontal, j& que diversos aglomerados foram
identificados no PFGE e a pesquisa dos genes mcr-1 e 2 foi negativa (BOSZCZOWSKI
etal., 2019).

A disseminacédo do perfil de PFGE BA18 em pacientes internados em diversos
setores, fora da UTI geral, em que 85,71% deles ndo fizeram uso de polimixinas antes da
deteccdo da ColR=KPC, reforcam a possibilidade de transmissdo horizontal. As nédo

conformidades detectadas no centro cirtrgico podem ter contribuido para que este local
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fosse a fonte de contaminacgéo ou algum profissional (técnicos de raio-X, profissionais do
laboratério, da enfermagem, médicos, etc.) que trabalhasse na UTI e em outros setores de
forma simultanea ou consecutiva. Foram observados profissionais da enfermagem da UTI
geral que possuiam mais de um vinculo no hospital trabalhando em diferentes setores, em
turnos consecutivos, 0 que poderia causar a transmissdo das cepas através das méaos e

roupas.

Em 2015 e 2016, mais de 70% das Enterobacteriaceae do setor da UTI geral do
Hospital do estudo ndo apresentavam suscetibilidade aos carbapenémicos. Em
decorréncia desse cenério, no primeiro semestre de 2016, a polimixina foi utilizada,
conforme recomendacdo do SCIH do hospital, como droga-chave no tratamento de
pacientes em sepse com suspeita ou confirmacdo de infeccdo por Enterobacterales
resistentes a carbapenémicos, muitas vezes associada a outras drogas, tais como:
aminoglicosideos, tigeciclina, fosfomicina e meropenem (em dose otimizada). O uso
extensivo de polimixinas pode ter contribuido para o surgimento de cepas de ColR-KPC,
mas ndo explica a disseminacdo do mesmo clone pelo PFGE em pacientes de diferentes

setores, sem uso prévio de polimixina.

Um trabalho de Uberlandia/Minas Gerais, avaliou um surto de ColR-KPC em que
o elevado consumo de carbapenémicos e de colistina, a estrutura inadequada hospitalar e
a baixa adesdo as medidas de controle de infeccdo possam ter contribuido para o
surgimento e disseminacao das cepas (que tiveram um padrdo monoclonal no PFGE)
(ROSSI GONCALVES et al., 2016a). Outro estudo que avaliou 58 isolados de ColR-
KPC em um hospital italiano descreveu a dificuldade de controlar a disseminacdo da
ColR-KPC, e sugeriu que a pressao seletiva com antibidticos e a disseminacédo horizontal
possam ter sido responsaveis pelo surgimento e disseminacédo dos 3 clones identificados,
embora ndo tenham investigado a presenca dos genes mcr-1 e 2 (MAMMINA et al.,
2012).

A letalidade de 58,4% dos pacientes infectados por ColR-KPC do nosso estudo
foi semelhante a de outro estudo de Sdo Paulo, cuja letalidade geral e em até 30 dias foi
64% e 53%, respectivamente (BOSZCZOWSKI et al., 2019). Outro estudo realizado em
Uberlandia/Minas Gerais demonstrou que a letalidade dos pacientes infectados por cepas
ColR-KPC foi de 44,4% (ROSSI GONCALVES et al., 2016b). Em um estudo italiano, a
letalidade por ColR-KPC foi de 40.6% e a analise multivariada demonstrou que a

resisténcia a colistina foi um fator de risco independente para mortalidade (CAPONE et



59

al., 2013b). Néo foi encontrado trabalhos da regido nordeste do Brasil de letalidade

relacionado com essa cepa.

O sequenciamento da cepa do paciente 28 evidenciou o gene blakpc-2, ST-11 do
CC258. A ST-11 é o ST mais comumente encontrada em algumas regides do mundo,
como por exemplo, na China, e parece apresentar vantagens em relagdo a tempo de
sobrevivéncia em superficies de unidades de terapia intensiva em comparagdo com outras
ST de K. pneumoniae. Essa possivel caracteristica talvez possa contribuir para sua ampla
disseminacéo.(LIU et al., 2020) A K. pneumoniae produtora de KPC ST-258, que € um
hibrido do ST-442 e do ST11, e suas variantes se espalharam nas Américas e na Europa,
principalmente carregando o gene blakpc-2 (CHEN et al., 2014b; DA SILVA et al., 2020;
CHEN et al., 2014b).

No presente estudo, a carbapenemase KPC foi detectada em 92,8% (n=52) e a
NDM em 16% (n=9) dos isolados. Apesar do aumento de carbapenemase do tipo NDM
no Brasil, a KPC parece ainda ser a carbapenemase mais prevalente em K. pneumoniae
no Brasil, principalmente a KPC-2 (BRAUN et al., 2018). Um trabalho realizado em um
hospital de Recife analisou 40 cepas de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos e
verificou que os genes blakpc € blanom foram detectados em 24 (88.8%) e 16 (59.2%) dos
isolados, respectivamente (DE OLIVEIRA et al., 2020). Biberg et al avaliaram 360
isolados de Klebsiella spp de um hospital no Mato Grosso do Sul em que 44 (12,2%)
eram resistentes a carbapenémicos, sendo identificado o gene blakec-2 em 36 (BIBERG
et al., 2015). Um estudo brasileiro publicado em 2020 que avaliou 118 isolados do
LACEN-Distrito Federal com resisténcia a carbapenémicos, o blakpc € blanpm, foram
detectados em 59,3% (n = 70) e 38,9% (n = 46) das cepas, respectivamente (SILVA et
al., 2021).

Aiires et al avaliaram 126 amostras de K. pneumoniae provenientes de swabs retais
de vigilancia de diferentes estados brasileiros (Rio de Janeiro, Espirito Santo,
Pernambuco e Distrito Federal) coletados entre 2009 e 2013. QOito dos 10 isolados
resistentes a polimixina continham blakpec-> € pertenciam ao complexo clonal 258
(CC258)(AIRES et al., 2016). Em S&o Paulo, Boszczowski et al avaliaram 28 pacientes
com infeccdo por ColR-KPC provenientes dos Hospitais das Clinicas em que 26 (93%)
apresentavam blakpc-2, sendo 1 com co-expressdo com o blaknowm-1. As outras duas cepas
apresentavam NDM. Assim como no nosso estudo, ndo foi detectado blaoxa-4s em
nenhum caso (BOSZCZOWSKI et al., 2019).
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Em um isolado do nosso estudo foi detectada a carbapenemases do tipo GES. As
enzimas do tipo GES pertencem as fB-lactamases codificadas por plasmideo da classe
Ambler A. Embora as enzimas GES geralmente exibam propriedades de B-lactamases de
espectro estendido, alteracdes em seu local ativo aumentam sua atividade, podendo
conferir a capacidade de hidrolisar carbapenémicos (AKINCI; VAHABOGLU, 2010).
Em 2010, quando foi publicado o primeiro relato no Brasil de GES-5 em K. pneumoniae,
apenas um caso havia sido detectado no mundo, na Corea (PICAO et al., 2010). Na regido
nordeste, em Recife/Pernambuco, apenas foi identificada uma publicacdo sobre a
deteccdo de blaGES (GES-1 e GES-11) em P. aeruginosa, sem relato em Klebsiella
pneumoniae (SILVA JUNIOR et al., 2017).

Apds a conclusao do nosso trabalho, foi optado por fazer sequenciamento de uma
cepa das cepas pertencentes ao maior grupo de PFGE sendo evidenciado insercdo do
elemento 1S903B na posicdo do gene mgrB. As alteracbes no mgrB parecem ser as
principais responsaveis pela resisténcia as polimixinas no Brasil e no mundo (PITT et al.,
2018)(POIREL etal., 2015; BRAUN et al., 2018). Um estudo realizado em dois hospitais
no Mato Grosso do Sul que descreveu a base genética dos mecanismos de resisténcia as
polimixinas em K. pneumoniae, identificou diversas mutacOes e inativacdes do gene
mgrB. Dentre as 30 cepas avaliadas por sequenciamento, 22 apresentaram interrupgoes
mediadas por IS na sequéncia de codificacdo do mgrB, tais como: 1S903, IS5-like,
ISKpnl13, ISEcpl e ISKpnl8. A inser¢do 1S0903 foi a mais comum do estudo (DA
SILVA et al., 2020).

Um estudo brasileiro publicado em 2020 que avaliou 118 isolados de K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos do LACEN-Distrito Federal, verificou que a
resisténcia a polimixina por microdiluicdo em caldo foi detectada em 78 (66,1%). As
reacOes de PCR para detec¢do do mcr-1, 2, 3 e 4 foram realizadas sendo negativo para
todas exceto em trés (3,8%) cepas em que o mcr-1 foi detectado. Todas as cepas mcr-1
negativas foram avaliadas em relacdo a inser¢do de elementos no gene mgrB. Em 56%
das 118 cepas foi detectado amplicons no gene mgrB. Sequéncias da familia IS5
predominantemente (76,1% - 32/42) interromperam o mgrB, ja 1S903 e 1S903B
respondendo por 33,3% (14/42) e 26,1% (11/42) dos detectados (SILVA et al., 2021).
Outro estudo que avaliou 10 isolados de diversos estados brasileiros, evidenciou em todos
interrupgdo no mgrB por sequéncias de insergdo 1S903B, IS5, 1S102, ISKpn26 (familia
IS5), e IS10L (familia 1S4) ou mutagdes (AIRES et al., 2016).
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Um estudo realizado em um hospital no Iran avaliou 20 cepas de K. pneumoniae
resistentes a polimixina, obtidos entre 2015 e 2017.
Em 75% dos casos, 0 gene mgrB apresentava alteragdes na regido promotora ou
codificadora. Dois tipos de alteragdes no mgrB foram observados nesse estudo iraniano:
término prematuro devido a mutagfes sem sentido e insercdo de elementos (IS). Essas
alteracOes resultaram na producéo de proteinas truncadas e provavelmente nao funcionais
de 29 e 38 aminoé&cidos, em vez de uma proteina de tipo selvagem com 47 aminoacidos.
Os elementos IS envolvidos na interrupcdo do mgrB pertenciam a familias semelhantes a
IS1 (768 pb) e semelhantes a IS5 (1.056 pb) que se inseriram em diferentes posi¢fes do
gene mgrB. A presenca dos genes plasmidiais mcr-1, 2, 3, e 4 foram investigados, porém
sem identificacdo em nenhum isolado. Assim como no nosso estudo, esse trabalho
iraniano sugeriu que as alteraces do gene mgrB desempenharam um papel importante na

resisténcia as polimixinas nas K. pneumoniae (HAEILI et al., 2017).

Em relacdo a resisténcia as polimixinas, 0 nosso estudo apenas investigou o gene
cromossomial mgrB e a presenca do gene plasmidial mcr-1, ndo sendo pesquisado
alteracdes em outros genes plasmidiais mcr e cromossomais, tais como: alteragcdes no
sistema de 2 componentes pmrA/pmrB e phoP/phoQ. Entretanto, na cepa sequenciada,
além da insercéo do elemento 1S903B no mgrB tambéem foi detectada mutacdo (R256G)
no prmB. Pitt et al detectaram essa mutacdo R256G, tanto em ColR-KPC quanto em K.
pneumoniae sensivel a colistina, sugerindo que ndo seja determinante na resisténcia a
colistina (PITT et al., 2018). Poucos trabalhos descrevem mutagdes no pmrA/pmrB. Em
Sdo Paulo, Boszczowski et al, avaliaram 28 pacientes com infeccdo por ColR-KPC
provenientes dos Hospitais das Clinicas. O sequenciamento evidenciou mutac6es

cromossomiais nos genes pmrA, pmrB e mgrB (BOSZCZOWSKI et al., 2019).

Né&o foi detectado nenhum mcr-1 em nossos isolados. A detecgdo de genes mcr
em K. pneumoniae parece ser esporadica no Brasil, pois poucos estudos relataram o
isolamento de cepas de Kp-RC positivas para mcr-1 até o momento (DALMOLIN et al.,
2018)(AIRES et al., 2017b)(HIGASHINO et al., 2019b).

A CIM90, a concentracdo que inibiu 90% das cepas do nosso estudo, foi > 16
pg/ml, sendo que mais da metade dos isolados (55%) tiveram a CIM de 256 pg/ml (Tabela
8). Em um estudo iraniano, em que a mutacdo do gene mgrB também foi a principal

responsavel pela resisténcia as polimixinas, todas as cepas que identificaram alteraces
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na sequéncia do gene mgrB também apresentaram CIM elevadas, sendo todas >64 pg/ml
(HAEILI et al., 2017). Outros estudos também descreveram CIM elevada em isolados
com alteracdo no gene mgrB (AIRES et al.,, 2016)(RODRIGUES et al., 2019). A
ocorréncia simultanea do gene mgrB inativado e do mcr-1 em K. pneumoniae foi
verificada em uma publicacdo e o mcr-1 pareceu nao ter efeito sobre a CIM para

polimixina, quando coexiste com gene mgrB inativado (ZHANG et al., 2018).

Apesar do nosso trabalho ndo apresentar metodologia para avaliar o desempenho
do teste da gota na determinacdo da sensibilidade a colistina, observamos uma boa
correlagdo deste em comparacdo a microdiluicdo em caldo, sendo talvez uma opgéo
melhor para detectar o fenbmeno da heterorresisténcia, ja que o teste da gota evidenciou
resisténcia em um isolado que pelo método BMD ainda era sensivel, mas que a cepa
possuia auséncia do gene mgrB. Mais trabalhos sdo necessarios para avaliar seu uso em
outras BGN e em um maior numero de isolados. O teste da gota poderia ser uma
alternativa mais econdmica e de maior aplicabilidade para centros de saude e laboratorios
que ndo possuem a microdiluicdo em caldo, principalmente em regides com recursos

financeiros limitados, caso o seu uso fosse validado.

Uma das limitacGes do estudo foi a utilizacdo do Vitek2® na triagem que nédo é
recomendado para avaliar a sensibilidade as polimixinas devido a elevada falsa
sensibilidade. Sendo assim, muitas cepas podem ter sido falsamente identificadas como
sensiveis e ndo terem entrado no estudo, subestimando o numero de casos. Outros fatores
podem ter reduzido o nimero de cepas no estudo: amostras extraviadas, a ndo coleta de
culturas ou a coleta tardia. Nosso estudo também ndo teve acesso ao nimero de pacientes
internados por més nos setores, impossibilitando avaliarmos estatisticamente se as
medidas de controle de infeccdo hospital para reducdo dos casos de ColR-KPC foram
efetivas. Outra limitacdo relevante foi o fato de o hospital ndo ter sistema eletrénico, o
que dificultou a coleta de dados, pois muitos prontudrios ndo eram encontrados ou
estavam incompletos, impedindo que outros pacientes fossem categorizados como

infectados.



7

63

CONCLUSAO

O uso de dispositivos invasivos foi bastante frequente, tanto em pacientes
colonizados como infectados por ColR-KPC.

A infeccéo por ColR-KPC apresentou letalidade de 58,4%, sendo compativel com
a literatura.

A CIM90 para colistina foi > 16 pg/ml, sendo que mais da metade dos isolados
(55%) tiveram a CIM de 256 pg/ml.

O teste da gota apresentou boa correlacdo com a BMD para avaliar a sensibilidade
a colistina em K. pneumoniae e, talvez, seja um método interessante para verificar
0 fendmeno da heterorresisténcia. Outros estudos precisam ser realizados para
verificar o desempenho do teste da gota em outros microorganismos e em um
namero maior de isolados.

Apenas a amicacina apresentou sensibilidade para mais de 90% das cepas, sendo
a Unica opcdo terapéutica efetiva, embora a sensibilidade da ceftazidima-
avibactam ndo tenha sido avaliada.

O blakec foi detectado em 92,8% dos isolados, sendo a carbapenemase mais
frequente, e 0 blanom em 16% (n=9). Uma carbapenemase pouco frequente, GES,
foi encontrada juntamente com a KPC.

Embora outros genes cromossomiais relacionados com a resisténcia as
polimixinas e outros mcr ndo tenham sido avaliados, as alteracbes no gene mgrB
foram encontradas em 73,1% e néo foi detectado mcr-1 em nenhum dos isolados,
sugerindo que as alteracfes no gene mgrB sejam 0s principais mecanismos
relacionados com a resisténcia as polimixinas neste estudo.

A anélise do PFGE evidenciou um perfil monoclonal em quase todos os isolados
sugerindo a ocorréncia de um surto. A transmissdo horizontal parece ter
contribuido para a disseminacdo da ColR-KPC pelos diversos setores do hospital
a despeito das medidas de controle de infeccdo hospitalar, j& que os casos foram
detectados em muitos pacientes que ndo haviam feito uso de polimixinas e as
cepas apresentavam semelhanca no perfil do PFGE.

Medidas de controle de infeccdo hospitalar devem ser implementadas para
investigacdo e controle de surtos de ColR-KPC. A maior parte dos casos

detectados em nosso estudo, foram em swab retal demonstrando a importancia da
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vigilancia ativa para deteccdo de bactérias multirresistentes. Nao-conformidades
estruturais e de processos, talvez contribuam com a disseminagéo da ColR-KPC
no ambiente hospitalar.
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