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CAVASSIN, Emerson Danguy. Surto de infeccdio hospitalar causado por Kiebsiella
preumoniae produtora de ESBL em uma UTI-neonatal: analise e impacto das medidas de
controle. 2003. Disserta¢do (Mestrado em Farmacia) — Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

RESUMO

Introducio: Microrganismos multirresistentes causadores de infecgbes hospitalares
constituem um problema mundial e em ascenséo, sendo os recém natos (RN) uma populacio
especialmente exposta.

Objetivo: Estudar a evolug@o de-um surto causado por Klebsiella pneumoniae produtora de
beta-lactamase de espectro estendido em uma UTI-neonatal, bem como avaliar os fatores
associados a ocorréncia de infec¢do e o impacto das medidas de controle adotadas.

Métodos: Foi estudada a populagdo de RN (n=1.164) de uma UTI-Neo com taxa média de
ocupag¢do de 113% durante 36 meses (janeiro de 2000 a 2002). O surto, com duragdo de 7
meses, foi analisado através de ampla investiga¢do microbiologica e epidemioiogica tipo
caso-controle. A relagdo genética entre as cepas foi estabelecida por eletroforese em campo
variado em conjunto com a determinac¢do do perfil plasmidial. As medidas de intervengéo
basearam-se nas precaugdes de contato, ndao sendo alterado o consumo de antimicrobianos.
Resultados: Dos 218 pacientes expostos, 20 foram colonizados e 11 infectados por uma cepa
geneticamente relacionada. A investigagdo microbiolégica detectou a contaminagdo ambiental
e das mdos da equipe. O grupo de pacientes infectados e/ou colonizados diferiu dos controles
quanto ao uso de nutrigdo parenteral, transfusio e cateter venoso (p< 0,05), embora estes ndo
pudessem ser definidos como fatores de risco. A intervengdo resultou no controle do surto e
erradica¢@o da cepa epidémica na unidade.

Conclusdo: A andlise permitiu definir a natureza monoclonal do agente e sua disseminagao,
ndo sendo determinada a exis$téncia de um foco exogeno, a adog:ao de medidas de controle
coincidiram com a erradlcac;ao da cepa epidémica.

Palavras-chave: Infecgéo hospltalar, Surto, Resisténcia bacteriana, ESBL



CAVASSIN, Emerson Danguy. Surto de infec¢do hospitalar causado por Kiebsiella
pneumoniae produtora de ESBL em uma UTI-neonatal: andlise e impacto das medidas de
controle. 2003. Dissertagdo (Mestrado em Farmacia) — Universidade de S#o Paulo, Sdo Paulo.

ABSTRACT

Introduction: Multidrug-resistant microorganisms that cause nosocomial infections are a
worldwide problem. The increasing incidence of neonatal infections caused by a new type of
strain, the ESBL producing Kiebsiella sp is becoming a major concern to the pediatrician.
Aim: The aim of this study was to analyse an outbreak caused by Klebsiella sp in a neonatal
intensive care unit (Neo ICU) in order to identify infection or colonisation associated factors
of patients with the aid of the Hospital Infection Control Committee. '

Methods: A population of 1164 ‘newborns of a Neo-ICU with a mean occupation rate of
113% during 36 months (Jan 2000 to Jan 2002) was studied. The seven-month outbreak was
analysed by a microbiological and epidemiological investigation using a case-control design.
The typing of Klebsiella sp strains was carried out by Pulsed Field Gel Electrophoresis
(PFGE), and plasmidial profile, in order to establish clonal relationship between the samples.
Intervention measures were solely based on-" contact precautions, the consumption of
antimicrobial agents remaining unaltered. |

Results: Of the 218 patients exposed, 20 were colonised and 11 were infected by strains
belonging to a single lineage. Contamination by Klebsiella sp was detected in the
environment and in the hands of staff, through microbiological investigation. Patients who
were colpnised differed from those who showed infection through the use of parenteral
nutrition, blood transfusions and central venous catheters (p<0.05), even though these
parameters could not be considered as being risk factors. The intervention carried out was
successful for the control and eradication of the epidemic strain from the ICU.

Conclusion: Epidemiological analysis was able to identify the monoclonal outbreak of ESBL
producing Klebsiella sp and characterise its spread pattern in the Neo ICU. An exogenous
origin of the outbreak was not established, and the control measures adopted coincided with
the eradication of the epidemic strain.

Key words: Nosocomial infection, Outbreak, Bacterial resistance, ESBL.
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Pertencente a Familia Enterobacteriaceae, o género Kiebsiella foi organizado
em diferentes sistemas taxonén-licos sendo que o mais aceito define suas espécies em:
pneumoniae, oxyloca, térrigena; planticola e ornithinolytica. A espécie pneumoniae esta
subdividida em outras trés sﬁbespécies: subsp. pneumoniae, subsp. ozaenae e subsp.
rhinoscleromatis.

Segundo caractgrisficas morfotinturiais, sfo classificados como bacilo Gram-
negativo, sendo ainda: imdveis, normalmente encapsulados e com respiragdo anaer6bia

facultativa. Sua presenca na natureza segue padrdes ubiciuos de disseminagio que incluem o
homem, animais, agua, solo e veget;xis, Fazem parte da microbiota transitéria de alguns sitios
anatdmicos e sdo residentes constantes no intestino do homem e de animais, deste modo, também
sdo utilizadas como marcadores sanitarios de contaminagio fecal, den-ominados como coliformes

-

totais.

Tanto na comunidade, quanto no ambiente hospitalar, sdo agentes freqiientes
em quadros infecciosos e merecem especial atengio. Em meio aos agentes de infecgdes
hospitalares apresentaram importante ascensdo nas ultimas décadas, inclusive com a descri¢@o de
intimeros surtos na literatura, grande parte acometendo recém nascidos e pacientes pediatricos.

Dentre os ambientes de assisténcia a saiude, as Unidades de Terapia Intensiva
(UTID) constituem um sério probiema a ser solucionado no tocante a resisténcia bactériana Na
medida em que albergam pacientes em grau extremo de debilidade, manipulag@o e uso excessivo
de antimicrobianos, favorecem elevadas taxas de infecgSes hospitalares, caracteristicas estas que
se acentuam nas Unidades de Terapia Intensiva Neonatal (UTI-Neo)..

A resisténcia aos antimicrobianos constitui mats um aspecto de dificil manejo

nesse contexto. O surgimento e a disseminagéo de novos mecanismos de resisténcia limitam as

opgdes terapéuticas, aumentam o consumo de antimicrobianos, o tempo de internacdo dos

Emerson Danain Cuncassin
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2.3.1 As beta-lactamases de espectro estendido

Os beta-lactimicos sdo a droga de escolha em mais de 50% dos esquemas
terapéuticos adotados (SANDERS e SANDERS, 1992; LIVERMORE, 1998). Em resposta a este
excesso, 0 mecanismo de resisténcia de maior impacto clinico entre os Gram-negativo passou a
ser a i)roduqiio de beta-lactamases, enzimas que atuam por ligagdo covalente com c.) sitio
carbonila do anel beta-lactdmico e inativam a molécula através da hidrélise da sua ligagdo .amidan
Tais enzimas participam ainda em ag¢des fisioldgicas do metabolismo da parede.bacteria.na,.de

modo ainda nio determinado.

Historicamente, as beta-lactamases plasmidiais classicas TEM'—I, TEM—Z e
SHV-1 surgiram e foram disseminadas ainda na década de 60, enquanto que as cromossomais
AmpC e as plasmidiais de espectro estendido surgiram duas décadas depois. Derivadas das
plasmidiais classicas, pela alteragdo de poucos aminoacidos, as plasmidiais de espectro estendido
passaram a degradar cefalosporinas de primeira a quarta geragdo, além de monobactam.
Entretanto, ndo atuam sobre cefamicinas e carbapenémicos e normalmente sio bloqueadas por
inibidores de beta-lactamases (CHAVES et al, 2001; LIVERMORE, 1998; GAZOULI et al,

1997; SANDERS e SANDERS, 1997; MEDEIROS, 1993).

Muitas vezes o laboratério de microbiologia nido estd apto a interpretar o
mecanismo de resisténcia envolvido. Em recente estudo europeu, dentre 91 cepas de Kiebsiella
produtoras de ESBL enviadas a diferentes laboratorios para avaliagdo do perfil de sensibilidade,
64% foram reportadas com resultados inadequados de falsa sensibilidade & cefotaxima (BABINI
e LIVERMORE, 2000). Outra avaliagéo, realizada pelos Centros para Prevengdo e Controle de
Doengas de Atlanta (Centers for Diseases Control and Prevention, CDC) (2000), revelou que

-
Emersan Dangin Cavassin
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Como conseqiiéncia, as infecgdes hospitalares levam ao aumento da letalidade,
tempo de internagdo e custos. Nos Estados Unidos, as infec¢des nosocomiais ocorrem em
aproximadamente 5% dos pacientes internados e sfo causa de Obito d.e pelo menos 88.000
pacientes a cada ano. Em 1992, os gastos estimados com estas infec¢des foram de USS$ 4,5

bilhdes (GRANZOW et al, 1998; GARNER, 1996).

Estudo realizado em janeiro de 2001 peia Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e as Unidades de Controle de Infecgdo em Servicos de Saiade (UCISA),
junto as Coordenadorias Estaduais de Controlg de Infecgﬁo Hospitalar, revelou que apenas 38,1%
dos hospitais brasileiros possuiam uma Comissdo de Controle de Infecgdo Hospitalar instituida,
ndo dispondo de informagSes precisas quanto aos indices de infecgdes hospitalares no pais

(UCISA, 2001).

2.5 Técnicas de Tipagem

A tipagem pode ser baseada em caracteristicas expressas fenotipicamente e/ou
em padrdes genotipicos dos microrganismos. O menor custo ¢ a simplicidade operacional da
maioria das técnicas fenotipicas possibilitaram a sua disseminagdo, podendo ser utilizada 4
antibiotipagem, a biotipagem, fagotipagem, o perfil enzimatico e a sorotipagem. Entretanto;
muitas vezes estes métodos ndo apresentam poder discriminatério suficiente para distinguir cepas
geneticamente ndo relacionadas. A aplicagdo dos métodos fenotipicos tem demonstrado
resultados insatisfatorios, pois sua reprodutibilidade e tipabilidade sdo comprometidas pela

instabilidade da expressio génica. Caracteristicas fenotipicas de perfil bioquimico e padrdo de

Emerson Dunguy: Convassin
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sensibilidade podem variar entre isolados de uma mesma linhagem no decorrer de um surto,
principalmente em ambiente hospitalar. Mutagdes aleatdrias selecionadas por antibiéticos podem

afetar uma ou mais vias bioquimicas e a aquisi¢do ou perda de plasmidios de resisténcia podem

alterar o padrdo de sensibilidade.

Em condig¢des de surto os sistemas de tipagem e a epidemiologia molecular,

associados a4 analise epidemiologica, possibilitam a melhor compreensdo dos acontecimentos e

orientam as agdes mais adequadas.

2.6 Detecgio e Controle de Surtos

A otimizagdo da acuracia dos testes de antibiograma e o desenvolvimento de
métodos rapidos de tipagem molecular serdo ferramentas valiosas para a determinag@o do uso
correto de antimicrobianos, contenc@o da resisténcia e a definigdo das rotas de transmissdo dos
microrganismos (HAWKEY, 2001). Numerosos surtos de infecgdo hospitalar causados por K.
preumoniae multirresistente tém sido observados em diferentes paises pelo mundo (PALUCHA
et al, 1999; SZABO et al, 1999), inclusive no Brasil tOTMAN et al, 2002). As medidas de
controle incluem basicamente a quebra da cadeia de disseminagio com busca de possiveis
reservatorios, a aplicagdo das Precaugdes Universais ((.EARNER, 1996) e a otimizagdo do uso de
antimicrobianos.

Devido a codificagdo das ESBL ser plasmidial, durante o processo de
investigagdo de um surto deve ser considerada a possibilidade de transmiss3o cruzada de

plasmidios. Sdo descritos surtos onde o mecanismo de disseminagdo da resisténcia deu-se via

Emerson Dangrv Cavassin
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plasmidios e ndo pela dissemina¢do de uma cepa especifica. Tal informa¢do deve ser conhecida
ao se planejar as medidas de controle (WIENER ef al, 1999).

Deste modo, a prevengdo e o controle das infecgdes hospitalares causadas por
K. pneumoniae produtora de ESBL (K pneumoniae ESBL) deve ter carater emergencial,
sobretudo em condi¢des de surto € em pacientes debilitados, como os internados em uma UTI-

Neo.

.

Emerson Dangen Cuavassin






S (dhirives 14

3.1 Objetivo Geral

Estudar um surto causado por K. pneumoniae produtora de beta-lactamase de
espectro estendido em uma UTI-Neonatal e a sua erradicagdo, avaliar os fatores de risco e o

impacto das medidas de controle adotadas.

3.2 Objetivos Especificos

* Descrever um surto em uma populacéo especifica de recém nascidos.

* Realizar uma investigagdo microbioldgica para desvendar as possiveis fontes da
cepa epidémica incluindo pacientes, funcionarios, materiais e ambiente.

* Conhecer a relag@o genética entre as cepas isoladas durante o surto através de
técnicas de genotipagem.

* Determinar as rotas de disseminag&o da cepa epidémica pela Unidade Neonatal

* Determinar a associacdio entre a exposi¢do a alguns procedimentos € o
desenvolvimento de colonizagéo e infecgdo péla cepa epidémica.

¢ Observar o impacto das medidas de intervengéo na evolugéo do surto.

Entvoseir Dangen Cavasyin
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4.2 Considerac;ﬁes
4.2.1 A Comissao de Controle de Infec¢iio Hospitalar

Atendendo as determinag¢bes da Portaria 2616/1998 (BRASIL, 1998), o
HURNP possui, oficialmente instituida, uma Comissdo de Controle de Infecg¢io Hospitalar
(CCIH) de carater multidisciplinar. Todos os servig:bs atuantes no Hospital sdo representados
por membros denominados como consultores, incluindo: servigo médico, de enfermagem, de
farmécia, de manutengfo, laboratério de microbiologia e administracéo.

Os membros executores da CCIH constituem o Servi¢o de Prevengio e
Controle de Infec¢do Hospitalar (SPCIH) e, portanto, séio encarregados de executar as agGes
pl-anejadas'hue objetivam a prevengéo e o controle das infecgdes hospitalares. Este Servigo €
composto por dois médicos infectologistas, uma enfermeira, dois auxiliares de enfermagem,
dois microbiologistas, um farmacéutico hospitalar e um auxiliar administrativo, além de 25

estagiarios dos cursos de Medicina, Enfermagefn e Farmacia Bioquimica.
4.2.1.1 Vigilincia epidemiolégica

A vigiladncia epidemioldgica -rea.lizada pelo SPCIH permitiu avaliar a
freqiiéncia e a distribuigdo das infecgGes hos.pitala.res, bem como seus fatores de risco e
agentes etiolégicos. Os resultados obtidos possibilitam o planejamento estratégico das agdes
de prevencio e controle mais adequadas.

O SPCIH avaliou a epidemiologia das infecgdes hospitalares através de
vigildncia ativa, com a participagiio de duas auxiliares de enfermagem e supervisédo direta da

enfermeira e dos médicos do SPCIH. A classificagdo das infecgdes foi realizada de acordo
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excluidas as duplicatas, tanto de sitios infecciosos quanto colonizados. As informacées foram

obtidas no banco de dados do Laboratorio Clinico do HURNP.
4.2.1.1.2 Prevaléncia de produtoras de ESBL no HURNP

Como forma de contextualizar os resultados de produtoras de ESBL na UN
em relagio ao o hospital como um todo, foram avaliadas todas as culturas realizadas pelo
Laboratério de Microbiologia nas outras unidades do HURNP, no periodo de janeiro de 2000
a maio de 2002. Foi considerado apenas o primeiro isolado de K. pneumoniae e E. coli de
cada paciente, perfazendo um total de 3.554 isolados clinicos. As cepas isoladas foram
identificadas segundo o sistema automatizado MicroScan WalkAway® (Dade Behring,
Sacramento, EUA). A conﬁ-rmaqﬁo fénotipica de ESBL foi realizada por sinergismo de duplo
disco, microdiluicio com o sistema MicroScan® (placas NegCombo 20) e, nos casos
duvidosos, Etest® ESBL (ceftazidima/ceftazidima-dcido clavuldnico; AB Biodisk, Solna,
Suécia). A metodologia utilizada n3o sofreu alteragdes durante todo o i)eriodo do estudo e
seguiu as determinag¢des preconizadas pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (INCCLS) (2000, 2001 e 2602).

A Unica alterago neste periodo, mais precisamente em juiho de 2000, foi o
rodizio de antimicrobianos no formulirio médico da instifuiq,ﬁo, resultahdc; na supressdo da
ceftazidima, que foi substituida por piperacilina-tazobactam, cefepime,.ou outra classe, de

acordo com os resultados do antibiograma.
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epidemioldgicos sejam calculados utilizando-se no denominador o total de paciente-dia no

.periodo (BRASIL, 1998), dessa forma define-se a densidade do numerador.
4.2.2.4 Isolado clinico

O termo “isolado” foi utilizado como defini¢do genérica de cultura pura,
originada de uma tunica colonia proveniente de um isolamento primario, sendo conhecidos

apenas o género e a espécie (TENOVER et al, 1995)."

4.2.2.5 Cepa

Um isolado clinico, ou grupo de iso‘fados, que pode ser distinguido de outros
isolados do mesmo género e espécie por caracteristicas fenotipicas e/ou genotipicas. Pode ser
vista como uma subdivisdo descritiva da espécie (TENOVER et al, 1995). Neste estudo o

termo “linhagem™ foi tomado com sinénimo de cepa.
4.2.2.6 Cepa endémica, cepa epidémica .

Termos que descrevem a freqii€ncia com a qual as cepas sdo isoladas em um
dado momento e local. O termo “endémico” denota proximidade as tendéncias usuais de
isolamento, enquanto que a defini¢do “epidémica” ilustra aumento na freqiiéncia, acima do
usual e livre de influéncias sazonais.

Neste estudo, os isolados clinicos de K prneumoniae endémicos e
epidémicos foram agrupados em diferentes cepas definidas segundo seus perfis de

macrorrestrigdo do DNA cromossémico, evidenciados pelo PFGE.
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4.2.2.7 Medidas de freqiiéncia

Foram utilizadas as seguintes medifias de freqiiéncia: incidéncia, incidéncia
cumulativa, densidade de incidéncia e prevaléncia (GORDIS, 2001). .

O termo “freqiliéncia” foi utilizado para qqantiﬁcar determinado evento de
maneira genérica, sem relagdo com a definigéio de caso novo ou antigo, populagio exposta ou

unidade de tempo.
4.2.2.7.1 Prevaléncia .

Parte da populagdo analisada que apresenta o evento em estudo, totalizardo
o numero de casos existentes: antigos € novos. Pode ser uma medida instantanea, observada

em um unico momento, ou de um periodo.
4.2.2.7.2 Incidéncia

Sdo considerados os individuos que nao ‘tinham a expressdio do evento
observado por ocasido do inicio do estudo e passam a expressa-lo. Portanto, sdo os casos

novos ocorridos na populagdo estudada.
4.2.2.7.3 Incidéncia cumulativa

E a relagdo entre a incidéncia e o total da populagiio exposta. Denota o risco

de um individuo apresentar o evento observado durante o periodo do estudo.

Eviersonr Doagin Javawein
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4.2.2.7.4 Densidade de incidéncia

E uma forma de corrigir a incidéncia cumulativa, levando em consideragéo
nao apenas o numero de individuos expostos, mas também o tempo no qual esta exposi¢io
ocorreu. Desse modo, o denominador utilizado deve ser o nimero de pacientes-dia no periodo

observado.

4.3. Periodos do Estudo

O estudo foi realizado com os pacientes intemados entre 01 de janeiro de
2000 e 31 de dezembro de 2002. Neste intervalo, o periodo compreendido até 31 de maio de
2001 foi definido como “periodo pré-surto”; entre 01 de junho de 2001 e 31 de janeiro de

2002, "periodo de surto” e apos 01 de fevereiro de 2002, como “periodo pds-surto” (Figura 2).

2000 2001 2002
J'[FlMllﬂiJlA[SlO[N[D Jlﬂmlalu JIJFA[SIOIN‘D ] FlMlAIMlJ[JIAIS[OIN D
Pré-surto Surto Poés-surto

Figura 2- Representagio dos trés periodos definidos para o estudo
"As letras representam os meses do ano, de janeiro a dezembro

4.4 Delineamento do Estudo

Com o objetivo de se definir os fatores associados a infecgdo e colonizagéo
pela cepa epidémica, optou-se por um modelo do tipo caso-controle. A Figura 3 ilustra a

distribuigdo dos pacientes segundo os resultados da vigilincia microbiologica e

Lrecrson a1 av st
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epidemiol6gica. Os dados selecionados para a andlise foram coletados através dos prontuarios

médicos com a utilizagdo de um instrumento padronizado (APENDICE A).

Todos os pacientes internados na UN, no
minimo por 24 horas, no periodo de 01 de junho de 2001 a 31
de janeiro de 2002

!

Vigilincia microbiol6gica

Cultura negativa para Cultura positiva para
K. pneumoniae K. pneumoniae
Nao colonizado, | Colonizado
nio infectado
Controles l

Vigilincia Epidemiol6gica

S o

Exclusivamente . Infectados
colonizados

Figura 03- Classificagiio dos pacientes quanto aos resultados da vigilancia microbiologica
e epidemiolégica

FParersoi Dongins Javassin
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Para a andlise da associagdo com colonizagio e infecgdo os pacientes que
tiveram cultura positiva foram definidos como casos e os intemados no mesmo perfodo, com
culturas negativas para a cepa epidémica, foram classificados como controle. Foram assim
definidos 52 controies para os 31 casos registrados.

Para o estudo de caso-controle desenvolvido, os 31 casos (11 infecgdes € 20
colonizagdes exclusivas) foram pareados com 52 controles intemados no mesmo periodo,
sendo comparados os seguintes grupos: infectados x exclusivamente colonizados, infectados x
controles, exclusivamente colonizados x controle e casos (infectados mais colonizados) x
controle. Os prontuarios dos pacientes foram separados pelo Servigo de Arquivo Médico,
sendo selecionados de maneira aleatéria os que apresentaram culturas negativas para K
pneumoniae.

Apenas o primeiro isolado de cada paciente foi considerado, tanto para os
casos de infec¢do quanto para os casos de colonizagdo (casos incidentes). Alguns pacientes
apresentaram infec¢des e colonizagdo em diferentes sitios, enquanto outros desenvolveram
quadros infecciosos causados pela cepa 'epidémica sem a documentagdo microbiolégica de

colonizac¢do, ainda assim, estes foram computados também como colonizados.
4.5 Variaveis de Exposicdo e Desfechos

Os casos de infecgdo folram definidos através dos exames complementares,
evolugio clinica, avaliagdo médica e uso de antimicrobianos, conforme os critérios
estabelecidos pelo CDC para diagndstico das infec¢des hospitalares (GARNER, 1988). Os
pacientes com cultura positiva para K. pneumoniae ESBL que ndo puderam ser enquadrados

nos critérios de infecgdo foram definidos como colonizados.

* Lmersorn Dungre Cavassin
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Na andlise dos fatores associados com colonizagio e infecgéio foram eleitas
as seguintes variaveis de exposigdo, com os respectivos desfechos:

- Sexo: investigada a existéncia de relagdo s_igniﬁcativa entre colonizagdo e infecgdo
conforme o sexo. |

- Idade gestacional: tempo de vida ao nascer, estirpado a partir do ultimo periodo
menstrual normal, calculado em semanas e dias. Sdo considerados recém nascidos a
termo aqueles com 37 a 42 semanas completas (CENTRO BRASILEIRO DE
CLASSIFICAGAO DE DOENCAS, 1993). O nascimento pré-termo de alto risco foi
considerado como inferior a 28 semanas.

- Peso ao nascer: primeira tomada de peso do RN, medida em gramas. Definido o peso
extremamente baixo ao nascer como marcador de gravidade. A analise foi estratificada
para pacientes com < 1000 g e < 1500 g (HI.JDON[E ‘éFISHER, 2001).

- Boletim de Apgar (primeiro e quinto minuto): consiste na avaliagdo de paridmetros
cardio-respiratorios e neuroldgicos, realizada ainda na sala de parto. Feita em dois
momentos, no primeiro minuto reflete as condi¢des do nascimento e a evolugéo apds
cinco minutos denota a integridade dos pardmetros observados. O valor de Apgar
inferior a sete no quinto minuto denota gravidade. *

- Tempo de estada na UN: para o grupo de casos foi considerado o intervalo entre a
admissdo na UN e o primeiro isolamento de K. pneumoniae ESBL, enquaxito gue para
o grupo de controles a medida de tempo utilizada foi a permanéncia do RN na UN, até
a sua transferéncia ou alta hospitalar. No modelo tempo-dependente, os controles
foram acompanhados até o 16° dia de internagio.

- Doenga congénita ou associada: a presen¢a de doengas congénitas ou associadas foi

registrada durante a revisdo de prontuarios.

Lowmerson Dangren: Cavassie
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- Uso de nutrigdo parenteral/enteral: definido como o uso de nutrigéo por via parenteral
ou enteral durante o periodo de observagéo de casos e controles.

- Uso prévio de antimicrobianos: uso de antimicrobianos por pelo menos 24 horas, seja
empiri-co, profildtico ou terapéutico. Avaliado o uso de penicilina, ampicilina,
cefalosporinas de terceira geragdo (ceftazidima, cefotaxima e cefiriaxona), de quarta
geragdo (cefepima), monobactam (aztreonam), carbapenémicos (imipenem e
meropenem), quinolonas e aminoglicosideos (gentamicina e amicacina).

- Uso de CPAP nasal: uso de dispositivo de auxilio & ventilagio.

.- Terapia imunossupressora: uso terapéutico de corticosterdides.

- Uso de hemoterapia: transfusdo de hemocomponentes ou didlise.

- Intubagio: passagem de tubo, para ventilagdo mecénica.

- Cirurgia prévia: ocorréncia de procedimento cirirgico de qualquer natureza.

- Uso de cateter urinario

- Uso de cateter vascular.

- Uso de outros procedimentoé invasivos: definido com uso de sondas e drenos

- Origem: local do parto, se no HURNP ou em outra institui¢do obstétrica.

Casos e controles tiveram os procedimentos analisados como variaveis
continuas, em nimero de dias de ekpbsig:z‘io, e também foram categorizados, como expostos
ou ndo expostos. Os fatores associa:dos foram computados para os casos de duas formas: na
primeira, somente até a primeira ocorréncia do evento estudado (o isolamento da cepa
epidémica em sitio colonizado ou infectado) e na segunda, durante toda a internagio. Os
controles tiveram seus procedimentos observados segundo um modelo proporcional tempo

dependente, sendo avaliados até o 16°dia de internag@o e também até a alta hospitalar.

Emerson Dauguy Cavassin
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4.6 Anilise Estatistica

Foi utilizada estatistica dess:ritiva através das médias e desvios padrio, com
intervalos de confianga de 95% para as propor¢des. Para a anéli.sc da associagdo entre as
variaveis dicotdmicas dos fatores associados, foi utilizado 0 Teste do Qui-quadrado ou o teste
Exato de Fisher. A magnitude das associagdes estatisticamente significativas foi calculada
através da razdo de chances e os respectivos intervalos de confianga de 95%. Para variaveis
continuas com distribuigdio normal foi utilizado "o teste t de Student para amostras
independentes, enquanto que para as variaveis sem distribui¢do normal foi utilizado o teste de
Wilcoxon (Wilcoxon Rank Sum Test). O nivel de significincia foi estipulado como p < 0,05.
Os calculos foram realizados com o auxilio do programa Arcus (Arcus QuickStat; Longman

Software Publishing, 2000) i
4.7 Avaliagoes
4.7.1 Medidas de intervengio

Caracterizado o surto, em 27 de agosto de 2001, as estratégias para as agdes
de controle foram planejadas pelos membros executores do SPCIH, cm. conjunto com as
equipes da UN.

Objetivando a redugdio na incidéncia de K. pneumoniae ESBL, iniciou-se
um processo de avaliagio de procedimentos, educagfio continuada e treinamento através de
reunies com toda a equipe da unidade. Foram enfatizadas: a importincia da correta

higienizagio das maos com sabdo anti-séptico, o uso associado de alcool gel 70%, o uso de

luvas e avental, a desinfecgio concorrente e terminal do ambiente € de equipamentos.e a

-
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Quadro 01- Medidas de controle instituidas na UN a partir de 27 de agosto de 2001

Admissdo e alta hospitalar

Apos a definicdo da condi¢do de surto, tentou-se
estabeler coortes de isolamento (preferencialmente no
ambiente da UCI), as novas internagdes ocorreram na
UTI-Neo. Em alguns momentos, o numero de leitos
disponiveis impossibilitou a adequada aplicagdo desta
medida. Sempre que possivel, os pacientes tiveram alta
da UN para a comunidade.

Visitas

O numero de visitantes foi restrito. Com excegdo da
mie, foi desencorajado o contato direto com os
pacientes. Todos foram orientados sobre os cuidados de
isolamento, o uso de luvas e de avental.

Transferéncia entre setores

Evitou-se a transferéncia de RN para outros setores.
Sempre que necessario, o Servico de Prevengdo e
Controle de Infec¢do Hospitalar foi notificado. Foram
repassadas todas as orientagées ao setor de destino.

Culturas de vigilancia

Periodicamente, todos os pacientes foram avaliados
quanto a colonizacdo por K pneumoniae em trato
respiratorio e fossas nasais.

Estado de saude dos funcionarios

Todos os funcionarios foram informados quanto aos
riscos do contato com a cepa epidémica, sendo
orientados a procurar um representate da CCIH em
casos de duvida.

Assisténcia ao paciente

No periodo do surto, todo atendimento ao paciente foi
realizado com o uso de luvas e avental, seguido da
higienizagdo das méos.

Higienizagdo das méaos

As equipes foram orientadas para a higienizagdo e
desinfecgdo das maos, antes e apds cada contato com 0s
pacientes, com triclosan ou clorhexidine

Exames complementares

Os funcionarios do Laboratério Clinico ¢ da Radiologia
foram orientadas para cumprimento dos cuidados de
isolamento.

Equipe

A equipe de cada unidade (UTI-Neo e UCI) foi
individualizada, ficando proibido o atendimento aos
pacientes da unidade vizinha.

Desinfec¢do do ambiente

No periodo do surto foi orientada -a desmfecc;ao
concorrente e terminal de todas as incubadoras e bergos
com Incidin® (associa¢do de aldeidos)

Limpeza da unidade

Foram reforgadas as orientagdes a equipe de zeladoria
quanto a limpeza. Em duas ocasides, durante o surto, as
unidades foram desocupadas e lavadas utilizando-se
dgua e sabdo.

Emcrson Dargin: Cavassin
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4.7.2 Avaliagdo das intervengdes

Os procedimentos médicos, de fisioterapia, de enfermagem e de zeladoria

foram revistos e avaliados quanto a possiveis quebras de técnica.

A adequagdo com a politica de uso de antimicrobianos continuou a ser
avaliada pelo médico responsavel, ligade a CCIH.
Embora tenham sido controladas, nio foram instituidas auditorias

sistematizadas para quantificar a adesdo as medidas de intervengao estabelecidas.

4.7.3 Investigacdo Microbiolégica

4.7.3.1 Controles mi;'.robiolégicos

O Laboratério de Microbiologia do SCPIH do HURNP mantém a rotina de
avaliagdo da qualidade microbiolégica de diversos produtos utilizados na assisténcia ao
paciente, dentre eles: agua potavel e de hemodidlise, hemoderivados, nutri¢do enteral e
parenteral, leite matemo e, quando necessario, alcool 70°, detergentes e degermantes, entre
outros materiais.

4.7.3.2 Coleta de materiais

Diferentes materiais foram cultivados no processo de investigag¢do do surto,

incluindo amostras de pacientes, funcionérios, ambiente e materiais de consumo.

Emerson Dangin Cavassin
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forma, buscou-se manter o rigor na caracterizagdo das coldnias crescidas, realizando os testes
de identificagdo e antibiograma para todas as coldnias caracteristicas de X pneumoniae que

apresentaram variagdes de tamanho, forma, brilho, cor ou textura.
4.7.3.4 Estoque e recuperagiio das amostras

O estoque das cepas partiu de colonias puras crescidas em Agar McConkey,
e foi realizado em agar nutriente, mantido a temperatura ambiente, ¢ em TSB com 30% de
glicerol, sob refrigeragdo de -70° C. .

A recuperagdo das amostras se deu pela ativagio em caldo TSB por 24 horas
a 36 + 1°C, em atmosfera ambiente, seguida de repique em agar triptona caseina de. soja

(TSA; Merck, Alemanha) e nova incu.bac;a'io s6b as mesmas condigfes. As analises

subseqiientes partiram sempre de coldnias isoladas, crescidas em cultura pura.
4.7.4 Selegiio dos isolados para provas de tipagem

Foram colhidas 341 culturas durante o processo de investigagdo e vigilancia.
Entre as culturas com K penumoniae foram escolhidos, de maneira aleatoria, isolados
representativos dos funcionarios, ambiente e pacientes. Além de controles
epidemiologicamente relacionados € ndo relacionados.

As cepas isoladas de uma mesma fonte, obtidas em coletas consecutivas,
com intervalo menor que trés dias e com similaridade de biotipo e antibiotipo foram

consideradas duplicatas € computadas apenas no primeiro evento.

Emcrson Danguy Cavassin
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Os outros setores do HURNP incluiram as enfermarias de adultos (n= 06),
pediatria (n= 03) e UTI adulto (»= 01), colhidas no periodo de julho de 2001 a agosto de
2002.
| Foram incluidas ainda cepas obtidas da Unidade Neonatal do Hospital
Evanggélico de Londrina, um hospital tercidrio de médio porte que, segundo informacdo da sua
CCIH, documentou um surto por K. pneumoniae ESBL contemporineo ao do HURNP.
Alguns isolados foram encaminhados ao laboratério de microbiologia do Servico de

Prevencido e Controle de Infec¢do Hospitalar do HURNP e incluidos para tipagem neste

estudo.
4.7.5 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi determinado pelo método
qualitativo de disco difusdo de Kirby e Bauer e por métodos quantitativos: Etest® (AB
Biodisc, Soina, Suécia) e microdiluigio pelo sistema automatizado MicroScan® (Dade
Behring, Sacramento, Califérnia) utilizando as placas Neg Urina Combo 3 (NUC 3) e Neg
Combo 20 (NC 20).

Foram .seguidas as recomendag¢des do NCCLS (2001) e as orientagdes dos
fabricanfes, utilizando-se cepas ATCC (American Type Culture Collection) de P. aeruginosa
(ATCC 27853) e E. co.li (ATCC 25922). Os antimicrobianos testados foram: cefalosporina de
primeira geragdo (cefalotina 10pg, Sensifar), de terceira geragéo (cefotaxima 30 pg, Sensifar;
ceftriaxona 30 ug, Sensifar; ceftazidima 30 pg,Cecon e cefpodoxima 30 pg, Newprov) e de
quarta geracgio (cefepima 30 pg, Cecon), cefoxitina 30 pg, Sensifar; aztreonam 30 pg, Cecon;
piperacilina-tazobactam 100/10 pg, Oxoid; gentamicina 10 pg, Sensifar; amicacina 30 ug,

Senéifar; sulfametoxazol-trimetoprim 25 pg, Sensifar; ciprofloxacina 5 pg, Newprov;

Emerson Dungine Cavassin
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cloranfenicol 30 pg, Cecon; imipenem 10 pg, Sensifar; meropenem 10 pg, Oxoid e ertapenem

10 pg, BBL Merck.

4.7.6 Detecgio fenotipica das ESBL

As cepas produtoras de ESBL foram identificadas fenotipicamente através
das drogas chave definidas pelo’ NCCLS (2001): cefalosporinas de terceira geragio
(cefotaxima, cetfazidima, ceftriaxona e cefpodoxima) e monobactam (aztreonam). Os
resultados destas drogas foram comparados quando testadas isoladamente e apds associagdo
com um bloqueador de beta-llactamase, o clavulanato. Foram utilizados métodos qualitativos e
quantitativos, segundo o NCCLS (2001), e como controle de qualidade a cepa de K

preumoniae ATCC 700603.

aaaaa

Realizada a técnica de triagem por disco difusdo e por determinagdo da
concentragio inibitéria minima (CIM), foram utilizadas as drogas chave e os valores de halos
e CIM para detec¢do de ESBL recomendadas pelo NCCLS (2001) (Ane;co A). O teste de
sensibilidade das K pneumoniae foi interpretado seguhdo 0s critérids ‘vélidos para este

género, selecionando as possiveis produtoras de ESBL (NCCLS, 2001).
4.7.6.2 Aproximacio de discos

Foi utilizada a técnica de aproximagido de discos (double-disc synergism,

DDS) entre as drogas chave e um bloqueador de beta-lactamase (NCCLS, 2001).

Emerson Danginv Cavussin












4 Casuistica. Marerial ¢ Mérados 42

4.7.7.1 Técnicas de fenotipagem

A fenotipagem € a observagdo de caracteristicas decorrentes da expressdo

génica e esta sujeita a variagdes mesmo entre cepas geneticamente relacionadas.

4.7.7.1.1 Biotipagem

Foi realizada a biotipagem das cepas isoladas através de testes bioquimicos
de utilizagdo de substratos, definido pelo sistema automatizado MicroScan®. Foram utilizadas
as. placas Neg Urine Combo 3 (NUC 3) para isolados clinicos provenientes de urina ¢ Neg
Combo 20 (NC 20) para os isolados de outros materiais. O Quadro 2 traz o painel das provas

realizadas.
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Quadro 2- Interpretacdo do painel de provas bioquimicas utilizadas pelas placas NUC 3 e NC

20 do sistema automatizado MicroScan®

Fermentacio de agicares:
Glicose
Sucrose
Sorbitol
Rafinose
Inositol
- Raminose
Arabinose
Adonitol
Melobiose

A fermentagioc de um carboidrato resulta na
acidificagiio do meio e alteragdo no indicador de pH

Producfio de urease

Degradagdo de uréia formando aménia, que
alcaliniza o meio e modifica o indicador de pH

Producgéo de sulfeto de hidrogénio (H,S)

Produgdo do gas H,S a partir de tiossulfato de sodio,
este reage com ions de ferro e resulta em precipitado
de coloragio preta

Formacgio de indol

Indica a metaboliza¢do do triptofano com formagio
de indol, visualizado na presenga do reativo de
Kovac’s

Descarboxilaciio de aminodcidos:
Lisina
Arginina
Ormitina

Descarboxilagio de aminoacidos com formacido de
aminas que alcalinizam o meio e alteram os
indicadores de pH )

Desaminacéio de aminodicido:

Metabolizagdo do triptofano e formagdo do aciodc
indol pinivico, que reage com citrato férrico de

Triptofano - .
amonia, produzindo cor marron
Hidrolise da esculina, detectada pelo citrato férrico
Hidrolise da esculina de amodnia através da formagdo de um precipitado

preto

Reaciio de VP (Vogues-Proskauer)

Produgdo de acetoina a partir de piruvato de sédio,
visualizado apds adigdo de hidréxido de potassio e
alfa-naftol

Hidrolise do  ortofenil-beta-galactopiranosideo,

Galactosidade (ONPG) expressando uma coloragio amarela sob luz visivel
Ut:hzag:ﬁo(?z::rbondratos Metabolizagdo de carbohidratos especificos com a
ttrato adicifica¢io do meio e alteragio no indicador de pH

Malonato

Tolerancia aptl.mlcroblana Crescimento na presenga de alguns antimicrobianos
Colistina - .

. em concentragdes definidas

Cefalotina

Fonte: Sistema automatizado MicroScan", Dade Behring, Sacramento, CA
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4.7.7.1.2 Antibiotipagem

Uma vez definidos os resultados de sensibilidade aos antimicrobianos

testados, foi possivel reunir as cepas segundo o padrdo apresentado e definir grupos de perfis

comuns.
4.7.7.2 Técnicas de genotipagem

A genotipagem € a observagdo da carga génica e estd menos sujeita a

variagdes entre cepas geneticamente relacionadas.
4.7.7.2.1 Perfil plasmidial

Os plasmidos sdo fitas de DNA extracromdssomicas presentes em grande
parte dos isolados clinicos. A deierminapﬁo do perfil plasmidial foi o primeiro método de
tipagem molecular desenvolvido e baseia-se na lise celular (em pH alcalino), seguida de uma
eletroforese comum, em gel de agarose.‘ As variagdes de presenga, auséncia e tamanho das
bandas formadas, séos os critérios utilizados para a tipagem (KADO & LIU, 1981).

Foi utilizada a t‘écrﬁca de Kado & Liu (1981), indicada para a extragédo de
plasmidios de diversos pesos (2,8 a 350 mega Daltons, MDa). Como marcadores de peso
molecular foram utilizas cepas padrdo, com plasmidios de peso conhecido: pRj7 (Tc), 110
MDa; pJPN;, (Km), 66 MDa; pRP, (TC), 34 MDa; pSa (Km), 23 MDa.

As cepas foram crescidas em caldo TSB suplementado com ampicilina (100
pg/mL) (Sigma, EUA), sob agitagdo, por 16 a 18 horas e a 35+ 1 ° C. Apos centrifugagdo (30

segundos, 14.000 Ipm), o sedirﬁepto foi lavado em 1 mlL. de solugdo tris EDTA (TE) (Tris-

Emersan Dungayv Cavussin









4 Cusuistica. Marerial e Mérodos 47

lavagem. Apés a quinta lavagem foi adicionado 100 pL do tampdo da enzima diluido 10
vezes (sem a enzima) e incubado a 5°C por uma hora. Ao final, foi retirado o tampio e
adicionado novo tamp3o, agora com a enzima utilizada, e feita nova incuba¢do a 5°C por duas
horas, seguida de outra a 37°C por 15 horas. |

A corrida foi realizada em g_el de agarose a 1% (BioRad, EUA) em tampao
TBE 0,5x (Tris 0,089M; acido borico 0,089M; EDTA 0,002M). Utilizada a forma CHEF de
PFGE e o aparelho CHEF-DR III (Bio-Rad Laboratories, EUA). O padrido de variagdo da
corrente elétrica (switch time) foi de 5 a 55 segundos, com tempo total de corrida de 22 horas
em solugdo de TEB 0,5x adicionado de 200 pL de tiuréia (0,5M), a uma temperatura de 14°C
e sob corrente de 200 volts (6V/cm). Os géis foram corados com solugio de brometo de etidio
(1 uL/mL) (Promega, EUA) por 40 minutos, descorados em agua Milli-:Q® por mais 40
minutos e fotografados sob luz UV com filme Polaroid®.

Para a avaliagdo do poder discriminatério da técnica, além das cepas
epidemiologicamente n#o relacionadas do HURNP, foram incluidas cepas de K. pneumoniae
ATCC1383 e E. coli ATCC25922, além de outras previamente tipadas em diferentes estudos:
uma cepa de K. pneumoniae produtora de SHV-18, do programa Intensive Care Antimicrobial
Resistance Epidemiology (ICARE) e uma K. pneumoniae ESBL causadora de surto na UTI-
Neo do Hospital Geral de Itapecirica da Serra, Sdo Paulo (dados ainda ndo publicadc;s). Estas
cepas foram gentilmente cedidas pela Dra. Silvia Figueiredo Costa do Labbrétério de
Investigagio Médica (LIM) 54, da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o -Paulo.

A analise e interpretacgdo das cepas foram feitas com base na similaridade do
perfil de bandas apresentado, segundo critérios estabelecidos por Tenover ei al. (1995)

(Quadro 3).
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Quadro 3- Critérios para interpretagéo de padrdes de bandas gerados por PFGE, segundo

Tenover et al (1995)

Categoria

Namero de diferencas,
comparado & cepa do surto

Interpretacdo epidemiolégica

Indistinguivel 0 Geneticamente relacionado
Fortemente relacionado 2.3 Provavelmentc? geneticamente
relacionado
. . ivel i
Possivelmente relacionado - Possive mente‘ geneticamente
relacionado
Diferente >7 Geneticamente nio relacionado

Fonte: Adaptado de Tenover ef al (1995)

A classificagdo inicial dos niveis de similaridade deu-se por observagio

visual, seguida da montagem de um dendrograma baseado no coeficiente de similaridade de

Dice e¢ a construgdo dos dendogramas foi baseada na analise de clusters UPGMA

(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic Average).

4.8 Aprovacio pelo Comité de Etica em Pesquisa

O presente estudo foi analisado e aprovado pelos Comités de Etica em

Pesquisa (CEP) do HURNP e da FCF/USP por estar em conformidade com a Resolugéo

196/96, através dos pareceres 011/02 de 19 de margo de 2002 e do Oficio CEP n° 10 de 10 de

margo de 2003, respectivamente.
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Stenotrophomonas maltophilia. Dentre os fungos, foram obtidos 21 isolados durante os trés

anos de observagéo, a grande maioria obtida de sitios colonizados, sendo a Candida albicans

0 género mais encontrado.

5.2 Prevaléncia de produtoras de ESBL. no HURNP

Foram avaliadas todas as culturas com Klebsiella spp. e E. coli obtidas das
diversas unidades do HURNP entre janeiro de 2000 e maio de 2002, totalizando 3.554.
isolados. Destes, 2.812 (79,12%) foram identificados como E. coli e 742 (20,57%) como
Klebsiella spp. Neste universo, a porcentagem de produtoras de ESBL entre os dois géneros
se comportou de maneira distinta. Em termos percentuais, enquanto o nimero de’ K.
pneumoniae ESBL oscilou em tommo de 28,32% (+ 3,86), a E. coli manteve uma tendéncia
constante de aumento, chegando a um aumento relativo de 39,8%, quando comparados os

anos de 2000 e 2002 (Figura 08).
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5.4 Descri¢ao do surto na UN

Durante todo o ano de 2000 ndo houve o isolamento de K. preumoniae
ESBL na UN. No entanto, nos &ias 25 e 30 de janeiro deste mesmo ano, dois pacientes
apresentaram cepas de E. coli produtoras de ESBL (E. coli ESBL), o primeiro paciente
(iniciais, SHDG) em secregdo ocular e o segundo (GBN) em secre¢do de orofaringe. Desde
entdo, somente em 09 de abril de 2001 foi isolada: uma nova cepa de E. coli ESBL,
proveniente da urotultura de ISR. Deste mesmo paciente, em 19 de abril, foi isolada a
primeira cepa de K. pneumoniae ESBL, em secregdo purulenta de onfalite. Esta cultura
apresentou uma E. coli ESBL, uma K pneumoniae ESBL e um Estafilococo coagulase
negativa. Novos isolados de E. coli ESBL foram obtidos somente em 18 de setembro, em
cultura de’ orofarin'ée de ICMG; em 8 de outubro, em orofaringe de EBMM e 29 de
novembro, em secrec@o de onfalite de LRN.

Trés novos isolados de K. preumoniae ESBL foram documentados em dois
outros pacientes em junho de 2001. O primeiro paciente' apresentou cultura positiva em leséo
de pele no dia 19 de junho, o que correspondeu ao oitavo dia de internagdo. Ainda deste
paciente, foi isolada a mesma cepa no dia seguinte em cultura de cateter umbilical, tendo
ficado internado na UN por 12 dias (Tabela 01, paciente lj. O segundo paciente apresentou o
mesmo isolado também em lesdo de pele, em 25 de ju.hhb, ja no quarto dia de internagéo e
permaneceu internado por 75 dias (Tabela 01, paciente 1-5). A partir de entdo, a freqiiéncia de
isolamento desta cepa atingiu valores que a caracterizaram como epidémica.

No més seguinte, foram diagnosticadbs mais dois pacientes com o mesmo
agente. O primeiro, em 12 de julho, com bacteremia transitéria e infecgio primaria do acesso

venoso documentadas através de hemocultura e cultura semiquantitativa de ponta de cateter

Enerson Dangrs: Covassin



S Resuliados 56

(Tabela 01, paciente 3) e o segundo em 23 de julho, com conjuntivite diagnosticada no sexto
dia de internagio (Tabela 01, paciente 16).

Em agosto, como pode ser observado mais detalhadamente nas Tabelas 01 e
0la, foram mais trés novos paci;zntes infectados em diferentes sitios. Seguidos de um novo
paciente em setembro, um em outubro e dois em novembro de 2001. Novos casos de infecgfo
por K. pneumoniae nao foram documentados até o final do estudo, no periodo pés-surto.

No periodo anterior a janeiro de 2000 nao foi possivel monitorar o

isolamento de produtores de ESBL.
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Tabela 01- Relagdo dos neonatos infectados e/ou colonizados por K pneumoniae ESBL,
internados inicialmente na UTI-Neo, em ordem cronolégica de internagédo
Idade Peso Dias de

Paciente 20 Boletim Data da Data e internaciio Dias de Sitio de Status
gestacional nascer Apgar inerpacio n°das na dat:do internagfio isola to clinico do
(semanas) a(g) 1'-5 na UN  culturas isolamento total men isolado

1 265 530 i4  roeor 001 g 12 S¢.Pele  Infecgdo
‘ 20.06.01 Cateter
11168 ° umbilical _ Infecsdo
29.08.01 . .
2 28s 745 1-8 03.07.01 2644 57 116 Orofaringe .colonizagio
06;;2;“ 65 Orofaringe colonizagio
182.83.90l . 77 Orofaringe colonizagdo
.10.
08332 401 97 Nasal colonizag¢do
083';3;)1 97 Orofaringe colonizagio
19.10.01 ]
. . 3439 108 Orofaringe  colonizagao
12.07.01 .
3 33s3d 1820 8-8 05.07.01 717 7 19 Sangue Bacteremia
1 2'70(;’ ]'01 7 Cateter Infecgio
23.07.01 . 18 Cateter”  colonizagio
j 29.08.01 . .
4 - 26s4d 800 10-10  19.07.01 2651 41 131 Orofaringe colonizagdo
1 lzggé)l 54 Nasal colonizagido
1 12'(8}2'90] 54 Orofaringe colonizagio
“223_? 1 54 Retal colonizagao
l%ggfl : 61 Orofaringe colonizagdo
18.09.01 61 Orofaringe colonizagdo
25?;2?-801 68 Axif/ingu  colonizagido
0 13;2(;) 1 74 Orofaringe colonizagdo
083.;%01 81 Orofaringe colonizagic
223-111(6)501 95 Orofaringe colonizagdo
223'12'301 . 95 Nasal colonizagdo
073';:'501 = 111 QOrofaringe colonizag2o
5 30s44d 1540 2-8 05.08.01 29?:22.801 24 36 Orofaringe colonizag3o
06222(;) ! 32 Orofaringe colonizagfio
062'22'101 32 Nasal colonizag3o
6 30s4d 1580  2-8  05.08.01 292'22-90' 24 34 Orofaringe colonizagdo
. 062'23;‘0 I 32 Orofaringe colonizagio
06,,‘23'501 32 Nasal colonizagido
N 2
7 37s6d 3775 2-8 12.08.01 ..03.(1)3.701 08 33 Sangue Infecgido

. 20.08.01 ] 08 Urina Infec¢do
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Peso . Dias de .
Paciente ldafle a Boletim ‘Dau da D:tac internacio _ Dias de Sitio de Status
gestacional nascer Apgar inernacio n’das na data do internaciio isolamento clinico do
I_g .
(semanas) @ 1-5 na UN  culturas isolamento total isolado
3112
20.08.01 08 Cateter Infecgdo
04.09.01 23 Orofaringe colonizagio .
06.09.01 25 Orofari .
2738 rofaringe colonizagio
12.09.01
5102 31 Cateter Infecgao
21.08.01 .
8 28s 935 78 1208 L9 09 59 Ocular  colonizagdo
04.09.01 23 Orofaringe colonizagao
06.09.0
2761 ! 25 Nasal colonizagio
18.09.01 . .
2989 37 Orofaringe colonizagio
08.10.01 .
83;23 57 Orofaringe colonizagio
29.08.01 . .
9 26s4d 1030 8-10 14.08.02 2646 15 56 Orofaringe  colonizagao
06.09. .
62?,?801 23 Orofaringe colonizagdc
06.09.01 .
) 62729 23 Nasal colonizagao
1833(9)20 ! 35 Orafaringe colonizag3q
083;(2)80 ! 55 Nasal colonizagio
0BIM s Orofaringe ~ colonizagdo
29.08.01 . .
10 32s23d 2130 8-10 24.08.01 2635 05 32 Orofaringe colonizagio
0622380 L 13 Orofaringe colonizagdo
0622290 ! 13 Nasal colonizagao
182'83'50' 25 Nasal colonizagdo
! 828360 ! 25 Orofaringe colonizagdo
13.11.01 50° dia . .
6878 apos alta - Urna infecedo
11 29s3d 1165 6-8 20.10.01 27.11.01 07 48 Qrofaringe  colonizagio
12 30s4d 1420 8-9 23.11.01 18.12.0] 26 32 Orofaringe colonizag#o
13 3ls- 1555 7-10 06.01.02 16.01.02 10 28 Retal colonizagao
14 30s. 1275 6-10  23.01.02 2%3;3’2 05 76 Orofaringe colonizagdo
04.02.02 . .
6073 12 Orofaringe colonizagio
08.02.02 16 Orofaringe colonizagdo
L 36.(1)1102 21 Orofaringe colonizagdo
06.03.02 . .
6443 42 Orofaringe colonizacéo
20.03.02 . .
6591 56 Orofaringe colonizagao
20.03.02 . .
6590 56 Orofaringe colonizag3o

* Cateter < 15ufc: cultura semi-quantitativa de ponta de cateter com contagem inferior a 15 unidades
formadoras de coldnia, resultado de baixo valor preditivo positivo para quadro infeccioso
Fonte: Servigo de Arquive Médico, HURNP
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Tabela 01a- Relag3o dos neonatos infectados e/ou colonizados por K. pneumoniae ESBL,
internados inicialmente na UCI, em ordem cronolégica de internacio
Peso Dias de

. Idade Boletim Datads Datae . " Dias de . Starus
Faciente gestacional n‘::" Apgar inerpa¢do n°das ::::::’:: internagiio isfl‘::::to clinico do
_& -
(semanas) (@) 1’-5 na UN  culturas isolamento total isolado
25.06.01 ;
I5 28s4d 885 7-9 21.06.01 11391 04 75 S¢. Pele Infecgido
13.08.0 ,
32637 ! 53 Urina Infecgdo
292'22501 69 . Orofaringe colonizagio
16 s 3010 g10 1707010 S0 o6 15  Sc.Ocular Infecgdo
17 355 2735 8-10  24.07.01 oggg;,‘" 13 . 135 Sangue  Infecgdo
04.09.01 38 Orofaringe colonizagdo
06222401 40 . Orofaringe colonizagio
17.09.01 51 S¢. Ocular Infecgéio
! 828370 ! 52 . Orofaringe colonizagio
! 8283801 52 Nasal colonizagio
26.09.01
5645 60 Cateter Infecgio
023;‘6)80 ! 67 Orofaringe colonizag3o
07.11.01 = 102 . Nasal colonizagio
09.11.01
6822 108 Sangue Infecgio
18 27070 P80 a3 38 Orofaringe colonizagao
19 03.08.01 08.08.01 05 7 Cateter®  colonizagdo
2367
20.08.01 .
20 11.08.01 3099 09 45 Urina Infecgio
20.08.01
3125 09 Sangue Infecgdo
20.08.01
3177 09 ] Cateter Infec¢io
04.09.01 24 Orofaringe colonizagéo
06.09.01 . .
2740 26 Orofaringe colonizagao
18.09.01 ) . .
2986 38 Orofaringe colonizagio
21 335 2490 28 13.08.01 39,'223“ 17 24 Orofaringe colonizagao
29.08.01 . .
22 32s 1515 6-9 20.08.01 2647 09 36 Orofaringe colonizag3o
06.09.01 . .
2736 17 Orofaringe colonizagido
06.09.01 .
2737 17 Nasal colonizaclo
06.09.01
4813 17 S¢. Ocular  Infecgao
29.08.01 . S
23 32s2d 1230 10-10  20.08.01 2641 09 48 Orofaringe  colonizagdo
18.09.01 . .
3003 29 Orofaringe Colonizagao
2 28s4d 1010 27 300901 21901 a3 59 Urina . Infecgdo
06.11.01

3598 37 Orofaringe colonizagio
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Peso , Dias de
. Idade Boletim Datada Datae . Dias de . Status
Paciente gestacional na::er Apgar inernacio n°das :1::;:;;:: internagdo isfl‘l:::::to clinico do
L 4] -
(semanas) @ 1I’-5 na UN  culturas isolamento total isolado
25 4sad 1955 810 17a001 500 12 16  Orofaringe colonizagdo
26 36s4d 4280 810  (7.10.01 293';2'701 12 . 18  Orofaringe colonizagdo
27 37540 3755 g0 190001 0301y 52 Urina  infecgdo
056;;40 1 17 Cateter infec¢do
06.11.01 18 Incisdo Infecgdo
28 17.11.01 .
36s3d 1870 6-8 21.10.01 6966 27 28 Cateter"  colonizagido
29 3ss2d 2350 99 221000 5000 07 9 Nasal . colonizagdo
2%;2'10] 07 Orofaringe colonizagio
29.11.01 S¢ ;
30 34s3d 2030 8-10 23.11.01 8221 06 10 umbilical Infecgido
7
31 32s 1855 90 ozazor 4201 46 18  Orofaringe colonizacdo
1 83;250 ! 16 Nasal colonizagdo
32
pos- 26s 865 6-8 16.09.02 17.12.02 62 112 Orofaringe . colonizacdo

errad ica(;aob

® Cultura de ponta de cateter com >15 ufc considerada como colonizagéo por ndo haver hemocultura
Eositiva, clinica compativel com quadro infeccioso ou uso de terapia antibiética

Cepa de K. pneumoniae ESBL isolada em dezembro de 2002, apos a erradicagdo da cepa epidémica
que teve seu Oltimo registro em 20 de margo de 2002 (paciente 14)
Fonte: Servigo de Arquivo Médico, HURNP

A Figura 10 ilustra os dados das Tabelas 1 e 1a, onde estio identiﬁcados
todos os isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL obtidos entre 2000 e 2002. Foram
computadas todas as culturas colhidas e considerada apenas a primeira cultura positiva dos
sitios infectados ou colonizados. Os pacientes que tiveram a primeira cultura com a cepa
epidémica em sitio infectado foram tabulados como infectados e colonizados. Totalizando o
periodo do surto, foram 31 pacientes com cultura positiva para a cepa epidémica, sendo que
em 11 deles foi possivel determinar a relagdo com quadros infecciosos; enquanto que os 20
pacientes restantes permaneceram exclusivamente colonizados. Analisando os periodos pré- €
pos-surto, foram diagnosticadas apenas duas colonizagdes, a primeira em abril de 2001 e a

segunda em dezembro de 2002.
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manutengdo de sonda orogastrica (19! dias), transfusdo de hemoderivados (por 11 vezes),
ventilagcdo mecanica (97 dias), acesso venoso (94 dias), uso de corticéides (30 dias) e uso de
diversos antimicrobianos, dentre eles vancomicina (37 diz_as), meronem (26 dias) € imipenem
(27 dias). Deste paciente, diversos materiais clinicos foram obtidos com o .propésito de
vigilancia e diagndstico, incluindo culturas de secregio de orofarjnge (n=16), material nasal
{(n=3), secregdo retroauricular (n=1), secrecdo gastrica (n=1), material retal (n=1), secre¢io
ocular (n=1), sangue (n=5), liquor (n=3) e urina (n=1). De modo interessante, nenhuma
cultura foi positiva para Klebsiella spp. Por outro lado, seu irmo, paciente 24 Tabela Ola
(segundo gemelar), teve uma infecgio urindria pela cepa epidémica no vigésimo terceiro dia
de internagdo e mais uma cultura de secrecdo de orofaringe positiva para 0 mesmo

microrganismo 14 dias depois.
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5.6 Populagido do Estudo
5.6.1 Quadro de funcionarios

Foi tracada a relacdio entre a taxa de ocupacdo do setor, ¢ nimero de
funcionérios e o nimero de novos pacientes colonizados e/ou infectados, ambos corrigidos
para 100 pacientes-dia/més.

Quando comparados os meses de junho e agosto, verificou-se em nameros
relativos a diminuigéo de 26,7% no nimero de funcionario € o aumento de 77,78% no nimero
de pacientes com novas infec¢Ges e/ou colonizagdes (4 em junho e 18 em agosto). Apods a
aplicagdo das medidas de intervengéo, no més de setembro houve o registro de apenas um
novo caso de infec¢do, enquanto que o nimero de funcionarios aumentou em 39,§ % em

relagdo ao més anterior (Figura 15).
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Dentre todos os casos, apenas um paciente veio transferido de outra
institui¢do (paciente 8, Tabela 01), o restante teve como origem a sala de partos do HURNP.

A anilise comparativa do tempo total de internagdo dos casos e controles
ndo revelou diferenga signiﬁcativa, sendo que a mediana dos casos foi de 34 (8-116) dias e a

dos controles de 25 (5-176) dias (p= 0,126).

A meédia da idade gestacional foi de 230 (+ 28,4) dias para os pacientes
infectados e 224 (25,3) dias para os exclusivam.ente colonizados (p= 0,509), totalizando o
grupo de casc;s em 226 (+ 26,2) dias. Sendo a média obtida para o grupo controle de 229 (+
"23) dias, ndo foi-veriﬁcada diferenga significativa entre os grupos de casos € controles (p=
0,553). O mesmo ocorreu com a distribui¢do de infec¢des e colonizagdo quanto ao sexo (p=
0,58_6). A analise do peso ao nascer para c.> grupé de casos teve como mediana 1580 (530-
4280) grama.s e para os controles 1655 (680-2900) gramas, nido havendo diferenga
significativa (p=0,774), ainda que estratificado e comparado como > 1500 gramas (p=1) ou <
1500 gramas, (p=1); bem como para o indice de Apgar menor que 7 no quinto minuto para

casos e controles (p= 0,363).

O tempo de internagido até o primeiro isolamento da cepa epidémica nos
pacientes infectados teve uma mediana de 9 (4-23) dias e nos colonizado de 15,5 (5-57) dias
(p= 0,080). Quando analisado o tempo de internagdo dos casos (infectados mais colonizados)
até a primeira cultura positiva frente ao tempo de i;ltemag:z'io dos controles a mediana foi de 13
(4-57) dias e 25 (5-176) dias, respectivamente, passando a apresentar uma diferenga

estatisticamente significativa (p< 0,001) (Tabela 02)
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5.6.2.2 Consumo de antimicrobianos

A analise do consumo isolado de antimicrobianos entre casos e controles
ndo revelou associagdo com infec¢do ou colonizagio em nenhum dos trés modelos
epidemiolégicos analisados. O mesmo foi observado para o uso combinado de algumas
classes de antimicrobianos, como ilustram as Tabelas 4 e 5.

Tabela 04- Analise comparativa entre casos e controles quanto ao uso de diferentes
antimicrobianos por periodos maiores ou iguais a 48 horas

Antimicrobiano Casos (n=31)" Controles (n=52) P
Amicacina 14 19 0,580
Gentamicina 23 31 0,267
Penicilina 9 16 1
Ampicilina 20 23 0,118
Cefepime . 3 8 ' 0,684
Carbapenémicos ) 3 3 . 0,852
Vancomicina 5 13 0,843

* Casos computados até a primeira cultura positva e controles computados até o 16° dia de internagio
® teste do Qui-quadrado

Tabela 05- Analise comparativa entre casos e controles quanto ao uso combinado de
diferentes antimicrobianos por periodos maiores ou iguais a 48 horas

Antimicrobiano Casos (n=31) Controles (n=52) p°
Ampicilina/Penicilina + 2
. . ,298
Aminoglicosideo 27 39 0,29
Vancomicina +
0,397
Aminoglicosideo 3 10 .39
Cfsfalo§p0ripa d’c terceira geragdo + 3 1 0,286
Aminoglicosideo
Cefalosporina de terceira geragédo + 1 ) )
Vancomicina
Carbapenem +
X - 1 1 1
Aminoglicosideo
Carbapenem +
. 1 1 1
Vancomicina

* teste do Qui-quadrado

Emcrsor Dangin Cavassin
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5.7 Medidas de Intervencio

As medidas de intervengdo foram implantadas assim que se definiu a
ocorréncia do surto, em 27 de agosto de 2001. O resultado obtido foi 0 aumento da adesdo as

precaugdes de contato e a erradicagdo da cepa epidémica da UN..
5.8 Avaliagio de procedimentos

. A adesio as medidas de intervengdao ndo foi auditada através de
procedimentos padronizados, mas pelo contato freqiiente com a equipe da unidade.

Foi mensurado o consumo de alcool 70° e de sabonete liquido degermante
pela UN (com triclosan 2% ou clorhexidina 4%) em litros por 100 pacientes-dia/més. Embora
os resultados tenham demonstrado o aumento no consumo destes produtos no periodo pré-
surto e diminui¢do durante o periodo do surto, houve um viés importante no registro destes

dados, impossibilitando qualquer anélise de resultados.
5.9 Investiga¢io Microbioldgica
5.9.1 Controles microbiolégicos

Durante o estudo, todos os controles microbiologicos realizados de rotina
pelo Laboratério de Microbiologia do Servigo de Prevengdo e Controle de Infec¢do Hospitalar
apresentaram resultados satisfatérios. Em nenhum momento houve o isolamento de K.
penumoniae nas amostras de 4gua potavel, dgua de hemodidlise, nutrigio enteral, leite

materno, nutri¢iio parenteral ¢ hemoderivados.
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5.9.2 Coleta de materiais
Especificamente para a investigacdo do surto, foram colhidas 314 culturas

adicionais, envolvendo diversos materiais.
5.9.2.1 Materiais clinicos

Os materiais obtidos dos pacientes no periodo relacionado a investigac¢io do
surto foram: secre¢do de orofaringe, sangue, secrecdo de fossas nasais, liquor, urina, ponta de

cateter, exsudatos cutidneos, secre¢éo conjuntival e cultura de material retal.
5.9.2.2 Coleta das equipes de atendimento

Foram colhidas culturas de 31 funcionarios no decorrer das investigacdes,
distribuidos em todos os turnos. A média mensal neste periodo foi de aproximadamente 37
funcionarios.

Dentre as culturas de pessoal, as mios de duas auxiliares de enfermagem
foram positivas para K. pneumoniae multirresistente ESBL, denominadas como Auxiliar C e
Auxiliar S.

a) Culturas da Auxiliar C

A primeira coleta das maos foi realizada em 14 de setembro de 2001,
resultando em cultura negativa para K. preumoniae. Na semana seguinte, em 21 de setembro,

foi repetida a coleta e desta vez o resultado foi positivo para a cepa investigada.

.
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Em 18 de fevereiro de 2002, apés um més de terapia antifungica, novas

culturas foram negativas para K. pneumoniae e permaneceram inalteradas até 14 de marc¢o de
' 2002, quando a pesquisa ¢ a cultura para fungos também foram negativas.

No (Iiia 11 de margo a Auxiliar C voltou a escala de pessoal da UN, época na

qual estava internado o paciente 14 (Tabela 01), com culturas positivas para a cepa epidémica

em trato respiratorio em 06 de margo e 20 de margo de 2002. Orientada a trabalhar de luvas,

n3o apresentou mais cultura positiva para Cedndida albicans nem para K. pneumoniae ESBL.

b) Culturas da Auxiliar S

Em 29 de novembro de 2001 foi detectada a segunda auxiliar com cultura
positiva' para a cepa epidémica. Apds o resultado da primeira cultura, em 05 de dezembro a
funcionaria voltou para nova coleta das maos e de raspado axilar, inguinal, retal, vaginal,
nasal, de conduto auditivo, do couro cabeludo, de orofaringe e fezes. Todas as culturas foram
negativas para K. pneumoniae ESBL e nenhuma alterag@o foi observada nas maos e unhas.

Enquanto aguardava os resultados, a Auxiliar S foi orientada a manter o uso

de luvas em tempo integral, ndo sendo afastada da UN.
5.9.2.3 Coletas do Ambiente

Foram colhidas 29 culturas do ambiente da UN que evidenciaram a
disseminagdo da cepa epidémica pela unidade. As culturas incluiram superficies de
incubadoras,  estetoscopios, esfigmomandmetros, pranchetas, superficie de equipamentos,

superficie de mobilidrios, pias e torneiras. Em cinco de setembro de 2001 foram isoladas

Enrerson Dangans Cavavsin
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cepas de K. pneumoniae ESBL na porta da incubadora de dois recém natos colonizados

(paciente 4 e paciente 9, Tabela 01)
5.9.3 Cepas selecionadas para a feno e a genotipagem

A andlise de todas as culturas colhidas no periodo (vigilancia e diagndstico),
resultou na selegdio aleatoria de 73 isolados de K. pneumoniae representativos dos pacientes
infectados, colonizados, funcionarios e ambiente. As cepas foram classificadas segundo os
periodos definidos para o estudo e a origem de sitio infectado ou colonizado. Um paciente
apresentou infec¢fio urinaria apds 50 dias de alta da UN e foi definido como “Infec¢éo pos-
alta”. Foram incluidas também as culturas positivas de ambiente e das maos das auxiliares de
enfermagem colonizadas. No periodo do surto foram obtidas seis .cepas ndo produtoras de
ESBL na UN, duas de infecgdo (3125, hemocultura e 2637, infeccdo urinéria) e quatro de
colonizacdo (3958, 3956, 6020 e 5039) inicialmente definidas respectivamente como
“Infeccdo endémica” e “Colonizagdo endémica” por se diferenciarem das epidémicas. As
cepas “epidemiologicamente ndo relacionadas” foram isoladas de pacientes internados em
outras unidades do hospital. Foram incluidos ainda, isolados de pacientes internados na UTI-
Neo do Hospital Evangélico de Londrina (HEL) e duas cepas causadoras.de um surto na

mesma UN do HURNP em 1999 (Tabela 06).
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3218-2 25.09.01 Axilar/lnguinal ESBL +

3240-a 01.10.01 S¢. Orofaringe ESBL +

3240-b 01.10.01 S¢. Orofaringe ESBL +

3240-d 01.10.01 S¢. Orofaringe ESBL +

3330-2 08.10.01 S¢. Orofaringe ESBL +

3462-1 22.10.01 S¢. Orofaringe ESBL +

3462-3 22.10.01 S¢. Orofaringe ESBL +

3598-1 06.11.01 S¢. Orofaringe ESBL +

3958 18.12.01 Sg. orofaringe ESBL +

3956 18.12.01 S¢. orofaringe ESBL +

6020 28.01.02 S¢. orofaringe ESBL +

5039-2 16.01.02 Material retal ESBL +

INFECCAOQ, PERIODO 1339 23.07.01 S¢. ocular ESBL +

DO SURTO (n=13) - 2637 13.08.01 Urina ESBL -

3099 20.08.01 Urina ESBL +

3112 20.08.01 Urina ESBL +

3125 20.08.01 Sangue ESBL -

3127 20.08.01 S¢.ocular ESBL +

. 5102 12.09.01 Urina ESBL +

. 5645 26.09.01 Urina ESBL +

6354 23.10.01 S¢.ocular ESBL +

6691 05.11.01 Urina ESBL +

6694 05.11.01 Cateter ESBL +

6822 09.11.01 Sg¢.ocular ESBL +

6966 . 17.11.01 Urina ESBL +

INFECGCAO POS-ALTA 6878 13.11.01 Urina ESBL +

(n=1)

AMBIENTE (n=2) 2784 15.09.01 Porta incubadora ESBL +

2787 15.09.01 Porta incubadora ESBL +

MAOS (n=13) 3128 “S” 21.09.01 - Maos ESBL +

32058~ 25.09.01 Maios ESBL +

3258 “8” 01.10.01 Maios ESBL +

3259 “§” 01.10.01 Mios ESBL +

3440 “S” 19.10.01 Mios ESBL +

. 344248~ 19.10.01 Maos ESBL +

3444 S~ 19.10.01 Maos ESBL +

3496 “S” 19.10.01 Mios ESBL +

3498 “8” 28.10.01 Mios ESBL +

3578 “S” 01.11.01 Maos ESBL +

3580 “S” 01.11.01 - Maos ESBL +

3746 “C” 29.11.01 Mios ESBL +

3918 “s” 12.12.01 Maos ESBL +

COLONIZAGAO, 3525 29.10.01 S¢. Orofaringe ESBL -

ENDEMICA (n=4) 3533 29.10.01 S¢. Orofaringe ESBL -~

3534 29.10.01 S¢. nasal ESBL -

3539-1 29.10.01 S¢. Orofaringe ESBL -

CEPAS 147 Enf Masc. 03.07.01 Liq. Peritoneal ESBL +
EPIDEMIOLOGICAMENTE

NAO RELACIONADAS 2576 UTI 11.03.02 Sangue ESBL +

(n=10) 2996  Enf.Masc. 19.03.02 Sangue ESBL +

3088 Pediatria 20.03.02 Secreglio ESBL +

3413  Enf.Femin. 23.0801 Urina ESBL +

Cmerses Diiann avassi
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3667 Pediatria 28.08.02 Sangue ESBL +

5955  Enf.Femin. 08.10.01 Sangue ESBL +

6237 Enf.Masc. 19.10.01 S¢. Pele ESBL +

6672 Pediatria 05.11.01 Urina ESBL +

8041 Enf Masc. 17.06.02 Urina ESBL +

HOSPITAL 3087 21.09.01 S¢. orofaringe ESBL +
EVANGELICO (n=5) 3089-1 21.09.01 S¢. orofaringe ESBL +
3089-2 21.09.01 S¢. orofaringe ESBL +

3097 21.09.01 S¢. orofaringe ESBL +

3101 21.09.01 S¢. orofaringe ESBL +

SURTO HU, 1999 (n=2) . K. atip 03 1999 S¢. orofaringe ESBL +
K. atip 04 1999 S¢. orofaringe ESBL +

5.9.4 Teste de Sensibilidade e deteccao de ESBL

As Tabelas 8 e 8a trazem os resultados de sensibilidade e de detecgdo de
ESBL em cinco cepas representativas do surto e dois contrbles. Est&o representadas sete cepas
provenientes de diferentes fontes e periodos, incluindo: uma infecciosa de julho de 2001
(1339); colonizante de outubro — resistente aos carbepenémicos - (3463); colonizante de
novembro (3615); ambiente de outubro (2784); colonizagio das mdaos da auxiliar de
enfermagem “C” de setembro (3205); infecciosa de agosto de 2001 — isolada na pediatria -
(3667) e de uma colonizagio registrada em outubro no HEL (3087).

Todos os isolados epidemiologicamene relacionados, obtidos durante a
investigagdo, foram positivos para as técnicas fenotipicas de detecgdio de ESBL, com excegdo
dos isolados: 2637, 3125, 3525, 3533, 3534 e 3539. Os isolados 2637 ¢ 2643 foram obtidos de
um mesmo paciente, em momentos e materiais distintos, e embora sejam discordantes quanto

a produgido de ESBL, foram definidas como geneticamente relacionadas pela PFGE.

Enierson Dangin Canvasvan



S Resulrados 82

Tabela 08- Perfil de sensibilidade da cepa epidémica e de dois controles obtidos em éiferentes
situagdes

FONTE
o Infecgido Colonizagio  Colonizag3o Ambiente UN Colonizagde Colonizagio  Colonizagio
S (]339) (3_463) (3,6 15) ) (2784) (3205) {3667) (3087)
‘5 paciente 16 paciente 4 paciente 4 incubadora | mios “C™ HURNP® HEL®
e - o o o o ) o )
-2 £ i T T e (8 T 3
E E § =2 § = 3 = £ = 2 e 3 = £
F g g £ g & g £ £ £ B 2 & 2 G
2 2 £ E £ 2 2
Cefalotina  Q R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R
Cefoxitina 20 S 0 R 20 S 19 S 19 S 19 S 19 S
Cefotaxima () R 0 R 11 R 11 R 0 R 10 R 11 R
Cefpodoxima () R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R
Cefiadizidima 17 I 18 I 16 1 17 I 16 1 18 I 0 R
Cefiriaxona 10 R 11 R 11 R 9 R 10 R 9 R 12 R
Azireonam 11 R 10 R 10 R 9 R 0 R -0 R 0 R
Cefepime 10 R 9 R 9 R 0 R 0 R 0 R 8 R
Ciproflox. 30 S 32 S 30 S 32 S 31 S 34 S 30 S
Amicacina 16 I 15 I 15 I 15 I 16 I 16 I 16 I
Gentamicina R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R 0 R
Imipenem 27 S 12 I 24 S 24 S .25 S 25 S 22 ° S
Meropenem 26 S 10 R 24 S 25 S 24 S 25 S 22 S
Ertapenem 22 S 0 R 23 S 22 S 24 S 25 S 22 S
Piperac./tazob () R 0 R 0 R 0 R 0 R 12 R 8 R
Sulfa/tmp 15 I 10 R 14 | 14 I 15 I 15 I 16 S

* Segundo NCCLS (2001)

* maos “C”: cepa isolada nas maos da auxiliar de enfermagem C em 25 de setembro de 2001

® HURNP: cepa isolada em hemocultura da pediatria em 28 de agosto de 2001, incluida como controle mas que
apresentou o mesmo perfil de PFGE da cepa epidémica

© HEL: cepa isolada em secregio de orofaringe da UTI-Neo do Hospital Evangélico de Londrina em 20.de
outubro de 2001. Incluida como controle, mas que apresentou o mesmo perfil de PFGE da cepa epidémica

Eneerson Dapigiy Cavassim
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Tabela 08a- Confirmagio de ESBL em cinco cepas epidémicas e dois controles

83

FONTE
6 Infecgdio Colonizagio | Colonizagio | Ambiente UN | Colonizagdo | Colonizagio | Colonizagio
g (1339) (3463) (3615) (2784) {3205) (3667) (3087)
‘B paciente 16 pacicnte 4 paciente 4 incubadora mios “C™ HURNP® HEL®
[=}
= - » - 73 - @ - n - 0 -l @ - w
o
=4 fas)] [= m [«3 m [=] m Q m [=] m [=3 o [=3
E w»n 2 =1 w2 =] ) w O N 2 =3 wn v 2 n O
£ |gdEo|gdgo|gdio|gaeo|gdEo|gdEo|gate
$ 8 |z 8 |£ 8 |8 8 |Z 8 |[& & |4 8
Cefotaxima d T + + + + + +
.- + + + + +
CTX-Clav + +
Cefpodoxima + - + - + - -
- + + +
CPD-Clav * + + +
Ceftadizidima | + + | + + | + + | + + | + + | +
. + + - + + + T - +
CAZ-clav v
Aztreonam + + + + + + +

* Segunde NCCLS (2001)

**Discos combinados (Oxoid): CTX-Clav, cefotaxima/acido clavuldnico; CPD-Clav, cefopodoxima/acido
clavulanico; CAZ-clav, ceftazidima/acido clavulinico

* maos “C”: cepa isolada nas maos da auxiliar de enfermagem C em 25 de setembro de 200!

® HURNP; cepa isolada em hemocultura da pediatria em 28 de agosto de 2001, incluida como controle mas
apresentou ¢ mesmo perfil de PFGE da cepa epidémica

° HEL,; cepa isolada em secreg%o de orofaringe na UTI-Neo do HEL em 20.de outubro de 2001. Incluida como
cortrole, mas apresentou 0 mesmo perfil de PFGE da cepa epidémica

4 teste de discos combinados: +, teste positivo para ESBL; -, teste negativo para ESBL

5.9.4.1 K. pneumoniae com padrao de sensibilidade atipico

Dentre as cepas de K. pneumoniae isoladas do paciente 4 (tabela 01), foram
recuperadas trés com sensibilidade reduzida aos carbapenémicos. Os niveis de resisténcia
apresentaram um aumento gradativo conforme a cronologia das coletas € o maior tempo de
uso de antimicrobianos, incluindo 40 dias de vancomicina, 27 dias de meropenem e 11 dias de
imipenem (Figura 16). Inicialmente foi ;reriﬁcado o surgimento de resisténcia a cefoxitina,
passando ao ertapenem, meropenem e, por fim, a resisténcia intermediaria ao imipenem (CIM
de 8 pg/mL) (Tabela 09).

Os achados foram confirmados em novos testes com 0s mesmos isolados,

incluindo o uso de cepas ATCC de P. aeruginosa (ATCC 27853) e E. coli (ATCC 25922).

© Emorson Darguy Cuvassin
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Utilizagio de carbohidratos
Citrato Reagdo positiva
Malonato
Tolerancia antimicrobiana
Colistina (CIM 14pg/mL) Resistente
Cefalotina (CIM > 8ug/mL) Resistente
Ozxidase Negativa

5.9.5.2 Antibiotipo das cepas epidémicas

O perfil de sensibilidade das cepas geneticamente relacionadas apresentou
p::quenas varia¢des quanto ao tamanho dos halos, ainda assim, a categoria de interpretagéo
néo foi alterada, sendo definindo um padrao predominante. A excegio observada foi com o
. sulfametoxazol-trimetoprim, a.lér;l de formar halos com algum crescimento interno
(caracteristico desta droga), houve variagdes na categoria de interpretagiio em 13 das 56 cepas
testadas (23,2%). Outra alterag@o entre as cepas epidémicas foi a emergéncia de resisténcia a
cefoxitina (n=3; 5,2%)e aos carbapenémicos (n=2; 3,5%) Os quatro isolados néo produtores

de ESBL apresentaram um perfil de multipla sensibilidade e, dentre as drogas testadas,

mantiveram a resisténcia apenas a ampicilina.
5.9.5.3 Perfil plasmidial das cepas epidémicas

Foi estudado aleatoriamente o perfil plasmidial de 32 das 73 cepas
selecionadas (43,8%), destas, 28 eram epidemiologicamente relacionadas. Foram definidos 5
padrdes de bandas distintos, 18 (67,8%) apresentaram um padrfio mais freqiiente classificado
corﬁo A, com dois plasmidios que migraram em 128 Mega Daltons (MDa) e 68 MDa. Ainda
para as cepas epidémicas, foram observados mais trés perfis: B, com bandas em 68 e 54 MDa

(n=6, 21,4%); C, com bandas em 98, 23 e 13 MDa (n=1, 3,5%) ¢ F, com banda em 110 MDa
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Tabela 10- Classificaga@o dos diferentes perfis gerados através da analise do polimorfismo do
DNA cromossomico

Origem das cepas Cepas testadas (n) Perfil* (n)
Sitio infectado 11 *(11)
Sitio infectado pods-alta 1 I(1)
Sitio colonizado 23- 1(23)
Ambiente 02 _ 1(02)
Maos da auxiliar de enfermagem “C” 12 1(12)
Maios da auxiliar de enfermagem “S” 01 I1(1)
Sitio infectado (ndo ESBL) 02 1(1)% VIIK1)
Sitio colonizado (ndo ESBL) 04 III (3); VII (1)
QOutros setores do hospital (ESBL) 10 1(2); IV G IX(1); X(1);
. XI(D); XII (1D); XIH (1)
UTI-Neo do Hospital Evangélico (ESBL) 15} 1(1); H (3); VI(I)
Surto documentado em 1999 i 02 V(2
K pneumoniae SHV-18 (ICARE) 0l XIV (1)
K pneumoniae (Itapecirica da Serra) 0l XV (1)
E. coli (ATCC 25922) . 01 XI (1)

* A denominagdo dos perfis foi aleatoria. Cada perfil representa microrganismos agrupados com base na interpretacio das
bandas geradas

? O perfil “I” define a cepa epidémica
b A tipagem desta cepa foi confirmada na mesma amostra e também em nova amostra estor:ada a-70°C

As cepas produtoras ;'le ESBL obtidas de sitios infectados apresentaram um
tnico perfil, denominado como perfil 1. Dentre estas, 11 foram colhidas durante o periodo do
surto e uma foi recuperada de uma infecg@o urinaria 50 dias apos o paciente ter recebido alta
da UN (Sitio infectado pds-alta). Em hemocultura obtida do paciente 20, em 20 de agosto de
2001, foi recuperada uma cepa ndo produtora de ESBL, definida como perfil VIII. Ainda no
mesmo dia, foram colhidas culturas cie urina e cateter, ambas com isolados produtores de
ESBL classificados como perfil I. O segundo isolado do periodo do surto ndo produtor de
ESBL foi 0 2637, embora tenha sido classificado também como perfil 1. -

As amostras representativas de sitios colonizados, produtoras de ESBL,
obtidas no periodo do surto, foram todas classificadas como sendo da linhagem epidémica
(perfil I), o mesmo para os isolados de ambiente e méos das auxiliares de enfermagem. As

colonizadoras ndo produtoras de ESBL, colhidas no mesmo periodo, foram classificadas em

dois perfis distintos, sendo trés do perfil III e uma do perfil VII.

Ewcrson Danain: Cavassin
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Os isolados testados de K. pneumoniae ESBL obtidos de pacientes
internados em outros setores do hospital foram classificados em sete diferentes perfis, onde se
verificou a presenca do perfil epidémico também fora da UN - na Pediatria - em 20 de margo
de 2002 (3088) e 28 de agosto de 2002 (3667). Também foi possivel observar a existéncia de
uma cepa disseminada por diferentes enfermarias e na UTI de pacientes adultos, definida
como perfil VL.

As K. pneumoniae ESBL colhidas na UTI-Neo do HEL foram classificadas
em trés perfis, sendo que um deles foi coincidente com o perfil I da cepa epidémica da UN do -
HURNP.

Os dois isolados de K. pneumoniae ESBL representativos do surto ocorrido
em 1999 na mesma UN foram definidos perfil V (Tabela 11).

A montagem do dendrograma foi feita com 43 cepas representativas,'destas, d

23 foram agrupadas com similaridade superior a 85% pelo coeficiente de Dice (Figura 20).

Enicrsorn Dangmy Cavassin
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MC 19.10.01 Mios UN 79 3444
MC 19.10.01 Maios UN 80 3496
MC 28.10.01 Maios UN 81 3498
MC 01.11.01 Maios UN 82 3578
MC 01.11.01 Mios UN 83 3580
I HE 21.09.01 Secregao orofaringe UTI-Neo HE 31 - 3087
HE 21.09.01 Secregdo orofaringe UTI-Neo HE 33 3089-1
HE 21.09.01 Secregdo orofaringe  UTI-Neo HE 36 3097
Il CE 29.10.01 Secregdo orofaringe UN 22 3533-1
CE 29.10.01 Secregao orofaringe UN 27 3525
CE 29.10.01 Secregido orofaringe UN 29 3539-1
IV HU 11.03.02 Sangue UTI 69 2576
HU 19.03.02 Sangue Enf. Mascul. i 2996
HU 17.06.02 Urina Enf. Mascul. 75 8041
vV KA 1999 Secregido orofaringe UN-1999 32 4-ent
KA 1999 Secregdo orofaringe UN-1999 19 3-ent
VI HE 21.09.01  Secregdo orofaringe UL NeOHE 35 3101
vii CE 19.10.01 Material nasal UN 34 -3534-1
VIII SI 20.08.01 Sangue UN 8 3125
IX HU 19.10.01 Secregdo de pele Enf. Mascul. 63 6237
X HU 08.10.01 Sangue Enf Femin. 73 5955
XI HU 05.11.01 Urina Pediatria 74 6672
X1 HU 03.07.01 Liq.Peritoneal Enf. Mascul. 68 147
X111 HU 23.08.01 Urina Enf. Femin. 61 3413

* Relativo ao periodo de isolamento e classificagio da amostra. SI: surto infecgdo; SC: surto colonizagdo; HE:
isolado na UTI-Neo do Hospital Hevangélico de Londrina; HU: isolado em outras enfermarias e UTI do
HURNP; AS: ambiente superficies da UN; MS: m#os da auxiliar de enfermagem “S”; MC: mios da auxiliar de
enfermagem “C”; CE: coloniza¢ido endémica; KA: K. pneumoniae causadora de surto na UN do HRNP em 1999
_ Os numeros relativos ao gel de agarose (PFGE) grifados indicam as cepas representativas utilizadas para a .
montagem do dendrograma

* Cepas agrupadas com similaridade superior a 85% através do coeficiente de Dice
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5.9.5.5 Relagiio entre perfis gerados

Os perfis gerados pelo tamanho e nimero de plasmidios foram comparados

aos gerados pela PFGE. A concordéncia entre os métodos foi observada em 19 das 32 cepas

(57,3%), sendo que para as cepas classificadas como perfil I (PFGE) foram observados quatro

padrdes de plasmidios (B, C, D e F). Mesmo em cepas colhidas de um mesmo paciente (10 e

17} o perfil plasmidial definiu diferentes perfis além do A (F e B, respectivamente)(Tabela

12).

apresentaram correlagdo com as alteragdes dos perfis plasmidiais.

O perfil de sensibilidade ou outras caracteristicas fenotipicas ndo

Tabela 12- Comparagéo da tipagem obtida pelo perfil plz;smidial € .pela PFGE de 32 cepas de
K. pneumoniae ESBL

Amostra Paciente Classificagdo Perfil plasmidial PFGE Datadaculura
1339 16 SURTO INFECCAO A I 23.07.01
3127 7 SURTO INFECGAO A | 20.08.01
5102 7 SURTO INFECGAO A I 12.09.01
5645 17 SURTO INFECGAO A I 26.09.01
6354 24 SURTO INFECGCAO F I 23.10.01
6694 27 SURTO INFECGAO F I 05.11.01
6878 10 POS-SURTO INFECCAO F I 13.11.01
2636 18 SURTO COLONIZACAO A I 29.08.01
2640 21 SURTO COLONIZAGAO A I 30.08.01
2643 15 SURTO COLONIZAGAO A I 29.08.01
2647 22 SURTO COLONIZAGCAO A I 29.08.01
2651 4 SURTO COLONIZACAO A I 29.08.01
2740 20 SURTO COLONIZAGAO A I 06.09.01
2745 6 SURTO COLONIZAGAO A I 06.09.01
3463 4 SURTO COLONIZACAO A I 05.09.01
2995 10 SURTO COLONIZAGAO A I 18.09.01
3268 17 SURTO COLONIZAGAO A I 02.10.01
3531 29 SURTO COLONIZAGCAO A I 29.10.01
3956 31 SURTO COLONIZACAO A I 18.12.01
2997 17 SURTO COLONIZAGAO B I 18.09.01
3615 4 SURTO COLONIZAGAO B I 07.11.01
3958 12 SURTO COLONIZAGCAO B 1 18.12.01
2989 8 SURTO COLONIZAGCAO A I 18.09.01
2784 AMBIENTE A I 05.09.01
2787 AMBIENTE B 1 05.09.01
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3746 MAOS B I 29.11.01
3918 MAOS B I 12.12.01
3440 MAOS ’ C I 19.10.01
3089-1 HOSP. EVANGELICO C 1I 21.09.01
3087 HOSP. EVANGELICO C I 21.09.01
3089-2 . HOSP. EVANGELICO D 1 21.09.01
3097 HOSP. EVANGELICO E I 21.09.01
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Klebsiella spp. sdo conhecidos agentes comunitérios de infec¢des urinarias e
pneumonia em etilistas crénicos, entretanto, a maioria das infec¢8es causadas por este género
estdo associadas a hospitalizagdo, de modo e:specia] em individuos imunocomprometidos
(KO, et al 2002). Estima-se que seja responsavel por 8% das infécg:ﬁes hospitalares nos
Estados Unidos e na Europa (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). As infecgbes nosocomiais
causadas pelo género Klebsiella sdo relacionadas principalmente & espécie prneumoniae,
enquanto que a oxyfoca é observada com menor freqiiéncia, sendo descrita em surtos de UTI-
Neo (BERTHELOT et al, 2001; JEONG et al, 2001).

As infecgbes causadas pelo género Klebsiella tém chamado a atengio
devido a sua freqiiéncia crescente em Unidades de Terapia Intensiva. Dados do National
Nosocomial Infectious Surveillance System (NNISS) sobre as infec¢bes da corrente sanguinea
e urindria nos periodos de 1986 a 1989 e de 1990 'a 1995 ilustram bem este aumento.
Enquanto as infecgdes da corrente sanguinea causadas por bacilos Gram-negativo tiveram
uma queda relativa de 16%, passando de 23,2% no primeiro periodo observado para 19,5% no
segundo, as infec¢bes causadas por Klebsiella spp. apresentaram um aumento relativo de
21,8%, passando 2,6% para 3,2%. O mesmo fendmeno foi observado com relagio aos bacilos
Gram-negativo como agentes etiolégicos das infecgSes urinarias, com queda relativa de 10%
entre os dois periodos, passando de 52,2% no primeiro para 47% no periodo seguinte,
enquanto que o isolamento de K. pneumoniae apresentou um aumento de 22,6%, passando de
4.8% para 6,2% (FRIDKIN, WELBEL e WEINSTEIN, 1997). Do mesmo modo, Krontal et al
(2002) observaram entre 1988 e 1997 o aumento no numero de infecges causadas por K.
pneumoniae em pacientes pediatricos do sul de Israel, tendo emergido como o agente mais
freqiiente em bacteremias.

Em concordincia com o aumento na freqiiéncia de isolamento, a literatura

traz inumeros casos de surtos causados por Klebsiella spp., especialmente nas unidades
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pediatricas e de UTIl-Neo, onde séo agentes principalmente de quadros sépticos, tanto em
infecgdes precoces quanto tardias (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). Estdo descritos varios
surtos neste grupo de pacientc':s em todo o mundo: Israel (FLIDEL-RIMON et al, 1996),
Turquia (AYAN et al, 2003), Arabia Saudita | (AL-RABEA et al, 1998), Russia
(SEL'NIKOVA et al, 1992), Repﬁb]ica Eslovaca (BLAHOVA, et al, 1998), Tunisia
(HAMOUDA, 2003), Australia (EISEN et al, 1995); Espanha (ASENSIO et al, 2000) e Brasil
(PESSOA-SILVA et al, 2003; OTMAN ‘et al, 2002), entre outros.

Utilizando a ferramenta de busca do site PubMed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) com as palavras chave Klebsiella e outbreak entre os
anos de 1990 e margo de 2003, foram listadas 154 descrigbes de surtos, sendo possivel
classificar 102 estudos quanto a populag@o afetada. Ficaram em primeiro lugar os pacientes
adultos internados em enfermarias (34%), seguido por neonatos (30%), pacientes de UTI
geral (17%), pacientes pediatricos (13%) e de casas de repouso (2%), sendo que a populagido
nio foi definida em 8% dos estudos, enquanto que em alguns casos estiveram envolvidas mais
de uma unidade de internagdo. Entretanto, a0 agruparmos somente as descrigdes envolvendo
pacientes pediatricos, teremos o maior valor, alcangando 43%.

A predilegdo pela populagio pediatrica, em especial pela de recém nascidos,
pode ser justificada por fatores inerentes do hospedeiro, como a imaturidade do sistema imune
(baixos titulos de anticorpos, anormalidades qualitativas de neutréfilos e baixa atividade do
complemento) e a fragilidade de barreiras mucosas ¢ da epiderme (BERTHE.LOT et al, 2001).
Também devem ser lembradas as caracteristicas de viruléncia do microrganismo, no caso da
Klebsiella, a produgdo de capsula, adesinas, lipopolissacarideos, sideréforos e a resisténcia ao
efeito bactericida do soro (GUPTA, 2002; PODSCHUN. e ULLMANN, 1998).

A resisténcia aos antimicrobianos surge como um agravante de peso neste

contexto. A tolerdncia do género Klebsiella spp.aos ambientes pobres em umidade e a sua

[
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habilidade em carrear e trocar plasmidios a torna um vetor de grande competéncia para a
disseminagio de genes produtores de ESBL (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). Em revisio
sistematizada, Holmberg e Solomon (1987) definiram o impacto das infec¢des causadas por
microrganismos resistentes comparado as infecg:(.“)es causadas pelos mesmos microrganismos
quando sensiveis. Foram avaliados 175 estudos relativos a infecgdes hospitalares e
comunitirias. Para ambas as populagdes a mortalidade, a probabilidade de internag¢do e o
tempo de internagdo foram pelo menos duas vezes maiores para o grupo de pacientes
infectados por multirresistentes quando comparados ao grupo infectado por cepas sensiveis da
mesma espécie bacteriana. Segundo o Institute of Medicine, em 1998 foram estimados os
gastos com a resisténcia bacteriana em torno de quatro a cinco milhdes de doélares
americanos/ano. Entretanto, definir o real impacto econdmico da resisténcia bacteriana ainda
é um desafio (McGOWAN, 2001) *

As infecgdes hospitalares constituem evento indesejavel e uma condigio
onerosa em termos materiais € emocionais tanto para a institui¢do, quanto para o paciente. A
taxa aceitavel de infecg¢do hospitalar em UTI-Neo pode variar entre 15% e 20% para pacientes
com menos de 1500 g e até 40% em pacientes menores que 1000 g ou menos que 28 semanas
de gestagio (HUDOME e FISHER, 2001). Entretanto, as dificuldades de notificag@o nesta
populagdo fazem com que as taxas descritas sejam subestimadas (WEINSTEIN, 2001).

Em 1998 foram registradas 88.000 mortes/ano mos Estados Unidos
relacionadas as infecgdes hospitalares e em 1992 tais infecgdes foram rc-esponséveis por gastos
na ordem de quatro e meio milh&es de délares (JASNY e BLOOM, 1998; CDC, 1992). Assim
sendo, ac assumirem proporgdes de surto, tais infec¢des devem ser ébordadas com a devida
gravidade, envolvendo todas as equipes do hospital em agGes emergenciais de detecgdo e
controle. ~ BIBLIOTECA

. ) Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Segundo O’Brien e Stelling (1996): Unu‘aers:dade de Sao Paulo
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Observar que dois pacientes, em uma mesma unidade, apresentam o mesmo
hematdcrito ou natremia, ndo tem maior significado. Entretanto, observar
que estes pacientes apresentam bactérias da mesma espécie, resistentes aos
mesmos antimicrobianos, pode ser indicio de um surto (O’BRIEN e
STALLING, 1996).

O diagnéstico de surtos requer o conhecimento d'a histéria das infecg¢des
normalmente ocorridas (endémicas). Um aumento gstatisticamente significativo sobre as
tendéncias endémicas, ou o isolamento de um agente ou mecanismo de resisténcia raros,
devem ser considerados como surtos e merecem a investigagio adequada (BECK-SAGUE,
JARVIS e MARTONE, 1997).

O presente estudo analitico e descritivo.abordou um surto causado por K
pneumoniae multirresistente ESBL que se estendeu por sete meses em uma UTI-Neonatal,
culminando com a erradicagdio do agente. Para tanto, foi avaliada a realidade da microbiqta
endémica naquele ambiente nos 18 meses anieriores ¢ nos 11 meses posteriores, totalizando
um periodo de trinta e seis meses de observagédo (Figura 07). Foram desenvolvidas analises
epidemiolédgicas, com o desenho de um estudo de caso-controle, associadas a um extenso
estudo microbiolégico e molecular, com a utilizagdo de genotipagem. Como intervengio
direta, foram instituidas medidas de controle e prevencdo baseadas nas Precaugbes Padrio
preconizadas pelo CDC (GARNER, 1996), com a participagdo ativa da CCIH, através do
SPCIH. |

A UTI-Neonatal constitui um laboratorio extremamente rico para o estudd e
a compreensdo dos mecanismos envolvidos na disseminagio e manutengdo de surtos causados
por bacilos Gram-negativo, em especial os multirresistentes. A origem estéril de grande parte
dos pacientes permite o acompanhamento do agente etiolégico sem interferéncias
significativas com a microbiota endémica.

Especificamente na UN do HURNP, a microbiota predominante observada

no periodo foi a de cocos Gram-positivo, representada principalmente. pelos Estafilococos
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coagulase negativa, o que denota colonizagdo com a microbiota residente da equipe médica
ou dos familiares; seguidos pelas enterobactérias € ndo fermentadores, que estdo relacionados
a4 microbiota transitoria da equipf_: e refletem mais diretamente a populagdo microbiana
hospitalar (MAKHOUL et al, 2002; JARVIS, 1996). |

Na analise da curva de freqiiéncia de todos os microrganismos isolados
durante os trés anos do estudo, todos os agentes microbianos computados foram mais
fregiientes no segundo semestre de 2001, coincidindo com o surto, 0 que pode ser uma
evidéncia indireta de quebra dos cuidados ‘e falha na higienizacdo das médos. Entretanto, o
aumento observado no segundo semestre de.2002 provavelmente esteve relacionado ao
aumento do numero de culturas colhidas em comparagio aos anos anteriores, passando de 630
em 2000, para 780 em 2001 e 812 em 2002 (Figura 07).

A prevaléncia de K. pné;lmoniae e E. coli ESBL em todo o HURNP
assumiu diferentes tendéncias no periodo observado. Enquanto as K. preumoniae ESBL
oscilaram entre 30,8% (2000), 23,9% (2001) e 30,2% (até maio de 2002), no mesmo periodo
as E coli ESBL mantiveram a tendéncia crescente de 2,9%, 3,8% e 4,9% (Figﬁra 08). Uma
vez que a metodologia de detecgdo ndo foi alterada, pode-se especular que a queda de K.
pneumoniae ESBL em 2001 pudesse estar relacionada a supressdo de ceftazidima na
instituicdo em julho de 2000.

A descricio de produtoras de ESBL tem apresentado uma variagdo
significativa entre diferentes paises ¢ mesmo entre diferentes institui¢Ses (HERNANDEZ
PASCUAL e CANTON, 2003). Levantamento realizado pelo Grupo de Estudos em Infec¢do
Hospitalar da Espanha, totalizando 40 hospitais no ano de 2000, demonstrou que 69,9%
(170/262) das E. coli e 86,4% (70/81) das K. pneumoniae foram produtoras de ESBL
(HERNANDEZ, PASCUAL e CANTON, 2003). Entretanto, no Brasil o Programa Sentry

definiu a freqiiéncia de isolamento de produtoras de ESBL entre os anos de 1997 e 2000 como
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A UN foi caracterizada como uma unidade que trabalha em condigdes
extremas de ocupagdo, justificada pela grande demanda de pacientes de alto risco e o pequeno
numero de leitos disponiveis pelo convénio do SUS na regifio. No periodo pré-surto,
especiﬁca;nente de janeiro a julho de 2001, a taxa de ocupagdo da UN seguiu com uma
tendéncia menor ou igual a4 média calculada de 2000 a 2002 (113%, + 19,7%). Sendo que em
agosto de 2001 passou para 132%, quando a disseminagdo da cepa epidémica deu-se com
maior intensidade (Figura 11).-Nos meses de agosto e setembro a prevaléncia mensal de
pacientes infectados e colonizados chegou a 16 e 15 pacientes, respectivamente,
.caracterizando o periodo de maior pressio de colonizag3o.

Coincidentemente, os dois primeiros pacientes do periodo do surto (paciente
1 e paciente 15) tiveram infec¢fes exsudativas de pele, sendo possivel que esta localizagdo
tenha contribuido para a disseminagfo inicial da cepa epidémica, levando a maior
contamina¢io do ambiente e da equipe (Figura 14).

Apo6s a adogdo das medidas de controle, foi observada a tendéncia de queda
gradual e constante dos pacientés infectados/colonizados até abril de 2003. Neste periodo, a
densidade de incidéncia dos RN infectados e de infec¢des oscilou em dois picos, o primeiro
em agosto e o segundo em novembro, quando as medidas de intervengdo foram reforgadas
junto a UN (Figura 12). Como rcgi.stra a literatura, os resultados obtidos com intervengdes de
controle de infec¢do, como a4 adesdo a higienizagdo das mios (WEINSTEIN, 2001),
costumam ser passageiros € com.tendéncia de retormno aos niveis iniciais apés algum tempo.

Tragando um paralelo entre as taxas acima expostas e o nimero de
funcionarios ativos da UN, ficou evidente a associagdo negativa do nimero de funcionarios
frente as taxas de ocupagio e de novas infecgfes/colonizagdes. O aumento nas taxas de
ocupag¢do entre junho e agosto foi acompanhado pelo aumento do nimero de infecgdes e,

como o nimero de funcionarios ndo foi alterado, a proporgdo de funcionarios para 100
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pacientes-dia/més caiu de 6,51 em junho para 5,39 em julho e 4,77 em agosto. A partir de
setembro, com o fechamento da unidade para novas internagées e a queda na ocupagio, a
propor¢do funcionario/paciente voltou a aumentar. Os meses de outubro e novembro .
caracterizaram um novo descontrole da situagdo, pois mesmo com uma ocupagio constante e
inferior a 100%, a densidade de incidéncia de pacientes infectados voltou a subir, declinando
novamente a partir de dezembro (Figura 15).

A -distribuigdo topografica das infec¢des registradas pela cepa epidémica no
periodo do surto refletiu o risco dos procedimentos invasivos realizados e a fragilidade das
defesa naturais do hospedeiro neonato. Estando em primeiro lugar a infecg@io do acesso
vascular (33%), seguida de infecg¢Ses do trato urinario (20.8%), sepse {16,6%), conjuntivite
(12,5%), cutdneo/cirirgica (12,3%) e de coto umbilical (4,1%) (Figura 13).

Para a determinagzo de fatores de risco, grande parte dos estudos retne a
condi¢do de colonizagdo e infec¢do em um grupo dnico, confrontando-o com os controles.
Enquanto a analise dos casos costuma ir até o achado da primeira cultura positiva para a cepa
epidémica, para os controles a observagdo leva em consideragdo todos os procedimentos até a
alta hospitalar (FILHO, 2003; ASENSIO, 2000). Entretanto, tal analise pode ser prejudicada
em populagdes onde os controles tenham longos periodos de internagio (PESSOA-SILVA et
al, 2003). |

Nésté estudo, buscou-se distinguir os fatores associados a aquisi¢do da cepa
epidémica, tota.[izaz;do colonizados e infectados. A observagdo da exposi¢do as variaveis
estudadas nestas trés analises foi realizada segundo os trés modelos de tempo descritos.
Seguindo desenho proposto por Pessoa-Silva et al {2003). A andlise de risco para os controles
foi feita somente até a mediana do numero de dias para a primeira cultura com a cepa

epidémica nos colonizados, aproximando-se assim o periodo de observagéo entre casos de

controles.
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Diferentemente dos resultados obtidos por Pessoa-Silva et al (2003), que
observaram variagdes no risco entre os dois modelos, tanto para o uso de cateteres vasculares,
_ quanto para combinagdo de cefalosporinas com aminoglicosideos, ndo foram verificadas
diferengas no signi.ﬁcado estatistico das associagdes nos modelos tempo-dependente
estudados. Entretanto, a casuistica foi muito diferente entre as duas pesquisas. Pessoa-Silva et
al (2003) descreveram o surto com uma populagdo de 464 expostos observados durante 22
meses de surto, totalizando 13 pacientes infectados e 206 pacientes colonizados, com uma
relagdc entre exclusivamente colonizados/infectados de 15,8 (206/13).

Na UN do HURNP, a populagé@o exposta foi de 218 RN observados durante
os sete meses de surto, totalizando 11 pacientes infectados e 20 colonizados, com uma relagdo
entre exclusivamente colonizados e infectados de 1,81 (20/11). A prevaléncia de aquisi¢do da
cepa ei:-)idémica na populagdo exposta durante o surto foi de 14,22% (31/218), enquanto a
prevaléncia de infectados foi de 5% (11/218). Seguindo a evolugdo natural do processo de
infecgfio, os pacientes infectados foram também computados como colonizados (JARVIS,
1996; BONTEN e WEINSTEIN, 1996; SELDEN et al, 1971).

O tempo total de internagdo n3o esteve associado a infecgdo (p= 0,326) ou
colonizagio (p= 0,179), entretanto quando considerado o periodo de internagdo até a data da
primeira cultura positiva, a associag¢@o passou ‘a ter significado estatistico tanto para a infecgdo
(p< 0,05), quanto para a colonizagéo exclusiva (p< 0,05). Os grupos de casos e controles
foram semelhantes quanto a idade gestacior-lal, a distribui¢do entre 0s sex0s, 0 peso a0 nascer
e indice de Apgar <7 no quinto minuto de vida (Tabeia 02).

A anilise dos procedimentos de risco permitiu estabelecer associagdo com 0
desenvolvimento de infec¢do ou colonizagdo apenas no modelo que comparou todo o periodo
de internagdo de casos e de controles. Neste modelo, o tempo de uso de sonda para

alimentagfio enteral esteve associado a aquisi¢8o da cepa epidémica (p< 0,05), entretanto a
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relagdo especifica com infectados (p= 0,105) ou exclusivamente colonizados (p= 0,129) ndo
pode ser estabelecida. A freqiiéncia do uso de hemoderivados pode ser associada aos
infectados (p< 0,05), porém o mesmo nio foi observado para os exclusivamente colonizados
(= 6,388). O tempo de uso de cateteres venosos centrais ou periféricos foi associado a
aquisicdo da cepa epidémica (p< 0,05), tanto para infectados (p< 0,05), quanto para os
exclusivamente colonizados (p< 0,05) (Tabela 03).

As outras variaveis estudadas ndo demonstraram associagdo com a aquisi¢io
da cepa epidémica, seja em infec¢@o ou colonizagdo exclusiva. O mesmo foi observado com
relacdo ao uso de antimicrobianos. Nos trés modelos epidemiologicos avaliados nido foi
possivel estabelecer a associagdo com o consumo de beta-latdmicos, aminoglicosideos ou
glicopeptideos, tanto em analise de uso isolado, quanto na andlise do uso combinado entre
estas classes (beta-lactimico com aminoglicosideo, aminoglicosideo com glicopeptideo e
glicopeptideo com beta-lactimico)(Tabelas 4 e 5).

Os fatores de risco associados & infecgdo descritos na literatura incluem o
uso de cateteres vasculareé, cirurgia abdominal de urgéncia, gastrostomia ou jejunostomia,
colonizagéio intestinal, tempo de internagdo em UTI, severidade da doenga de base, cateter
urinario e ventilagdo mecinica (PENA et al, 1998; JACOBY, 1997). Al-Rabea et al (1998)
avaliaram um surto por K. prneumoniae relacionado 4 contaminagéo produtos infundidos e
definram a associagfo entre o uso de glicose (10%) (p< 0,05) e de hemocomponentes (p<
0,05) com o desenvolvixner;to de infecg#io da corrente sanguinea. Filtho (2003) também relatou
o uso de hemocomponentes como fator de risco independente para a infecgdo por K
pneumoniae em uma populagio de recém nascidos (p< 0,05). No HURNP todos os controles
de qualidade microbiolégica do Banco de Sangue foram realizados e estiveram dentro das
normas de aceitagfio, sendo assim, acredita-se que O pProcesso de transfusdo, e ndo o

hemocomponente, esteja associado ao isolamento da cepa epidémica.
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Embora o uso de hemoderivados, o tempo de uso de nutrigdo enteral e de
cateter venoso tenham sido estatisticamente significativos, seria mais prudente interpretar tais
achados como marcadores de diferengas entre o grupo de casos e controles do que
propriamente fatores associados a infecgdo ou colonizag#o, pois, sendo considerado o modelo
de tempo total de internag@o, foram computados os procedimentos realizados mesmo depois
da infec¢do/colonizag@o ja ter ocorrido.

O uso prévio de antimicrobianos associado a infec¢do e ao desenvolvimento
de surtos por K. pneumoniae ESBL foi demonstrado por diversos autores em diferentes
modelos de estudo (PODSCHUN e ULLMANN, 1998). Asensio et al (2000), em estudo
observacional descreveram um surto causado por K. pneumoniae em uma UTI e enfermaria
de cirurgia cardiaca pediatrica da Espanha. Na sua casuistica foi possivel demonstrar a
associacdo independente entre o consumo de beta-lactdmicos e aminoglicosideos com o
desenvolvimento de infecgdo e/ou colonizagiio e que a redugdo no consumo destas classes
auxiliou no controle do surto. No modelo estudado por Rebuck et al (2000) a auséncia de
associagdo foi justificada pelo uso de beta-lactimicos combinados a inibidores de beta-
lactamase, como piperacilina/tazobactam, em detrimento as cefalosporinas de terceira
geragdo. Talvez, na UN do HURNP tal associagfio ndo esteja aparente pela baixa freqiiéncia
de uso de cefalosborinas de terceira geracio e pelo uso freqiiente de antimicrobianos em toda
a populagio, sendo de 90% nos casos e 73% nos controles (p= 0,109), conforme alertam
Beck-Sague, Ja;rvis e Martone (1997).

Alguns achados contrariaram a significincia estatistica, como o exemplo do
paciente JF (Figura 14). Enquanto o tempo de internagdo para o primeiro isolamento da cepa
epidémica em sitio infectado teve uma mediana de 9 (4-23) dias e em sitio colonizado de 15,5
(5-57) dias (p= 0,080), o paciente JF passou 191 dias internado, foi submetido a inimeros

procedimentos de risco e teve 32 culturas colhidas, todas sem K. prneumoniae ESBL. Por
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outro lado, seu gemelar (paciente 24) teve a primeira infeccdo pela cepa epidémica
documentada no 23° dia de internagio.

O conjunto dos resultados obtidos fortaleceu a evidéncia de que o
reservatorio da cepa epidémica estava nos proprios pacientes € que a manipulagio constituiu o
maior fator de disseminagdo, uma vez que ndo foi demonstrada uma fonte exdgena no
ambiente da UN ou mesmo em produtos contaminados.

Estudos epidemiolégicos revelam que as infecgdes causadas por K
pneumoniae sao freqlientemente precedidas pela colonizagdo do trato gastrintestinal, gue
passa a ser o principal reservatorio para a sua transmissio (STRUVE, FORESTIER e
KROGFELT, 2003). Em 1971, Selden et al demonstraram que entre 31 pacientes colonizados
em trato intestinal por Klebsiella durante a internagédo, 14 (45,1%) desenvolveram infecg¢do
pelo mesmo sorotipo; por outro lado, entre os 101 pacientes que ndo se tornaram porta;iores
de Klebsiella, apenas 11 (10%) desenvolveram infecgéo por este agente (p< 0,05).

A disseminagdo horizontal da cepa epidémica entre pacientes constitui uma
importante via para K. pneumoniae. Assim, as méios da equipe médica e de enfermagem sdo
um importante veiculo para a transmissdo de microrganismos em UTI (ROSSOFF,
BORENSTEIN e ISENBERG, 1993), bem como equipamentos contaminados com matéria
orgénica de paciéntes criticos, como a secregdo de orofaringe e fezes. Deste modo, as medidas
de controle objetivaram a quebra na disseminagdo. Para tanto, a educagdo da equipe, as
medidas de be;neira e os cuidados de isolamento foram os principais pontos de atague. A
higienizagdo das mios, o uso de luvas e aventais, o isolamento ¢ identificagdo visual dos
casos em coorte € a preocupagdo com a descontaminagdo do ambiente constituiram as
principais medidas de controle entre todas as adotadas (Quadro 01), enquanto que a prescrigdo
de antimicrobianos nfio sofreu alteragdo sistematica no seu fluxo. Ratificando o0 impacto das

Precaugdes Padrio, Eveillard, et al (2001) aplicaram as recomendagdes do CDC em um

Fmcrson Danguy Cavassin



O Laiveussdn 111

hospital escola francés durante um ano e demonstraram a redugio de 54,9% na incidéncia
endémica de K. pneumoniae ESBL.

Embora tenha sido documentada a contaminac.;éo das mios da equipe em
duas funciondrias, estas ndo puderam ser definidas como responsaveis pela manutenq,;ﬁo do
surto, uma vez que a primeira foi prontamente afastada da UN e a _segunda apresentou
colonizag@o transitéria ndo mais detectada. Enquanto ainda atuava na UN, a primeira
funcionaria apresentou uma cultura negativa para K. pneumoniae em 14 de setembro, vindo a
positivar uma semana apds, em 21 de setembro. Deste modo, suspeita-se que nio tenha
participado na introdugdo da cepa na UN, visto que os primeiros isolados epidémicos
ocorreram em junho, julho e agosto. Para complementar a investigagdo relativa a esta
funcionéria e buscar definir a fonte da sua colonizag#o persistente, foram realizadas culturas,
com o seu consentimento, de superficies na sua residéncia. A };esquisa incluiu o ambiente e
materiais de uso pessoal, como: a superficie da porta da geladeira, interruptores, telefone,
bolsa, balcio da pia da cozinha, esponja de cozinha, agua do filtro de barro, portas de
armarios, creme para as mios € para 0 corpo, Xxampu, escova de dentes, bucha de banho e
desodorante. Todos os resultados se mostraram negativos para K. pneumoniae. Do mesmo
modo que as repetidas culturas de regido retal e de fezes. .

A associagdo entre onicomicose e a colonizagio persistente das méos por K
pneumoiae ESBL em uma UTI-Neo foi relatada também por Nicolleti (2002). Foca et al
(2000), ainda relataram a relagdo com a contaminag@o por Pseudomonas aeruginosa. Partindo
de tais evidéncias microbioldgicas, a CCIH do HURNP iniciou um projeto de avaliagio da
saude das mios de todos os funcionarios das UTI, tendo em vista a possibilidade de atuarem
como vetores na transmissao de microrgansmos multirresistentes.

Mesmo os funciondrios que tiveram cultura das mdos negativa

provaveimente participaram como disseminadores da cepa epidémica em algum momento,

famcrsan Danguy Cavassin



o Discussée 112

principalmente ap6s a assisténcia aos pacientes colonizados ou infectados. Quanto ao
ambiente da UN, a contaminagdo evidenciada ocorreu em virtude de falhas na limpeza dos
equipamentos, ndo podendo ser considcradt_) como um reservatorio propriamente dito.

A participagdo de outras fontes de microrganisn:nos em surtos de infecgGes
hospitalares também deve ser considerada, como a linfecr;ﬁo com cepas endogenas, autogenas
ou fomites mecdnicos (GAILLOT et al, 1998; ROSSOFF, BORENSTEIN e ISENBERG
1995), entretanto seu impacto é especifico em cada caso. Oelberg et al (2000), ilustraram a
importancia da disseminagdo ambiental de patdgenos através de um modelo utilizando
fragmento de DNA do virus mosaico de couve-flor. Os autores mapearam a disseminagio
deste fragmento pela UTI-Neo com o auxilio da reagdo em cadeia da polimerase. Apds a
aplicagdo do marcador em um telefone, foram obtidas amostras de superficie de diferentes
pontos da unidade em tempos pré-detel.-minadosi' Apé6s tempos pré-determinados, foram
recuperados os fragmentos de DNA em outros telefones, em pranchetas de prescrigio,
superficie de ventilador mecénico, maganetas de porta, superficie de monitores € médos da
equipe. Fora do ambiente da unidade o fragmento foi observado principalmente na central de
enfermagem e na sala dos residentes.

O controle de antimicrobianos também constitui uma interven¢do comum no
controle de surtos causados por K. pneumoniae ESBL, pois o consumo de cefalosporinas de
terceira geragdo, em especial de ceftazidima, tem sido associado a emergéncia “deste
mecanismo. Entretanto, as experiéncias com restrigio de antimicrobianos tem se mo;u'ado
divergentes, enquanto alguns autores alcangaram resultados positivos (PATTERSON et al,
2000; RAHAL et al, 1998), outros ndo obtiveram sucesso (BISSON, G. et al, 2002), fato que
denota a complexidade do problema e a necessidade de .serem consideradas outras variaveis

além da pressdo de sele¢do antimicrobiana.
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O estudo do perfil de sensibilidade revelou a mailtipla resisténcia aos
antimicrobianos, problema definido pela Organizacio Mundial da Saide (OMS) como uma
questdo de saiude publica mundial (W!:IO, 2001) (Tabela 08). Um exemplo da presséo seletiva
exercida pelo uso de antimicrobianos foi observado com o is;nlamento de cepas resistentes aos
carbapenémicos (paciente 4) (Figura 16). Foi nitida 2 evolugdo dos niveis de resisténcia,
iniciando com a cefoxitina, passando para meropenem e por fim imipenem. Esta evolugdo
pode ser acompanhada também pela CIM do meropenem, passando de sensivel (CIM de 0,12
e 1,5 pg/mL) para intermediario (12 pg/mL) e, por fim, resistente (16 pg/ml), em um
intervalo de 54 dias (Tabela 09). A diminuigéo na.expressdo da proteina de membrana externa
de 36KDa pode ter ocorrido de maneira gradativa, justificando o gradiente na expressdo da
resisténcia, porém, novos estudos com estas cepas se fazem necessarios. Ehrhardt et al (1992)
descreveram a emergéncia de resisténcia ao 'ur'l'ipenem, apos terapia utilizando esta droga, em
isolados de Enterobacter aerogenes. Neste caso foi observada a relagdao com a perda de uma
proteina de membrana de 39 KDa juntamente com o aumento na produgdo de beta-
lactamases.

O estudo de surtos de infecg@o hospitalar, na maior parte das vezes, requer a
utiliza¢do de alguma prova de tipagem que avalie a similaridade genética entre cepas de uma
mesma espécie. Deste modo, pode-se diferenciar as cepas epidémicas das endémicas
normalmente encontradas e definir a hierarquia da sua dissemina¢do peld ambiente
(PFALLER, 2001). Todo bom método de tipagem deve cumprir algumas conc.lig:c“)es, tais
como: a) tipabilidade, possivel de ser utilizada para diferentes microrganismos; b)
reprodutibilidade, capacidade de mostrar o mesmo resultado em diferentes testes; c) poder de
discriminagéo, habilidade em diferenciar cepas geneticamente ndo relacionadas e defini-las
como tal; d) facilidade de execugéio, sendo uma técnica de baixa complexidade e e) facilidade

de interpretagdo, permitindo a interpretagio dos resultados com o méximo de clareza e
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simplicidade (TENOVER, ARBEIT e GOERING, 1997). Entretanto, em paises em
desenvolvimento, ainda devem ser considerados o custo do material utilizado e a facilidade na

aquisic¢do de reativos e acessorios (BARTH, 2001).

Os métodos de tipagem podem se basear em caracteristicas expressas
fenotipicamente e/ou em padrdes genotipicos dos microrganismos. O menor custo e a
simplicidade operacional da maioria das técnicas fenotipicas possibilitaram a sua
disseminagdo, podendo ser utilizada a antibiotipagem, a biotipagem, fagotipagem, o perfil
enzimatico ou protéico e a sorotipagem. Entretanto, estes métodos podem ndo ser
suficientemente sensiveis para discriminar cepas epidemiologicamente ndo relacionadas
(baixo poder de discriminagdo). A aplicagdo dos métodos fenotipicos tem demonstrado
resultados insatisfatérios, com baixa tipabilidade e reprodutibilidade comprometida pela
instabilidade da expressdo génica (TANG, PROCOP e PERSING, 1997). Caracteristicas
fenotipicas de perfil bioquimico e padrio de sensibilidade podem variar entre isolados de uma
mesma linhagem no decorrer de um surto, principalmente em ambiente hospitalar. Mutagdes
aleatorias, selecionadas‘ por antibidticos, podem afetar uma ou mais vias bioquimicas ¢ a
aquisi¢do ou perda de plasmidios de resisténcia podem alterar o padrdo de sensibilidade

(MASLOW e MULLIGAN, 1996).

No modelo em estudo, a biotipagem ndo pode ser considerada uma boa
ferramenta para acomp%nhar a disseminac¢do da cepa epidémica. Deixando de diferenciar as
cepas ndo epidémicas, como as ndo produtoras de ESBL (Tabela 07). A antibiotipagem foi
incongruente com uma cepa (2637), enquanto que as demais foram ratificadas pelos achados
de PFGE. A baixa endemicidade de produtoras de ESBL na UN contribuiu para o maior poder
discriminatério da antibiotipagem.

Dentre os resultados de sensibilidade, vale ressaltar que todos os métodos

-

utilizados para a detec¢do de ESBL foram concordantes, ndo havendo dificuldades técnicas na
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detecgdo e confirmagfio entre as cepas epidémicas (Tabela 8a). A Organizagdo Mundial da
Saide (WHO, 2001) reconhece que as falhas na correta detec¢do de produtores de ESBL sdo
um fator adicional para justificar sua rapida disseminacio pelo mundo.
Os métodos genotipicos utilizados incluiram o perfil plasmidial ¢ a PFGE.
Os plasmidios sdo caracterizados como fitas de DNA circular covalentemente liggdas, sendo
extra-cromossomais e dotadas de potencial para replicagdo autdnoma. Podem transportar
-genes codificadores de diferentes informagdes, sejam de viruléncia, de atividade metabdlica
ou resisténcia aos antimicrobianos. Os chamados plasmidios conjugativos ‘sio ainda
“moveis”, capazes de duplicar sua informagdo e passa-la para outra bactéria, ainda.que de
género diferente (JOHNSON ¢ WOODFORD, 1998; PODSCHUN e ULLMANN, 1998).
Nadjar et al (2000), descreveram um surto em uma UTI na Franga, onde detectaram o gene
codificador de beta-lactamase ACC-1 em plasmidios de K preumoniae e no cromiossomo de
cepas de Hafnia alvei, isoladas do mesmo ambiente. Deste modo, demonstrou a possibilidade
de passagem deste material da Hafnia para a K. pneumoniae.
No presente estudo, o perfil plasmidial como forma de tipagem demonstrou
menor poder de discriminagdo, reflexo da variabilidade intrinseca desta por¢do do DNA
bacteriano (Figura 17). Variagdes no perfil plasmidial entre cepas geneticamente relacionadas
foram observadas também por outros autores, como descrito por Silva et al (2001) e Filho
*(2003) (Tabela 12). Baseada no ntimero e tamanho dos plasmidios, esta técnica fornece
‘apenas informacdes iniciais de tipagem. Entretanto, o padrio de bandas obtido apoés a
utilizagdo de enzimas de restrigio pode melhorar muito o seu poder de discriminag@o (TANG,
PROCOP e PERSING, 1997).
Segundo Tenover, Arbeit e Goering (1997) o uso do perfil plasmidial deve
considerar dois fatores de confusdo importantes por nio serem uma parte estavel no genoma

bacteriano. O primeiro diz respeito a disseminaggo horizontal de plasmidios, o que caracteriza
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o surto de plasmidios. Assim, mesmo cepas geneticamente n#o relacionadas podem ser
confundidas e apresentar o mesmo perfil. O segundo considera a mobilidade dos plasmidios,
deste modo, mesmo cepas relacionadgs podem perder ou receber plasmidios e serem
classificada como nio relacionadas. Como exemplo, podem se;r citados os isolados 2637 (13
de agosto de 2001) e 2643 (29 de agosto de 2001) obtidos do paciente 15, o segundo paciente
infectado no periodo do surto (Figura 18). Nestas cepas observou-se a relagiio genética,
através do PFGE, com discordancia quanto ao perfil plasmidial e a produgio de ESBL.
Enquanto a 2643 foi produtora de ESBL e expressou miiltipla resisténcia, a 2637 apresentou-
se totalmente sensivel aos beta-lactamicos, inclusive as cefalosporinas de primeira geragdo. O
perfil plasmidial da cepa sensivel revelou uma banda pesada de baixa definicdo, com 107
MDa, e outra mais leve, com 63 MDa. A cepa resistente também apresentou duas bandas, mas
com pesos diferentes, uma de 71 MDa'e outra de 98 MDa. Porém, estudos mais detalhados
com enzimas de restrigdo, Southern blotting ou sondas especificas de DNA deverdo ser
realizados para definir com maior clareza tais achados. Resultados semelhantes foram
descritos por Eisen et al (1995) em um surto ocorrido numa UTI-Neo, onde a utiliiag:?io da
tipagem através de Random amplified polymorphic DNA (RAPD) e o perfil plasmidial foram
concordantes mesmo nio havendo concordincia quanto a produgédo de ESBL.

Com relagéo a emergéncia de resisténcia aos carbapenémicos observada nos
isolados 3330 e 3462, o perfil plasmidial apresentou padrdes sensivelmente diferentes, tanto
em numero de bandas quanto no tamanho. A despeito desta variagdo, o fendtipo E:SBL foi
mantido inalterado (Figura 19). Infelizmente, a interpretagdo de tais achados ndo permite
conclusfes mais elaboradas. A relagio entre a pressdo exercida pelo uso de antimicrobianos e
a menor expressdo de uma proteina de membrana com alterages no perfil plasmidial, sem a
perda do fenétipo ESBL, deve ser estudada mais a fundo. Informagdes adicionais no ambito

molecular devemn ser levantadas para que se possa direcionar novos experimentos. Q uso de
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outro policlonal, apartir da transferéncia do plasmidio de TEM-24 para membros da familia
Enterobacteriacea.

As técnicas moleculares (genotipicas) oferecem maior acuracia e poder
discriminatdrio entre cepéls relacionadas, pois se baseiam em caracteristicas bacterianas
estaveis e in_erentes (OLIVE e BEAN, 1999). Muitos modelos de aplicagédo destas técnicas sdo
apresentados pela literatura. Rebuk et al (2000) caracterizaram um surto de infecgdo
hospitalar por K. pneumoniae produtora de ESBL em uma UTI pediatrica de transplantados.
A demonstragdo da origem policlonal, baseada nos perfis de PFGE gerados, permitiu definir
_ 0s fatores de risco ¢ adequar as medidas de controle naquela populagéo. Gazouli et al (1997),
descreveram um surto por K. pneumoniae resistente a cefoxitina que, embora apresentasse 3
biotipos distintos e diferentes antibiotipos, revelou similaridade por técnicas de
Enierobactei:ial Repetitive Intergenics Consensus (ERIC)-PCR (Polymerase Chain Reaction)
e PFGE.

Mesmo em condi¢des endémicas, a epidemiologia molecular pode fornecer
informagdes preciosas ao controle das infecc,:(’)és hospitalares. Villari, Iacuzio e Scarcella
(1998) em estudo prospectivo, durante um ano, avaliando as infec¢des ocorridas em uma UTI-
Neo, em um modelo nio epidémico, demonstraram o uso de técnicas de epidemiologia
molecular como ferramenta importante para definir a origem das infecgbes diagnosticadas.
Hacek et al (1999) avaliaram o impacto médico e econdémico no uso da epidemiologia
molecular como ferramenta rotineira em um hos.pital universitario com 683 leitos e mais de
250.000 saidas/ano. Foi comparado o periodo de 24 meses anteriores & utilizagdo das novas
técnicas com os 24 meses seguintes. A taxa de infec¢@o por 1000 pacientes/dia entre ambos os
periodos registrou uma queda de 10%, de 6,49 para 5,79 (p< 0,05), com diminui¢do de 23%
no numero de infecgdes, o que significou uma redugdo de 270 pacientes/ano com infecgdo

hospitalar e uma economia de US$ 4.368.100 durante os dois anos do estudo.

fancrson Langine Cavassin



O 1iseussao 120

Desenvolvido por Schwartz e Cantor (1984), o PFGE baseia-se na restri¢éio
do DNA bacteriano com enzimas que reconhecem poucos sitios ao longo do DNA
cromossomico. O resultado s@o grandes fragmentos DNA (10-800Kb) que nio poderiam ser
scpar;dos eficientemente por eletroforese convencional. Na PFGE a orientagdo do campo
elétrico através do gel € modificada periodicamente (pulsed), permitindo que fragmentos de
DNA da magnitude de megabases sejam separados efetivamente por diferenga de tamanho
(TENOVER et al, 1995).' Conseqiientemente, a PFGE permite a comparacdo do DNA
cromossémico com perfis bem mais simples do que aqueles gerados por enzimas de restri¢ao
de alta freqiiéncia de corte. Todas as bactérias podem, teoricamente, ser tipadas por PFGE
com resultados altamente reprodutiveis e elevado poder discriminatério. Uma excegdo a ser
citada ocorre com Clostridium difficile, onde nucleases enddgenas degradam o DNA
juntamente com a enzima de restrigdo, gerando padrées inespecificos (TENOVER, ARBEIT e

GOERING, 1997).

A tipagem das cepas obtidas na UN do HURNP, através da PFGE,
evidenciou a relagiio genética entre 0s agentes de infec¢do, de colonizagdo, do ambiente € de
mios (Tabelas 10 e 11) (Figura 20). Dentre as 73 cepas testadas pelo PFGE, 54 puderam ser
classificadas como perfil I, incluindo cepas representativas de sitios infecciosos, colonizados,
do ambiente e das mios de duas funcionarias. Foram ainda identificadas cepas com este perfil
fora da UN, na UTI—pedia’itrica do HURNP e em um outro hospital de médio porte de
Londrina, o Hospital Evangélico. Deste modo, foi possivel caracterizar a transmisso intra-
hospitalar e inter-hospitalar. Neuwirth et al (1996) e Eisen et al (1995) descreveram a
disseminag@o intra-hospitalar de produtoras de ESBL, selecionadas no ambiente da UTI, em
decorréncia da transferéncia de pacientes entre diferentes unidades de internagdo. Lucet et al,
(1999) também relataram a transmissio entre enfermarias de intermagio, além da transmissdo

inter-hopitalar. Monnet et al (1997), descreveram evidéncias epidemiologicas e laboratoriais
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da transmissdo de K. pneumoniae ESBL entre hospitais tio distantes quanto 32 quilémetros,

documentando a similaridade das cepas através da PFGE.

Na UN do HURNP a disseminagio intra-hospitalar de um dos isolados
(3088, em 20 de margo de 2002) pode ser relacionada a transferéncia dos paciente 4 e 17 para
a UTlI-pediatrica em 27 de setembro de 2001, ficando intermados nesta unidade até 27 de
novembro e 5 de dezembro de 2001, respectivamente. Entretanto, o isolamento da cepa 3667
em 28 de agosto de 2002 levantou a suspeita de que esta cep-a estivesse se tornado endémica
na UTI-pediatrica. Infelizmente, ndo foram tipadas outras c;epas de K pneumoniae ESBL
deste setor. Os mecanismos da transmissio intar-hospitalar nio foram avaliados neste estudo.
Sabe-se apenas que alguns componentes do corpo médico e de enfermagem atuavam na UTI-

Neo do Hospital Evangélico e na UN do HURNP no -periodo dos surtos.

A cultura obtida do paciente 10 apds 50 dias da alta hospitalar, confirmada
com o mesmo perfil I, alertou para a manutengdo da resisténcia mediada por ESBL no
ambiente extra-hospitalar. Resultados semelhantes foram observados por Einhorn et al (2002).
Os autores acompanharam a epidemiologia de E. coli e K. pneumoniae ESBL em um hospital
universitario de Chicago com 350 leitos e concluiram que, além da populagdo de risco

internada em hospitais e asilos, os pacientes ambulatoriais com doengas crnicas passaram a

constituir uma nova populagdo de risco, sendo capazes de albérga.r produtores de ESBL.

Segundo Borer et al (2002), a exemplo do que ocorreu com o
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina e o Streptococcus pneumoniae resistente a
penicilina, a resisténcia mediada pela produg¢@o de ESBL vém sendo descrita também entre
pacientes comunitarios. Os autores descreveram seis pacientes com bacteremia comunitaria
internados entre janeiro e agosto de 1997 em um centro médico do sul de Israel, totalizando

5% (6/119) de produtoras de ESBL, sendo: K. pneumoniae ESBL (n= 4), E. coli ESBL (n= 1)
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e Enterobacter sp. (n= 1). Ko et al (2002) realizaram um estudo colaborativo mundial com 12
centros médicos, entre janeiro de 1996- e dezembro de 1997, que avaliou 455 episddios de
bacteremia por K. pneumoniae_. Dentre as 202 infecgdes comunitarias estudadas, 7 (3,5%)
foram causadas por cepas de K. preumoniae ESBL. Nenhum dos sete pacientes havia
recebido recentemente cefalosporinas de terceira gera¢do ou aztreonam, € em um caso foi

possivel excluir o contato prévio com ambientes hospitalares.

O perfil II foi descrito em cepas isoladas na UTI-Neo do Hospital
Evangélico de Londrina em setembro de 2001. Portanto, contemporédneo ao surto da UN do
HURNP. Foi possivel identificar um grupo e trés pacientes colonizados pela mesma cepa. O
perfil III foi encontrado em isolados ndo produtores de ESBL, obtidos em sitios colonizados
de trés pacientes internados na UN do HURNP, denotando a transmissdo horizontal de uma
cepa a um grupo pequeno de p;acientes, ‘nfio caracterizando um surto, mas um cluster (BECK-
SAGUE, JARVIS e MARTONE, 1997). O perfil IV representou uma cepa disseminada pelo
HURNP, sendo duas obtidas da Enfermaria Masculina, em 19 de margo (hemocultura) e 17 de
junho de 2001 (urocultura), e a terceira de um paciente internado na UTI de .adultos em 11 de
mar¢o de 2002 (hemocultura). Deve-se ressaltar as caracteristicas geograficas e temporais
destes isolados, 0 que denota a manuténgéo da cepa em diferentes ambientes e durante um
longo periodo (BRANGER et al, 1998). O perfil V agrupou dois isolados utilizados como
controles, causadores do surto ocorrido na UN do HURNP em 1999 (OTMAN et al, 2002).
Branger et al (1998) analisaram a correlagdo genética entre cepas de K. pneumoniae ESBL
causadoras de um longo surto, ocorrido entre 1992 e 1994, com surtos anteriores deste mesmo
agente em um hospital universitario francés. Os resultados obtidos pela tipagem com PFGE
permitiram demonstrar a relagdo genética -entre cepas epidémicas dos diferentes surtos
documentados, entretanto, apesar da manutengdo da cepa epidémica, o tipo da enzima ESBL

produzida variou entre os surtos.

Emcrson Danguv Cavassin
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Os demais perfis, de VI a XIII, ndo puderam ser relacionados entre si € nem
com os demais perfis definidos. Sendo, uma cepa do Hospital Evangélico de Londrina, cinco
de unidades distintas do HURNP colhidas no periodo préximo ao surto da UN e duas colhidas
na UN. Vale res;saltar o isolado 3125, obtido de hemocultura em 20 de agosto, juntamente
com uma urocultura (3099) e uma cultura de ponta de cateter (3177), ambas produtoras de
ESBL e classificadas como perfil 1. Inicialmente, quando da defini¢gdo da mesma espécie nos
trés materiais, suspeitou-se de uma sepse secudaria. Entretanto, a definigdo de um antibiotipo
diferente descartou tal possibilidade. A confirmagdo feita pela PFGE fez com que tal achado
fosse computado como contaminagdo de coleta.

A tipagem pelo PFGE permitiu ainda detectar longos periodos de
colonizagdo pela cepa epidémica. O paciente 4 apresentou oito cepas geneticamente
relacionadas (perfil I), todas obtidas de sitos colonizados no periodo de 29 de agosto a sete de
novembro de 2001 (70 dias). O paciente 17 também apresentou longo periodo com a cepa
epidémica, entretanto, a coloniza¢do iniciada em seis de agosto se estendeu até 26 de
setembro (51 dias), quando se diagnosﬁcou uma infec¢do do acesso venoso pela mesma cepa,
voltando a causar quadro de sepse no més seguinte, em nove de novembro de 2001. A
colonizagio persistente das mios da auxiliar C pode ser documentada microbiologicamente
no periodo de 12 de setembro a 21 de dezembro (100 dias), todas com o mesmo perfil I
(Figura 20).

A presenga de K. pne:umoniae ESBL em pacientes recém nascidos deve ser
tratada com seriedade. A fragilidade da populagdo e as caracteristicas do microrganismo
promovem o desequilibrio no bindmio parasita-hospedeiro, favorecendo condigdes
indesejadas que afetam o individuo, em quadros de infecgGes graves, e que podem se refletir
coletivamente, caracterizando as situagdes de surto. Assim sendo, o estudo de surtos em UTI-

Neo ilustra 0 modelo de prevengdo e controle das infecgdes hospitalares. Neste estudo, além

Fmcrson Danguy Cavassin
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do controle do surto, foi possivel erradicar o agente. Evito-se que a K. pneumoniae ESBL se
tornasse endémica, 0 que constituiria um sério risco adicional para aquela populagé@o. Deve-se
lembrar também que, além de definir fatores especificos de risco ou medidas de in"cervenc;ﬁo
direcionadas, as a¢des de prevencgdo e controle devem ser multiplas, focando o paciente e a
qualidade da assisténcia em primeiro plano, permitindo a quebra da corrente de selegédo dg

microrganismos resistentes e a disseminagdo das infecgdes hospitalares.

Fmerson Dangins Cavassin
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A ampla investigagdo microbiolégica e epidemioldgica, incluindo a anélise

da epidemiologia molecular, permitiu definir o padrdo de disseminagéo do surto na UN.

* A anilise microbiolégica de possiveis fontes ex6genas ndo detectou a cepa
epidémica, deste modo, além dos pacientes, ndo se pode definir a existéncia de outros focos de

contaminag3o.

-

* A defini¢do do padrdo clonal de disseminagdo, suspeitado inicialmente pela

fenotipagem, foi ratificado pela genotipagem.

* As evidéncias apontaram para a dissemina¢do via transmissdo cruzada,

mediada pelas mdos da equipe e intensificada pela contaminagio de superficies inanimadas,

tendo os prdprios pacientes como reservatorios. -

* O conhecimento do modelo de disseminagdo fez com que, entre as medidas
de intervengdo, as medidas de barreira fossem intensificadas, alcangando a erradicagdo da cepa

epidémica na UN.

* A associagdo entre exposi¢do a fatores considerados como risco para a
aquisi¢do da cepa epidémica e o desenvolvimento de infecgdo ou colonizagdo ndo pode ser

demonstrado estatisticamente.

* Embora a relagdo direta entre causa e efeito possa ser discutida, certamente
a intervengio colaborou com o desfecho observado no prazo relativamente curto de evolugédo do

surto.

Emerson Dungny Cavassin
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APENDICE A- Instrumento utilizado na anélise dos prontudrios
Controle (n° )
Colonizado (n® )
Infectado (n® )

Prontuario n°:
1) Nome:

Idade gestacional:

2) Data nascimento: _/ / Peso ao nascer: _

Diagnéstico ao nascer:

Sexo:

3) Boletim de Apgar: 1minuto: Sminutos: Normal ( } Cesareo ( )
4) Antecedentes obstétricos ) :

5) Dias de internago na UN:

6) Data das culturas:

7)Exposigdo: Data de inicio-Data de término ~ (dias)

Nutrigdo ) :

parenteral:

Nutri¢éo enteral:

Transfusdo sanguinea:

Intubagdo:

CPAP:

Cateter urinario:

Cateter venoso (tipo):

Dialise:

Outros procedimentos invasivos:

Uso de antimicrobianos:

Uso de corticosteroides:

Cirurgias:

Infec¢do diagnosticada:

Outras observagdes:

8) Destino: Transferéncia ( ) Alta ( ) Obito ( )

Emerson Bungin Cavassin
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ANEXO A- Comparagido entre .0s pontos de corte usuais para as drogas chave em

Enterobacteriaceae e para detecgdo de ESBL em K. pneumoniae, K. oxytoca e E. coli

Critério vélido para as Critérios validos para E. coli,
Enterobacteriaceae - K. pneumoniae e K. oxytoca
Drogas chave Meétodo Meétodo
Disco difusdo Quantitativo ‘Disco difusao Quantitativo Sensivel
Sensivel (mm)*  Sensivel (pg/ mL)" Sensivel (mm) (ug/mL)
Aztreonam (30pg) >22 <8 >28 <2
Cefotaxima (30ug) >23 <8 - > 28 <2
Cefpodoxima (10pg) . >2i <8 >23 <2
Ceftazidima (30pg) > 18 <8 >23 <2
Ceftriaxona (30pg) - . 221 <8 > 26 <2

*mm, medida do halo de inibi¢do em milimetros; °ug/mL, CIM em microgramas por mililitro
Fonte: NCCLS (2001)

i © Emerson Danguy Cavassin
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ANEXO B- Interpretagio do teste de confirmagio de ESBL com tiras de Etest ESBL?

Resultado Interpretagdo Condigoes
Teste positivo para ESBL O resultado deve atender as (1) CTX>0,5 E CTX/CTX-CL>38
condicdes ou
(1) QU (2) OU (3) (2) CAZ>1,0 E CAZICAZ-CL > 8
ou

(3) Deformagdo da elipse formada com
CTX ou CAZ, mesmo com baixos valores
de CIM (CTX<0,5 ou CAZ<])

Teste negativo para O resultado deve dtenderas (1) CTX <0,5 OU CTX/CTX-CL <8
ESBL condi¢des
(1), (2) E (3) simudtaneamente _ E
(2)CAZ < 1,0 OU CAZ/CAZ-CL <8
E
(3) Auséncia de deformag@o na elipse
formada com CTX E CAZ
Indeterminado para a Quando o resultado obtidose (1) CTX> 16 E CTX-CL> 1,0
produgdo de ESBL enquadrar em . :
(HOU @) : : ou

(2) CAZ> 32 E CAZ-CL > 4,0

CTX — cefotaxima

CAZ — ceftazidima

CTX-CL- cefotaxima-clavulanato
CAZ-CL — ceftazidima-clavulanato
Fonte: AB Biodisk, Solna, Suécia

. Emerstm Dunguy Cavassin
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ANEXO C- Aprovagio do estudo pelo Comité de Etica em Pesquisa do HURNP

Universiclade
Estadual de Londrina

HOSPITAL UNIVERSITARIO REGIONAL DO NORTE DO PARANA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA

OFiC10 GEP 011/02 Londrina, 19 de margo de 2002.

AO SR.

EMERSON DANGUY CAVASSIN

DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA APLICADA, LEG!SLA(;AO E DEONTOLOGIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE

UNIVERSIDADE ESTADUAL GE LONDRINA

NESTA

Prezado Senhor,

O Comitd de Etica em Pasquisa analisou e aprovou o Projeto de
Peaquisa “SURTO DE INFECGCAO HOSPITALAR CAUSADO POR KLEBSIELLA
PNEUMONIAE PRUDUTORA DE ESBL EM UMA UTI-NEONATAL: ANALISE E
MEDIDAS DE CONTROLE", do Bioquimico EMERSON DANGLUY CAVASSIN, bem
como ¢ Termo de Compromisso que esta de acordo com a Resoiugdo 156/96 -

Atenciosamente,

'_'f
e
mms F reitamﬁos

Comitz de/Etica em Pesquisa
ordenadar

Campass || novaraio v b orksots Ly o aame Lad IF8, 4430, 1303 - Poama ud.ll.\ud.l'll‘:\ﬂ!( Fia JMotaa . “aoa Femm s CEP $603] 95¢C - Losernes Lingi'wewimd e
g M Ll mivar-stn riwe Coasre o Cloaitag da hadrfe AN, oty boach 40 - W Upmrmas - | ane At 2-fU00 FARY  Fus UTT-AHE 9 AI7-7400 - Laum fuwal N CFP SAIS-440
LUNUMIAS - Fakanbh - BNARIL

Fom kg 11704 - Rormram A4 11222383
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