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RESUMO:

Introducdo: No Brasil mais de 70% das bactérias que causam infeccGes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS) sdo resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos
utilizados frequentemente para o tratamento dos pacientes. A resisténcia a
carbapenémicos envolve aquisi¢cdo de enzimas que hidrolisam o antimicrobiano, mas
pode envolver a perda de porinas reduzindo a entrada do farmaco. Objetivo: Detectar
enterobactérias resistentes a carbapenémicos em superficies e/ou colonizando
funcionarios de um hospital. Metodologia: Foram coletados swab’s de das superficies
inanimadas e interdigitais dos funcionarios de um hospital de medio porte situado na
cidade de Santa Maria, inoculadas em 10ml de meio liquido contendo um disco de
imipenem (10 pg) e apds incubacdo repicadas para agar MacConkey e realizados 0s
testes e identificagdo e resisténcia (de acordo com CLSI e BrCAST). Resultados:
Foram 38 coletas de interdigital dos profissionais do hospital e 17 coletas de superficies,

obtivemos dois resultados positivos para presenca de enterobactéria resistente aos



carbapenémicos, ambas em superficies. Ambos os isolados foram identificados como
Enterobacter asburiae e o teste de bloqueio enzimatico mostrou ndo se tratar de
resisténcia mediada por enzimas. E. asburiae é uma espécie nova no género
Enterobacter, um patégeno oportunista e causa diferentes doencas humanas. A cepa
isolada nesse estudo apresentou ainda resisténcia também aos carbapenémicos
complicando ainda mais o tratamento. Conclusdo: Enterobactérias que causam
infeccBes em humanos com menor frequéncia podem ser isoladas a partir de superficies,

podendo explicar a infecgdes através da contaminacgdo cruzada no hospital.
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INTRODUCAO

De acordo com o Ministério da Saude, no Brasil mais de 70% das bactérias que
causam infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo resistentes a pelo menos
um dos antimicrobianos utilizados frequentemente para o tratamento dos pacientes.
Tratando-se de bacilos gram-negativos 0s problemas parecem ser mais importantes no
Brasil e em outros paises da América Latina quando comparados a outras regiées do
mundo como Europa e Estados Unidos 2.

O grande aumento da prevaléncia de enterobactérias resistentes a cefalosporinas
levou ao uso direto dos unicos B-lactdmicos disponiveis no mercado que se apresentam
estaveis as enzimas ESBL’s (do inglés: Extended Spectrum Beta-Lactamases) e AMPc:
os carbapenémicos *.

Por cerca de 20 anos depois da introducdo do Imipenem, os carbapenémicos
ainda mantiveram sua acao contra as enterobactérias, mas atualmente sua resisténcia é
crescente. A resisténcia a carbapenémicos envolve principalmente a hidrolise do

farmaco por uma enzima, mas pode envolver também a perda de porinas reduzindo a



entrada do farmaco nas cepas que carregam grandes niveis de AMPc ou de alguma
ESBL. Dados divulgados pela ANVISA afirmam que no Brasil os indices de resisténcia
aos carbapenémicos no género Enterobacteriaceae é de 80,7% *°.

Com a limitacdo do uso das cefalosporinas e a resisténcia aos carbapenémicos,
um farmaco antigo foi reintroduzido na pratica: as polimixinas. Mas por apresentarem
altas taxas de nefrotoxidade e neurotoxicidade com o uso prolongado, foram
gradativamente sendo substituidas por cefalosporinas de amplo espectro e
aminoglicosideos, porém com menos taxa de toxicidade ®” .

E uma das alternativas para evitar a disseminacdo de bactérias multirresistentes
nos hospitais, por transmissdo cruzada, é a realizacdo de culturas de vigilancia ®. As
culturas de vigilancia possibilitam a obtencdo das taxas de colonizacdo das bactérias
resistentes nos pacientes internados, permitindo a deteccdo da epidemiologia das
bactérias resistentes de maior relevancia, identificacdo de surtos antes da sua

910 'No ambiente

propagacdo, determinacdo de &reas e situacbes de maior risco
hospitalar, a presenca de microrganismos no ar, piso, paredes é frequente, estes que de
forma oportunista podem infectar pacientes A equipe multiprofissional pode atuar como
importante reservatdrio de enterobactérias, a despeito das boas préaticas de higiene. A
presenca em maos de cuidadores, local onde é possivel que a bactéria sobreviva por
longos periodos, é relacionada a surtos de infeccdes hospitalares **.

O objetivo do presente estudo € avaliar a presenca de resisténcia aos
carbapenémicos como colonizantes em funcionarios e superficies e com base nos

resultados elaborar um sistema de vigilancia de enterobactérias resistentes aos

carbapenémicos, iniciando pela triagem desse mecanismo.



METODOLOGIA

O projeto de pesquisa foi submetido & apreciacio ao Comité de Etica, para
analise e aprovado com CAAE numero: 98895018.9.0000.5306.

Como padronizado pela ANVISA, as amostras a serem utilizadas para avaliagéo
de colonizacdo por enterobactérias produtoras de carbapenemases sdo: material coletado
com swab. Inicialmente foram coletados swab’s das superficies inanimadas (tais como:
equipo do paciente, bandeja de medicamentos e lateral da cama do paciente). Apés a
aprovacdo no Comité de Etica da Universidade Franciscana, foram coletados também
swab’s dos funcionarios.

Ap0s o esclarecimento do projeto, aceitacdo dos funcionérios a participarem da
pesquisa e assinatura do TCLE, foram coletadas amostras bioldgicas da pele no espaco
interdigital de ambas as maos.

Salientamos que somente foi identificado o sitio de onde o material foi coletado
(por exemplo: interdigital), ndo sendo identificados os swab’s com o nome dos
funcionario, pois em caso de o resultado do swab ser positivo para os mecanismos de
resisténcia buscados, ndo ha implicacdo nenhuma ao participante, visto que pessoas com
sistema imune eficaz, ndo desenvolvem infec¢do por colonizantes com mecanismos de
resisténcia. O intuito é identificar os mecanismos para conscientizar os funcionarios que
durante 0 manejo dos pacientes eles podem estar transmitindo por transmissao cruzada

aos pacientes com imunidade baixa.

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGCAO DE BACTERIAS
As amostras foram coletadas em swab com meio de transporte Stuart® e
enviadas ao laboratorio de microbiologia imediatamente apesar das enterobactérias

terem estabilidade minima de 4 horas em temperatura ambiente e 72 horas sob



refrigeracdo. No laboratdrio as amostras foram inoculadas em meio liquido (caldo BHI)
contendo um disco de imipenem (10 pg) a 10 ml de caldo imediatamente antes do uso.
A seguir as culturas foram incubadas por 12 a 18 horas a 36 °C antes do repique para
meio solido. Apds, subcultivadas em agar MacConkey por esgotamento (Adaptado de
ANVISA, 2013).

Todas as col6nias distintas no &agar MacConkey foram submetidas a
identificacdo por série bioquimica através do sistema APl 32E Biomerrieux® e
submetidas ao teste de bloqueio enzimatico descrito abaixo®.

De acordo com a nota técnica 01/2013 da ANVISA, as enterobactérias com
diametro de halo de inibicdo igual ou menor que 22mm para imipenem e/ou
meropenem, e isolados com didmetro do halo de inibi¢do menor ou igual a 24mm para
ertapenem em Muller Hinton devem ser submetidas ao teste fenotipico da deteccdo de
KPC, NDM ou OXA (teste de bloqueio enzimético), que consiste na realizacdo do
antibiograma com a adi¢do de substratos inibidores da enzima aos discos de
cabapenémicos. Isolados com diferenca de didmetro > 5 mm para o carbapenémico
(imipenem ou meropenem) com EDTA em relacdo ao carbapenémico sem EDTA
devem ser consideradas potenciais produtores de metalo-betalactamase (IMP, VIM,
NDM). Isolados com diferenca de didametro de halo de inibigdo > 5 mm apenas com
acido fenilborbnico (AFB), para qualquer um dos substratos (imipenem ou
meropenem), devem ser considerados produtores de KPC. Isolados com diferenga de
didametro de halo de inibi¢do > 5 mm com AFB e cloxacilina (CLOXA), para qualquer
um dos substratos, deverdo ser considerados produtores de AmpC plasmidial e

deficientes em porinas.

RESULTADOS



A partir de 38 coletas de interdigital dos profissionais do hospital e 17 coletas de
superficies inanimadas, obtivemos dois resultados positivos para presenca de
enterobactéria resistente aos carbapenémicos, ambas em superficies.

Os dois isolados que se apresentaram turvos incubados em caldo foram
semeados em MacConkey e posteriormente foi confirmada a resisténcia aos
carbapenémicos por meio de antibiograma. Foi realizada a identificagdo por meio do
sistema API 32E da Biomerriex®. O teste de bloqueio enzimético foi realizado para
deteccdo de KPC, metalo-beta lactase ou outra forma de resisténcia ndo mediada por
essas enzimas.

Ambos os isolados foram identificados como Enterobacter asburiae (E.
asburiae) e o teste de bloqueio enziméatico mostrou nao se tratar de resisténcia mediada
por enzimas visto que os testes com AFB, CLOXA e EDTA ndo mostraram aumento
superior a 5mm comparados aos discos sem aditivo. De acordo com a Nota Técnica da
ANVISA 01/2013: a negatividade dos testes fenotipicos para KPC (AFB), metalo-
betalactamases (EDTA) e AmpC (CLOXA + AFB), mas resisténcia a carbapenémicos

podem indicar a presenca da carbapenemase OXA-48 ou perda de porinas.

DISCUSSAO

Enterobacter asburiae (E. asburiae) € uma bactéria motora, anaerdbia
facultativa, forma de bastonete gram-negativa, pertencente a familia das
Enterobacteriaceae. E uma espécie nova no género Enterobacter que anteriormente era
chamada de Grupo Entérico 17. E asburiae é um patdgeno oportunista e causa
diferentes doencas humanas, como pneumonia adquirida, infeccdes de tecidos moles,
infeccdo de feridas e outras infec¢Bes e produz a enzima B-lactamase constitutivamente

em niveis elevados, o que faz com que esta bactéria seja resistente a maioria dos



12 A cepa isolada no presente estudo apresentou ainda

antibidticos B-lactdmicos
resisténcia também aos carbapenémicos complicando ainda mais, caso o tratamento se
fizesse necessario.

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

A perda de porinas desempenha um papel importante na resisténcia aos
carbapenémicos, a alteracdo no numero ou na atividade dessas porinas bacterianas,
incluindo uma modificagdo na expressao das porinas, pode ter efeito sobre a resisténcia
a essa classe de antimicrobianos *3*.

A baixa regulacdo na expressdo de porinas ou uma alteracdo favorecendo a
expressdo dos pequenos canais como resposta a antibioticoterapia, resultando na
reduzida permeabilidade da membrana que limita severamente o acimulo intracelular
do antimicrobiano, permitindo a evolugcdo ou aquisicdo de outros mecanismos de
resisténcia, isso inclui: mutacdes no alvo, producdo enzimatica, entre outros *>°.

A resisténcia aos antibidticos carbapenémicos por perda ou reducdo da
expressao das porinas tem sido relatada em diversas partes do mundo e em diferentes
especies da familia Enterobacteriaceae, principalmente em K. pneumoniae,
Enterobacter spp. e E. coli .

Enterobactérias que causam infeccbes em humanos com menor frequéncia

(como E. asburiae) tem tido seus relatos aumentados e nosso estudo demonstra que



cepas podem ser isoladas a partir de superficie, podendo no futuro explicar a infec¢des
através da contaminacdo cruzada. Além disso, nosso estudo detectou um mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos em um isolado intrinsecamente resistente a -lactdmicos
e mediado por perda porinas. Tal achado pode ajudar no planejamento futuro de
medidas de bloqueio para minimizar disseminagdo bacteriana e principalmente

conscientizacao da equipe de funcionarios.
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