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RESUMO

O aumento na incidéncia de bactérias multirresistentes, associado a limitacdo de
opcOes terapéuticas, € reconhecido como importante problema de saude publica e
imprime adocdo de medidas preventivas, entre essas a identificacdo precoce de
pacientes colonizados por meio de culturas de vigilancia. A coleta de swabs retais é
a técnica mais comumente utilizada para a deteccdo de bactérias multirresistentes
de colonizagé&o intestinal. Este estudo teve por objetivo avaliar comparativamente a
regido inguinal em relacéo a regido retal para deteccao de bactérias multirresistentes
e como objetivos especificos isolar bactérias multirresistentes do sitio inguinal,
determinar a sensibilidade e especificidade do swab inguinal em comparacdo ao
swab retal, e identificar fatores de interferéncia para a coloniza¢do no sitio inguinal
por bactérias multirresistentes de colonizacéo intestinal. Trata-se de uma pesquisa
exploratéria, com abordagem quantitativa, caracterizada como estudo
epidemioldgico, comparativo, prospectivo e controlado, realizado em hospital publico
federal, no periodo de outubro de 2012 a maio de 2013, obedecendo aos preceitos
éticos em pesquisa. Esta pesquisa compreendeu a coleta de dois swabs inguinais e
um swab retal em 129 participantes hospitalizados e o preenchimento de
instrumento de coleta de dados, incluindo fatores de interferéncia a colonizacdo. Os
espécimes clinicos foram analisados fenotipicamente e submetidos a testes
genotipicos. Os resultados foram analisados por meio de estatistica descritiva, com
determinacdo de médias, medianas, valores minimos, valores maximos e desvio
padrdo para as variaveis quantitativas e por frequéncias e percentuais para variaveis
qualitativas. Para avaliar a qualidade do exame com coleta por meio de swab
inguinal em comparacdo a coleta de swab retal (padrdo ouro) foram estimados o0s
valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor preditivo
negativo e acuracia. O sitio inguinal apresentou 91,8% de sensibilidade e 88,7% de
especificidade quando comparado ao sitio retal; entre os participantes adultos de
unidade de terapia intensiva, a sensibilidade foi de 100% e a especificidade de 60%;
entre 0s participantes neonatais os indices foram de 85,7% e 93,3% e entre 0s
participantes do Transplante de Medula Ossea foram de 11,1% e 94,4%,
respectivamente. Foram estatisticamente significativos a idade, mobilidade, diarreia,
e 0 uso de sonda vesical de demora e fralda como fatores de interferéncia, assim
como a associagdo da colonizacdo ao Obito como desfecho. Entre os
microrganismos isolados, destacam-se alta sensibilidade e valor preditivo negativo
para enterobactérias produtoras de carbapenemases e Acinetobacter baumannii.
Conclui-se que o sitio inguinal pode ser considerado alternativa segura para a coleta
de culturas de vigilancia para pesquisa de bactérias multirresistentes de colonizacao
intestinal, a excecdo dos pacientes que fazem uso de clorexidina degermante 2%,
no banho diario, por sua interferéncia na microbiota cutanea, como observado neste
estudo. Os swabs inguinais representam técnica sensivel, especifica e de facil
execucao na rotina institucional; se combinados os dois sitios de coleta, retal e
inguinal, na rotina institucional, a possibilidade de deteccdo de pacientes
colonizados podera ser otimizada.

Palavras-chave: Bactérias. Resisténcia microbiana a medicamentos. Vigilancia

epidemioldgica. Portador sadio.



ABSTRACT

The increase in incidence of multidrug-resistant organisms is associated with the
limitation of therapeutic options, and recognized as an important public health
problem, requiring preventive measures, among them, the early identification of
colonized patients by surveillance cultures. The collection of rectal swabs is the most
commonly-used technique for detecting bacteria from intestinal colonization. This
study aimed to evaluate, comparatively, the inguinal site in relation to the rectal site
for the detection of multi-resistant bacteria, and as specific objectives isolate multi-
resistant bacteria in the inguinal site, determine the sensitivity and specificity of the
inguinal swab in comparison with the rectal swab, and identify interference factors for
colonization in the inguinal site by multi-resistant bacteria from intestinal colonization.
It is an exploratory research with a quantitative approach, characterized as an
epidemiological study. It is comparative, prospective and controlled, performed in a
federal public hospital between October 2012 and May 2013, respecting the ethical
precepts. It included the collection of two inguinal swabs and one rectal swab among
129 patients and the filling-out of a data collection instrument, including factors which
influence the colonization. The clinical specimens were analyzed phenotypically and
were submitted to genotypic tests; the results were analyzed through descriptive
statistics, with means, medians, minimal values, maximal values, and standard
deviation for the quantitative variables and through frequencies and percentages for
the qualitative variables. To evaluate the quality of the exam with collection by means
of the inguinal swab, in comparison with the examination with the rectal swab (gold
standard), there were estimated the values of sensitivity and specificity, the positive
predictive value, the negative predictive value, and accuracy. The inguinal site had
91.8% sensitivity and 88.7% specificity when compared to the rectal site; among the
adult patients in the intensive care unit, sensitivity was 100% and the specificity was
60%; among neonatal patients, the rates were 85.7% and 93.3%, and among the
bone marrow transplant patients, they were 11.1% and 94.4%, respectively. Age,
mobility, diarrhea, use of an indwelling urinary catheter and diapers were statistically
significant as interference factors, as was the association of colonization with death
as an outcome. Among the multidrug-resistant organisms isolated, high sensitivity
and negative predictive value stand out for the Carbapenemase-Producing
Enterobacteriaceae and Acinetobacter baumannii. It is concluded that the inguinal
site may be considered a safe alternative for the collection of surveillance cultures
for multi-resistant bacteria from intestinal colonization, with the exception of patients
using 2% chlorhexidine gluconate in a daily bath/shower, due to its interference with
cutaneous microbiota, as observed in this study. The inguinal swabs represent a
sensitive, specific technique, easy to use in the institutional routine; if the two sites —
rectal and inguinal — are combined, in the institutional routine, the possibility of
detecting colonized patients can be optimized.

Keywords: Bacteria. Drug resistance, microbial. Epidemiological Surveillance. Carrier
state.
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1 INTRODUCAO

A introducdo de drogas antimicrobianas na prética clinica representou um
dos grandes avanc¢os na Medicina para o tratamento de doencas infecciosas. Com a
descoberta da penicilina, em 1928, por Alexander Fleming, e sua disponibilidade
para uso clinico a partir de 1940, deu-se inicio a era dos antibiéticos, sendo esse
considerado um dos acontecimentos mais marcantes do século XX (PEREIRA; PITA,
2005). Com a introduc&o da terapia antimicrobiana h& 80 anos, a pratica médica, até
entdo focada no diagnéstico, passou a ser focada no tratamento, salvando millhdes
de vidas nos anos que se seguiram (PAPHITOU, 2013). O que parecia ser a
solucéo definitiva para o tratamento de todas as infec¢cdes bacterianas, teve como
consequéncia de seu uso indiscriminado, o surgimento nos Estados Unidos, ja na
década de 50, das primeiras cepas de Staphylococcus aureus resistentes a
penicilina (SHAFFER; GOLDIN, 1974).

Com o surgimento de bactérias resistentes a penicilina, foram produzidos
outros antibidticos de espectro estendido, e seu uso irracional resultou no
aparecimento de bactérias multirresistentes (SHAFFER; GOLDIN, 1974). O uso
excessivo de antibiéticos no ambiente hospitalar teve como consequéncia direta a
pressdo seletiva sobre os microrganismos, e por sua vez o aumento na resisténcia
bacteriana (ISTURIZ;, CARBON, 2000). Deste modo, muitos dos avangos
terapéuticos que foram alcancados, gracas a disponibilidade de antibiéticos,
encontram-se ameacados. O aumento da resisténcia bacteriana a maioria dos
antibioticos disponiveis, devido ao seu uso indiscriminado, teve como resultado
imenso impacto social e financeiro (PAPHITOU, 2013).

A resisténcia bacteriana pode ser definida como um conjunto de
mecanismos de adaptacdo das bactérias contra os efeitos nocivos ou letais aos
quais estdo expostas (LIVERMORE, 1995). Para os Centers for Disease Control
and Prevention (CDC), 6rgao estadunidense que norteia diretrizes mundiais para a
prevencdo e controle de infeccbes hospitalares (IH), microrganismos
multirresistentes sdo predominantemente bactérias resistentes a uma ou mais
classes de antimicrobianos e, normalmente, resistentes a todos os antimicrobianos

comercialmente disponiveis, a excecdo de um ou dois deles (CDC, 2006). Uma
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segunda definicdo conceitua multirresisténcia quando o microrganismo é resistente a
mais do que duas das cinco seguintes classes de antimicrobianos: cefalosporinas
(ceftazidima ou cefepime), carbapenémicos (imipenem ou meropenem),
fluoroquinolonas (ciprofloxacino ou levofloxacino), aminoglicosideos (gentamicina,
tobramicina ou amicacina) e ampicilina-sulbactam (PELEG; SEIFERT; PATERSON,
2008). Alguns microrganismos podem ser classificados como pan-resistentes
guando apresentam resisténcia comprovada in vitro a todos os antimicrobianos
testados em exame microbioldgico (BRASIL, 2010).

Sao considerados microrganismos multirresistentes Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus resistente a vancomicina (VRE),
Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) ou
resistente a vancomicina (VRSA), além de bacilos gram-negativos, como
enterobactérias produtoras de betalactamase de espectro estendido (ESBL) ou de
carbapenemase (KPC), incluindo Escherichia coli , Klebsiella spp., Enterobacter
spp., Proteus spp., Citrobacter spp. e ainda Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii (CDC, 2006). Tais microrganismos, compdem as seguintes
classes de bactérias: as bactérias gram-positivas, os bacilos gram-negativos da
familia das enterobactérias e o0s bacilos gram-negativos ndo fermentadores
(CASELLAS, 2011).

Um dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia bacteriana
conhecidos é a producéo de beta-lactamases, enzimas que catalisam a hidrdlise do
anel beta-lactamico, presente nas penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2004) inativando o
antimicrobiano, impedindo-o de apresentar atividade contra as enzimas
responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana (LIVERMORE, 1995).
Contudo, o surgimento e a disseminacdo de inUmeros microrganismos
multirresistentes decorrem de varios fatores, tais como mutacbes dos genes de
resisténcia que aumentam seu espectro de atividade; troca de informacdes
genéticas, nas quais 0Ss genes de resisténcia sado transferidos para novos
microrganismos; pressao seletiva exercida pelas condicbes do meio que favorece a
emergéncia e a disseminacdo de microrganismos multirresistentes; proliferacéo e
disseminagéo de clones multirresistentes (TENOVER, 2006).

O numero de infeccbes causadas por esses agentes tem crescido

significativamente nos ultimos anos. Tal fato contribui para o aumento no tempo de
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hospitalizagéo, nos custos assistenciais e na mortalidade, decorrentes da redugao
das opcoOes terapéuticas antimicrobianas (CDC, 2006). Essas infec¢bes estéo,
frequentemente, associadas ao aumento de taxas de morbimortalidade pela
indisponibilidade de drogas efetivas ao tratamento (CDC, 2006; BRASIL, 2013c).
Assim sendo, sua prevencao e controle sdo considerados pelos CDC uma
prioridade mundial que requer responsabilidade tanto das instituicdes de saude
guanto das agéncias reguladoras (CDC, 2006).

A resisténcia antimicrobiana €, reconhecidamente, uma das maiores
ameagas atuais para a humanidade. Est4 entre os maiores desafios gerados pela
escalada de aceleragcdo da atividade humana, que atinge propor¢cdes globais, tais
como: a escassez de energia, agua e alimentos; mudancas climaticas; aumento da
acidez das aguas dos oceanos, além da emergéncia de doencgas (WALKER et al.,
2009). Dados apontam que apenas MRSA tem causado mais Obitos nos Estados
Unidos do que os casos de enfisema, HIV/AIDS, doencga de Parkinson e homicidios
combinados, chegando a aproximadamente 19.000 o6bitos/ano (KLEVENS et al.,
2007). Aproximadamente  dois milhdes de cidaddos norte-americanos sao
acometidos por infeccdes hospitalares a cada ano, resultando em 99.000 6bitos, a
maioria causada por microrganismos multirresistentes (KLEVENS et al., 2007).
Sepse e pneumonia estdo associadas a 50.000 6bitos, tendo representado, somente
em 2006, um gasto equivalente a 8 bilhdes de dolares ao sistema de salude norte-
americano (EBER et al., 2010).

O aumento acelerado da resisténcia bacteriana tem levado especialistas da
area da saude, nos Estados Unidos, a solicitar que o governo encare esta crescente
ameaca como ainda mais séria que o bioterrorismo (BEHTA; ROSS; CHAUDHRY,
2008). A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) classificou a emergéncia de
microrganismos multirresistentes como um importante problema de saude publica
mundial. Em 2011, o dia 7 de abril, Dia Mundial da Saude, elegeu a “Multirresisténcia
Bacteriana” como tema, comparando a criticidade da atualidade, no que concerne ao
tratamento de pacientes com patégenos multirresistentes, a era pré-antibidtica
(LEUNG et al., 2011).

Como parte deste esfor¢co global, jA em 1999, os CDC, o Food and Drug
Administration (FDA), o National Institutes of Health (NIH), a Environmental
Protection Agency (EPA), o Department of Defense (DoD), o Department of

Agriculture of United States (USDA) e outras importantes instituicbes norte-
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americanas vinculadas a area da saude reuniram-se para constituir uma forca tarefa
denominada The Interagency Task Force on Antimicrobial Resistance, que tem por
objetivo coordenar as atividades das agéncias federais vinculadas a resisténcia
antimicrobiana, em reconhecimento a crescente importancia da resisténcia
antimicrobiana como ameaca a saude publica (CDC et al., 2012).

Um importante plano de acdo foi desenvolvido por esta forca tarefa,
intitulado “A Public Health Action Plan to Combat Antimicrobial Resistance”, cuja
primeira versdo foi publicada em 2001, e entdo, revisado e disponibilizado para
consulta publica, em marco de 2011. Neste plano, foram dispostos 11 objetivos-
chave para combater a resisténcia antimicrobiana nas seguintes areas: de vigilancia,
prevencao e controle, e pesquisa e desenvolvimento de produtos. Este plano propde
gue pacientes, profissionais da area de saude, hospitais e legisladores devam dar
continuidade a um trabalho conjunto, envolvendo os varios segmentos da sociedade,
com o objetivo de empregar estratégias efetivas que proporcionem uma melhor
utilizag&o dos antimicrobianos (CDC et al., 2012).

A Sociedade Americana de Doencgas Infecciosas (Infectious Diseases
Society of America — IDSA) publicou, em 2004, um importante documento intitulado
Bad Bugs, No Drugs: as Antibiotic Stagnates, a Public Health Crisis Brews, no qual
faz uma alerta assustador a respeito da crescente emergéncia de microrganismos
multi e pan-resistentes e, o paralelo declinio na descoberta de novos antimicrobianos
para tratar infeccBes causadas por estes microrganismos. Neste manifesto, a IDSA
chama atencdo para o fato de que os antibibticos, até hoje, salvaram milhdes de
vidas e que, apesar de terem sido denominados drogas milagrosas, nem sempre Sao
efetivos, uma vez que as bactérias podem tornar-se resistentes ao longo do tempo a
estas drogas, dificultando ou impedindo o tratamento de infec¢gbes. E, ainda, que
sem uma politica publica de inovacdo e suporte financeiro, serdo disponibilizados
cada vez menos novos antibidticos para tratar o namero crescente de infeccbes
causadas por microrganismos multiresistentes, o que vem assustando tanto a
sociedade norteamericana quanto a comunidade global (BOUCHER et al., 2009;
PAPHITOU, 2013).

No documento da IDSA sdo mencionados 0s patdgenos com elevada
resisténcia antimicrobiana e que atualmente sdo os responsaveis pela maioria das
IH nos Estados Unidos. Em 2008 foram denominados de patdégenos “SKAPE”, uma

vez que efetivamente “escapam” da agao dos antimicrobianos. Compdem este grupo
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Enterococus faecium, Staphylococus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e as varias espécies de Enterobacter (RICE,
2008). O aumento da incidéncia de microrganismos multirresistentes, em especial 0s
gram-negativos, e a falta de opcles terapéuticas a curto e médio prazo para
tratamento das infec¢des, colocam os pacientes sob grande risco, e reforcam a
importancia de medidas preventivas para conter a sua disseminacao (BOUCHER et
al., 2009).

A vigilancia ativa, deste modo, € considerada um importante componente
dos programas de controle de multirresistentes, uma vez que permite a detecgao
precoce de microrganismos emergentes, a monitoragdo das tendéncias
epidemioldgicas e a verificacdo da eficacia das intervencbes empregadas. Varias
estratégias tém sido utilizadas para a deteccdo de colonizacdo assintomatica, entre
elas a coleta de material para culturas de vigilancia, considerada a abordagem mais
sensivel para identificacdo de pacientes colonizados (MORGAN et al., 2010).

Culturas de vigilancia, de acordo com Harris e colaboradores (2004), séo
definidas como o screening periddico de pacientes sob risco de aquisicdo de
bactérias multirresistentes, resultando no isolamento de pacientes colonizados.
Constituem-se numa técnica de controle de infeccdo, na medida em que possibilitam
identificar pacientes colonizados por microrganismos multirresistentes e reduzir
infec¢des causadas por estes patogenos (OSTROWSKY et al., 2001; BEN-DAVID et
al., 2010). Culturas de vigilancia permitem a identificagdo precoce de pacientes
assintomaticos e a adocao de precaucdes de contato, limitando a disseminacédo de
microrganismos multirresistentes (COHEN et al.,, 2011). As culturas de vigilancia
também possibilitam o controle concomitante de varios microrganismos
multirresistentes, na medida em que a colonizagdo de um mesmo paciente por mais
de um patdégeno multirresistente tem sido descrita (HARRIS et al., 2004).

Conceitua-se colonizagdo como a proliferagdo de microrganismos em
superficies cutaneas ou mucosas sem resposta imunoldgica detectavel do
hospedeiro, sem danos celulares ou manifestacdo clinica. Sua presenca no
hospedeiro pode ocorrer por periodos variados, tornando-o fonte potencial de
transmissdo. Por outro lado, infeccdo € a introducdo de microrganismos no
hospedeiro apds vencerem os mecanismos de defesa, resultando na proliferagcéo e
invasdo de tecidos com consequente manifestacdo de sintomatologia clinica
(SIEGEL et al., 2007). Para Carvalho e Marques (1999) a colonizacdo é definida
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pela presenga de microrganismos em determinados sitios anatdmicos sem que haja
manifestacdo clinica de doencas, representando fonte importante de transmissao
cruzada, enquanto infeccédo é definida como uma situacdo em que a presenca de
microrganismos passa a culminar em manifestacdes clinicas de doenca.

Nos hospitais brasileiros adota-se a coleta de culturas de vigilancia para
deteccdo de bactérias multirresistentes de colonizag&o intestinal através de swabs
retais. Em Unidades de Terapia Intensiva Neonatal, as culturas de vigilancia fazem
parte da rotina e tém por objetivo obter informagcBes microbiolégicas relativas aos
pacientes individualmente, assim como o perfil epidemiolégico da unidade como um
todo (HAASE et al. 2013).

A técnica de coleta de culturas de vigilancia para identificacdo de pacientes
colonizados por enterobactérias multirresistentes, realizada por meio de swabs
retais, consiste na introducédo de swab bacteriol6gico na ampola retal, para a coleta
de material da mucosa retal, a partir de dois movimentos giratorios de 360° (BRASIL,
2004; HARRIS et al., 2004). Esta préatica tem se tornado bastante comum nas
Instituicbes de Saude; no entanto, em nossa pratica assistencial gera grande
desconforto e constrangimento, tanto para os pacientes submetidos a coleta, quanto
para os profissionais de enfermagem que a realizam. Ressalta-se que muitos
pacientes sdo submetidos a coletas semanais e por longos periodos. Temos
observado, por vezes, recusa de pacientes para que a coleta de swab retal seja
realizada, principalmente em se tratando de pacientes adolescentes.

As coletas de culturas de vigilancia sao realizadas na admiss&o hospitalar de
pacientes transferidos de outras instituicdes de saude, ou na transferéncia interna,
guando provenientes de areas criticas em que a incidéncia de germes
multirresistentes é elevada, e, ainda, semanalmente, em areas criticas (CLANCY et
al., 2006; BRASIL, 2010). De acordo com os CDCs (2012a), a coleta de culturas de
vigilancia tem sido uma das medidas adotadas para o controle de varios
microrganismos multirresistentes. Esta proposta se baseia na premissa de que
apenas uma minoria de pacientes sera identificada como sendo portadora de
patdogenos multirresistentes, através da coleta apenas de amostras clinicas de
pacientes infectados (MONTECALVO et al.,1995). Desta forma, um grupo expressivo
de pacientes colonizados por bactérias multirresistentes nao seré identificado, assim
como nao serao instituidas medidas de precaucfes de contato (BEN-DAVID et al.,

2010; COHEN et al.,, 2011). Nesta condicdo, estes pacientes sao considerados
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reservatérios e fonte importante de transmissdo cruzada de patdgenos
multirresistentes, a exemplo das enterobactérias produtoras de ESBL e resistentes a
carbapenémicos (CALFEE; JENKINS, 2008; BUEHLMANN et al., 2010).

Estudos de Weinstein e colaboradores (1996) e Lautenbach e
colaboradores (2005) demonstraram que a coleta de swab peri-retal, quando
comparada a coleta retal, resultou em maior aceitabilidade da parte dos pacientes.
Buscando uma alternativa ao swab retal, a proposta deste estudo foi comparar os
resultados obtidos por meio desta técnica de coleta com os resultados obtidos por
meio da coleta de swab inguinal. A regido perineal é densamente colonizada com a
microbiota intestinal, condicéo facilitada pelo calor e umidade desta regido, o que
promove o crescimento bacteriano (WEINTROB et al., 2010). Os resultados deste
estudo poderdo subsidiar mudancas de topografia para a coleta de swab de
vigilancia para pesquisa de bactérias multirresistentes, reduzindo a exposi¢édo do
paciente e o constrangimento, e contribuindo para a humanizacdo da assisténcia
hospitalar.

Deste modo, temos como hipotese desta pesquisa de que o sitio anatdémico
da regido inguinal apresenta a mesma sensibilidade e especificidade que a regido
retal para a deteccéo de bactérias multirresistentes nas culturas de vigilancia.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

hY

Avaliar comparativamente a regido inguinal em relacdo a regidao retal para

deteccdo de bactérias multirresistentes

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |solar bactérias multirresistentes em coletas de swabs inguinais

e Determinar a sensibilidade e a especificidade do swab inguinal em
comparacao ao swab retal para deteccao de bactérias multirresistentes

¢ Identificar fatores de interferéncia para a colonizagdo do sitio inguinal por

bactérias multirresistentes de colonizagédo intestinal
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 HISTORICO DO DESENVOLVIMENTO DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS
E DA RESISTENCIA BACTERIANA

Em 1928 o médico oficial inglés Alexander Fleming fez uma descoberta
casual que revolucionaria a medicina: o primeiro antibidtico da histéria da
humanidade — a penicilina. Sua descoberta € considerada um dos acontecimentos
mais marcantes da historia da ciéncia, da Medicina e da Farméacia do século XX.
Para muitos cientistas, a Medicina passou, de fato, a ser considerada uma
verdadeira ciéncia apds a descoberta dos antibidticos. Até entdo, somente a
interpretacdo religiosa poderia auxiliar na cura das doencgas infeciosas. Costuma-se
dividir a historia da Medicina e da Farmacia, e também a histoéria das doencas
humanas em periodos: antes e depois da penicilina — o primeiro antibiético
(PEREIRA; PITA, 2005; SAGA; YAMAGUCHI, 2009; HISTORIA de Alexander
Fleming, 2009).

Ao retornar da Primeira Guerra Mundial, e ter se deparado com o intenso
sofrimento dos soldados em decorréncia de ferimentos infectados, Fleming passou a
estudar, exaustivamente, a bactéria Staphylococcus aureus, responsavel por
abscessos em feridas por armas de fogo. Percebeu que placas contendo colonias
dessas bactérias tiveram seu crescimento inibido pela presenca de um fungo do
género Penicillium, que cresceu nas adjacéncias daquelas colbnias, levando a
descoberta de que um microrganismo poderia produzir substancias inibitérias do
crescimento de outros microrganismos. Mais tarde, este fungo ficou caracterizado
como Penicillium notatum, o Unico entre setenta espécies deste género capaz de
produzir a substancia penicilina, o que refor¢a a casualidade desta descoberta impar
(PEREIRA; PITA, 2005; SAGA; YAMAGUCHI, 2009; HISTORIA de Alexander
Fleming, 2009).

A penicilina foi, porém, de fato isolada em 1938, por Ernst Boris Chain e
Howard Walter Florey, cientistas da Universidade de Oxford, que deram continuidade
as pesquisas com a penicilina, estudando sua composicdo quimica e agdo

terapéutica. A época, a penicilina foi testada frente a 80 diferentes bactérias, tendo
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sido demonstrada sua eficacia na inativacdo de microrganismos. Em 1940 foi
disponibilizada pela primeira vez, para tratamento clinico, tendo salvo a vida de
inimeros combatentes feridos durante a Segunda Guerra Mundial (HISTORIA de
Alexander Fleming, 2009). Em 1945, Alexander Fleming dividiu o prémio Nobel em
Medicina e Fisiologia com Ernst Boris Chain e Howard Walter Florey por seus
papéis na descoberta e desenvolvimento da penicilina (PEREIRA; PITA, 2005;
WOODWARD; SHURKIN; GORDON, 2009).

Nas duas décadas seguintes novas classes de antimicrobianos foram
descobertas: as sulfonamidas em 1935, e a estreptomicina em 1944, da classe dos
aminoglicosideos, sintetizada a partir da bactéria Streptomyces griseus, encontrada
no solo. Outros antibidticos que se seguiram tiveram a mesma origem: o
cloranfenicol, a tetraciclina, os macrolideos e os glicopeptideos. Em 1960 a industria
farmacéutica conseguiu, pela primeira vez, produzir um antimicrobiano sintético, no
caso, a meticilina e, em 1962, uma quinolona - o acido nalidixico. Esta foi
considerada a “era de ouro” da terapia antimicrobiana (SAGA; YAMAGUCHI, 2009).

Ao mesmo tempo, tinha inicio a “era da resisténcia bacteriana”. Ja no final
da década de 1940, surgiram as primeiras cepas de Staphylococcus aureus
resistentes a penicilina, a partir da producdo de uma enzima denominada
penicilinase, capaz de hidrolisar as penicilinas, tendo sido a primeira enzima beta-
lactamase a ser reconhecida. Sequencialmente a meticilina foi desenvolvida com a
finalidade de tratar infec¢cdes causadas por Staphylococcus aureus resistentes a
penicilina. Com o objetivo de alcancar melhorias nas classes de antimicrobianos e
aumentar o espectro de acéo e atividade antimicrobiana, foram produzidas outras
drogas, como a ampicilina que, além de ser efetiva contra bactérias gram-positivas,
também o é contra as enterobactérias (SAGA; YAMAGUCHI, 2009). Entretanto, ja no
inicio da década de 1960, foi descrita uma nova beta-lactamase capaz de hidrolisar
a ampicilina, denominada de beta-lactamase TEM-1 e, logo depois, foi identificada a
enzima TEM-2 (DATTA; KONTOMICHALOU,1965).

Também na década de 1960, surgiram as cefalosporinas, antibiéticos que,
assim como a penicilina, pertencem a classe dos beta-lactamicos por possuirem em
comum um anel beta-lactamico, e que passaram a ter ampla utilizacdo. As
cefalosporinas estdo entre os agentes que inibem a sintese da parede celular
bacteriana, mais precisamente na fase final da biossintese da substancia que

compde a parede celular, chamada de peptidoglicano, presente nas bactérias gram-
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positivas e gram-negativas. Os primeiros estudos sobre as cefalosporinas datam de
1948, quando o fungo Cephalosporium acremonium foi isolado proximo a uma saida
de esgoto, na costa da Sardenha (SAGA; YAMAGUCHI, 2009; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2013b). As cefalosporinas foram classificadas em
quatro geragdes, baseando-se na cronologia da introducdo dos antimicrobianos no
mercado e em sua atividade antibacteriana. A cefazolina € um exemplo de
cefalosporina de primeira geracdo, drogas que inicialmente eram efetivas contra
bactérias gram-positivas, além de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus
mirabilis. A seguir, surgiram as cefalosporinas de segunda geracdo que
apresentavam espectro de agado estendido contra microganismos gram-positivos e
gram-negativos, incluindo, além dos citados acima, as demais Enterobacteriaceae; a
cefotaxima € um exemplo de cefalosporina de segunda geracédo. As cefalosporinas
de terceira geracdo apresentavam maior eficacia contra microrganismos gram-
negativos, sendo algumas drogas desta geracdo efetivas contra Pseudomonas
aeruginosa; sdo exemplos a ceftazidima e a ceftriaxona. E, mais recentemente,
foram disponibilizadas as cefalosporinas de quarta geracédo, com espectro de acéo
aumentado quando comparado as de terceira geracao, como por exemplo, a droga
cefepima. As cefalosporinas atualmente disponiveis sdo compostos semi-sintéticos
derivados de um dos trés antibidticos isolados do caldo do fungo que deu origem a
este grupo de antimicrobianos, a cefalosporina C (SAGA; YAMAGUCHI, 2009;
SOCIEDADE BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2013b).

Outros antibioticos beta-lactamicos foram acrescidos, no decorrer, ao
arsenal terapéutico, como o0s carbapenémicos e 0s monobactamicos. Os
carbapenémicos sdo uma classe que inclui o imipenem, 0 meropenem € 0
ertapenem, conhecidos por sua efetividade tanto contra bactérias gram-positivas
guanto gram-negativas, e também contra anaerobios. Essas drogas penetram com
facilidade pelos canais porinicos nas bactérias gram-negativas e atuam por meio de
sua ligagcdo com proteinas fixadoras de penicilina (PBPs), presentes na parede
bacteriana, causando a lise osmética da bactéria. Os carbapenémicos sdo mais
resistentes a hidrolise causada pelas betalactamases, tanto cromossémicas quanto
plasmidiais, quando comparados a outros antibiétcos beta-lactamicos (RANG; DALE;
RITTER, 2012). Essas drogas também tiveram sua origem na natureza, produzidos
por diferentes espécies de Streptomyces. Foram descobertas em 1976, mas

somente em 1979 foram disponibilizadas para uso clinico, passando a ser
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sintetizadas em laboratorio. Inicialmente, entre os carbapenémicos, foi
comercializado o imipenem, associado a cilastatina, com a finalidade de bloquear a
acdo de uma enzima renal, a dipeptidase, que provoca a hidrdlise e inativacdo do
antimicrobiano. Em 1987, foi introduzido no mercado o meropenem, cujo espectro
de acdo € semelhante ao do imipenem, porém com maior estabilidade a acdo da
dipeptidase renal e que, devido a sua estrutura quimica, dispensa o inibidor
enzimatico cilastatina em sua formulacdo (SAGA; YAMAGUCHI, 2009; SOCIEDADE
BRASILEIRA DE PEDIATRIA, 2013a).

Percebe-se, portanto, que a industria farmacéutica tem buscado o
aprimoramento continuo nas formulagdes antimicrobianas visando, sobretudo, o
acréscimo ao espectro e a atividade antimicrobiana. Entretanto, a busca por
farmacos mais seguros, que induzam menos efeitos colaterais e proporcionem
melhora na absorcdo das drogas orais, na concentra¢do sanguinea e na distribuicéo
tecidual, sdo aspectos essenciais que devem ser observados (SAGA; YAMAGUCHI,
2009).

Destaca-se que um grande avan¢co na atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-negativas e gram-positivas ocorreu em 1980, com a sintese do
norfloxacino, a primeira quinolona fluorada para uso clinico humano. As quinolonas
representam um 6timo exemplo de drogas com farmacodindmica aperfeicoada e
segura. O &cido nalidixico, sintetizado em 1962 e classificado como quinolona de
primeira geracao, tinha seu uso limitado as infec¢des do trato urinario, uma vez que
alcancava baixas concentracBes sanguineas, ma distribuicdo tecidual e rapida
metabolizacdo. O norfloxacino oferece metabolismo estavel e boa distribugdo
tecidual, com amplo espectro de acgao contra gram-negativos, com destaque para a
Pseudomonas aeruginosa, sendo seu uso limitado ao trato urinario e intestinal. As
quinolonas de terceira geracdo tiveram sua atuacdo ampliada para tratamentos
sistémicos; sdo exemplos o ciprofloxacino e o levofloxacino, conhecidos por
fluorquinolonas. Com o advento das quinolonas de quarta geragédo, ampliou-se o
espectro de acdo também para estreptococos hemoliticos, pneumococos e bactérias
anaerobias (ANVISA, 2013a).

Apesar dos continuos esfor¢os da industria farmacéutica em busca de novos
antimicrobianos, poucos foram os avanc¢os, nas ultimas décadas, em relacdo a
disponibilizacdo de novas classes de agentes antimicrobianos (SAGA; YAMAGUCH]I,
2009). O FDA (Food and Drug Admnistration), instituicdo norteamericana



28

responsavel pela aprovacdo e liberacdo de medicamentos para uso terapéutico em
seres humanos, diminuiu, gradativamente, a liberacdo da comercializagédo de novos
antimicrobianos em razado da quase total inexisténcia de novas drogas a serem
testadas. No periodo de 1980 a 2007 este cenario se apresentou da seguinte
maneira, considerando a proporcdo de tempo a cada cinco anos e o0 numero de
novos antimicrobianos aprovados pelo FDA: 1980-1984: 17 novos ATMs; 1985-1989:
12 novos ATMs; 1990-1994: 10 novos ATMs; 1995-1999: 12 novos ATMs; 2000-
2004: 8 novos ATMs; e 2005-2007: 2 novos ATM (BOUCHER et al.,, 2009). A
descoberta de novos antimicrobianos esteve sempre acompanhada do rapido
surgimento de cepas resistentes aos mesmos. Como exemplo, temos a emergéncia
de novas classes de beta-lactamases causando resisténcia a cada novo antibiotico
beta-lactamico lancado para compor o arsenal terapéutico (MEDEIROS, 1997).

As bactérias podem apresentar um dos seguintes fenétipos frente aos novos
antibiéticos: suscetibilidade, resisténcia intrinseca ou resisténcia adquirida aos
antimicrobianos. A suscetibilidade resulta da auséncia total de mecanismos de
resisténcia, possibiltando a sobrevivéncia das bactérias na presenca de
determinados compostos. A resisténcia intrinseca é a resisténcia natural exibida por
todos os exemplares de uma determinada espécie, a exemplo do género
Enterobacter, naturalmente resistente a cefoxitina, devido a producédo de uma beta-
lactamase (HARBOTTLE et al., 2006).

A resisténcia aos antibidticos, por sua vez, pode resultar da mutacdo de
genes reguladores ou estruturais, da aquisicdo de genes de resisténcia veiculados
por elementos genéticos mdveis ou da combinacdo de ambos os mecanismos,
conhecida por resisténcia adquirida, a qual tem importancia epidemiolégica. A
aquisicdo de genes de resisténcia ocorre, na maioria das vezes, através de
elementos moveis, tais como plasmideos, transposons ou integrons. Os genes que
codificam beta-lactamases sdo exemplo de genes disseminados por plasmideos,
que podem ser facilmente adquiridos por diversas bactérias (HARBOTTLE et al.,
2006). A sequéncia de figuras abaixo ilustra o mecanismo de aquisicdo de

resisténcia dos microrganismos (FIGURAS 1, 2, 3,4 e 5).
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Where the How a resistance gene moves between bacteria
organisms
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FIGURA 1 - TRANSMISSAO DE GENES DE RESISTENCIA ENTRE AS BACTERIAS. BACTERIAS
RESISTENTES A ANTIBIOTICOS PRESENTES NO ORGANISMO DURANTE A ADMINISTRA(;AO
DE ANTIBIOTICOS.

FONTE: Website Usa Today. University of Virginia Health System, 2013.

Where the How antibiotic-resistant bacteria take over
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can infect ... antibiotic-sensitive bacteria are killed and

the body antibiotic-resistant bacteria become dominant.
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FIGURA 2 — DOMINANCIA DAS BACTERIAS RESISTENTES A ANTIBIOTICOS. BACTERIAS
SENSIVEIS AOS ANTIBIOTICOS SAO ELIMINADAS E AS RESISTENTES TORNAM-SE
DOMINANTES.

FONTE: Website Usa Today. University of Virginia Health System, 2013.

How a resistance gene moves between bacteria
The gene that makes bacteria resistant to antibiotics

is carried on a transposon, a small cluster of genes
embedded on mobile pieces of DNA, called plasmids.

Transposon

,———

resistantcell .
\ Q Plasmid
L I ——

FIGURA 3 - TRANSFEF«:ENCIA’DE GENES DE RESISTENCIA ENTRE BACTERIAS. O GENE QUE
DETERMINA A RESISTENCIA E CARREADO EM UM TRANSPOSON.
FONTE: Website Usa Today. University of Virginia Health System, 2013.
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How a resistance gene moves between bacteria
Finger-like appendages (pili) on the resistant cell come in

contact with an antibiotic-sensitive cell, forming a mating
bridge between the two cells.

,———

Pili
\ bridge
I Antibiotic- | Antibiotic-
resistant cell sensitive cell
\ O Plasmid .

FIGURA 4 — TRANSFERENCIA DE GENES DE RESISTENCIA ENTRE BACTERIAS. APENDICES
SEMELHANTES A DEDOS (PILLI) DAS CELULAS RESISTENTES ENTRAM EM CONTATO COM
AS CELULAS SENSIVEIS AOS ANTIBIOTICOS, FORMANDO UMA PONTE DE CRUZAMENTO
ENTRE AS DUAS CELULAS (PILLI BRIDGE).

FONTE: Website Usa Today. University of Virginia Health System, 2013.

How a resistance gene moves between bacteria

The cells come in contact, a process called conjugation,
and the plasmids move from one to another, taking
the resistance gene with them and making the new

bacterial cell drug-resistant as well.

Conjugation

,— T
! Antibiotic- ‘ '.. senes p‘ - ’ Antibiotic-
\resistunt cell O sensitive cell
’ Plasmid

FIGURA 5 — TRANSFERENCIA DE GENES DE RESISTENCIA ENTRE AS BACTERIAS. A
CONJUGACAO PERMITE QUE OS PLASMIDEOS SE MOVIMENTEM DE UMA CELULA PARA A
OUTRA, TORNANDO AS NOVAS CELULAS BACTERIANAS RESISTENTES AOS ANTIBIOTICOS.
FONTE: Website Usa Today. University of Virginia Health System, 2013.

As bactérias possuem excepcional habilidade para aquisicdo de resisténcia,
através de varios mecanismos ja conhecidos. Neste contexto, o trato intestinal atua
como um local de transferéncia de genes de resisténcia aos antibioticos, no qual
ocorrem trocas destes genes, ndo apenas entre as bactérias que compdem a
microbiota intestinal, mas também entre estas bactérias e outras que transitam,
ocasionalmente, pelo intestino, mas por tempo suficiente para que possam adquirir e
transmitir estes genes de resisténcia (SALYERS; GUPTA; WANG, 2004). A forma
mais simples e rapida de aquisicdo de resisténcia bacteriana tem sido através da
incorporacdo de genes de resisténcia préformados por outras bactérias. Contudo,
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novos mecanismos recentemente descobertos tornam ainda mais critico o atual
cenario, pois apresentam maior implicacdo na emergéncia, disseminacdo e
manutencdo da resisténcia bacteriana (LIVERMORE, 2003; SALYERS; MOON;
SCHLESINGER, 2007).

Estes novos mecanismos de resisténcia compreendem bombas de efluxo,
hipermutabilidade, integrons e adicao plasmidial. Alguns mecanismos de resisténcia
estdo sendo disseminados através dos varios continentes e outros sao restritos a um
determinado local ou pais; observa-se maior prevaléncia destes mecanismos em
paises emergentes que se tornaram recentemente prOsperos € em Servicos nos
quais a utilizacdo de antimicrobianos tem sido muito frequente (LIVERMORE, 2003).

Entre os principais mecanismos de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, estdo a alteracdo de permeabilidade da membrana celular
bacteriana, a alteracdo do sitio de acdo, as bombas de efluxo e os mecanismos
enzimaticos. A alteracdo da permeabilidade da membrana celular externa das
bactérias gram-negativas, que é composta por polissacarideos, ocorre pela presenca
de proteinas especiais denominadas porinas, que formam canais especificos pelos
quais as substancias podem passar para 0 espaco periplasmatico e, em seguida,
para o interior da célula. A permeabilidade reduzida é responsavel pela resisténcia
intrinseca dos bacilos gram-negativos a penicilina, eritromicina, clindamicina e
vancomicina e pela resisténcia de Pseudomonas aeruginosa ao trimetoprim
(ANVISA, 2013b).

A alteracdo do sitio de acdo no qual determinado antimicrobiano deveria
atuar, impedindo a ocorréncia de qualquer efeito inibitério ou bactericida, constitui
um dos mais importantes mecanismos de resisténcia. As bactérias podem adquirir
um gene que codifica um novo produto, resistente ao antibiotico, substituindo o alvo
original. Assim, um gene transportado por plasmideo ou por transposon codifica
uma enzima que inativa os alvos ou altera a ligacdo dos antimicrobianos, como
ocorre com eritromicina e clindamicina (ANVISA, 2013b).

Bombas de efluxo constituem um mecanismo de resisténcia por meio do
bombeamento ativo de antimicrobianos do meio intracelular para o extracelular
(ANVISA, 2013b), e demonstram potente habilidade de retirar os antibidticos beta-
lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos do citoplasma plasmatico, com
consequente diminuicao de sua concentracdo (MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH,
2010).
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O mecanismo de resisténcia bacteriano mais importante e frequente é a
degradagdo do antimicrobiano por enzimas. A produgdo das enzimas beta-
lactamases € o mecanismo mais comum de resisténcia bacteriana aos antibidticos
beta-lactamicos. A primeira beta-lactamase foi identificada num isolado de
Escherichia coli, antes ainda da utilizacdo generalizada da penicilina na pratica
clinica (ABRAHAM, CHAIN; 1940). As enzimas beta-lactamases foram classificadas
por Ambler em 1980, que se baseou em suas sequéncias de aminoacidos, sendo
agrupadas em quatro classes moleculares denominadas de A, B, C e D. As beta-
lactamases que pertencem as classes A, B e C sdo chamadas de serinas beta-
lactamases e as da classe B, de metalo-beta-lactamases (AMBLER,1980).

As beta-lactamases hidrolisam a ligacdo amida do anel beta-lactamico,
destruindo, assim, o local onde os antibidticos beta-lactamicos se ligam as
denominadas proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), através do qual exercem seu
efeito antibacteriano, impedindo a sintese da parede celular bacteriana. Algumas
beta-lactamases utilizam ions de zinco para romper o anel beta-lactamico, como no
caso das metalo-beta-lactamases, mas a maioria atua através do mecanismo ester-
serina em que a enzima associa-se ao antibiético, causando sua hidrélise e
inativacdo (LIVERMORE, 1995). As enzimas beta-lactamases sao codificadas por
genes localizados em cromossomos ou sitios extracromossémicos como plasmideos
ou transposons, podendo ser produzidas de modo constitutivo ou serem induzidas.
Os plasmideos que transportam genes codificadores de beta-lactamases podem ser
transferidos para diferentes cepas ou espécies, facilitando a disseminacdo da
resisténcia. A resisténcia quase universal de Staphylococcus aureus a penicilina &
mediada por uma beta-lactamase induzivel, codificada por genes plasmideais
(BUSH, JACOBY 2010).

Os primeiros inibidores naturais de beta-lactamases foram isolados de
espécies de Streptomyces em 1972, porém nao apresentavam eficacia
antibacteriana. Em 1976 foi descoberto o acido clavulanico, extraido de culturas de
Streptomyces clavuligerus. Logo ap0s surgiram o sulbactam e o tazobactam,
considerados inibidores “suicidas” das beta-lactamases, uma vez que sao destruidos
logo apds sua interacdo com a enzima. Trés inibidores de uso clinico foram
associados a beta-lactamicos: é&cido clavulanico associado a amoxacilina, o
sulbactan associado a ampicilina e o tazobactam associado a piperacilina (BUSH,
JACOBY 2010).
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Nas bactérias gram-negativas, o papel das beta-lactamases na resisténcia
bacteriana é complexo e extenso. Verifica-se a presenca de quantidades abundantes
de enzimas; muitas delas inativam varios antimicrobianos beta-lactamicos, estando
0S genes que codificam essas beta-lactamases sujeitos a mutacdes que expandem
a atividade enzimatica e que séo transferidos de modo relativamente facil. Além
disso, as beta-lactamases de bactérias gram-negativas sdo secretadas no espaco
periplasmatico, onde atuam em conjunto com a barreira de permeabilidade da
parede celular externa, produzindo resisténcia clinicamente significativa a
antimicrobianos.

As Dbeta-lactamases de espectro estendido (ESBL), mediadas por
plasmideos, foram descritas pela primeira vez na Alemanha, em 1983, e inativam as
cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e os monobactamicos, como ocorre em
cepas de Klebsiella pneumoniae. S&o assim denominadas porque ampliam o
espectro de hidrélise das penicilinases e promovem a hidrélise dos antimicrobianos
betalactamicos. As beta-lactamases mediadas por cromossomos séo produzidas em
baixos niveis por Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae, Serratia
marcescens e outros bacilos gram-negativos; quando esses microrganismos Sao
expostos a antimicrobianos beta-lactdmicos sdo induzidos altos niveis de beta-
lactamases, produzindo resisténcia as cefalosporinas de terceira geracao,
cefamicinas e combina¢cBes de beta-lactamicos/acido clavulanico ou sulbactam. A
evolucdo ocorrida entre estas enzimas € resultado do uso excessivo de
antimicrobianos e de sua pressdo sobre o ambiente. A destruicdo enzimatica do
anel beta-lactamico por enzimas beta-lactamases também constitui o principal
mecanismo de resisténcia as cefalosporinas, além do desenvolvimento de PBPs
com menor afinidade pelo antimicrobiano e diferengas estruturais nas PBPs, que séo
alvo dessas drogas PATERSON; BONOMO, 2005).

A evolucdo ocorrida entre estas enzimas é resultado do uso excessivo de
antimicrobianos e de sua pressao sobre o ambiente (PATERSON, 2005). O uso de
antimicrobianos exerce pressdo seletiva sobre as bactérias e potencializa a
ocorréncia da resisténcia. Por outro lado, a disseminacdo de bactérias com
resisténcia antimicrobiana adquirida também é fruto de falhas nas medidas de
prevencéo (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

A atual emergéncia de cepas de Acinetobacter baumannii resistentes aos

antibioticos beta-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, ilustra o seu potencial de
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resposta rapida as mudancas na pressdo seletiva ambiental, resultante do uso
indiscriminado destes antimicrobianos. O mecanismo de degradacdo enzimatico
através das beta-lactamases, € o0 seu principal mecanismo de resisténcia aos beta-
lactamicos (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

As enterobactérias adquiriram importantes mecanismos de resisténcia,
através da producdo de enzimas carbapenemases, universalmente denominadas
pelas siglas KPC, OXA, IMP, VIM e NDM-1, e que se disseminam através de
plasmideos entre as varias espécies (BRATU, 2007). As enzimas carbapenemases
séo divididas em duas familias: a das serina-beta-lactamases, como a KPC, e das
metalo-beta-lactamases, como a NDM-1, VIM e IMP. Estes mecanismos de
resisténcia sao responsaveis por falhas terapéuticas dos antibiGticos
carbapenémicos frente as enterobactérias (BRASIL, 2013b). As KPCs pertencem a
classe A de Ambler e foram encontradas primeiramente no microrganismo Klebsiella
pneumoniae (YIGIT et al., 2001) e, posteriormente em outros gram-negativos, tais
como Escherichia coli, Serratia marcescens, Enterobacter spp., Salmonella spp. e
Pseudomonas aeruginosa (QUEENAN, A. M. ; BUSH, K., 2007 ; CHAI et al., 2008 ).

3.2 EPIDEMIOLOGIA DAS BACTERIAS MULTIRRESISTENTES DE
COLONIZACAO INTESTINAL

Patdgenos resistentes a antimicrobianos constituem-se num importante e
crescente problema de Saulde Publica mundial, especialmente pelas limitadas
opcOes terapéuticas e alta mortalidade associada. Mais de 70% das bactérias que
causam infeccdes hospitalares séo resistentes a pelo menos um dos antibioticos
utilizados comumente (MUTO et al., 2003). O Brasil e demais paises da América
Latina apresentam altos niveis de resisténcia bacteriana em comparagédo a Europa e
Estados Unidos, especialmente entre bacilos gram-negativos nédo-fermentadores e
enterobactérias produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (GALES et al.,
2008; CASELLAS, 2011). A prevaléncia de bactérias multirresistentes apresenta
variacdo de acordo com o decorrer do tempo, espaco geografico e cenéario das
instituicbes de saude. Um exemplo classico refere-se ao surgimento de VRE na

regido leste dos EUA em meados da década de 1990, ndo sendo encontrado no
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oeste daquele pais por varios anos, variando sua prevaléncia de acordo com cada
estado (SIEGEL et al., 2007).

Durante as Ultimas décadas, a prevaléncia de microrganismos
multirresistentes nos hospitais norte-americanos cresceu gradativamente. Desde que
o primeiro MRSA foi isolado nos Estados Unidos, em 1968, sua incidéncia em
pacientes hospitalizados cresceu de 20% a 25% na década de 1990 (SIEGEL et al.,
2007). Em 1999 a prevaléncia de MRSA era superior a 50% dos Staphylococcus
aureus isolados em pacientes de unidades de terapia intensiva; em 2003 esta
prevaléncia cresceu para 59,5% nos hospitais norte-americanos. A incidéncia de
MRSA nos hospitais brasileiros tem oscilado entre 30 e 60% (ROSSI, 2011), e os
isolados estéo relacionados na sua grande maioria ao clone brasileiro BEC-MRSA,
um dos cinco maiores clones de circulagdo no mundo (OLIVEIRA et al., 2001).

O primeiro caso de infec¢cdo por VRE em seres humanos foi detectado em
meados dos anos 1980 na Europa, inicialmente na Inglaterra e Franca (LECLERQ
et al., 1988) e logo a seguir, em 1987, nos EUA (SAHM et al., 1989; MARTONE,
1998); desde entdo, este microrganismo multirresistente € isolado em todo o mundo.
Acredita-se que as primeiras cepas de Enterococcus resistentes a vancomicina
tenham surgido em decorréncia do uso de avoparcina em racdo usada em granjas,
sendo transportadas da Europa para os Estados Unidos, e selecionadas no
ambiente hospitalar (RICE, 2006). Nos Estados Unidos os Enterococcus sdo mais
prevalentes em comparacao ao Brasil e América Latina, onde sdo apontados como
oitava ou nona causa de infecg¢ao hospitalar (ROSSI, 2011).

A prevaléncia de enterococos isolados em pacientes hospitalizados em
unidades de terapia intensiva norte-americanas aumentou de 25% em 1999 para
28,5% em 2003, sendo que até 1990 este numero era inferior a 1% (BOYCE, et al.,
1994). The Surveillance Network, uma rede de vigilancia epidemiolégica norte-
americana, analisando os resultados de hemoculturas, no ano de 2002 em 268
hospitais daquele pais, encontrou que 67% dos isolados de enterococos eram
resistentes a vancomicina. O aumento na incidéncia de VRE, nos EUA, est4
diretamente ligado ao consumo aumentado de vancomicina devido a incidéncia
crescente de casos de MRSA e de Clostridium difficile (SADER; MOET; JONES,
2009). Os custos de internagdo de um paciente que adquire VRE aumentam em

meédia 50% em relacdo a pacientes ndo colonizados (SIEGEL et al., 2007).
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No Brasil, o primeiro caso de VRE ocorreu 16 anos apds o primeiro relato
nos Estados Unidos, em amostra de hemocultura de uma paciente portadora de
anemia aplastica, na cidade de Curitiba, Estado do Parana. A cepa isolada foi
Enterococcus faecium resistente a vancomicina, fenétipo VanD4 e, desde entéo,
este microrganismo passou a representar um problema emergente em nosso pais,
porém com outro fendétipo, o VanA (DALLA COSTA et al., 1998). Os dados latino-
americanos revelam que houve aumento na incidéncia de VRE entre 2003 e 2008,
de 5% para 15,5%. A mudanca mais significativa, porém, ocorreu no Brasil, com
taxas de VRE variando de 7% para 31% no mesmo periodo, tornando-se endémico
em varias instituicbes (SADER; MOET; JONES, 2009). Um estudo realizado em um
hospital na cidade de S&o Paulo, com 87 pacientes investigados por meio de
culturas fecais, em 45,7% obteve-se resultado positivo para VRE e, destes, 54,1%
eram Enterococcus faecium e 45,9% eram Enterocccus faecalis (D’AZEVEDO et al.,
2008).

Dentre os bacilos gram-negativos multirresistentes de relevancia clinica
encontram-se, principalmente, as enterobactérias produtoras de betalactamase de
espectro estendido (ESBL) e de carbapenemase (KPC), Pseudomonas aeruginosa
e Acinetobacter baumannii, para os quais ha cada vez menos opc¢des terapéuticas
(KUNZ; BROOK, 2010). Enterobacteriaceae ou enterobactérias representam uma
familia de bactérias gram-negativas. Compdem este grupo de microrganismos
bactérias de grande importancia epidemioldgica, tais como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Enterobacter aerogenes, Enterobacter
cloacae, Proteus mirabilis, Serratia marcescens, Morganella morgannii e Citrobacter
freundii, entre outros. A capacidade das Enterobacteriaceae em se tornarem
resistentes a antibiéticos de amplo espectro, como as cefalosporinas, ¢ um
problema bem conhecido (JACOBY; MUNHOZ-PRICE, 2005). As enterobactérias
ESBL tém se disseminado e se tornado cada vez mais prevalentes no mundo, desde
que foram identificadas na Europa, em 1983 (KNOTE et al.,1983), e depois nos
Estados Unidos, em 1989 (QUINN et al., 1989). Os antibioticos carbapenémicos
tornaram-se uma importante alternativa de tratamento para estes patdgenos, e sua
utilizacdo passou a ser intensa. Como consequéncia, surgiram as novas enzimas
beta-lactamases capazes de hidrolisar os carbapenémicos e, assim, as

Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos, que através de elementos
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genéticos moveis, passaram também a ser um problema global (GUPTA et al., 2011,
YIGIT et al., 2001).

Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos foi descrita pela
primeira vez, em 2001, na Carolina do Norte (YIGIT et al., 2001), e desde entdo
varios surtos de infeccdo por esta bactéria foram relatados (BRATU et al., 2005;
PATEL et al., 2008), sendo que o primeiro ocorreu em 2009 na regido metropolitana
de Detroit e acometeu trés hospitais (MARCHAIM et al., 2011). Em 2003, de todos
os isolados em pacientes hospitalizados, nos EUA, 20,6% eram resistentes a uma
ou mais das seguintes classes de antibiéticos: fluorquinolonas, carbapenémicos ou
aminoglicosideos. O programa americano de monitoramento global de sensibilidade
ao meropenem denominado Meropenem Yearly Susceptibility Test Information
Collection Program, registrou um aumento significativo na resisténcia ao meropenem
entre os isolados de Klebsiella pneumoniae, nos Estados Unidos, que passou de
0,6% em 2004 para 5,6% em 2008 (GUPTA et al., 2011). Este programa também
observou que as carbapenemases se disseminaram para outras espécies de
Enterobacteriaceae (RHOMBERG; JONES, 2009). Em 2012, os CDCs informaram a
ocorréncia de pelo menos um caso de infeccdo hospitalar por Enterobacteriaceae
resistente a carbapenémicos, em aproximadamente 4% dos hospitais norte-
americanos, sendo a taxa de mortalidade para pacientes com infeccéo de corrente
sanguinea com este patdgeno superior a 50% (CDC, 2013). As Enterobacteriaceae
produtoras de carbapenemase também tém emergido em outros paises,
caracterizando sua disseminacdo intercontinental (BEN-DAVID et al., 2010;
POULOU et al., 2012), tendo se tornado endémica em paises como Estados Unidos,
Israel, Grécia e Italia (AGODI et al., 2011; SCHWABER, 2011; CIOBOTARO et al.,
2011).

A velocidade com que o0s novos mecanismos de resisténcia s&o
disseminados pelo mundo, a partir de sua identificacdo, é exemplificada pela nova
carbapenemase New Delhi Metallobectalactamase (NDM), que transcende as
fronteiras geograficas, reafirmando que a resisténcia microbiana €, de fato, um grave
problema de saude publica mundial (JOHNSON; WOODFORD, 2013). Os primeiros
registros de aquisicdo deste mecanismo de resisténcia entre as enterobactérias
foram feitos em 2008, na india e Paquistio, embora andlises posteriores
mostrassem que j4 havia a presenca desta enzima em material genético de

enterobactérias desde 2006. Atualmente, estas enterobactérias encontram-se
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disseminadas nos hospitais e também na comunidade destes paises, tendo sido
identificadas, inclusive, em agua tratada (NORDMANN et al., 2011). Em 2010 foram
encontradas também no Canada, Estados Unidos e Reino Unido e, mais
recentemente, em varios paises da América do Sul, entre os quais, Uruguai,
Colbmbia e Paraguai, havendo registro atualmente de sua presenca em mais de 40
paises nos varios continentes (JOHNSON; WOODFOR, 2013; BRASIL, 2013b). Os
primeiros casos de enterobactérias produtoras de NDM-1 no Brasil ocorreram entre
setembro de 2012 e abril de 2013, na cidade de Porto Alegre, Rio Grande do Sul
(BRASIL, 2013b). Em razdo de sua rapida disseminacdo internacional e de sua
capacidade de transmissdo a varios patdégenos gram-negativos, a NDM devera
tornar-se a carbapenemase de maior prevaléncia no mundo (PATEL; BONOMO,
2013).

Um outro aspecto relevante com relacdo as enterobactérias
multirresistentes tem sido sua presenca cada vez mais acentuada na comunidade.
As enterobactérias produtoras de ESBL, que inicialmente eram restritas ao ambiente
hospitalar, tém sido frequentemente reportadas em casos detectados na
comunidade (CANTON et al., 2008). Em alguns paises, como a India, a
concentracdo de cepas produtoras de ESBL na comunidade € bastante elevada e
tem sido enfatizada pela comunidade internacional, particularmente a partir dos
achados ambientais de cepas produtoras de carbapenemase NDM-1 (HAWSER et
al., 2010).

A rapida disseminacdo de enterobactérias produtoras de ESBL na
comunidade gerou 0 uso excessivo de carbapenémicos e a consequente producéo
destes novos mecanismos de resisténcia (HAWSER et al.,, 2010). Um estudo
publicado recentemente ilustra muito bem este cenario, pois evidenciou a
colonizacéo intestinal por enterobactérias multirresistentes em neonatos que nao
possuiam pressdo antimicrobiana direta. Foram selecionados 75 neonatos, que
preenchiam os critérios de parto vaginal, saudaveis e aleitamento materno exclusivo,
a fim de evitar aquisicdo de resisténcia pela agua ou alimentos. Neonatos que
apresentavam mal-formacdes congénitas, hospitalizacdo, prematuridade, fatores
predisponentes para sepse, uso materno ou pelo neonato de antibiéticos foram
excluidos. Foram coletadas amostras de fezes nos dias 1 (mecénio), 21 e 60, e
pesquisadas enterobactérias produtoras de ESBL ou carbapenemase. Os resultados

encontrados neste estudo realizado na india, mostraram que 65,3% dos neonatos
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estavam colonizados por enterobactérias no dia 1, refletindo a aquisicdo da
microbota materna e, consequentemente, as cepas multirresistentes.
Enterobactérias ESBL foram isoladas em 19,9% das amostras, e um dos neonatos
apresentou Enterobacter sp produtor de KPC. Estes resultados mostram fortes
evidéncias de que, mesmo na auséncia de qualquer pressédo de antibidticos, existe
uma enorme carga de resisténcia a antibiéticos beta-lactamicos (KOTHARI et al.,
2013).

Acinetobacter baumannii, bacilo gram-negativo ndo fermentador de glicose,
comecou a ganhar importancia nos ultimos 30 anos desde que, no inicio da década
de 1980, vérios surtos de infeccdo passaram a ser descritos em paises europeus,
principalmente na Inglaterra, Franca, Alemanha, Itdlia, Espanha e Holanda
(FOURNIER; RICHET, 2006). Uma das principais raz6es da crescente preocupacao
com este microrganismo se deve ao aparecimento de cepas multirresistentes e pan-
resistentes, responsaveis por surtos de infec¢Bes hospitalares. Foram publicados
inimeros estudos, com relatos de infeccdo e colonizacdo relacionados a
Acinetobacter baumannii, principalmente em unidades de terapia intensiva e de
gueimados, onde estdo concentrados o0s pacientes de maior gravidade e
dependéncia de cuidados assistenciais (JOLY-GUILLOU, 2005; TOWNER, 2009;
ARVANITI et al., 2012). E considerado o patégeno mais frequentemente associado
as infeccdes hospitalares, devido a sua capacidade em adquirir genes de resisténcia
de forma bastante rapida (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996; FOURNIER;
RICHET, 2006; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Atualmente, cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a
carbapenémicos tornaram-se um grande problema no continente europeu, em
especial na Itélia, Grécia, Espanha, Inglaterra e Turquia (DIMOEDI, A. P., 2005;
PELEG; SEIFET; PATERSON, 2008). Situacdo equivalente ocorreu nos Estados
Unidos, onde os primeiros surtos por essas bactérias resistentes a carbapenémicos
passaram a ocorrer a partir de 1991, ap06s uso intensivo de imipenem para
tratamento de infec¢cdes por Klebsiella pneumoniae produtoras de ESBL (GO et
al.,1994). Dados do National Nosocomial Infection Surveillance Systems (NNISS),
obtidos de varios hospitais norte-americanos entre 1986 e 2003, revelaram aumento
significativo de cepas de Acinetobacter resistentes a imipenem de 0% para 20%
(p<0.001), bem como um aumento no nuamero de casos de pneumonia por

Acinetobacter baumannii neste mesmo periodo, de 4% para 7% (p<0.001)
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(GAYNES; EDWARDS, 2005). Dados posteriores publicados pelo National
Healthcare Safety Network (NHSN) dos CDC, relativos ao periodo de 2006-2007,
apontam que essa bactéria permanece como importante patégeno implicado em
pneumonias associadas a ventilagdo mecéanica, com taxa de 8,4%, sendo o terceiro
microrganismo mais prevalente apos Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa (HIDRON et al., 2008). Atualmente, nos Estados Unidos, as cepas de
Acinetobacter baumannii multirresistentes representam em torno de 74% dos
isolados de Acinetobacter baumannii, de acordo com os dados notificados
anualmente pelos hospitais norte-americanos ao NSHN (KALLEN; SRINIVASAN,
2010).

Os paises da América Latina possuem uma das mais elevadas taxas de
prevaléncia de Acinetobacter baumannii pan-resistentes do mundo (UNAL; GARCIA-
RODRIGUEZ, 2005; ANDRADE, et al., 2008). No Brasil essa bactéria emergiu como
importante patégeno hospitalar, estando associada a varios surtos desde o inicio da
década de 1990 (LEVIN et al., 1996). Acinetobacter baumannii é responsavel por
surtos de infeccdo hospitalar de dificil controle; frequentemente a colonizacao
precede a infeccdo. Normalmente, quando infecgcbes por esses agentes ocorrem,
significa que existe um numero elevado de pacientes colonizados e, neste caso,
surtos sdo quase inevitaveis (EHRILCH et al.,, 2003). Infec¢cdes hospitalares
causadas por Acinetobacter baumannii acometem, na maioria das vezes, pacientes
muito debilitados, de unidades de terapia intensiva, com taxas de mortalidade que
variam de 26% a 68% (SUNENSHINE et al., 2007). Existem grandes dificuldades de
erradicacdo dessas bactérias do ambiente hospitalar, sendo seu poder de
dessecacdo uma das causas apontadas que lhe permite sobrevivéncia por longos
periodos e persisténcia em superficies de materiais e equipamentos (PELEG,;
SEIFERT; PATERSON, 2008).

Um outro aspecto relevante que diz respeito a Acinetobacter baumannii é o
impacto econdmico que representam as infec¢cdes causadas por este patdogeno. Em
estudo realizado na Universidade de Pittsburgh, Estados Unidos, foi estimado que o
custo relativo para cada paciente colonizado por Acinetobacter baumannii, internado
em unidade de terapia intensiva, € de aproximadamente $44,000 délares,
considerando que metade dos pacientes colonizados evoluirdo com quadro de
infeccdo, com consequente aumento no tempo de hospitalizacdo e na mortalidade.

Este calculo foi baseado no tempo médio aumentado de hospitalizacdo, que em
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caso de infeccdo, gira em torno de 25,23 = 10,59 dias, associado ao custo do
leito/dia, que € de $4,397.50. Foi feita, paralelamente, uma projecdo de custo
nacional, considerando-se os dados do National Healthcare Safety Network no
periodo de 2006-2007, com 902 casos de infeccdo por Acinetobacter baumannii
reportados. O custo estimado oscilou entre $7.4 milhdes e $26.1 milhdes de dolares
(LEE et al., 2010), cujo recurso poderia ser utilizado para a prevencdo desses
agravos a saude. Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa integram a
lista dos seis famosos patégenos denominados de SKAPE, considerados uma das
maiores ameacas emergentes deste século (BOUCHER et al., 2009; EISLER, P,
2012).

Pseudomonas aeruginosa, também um bacilo gram-negativo néo
fermentador, € considerado um dos prinicipais patégenos responsaveis por
infeccbes hospitalares. Os dados publicados tanto pelo NNISS como pelo
International Nosocomial Infection Control Consortium apontam-no como o patégeno
mais frequentemente isolado nas infeccfes do trato repiratorio e nas infeccbes
primarias de corrente sanguinea associadas a cateteres venosos centrais em UTlIs
(ROSENTHAL et al., 2010). A resisténcia a quinolonas entre cepas de Pseudomonas
aeruginosa isoladas de pacientes de unidade de terapia intensiva aumentou de 23%
para 29,5%, do ano de 1999 para 2003 (CDC, 2006). Em estudo realizado na
Colémbia, observou-se que essa bactéria tem se consolidado como um germe
multirresistente, uma vez que a frequéncia com que se apresenta como resistente
estd em aumento progressivo (BRICENO et al., 2010). Estudo de prevaléncia
realizado entre 2007 e 2009, em oito hospitais terciarios na Tailandia, encontrou 261
culturas clinicas das quais se isolou Pseudomonas aeruginosa, mostrando que
aproximadamente 71,6% das amostras eram resistentes a carbapenémicos. Em
todos os hospitais avaliados, a resisténcia ao meropenem foi superior a 50%
(KHUNTAYAPORN et al., 2012).

Na América Latina, dados do Programa SENTRY (Antimicrobial Surveillance
Program), entre 1997 e 2000, identificaram-na como o principal responsavel pelas
pneumonias hospitalares, com altas taxas de resisténcia a maioria dos antibiéticos
testados (GALES; SADER; JONES, 2002). No Brasil, Acinetobacter spp. e
Pseudomonas aeruginosa representaram o quarto e quinto patdégenos associados a
infec¢des de corrente sanguinea, conforme dados do estudo de vigilancia brasileiro

SCOPE, realizado em 16 hospitais das cinco regides do pais, no periodo de 2007 a
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2010 (MARRA et al., 2011). Altas taxas de resisténcia a carbapenémicos ja haviam
sido apontadas para os dois patdégenos, com tendéncia crescente, em estudo
realizado em hospital de alta complexidade, localizado no sul do Brasil, entre janeiro
de 2004 a dezembro de 2008, mostrando que Acinetobacter baumannii apresentava
77,3% de resisténcia ao imipenem e 80% ao meropenem, em 2008, enquanto
Pseudomonas aeruginosa apresentou 45,1% de resisténcia ao imipenem e 12,8%
ao meropenem (BAUMGART; MOLINARI; SILVEIRA, 2010).

O aumento na longevidade da populacdo mundial trouxe como
consequéncia o aumento na prevaléncia de doencas cronicas as mais diversas, com
necessidade cada vez mais frequente de hospitalizacGes, decorrentes de inUmeras
complicacBes. Neste cenario, surgem nos varios paises as chamadas nursing homes
ou casas de apoio, que acolhem pessoas idosas e com grande fragilidade, e que
muitas vezes necessitam de cuidados assistenciais, em unidades de emergéncia e
terapia intensiva. Assim, as nursing homes tornaram-se reservatorios importantes de
microrganismos multirresistentes, e motivo de grande preocupacao devido ao risco
de transmissdo cruzada destes patdgenos entre os hospitais e estas instituicoes.
Varios estudos de prevaléncia de microrganismos multirresistentes tém sido
conduzidos para avaliar estas populacdes (ROONEY et al.,, 2009). Um estudo de
prevaléncia realizado na Bélgica, em 2011, com 2791 residentes nessas institui¢cdes,
encontrou uma taxa de 6,2% para enterobactérias produtoras de ESBL, e nenhum
caso de VRE (JANS et al., 2013). Situacdo bem diversa foi observada em paises
como Irlanda e Italia, que reportaram taxas de 41% e 64%, respectivamente. Por
outro lado, na Suécia e Franca as taxas foram préximas as da Bégica, em torno de
3% (ANDERSSON et al., 2012; BERTRAND et al., 2012).

A prevaléncia de bactérias gram-negativas multirresistentes em nursing
homes nos Estados Unidos € semelhante a da Italia e Irlanda, com taxa de 51%,
em estudo realizado em instituicdo localizada em Boston (POP-VICAS et al., 2008).
Estudo multicéntrico realizado em 13 hospitais da cidade de Michigan, observou que
aproximadamente 10% dos pacientes colonizados por microrganismos gram-
negativos multirresistentes tiveram exposicdo recente a nursing homes. Houve forte
associacdo entre esta exposicdo e enterobactérias resistentes a carbapenémicos
em 31,6% dos casos ( p<0,001) e Acinetobacter baumannii em 14,9% dos casos
(p<0,001) (MARCHAIM et al., 2012).
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3.3 FATORES DE RISCO PARA COLONIZACAO POR BACTERIAS
MULTIRRESISTENTES INTESTINAIS

O trato intestinal representa importante reservatério para microrganismos
multirresistentes, especialmente para bacilos gram-negativos, como enterobactérias,
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, mas também para bactérias
gram-positivas, como Enterococcus (DONSKEY, 2004). Apesar da maioria dos
pacientes colonizados por estes patdgenos permanecerem assintomaticos,
infeccbes podem ocorrer por translocagao intestinal ou por contaminacao fecal de
feridas ou dispositivos invasivos (DONSKEY, 2004).

Pacientes vulneraveis a colonizacdo e infeccdo por microrganismos
multirresistentes incluem aqueles com doenca grave, especialmente 0s
imunocomprometidos; submetidos a cirurgias; ou com dispositivos invasivos e,
dentre estes, incluem-se, principalmente, aqueles internados em unidades de terapia
intensiva de hospitais terciarios. O risco de um paciente adquirir VRE nessas
unidades aumenta, significativamente, quando a proporc¢ao de pacientes colonizados
por essas bactérias excede os 50%, e o0 numero de dias de exposicdo a um
paciente com VRE exceder os 15 dias (PUSNIAK et al., 2002). Fatores de risco que
incluem comorbidade, pressdo de colonizacdo, tempo sob risco e exposicdo a
antibidticos sdo comuns para microrganismos multirresistentes, tais como VRE,
enterobactérias produtoras de ESBL, Pseudomonas aeruginosa e MRSA (BONTEN
et al, 1998). O uso de antibidticos € fator de risco comum, na medida em que
promove o desequilibrio da microbiota intestinal, tornando pacientes vulneraveis a
colonizagdo por bactérias multirresistentes, e com risco aumentado de evoluir com
infeccdo (HARRIS et al., 2004).

Pacientes colonizados por bactérias multirresistentes podem permanecer
portadores por longos periodos e servir como importante fonte de disseminacdo no
ambiente hospitalar (BUEHLMANN et al., 2010). N&o existem protocolos de
descolonizacdo estabelecidos para as bactérias multirresistentes, a excecédo de
MRSA (BUEHLMANN et al., 2008). Alguns ensaios clinicos estdo sendo realizados
na tentativa de erradicacdo de portadores intestinais de enterobactérias produtoras
de ESBL (HUTTNER et al., 2013). Num estudo randomizado, duplo-cego e placebo-
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controlado, foi testada a eficacia de um regime de descoloniza¢do oral em pacientes
adultos que possuiam swab retal positivo para enterobactérias produtoras de ESBL.
Cinquenta e quatro pacientes foram selecionados, dos quais metade compfs o
grupo placebo e a outra metade recebeu sulfato de colistina e sulfato de neomicina
quatro vezes ao dia, por 10 dias, além de nitrofurantoina por cinco dias, quando o
paciente apresentava bacterilria causada por estes patégenos. O resultado mostrou
que houve reducdo de colonizacdo, com siginficancia estatistica entre os dois
grupos durante o tratamento, mantendo-se até um dia apGs o término: 9/26 versus
19/22 no sexto dia de tratamento (p<0.001) e 8/25 versus 20/26 no dia primeiro apés
tratamento (p= 0,001). No dia sétimo apds tratamento, o efeito havia desaparecido:
18/27 versus 17/25 (p=0,92), ficando evidente a falha deste protocolo (HUTTNER et
al., 2013).

Entre os varios ensaios que objetivaram encontrar um regime efetivo de
descolonizacdo para enterobactérias produtoras de ESBL, alguns estudos também
se propuseram a estabelecer um protocolo de prevencdo de colonizacdo para
bactérias multirresistentes. Pesquisa conduzida numa UTI-Neonatal, num hospital da
Austria, que se propds a avaliar o efeito da colistina oral profilatica na prevencédo de
colonizac@o por enterobactérias produtoras de ESBL em neonatos, concluiu que,
além da colistina néo ter prevenido a colonizacdo por bactérias produtoras de ESBL,
houve inducéo de resisténcia a colistina, mostrando sua ineficiéncia (STRENGER et
al., 2011).

A presséao seletiva decorrente da utilizagéo de determinados antimicrobianos
no ambiente hospitalar exerce um papel preponderante na colonizacdo de pacientes
por bactérias multirresistentes, possibilitando o aumento de sua prevaléncia e que
venham a causar infeccdo. Neste sentido, a pressdo de colonizacdo também tem
sido considerada como importante fator de risco para que novos pacientes sejam
colonizados por microrganismos multirresistentes. Tal pressao ocorre tanto por
influéncia do ambiente hospitalar, quanto pela influéncia externa, quando pacientes
previamente colonizados sdo admitidos de outras instituicbes ou até mesmo
provenientes da comunidade (HARRIS et al., 2004). A influéncia da comunidade no
ambiente hospitalar passa a ser relevante, na medida em que se comeca a observar
um decréscimo na proporcdo de microbiota sensivel presente na comunidade, 0 que
diminuird a possibilidade de reducao na incidéncia de bactérias multirresistentes nas
instituicées de saude (LIPSITCH; SAMORE, 2002).
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Os fatores de risco para aquisicdo de Acinetobacter baumannii
multirresistente, descritos na literatura, incluem o uso prévio de antibidticos como
carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracédo, tempo de permanéncia em
unidade de terapia intensiva, ventilacdo mecanica, gravidade da doenca de base,
contato com pacientes colonizados ou infectados por esse agente, ou histéria de
colonizagdo prévia (FALAGAS; KOPTERIDES, 2006; PLAYFORD; CRAIG;
IREDELL, 2007). Para estes pesquisadores, a prevaléncia de pacientes colonizados
na unidade de terapia intensiva e a densidade de colonizacéo, isto é, o numero de
sitios colonizados, representaram fator de risco para colonizacdo. A pressao de
colonizacdo esta fortemente correlacionada a aquisicdo de Acinetobacter baumannii
multirresistente em unidades de terapia intensiva. Arvaniti e colaboradores (2012)
também observaram que tanto a presséo de colonizacdo elevada quanto a presenca
de mais de dois pacientes colonizados durante uma mesma semana, representaram
risco aumentado de aquisicdo deste patdégeno em UTI. Sugerem que préticas de
vigilancia e medidas de controle sejam adotadas imediatamente apds a deteccéo
dos dois primeiros casos de colonizacao por estes patdgenos, a fim de evitar sua
disseminacdo ou manifestacdo de infeccdo. Além disto, o0s pacientes mais
vulneraveis para aquisicdo de Acinetobacter baumannii foram aqueles sob
antibioticoterapia prolongada e em ventilacdo mecanica por longo periodo. O tempo
de hospitalizacdo, anterior a admissdo em UTI € um importante preditor de
colonizacd@o por Acinetobacter baumannii. Para cada dia prévio de hospitalizacdo o
risco de colonizacdo por Acinetobacter baumannii a admissdo em UTI aumenta em
8% (p=0,034) (ARVANITI et al., 2012).

Para aquisicdo de Pseudomonas aeruginosa, uso prévio de antibioticos,
tempo de permanéncia em UTI, dias de hospitalizacdo e ventilagdo mecanica,
representam fatores de risco (FALAGAS; KOPTERIDES, 2006). E, os fatores de
risco identificados para colonizacdo ou infeccdo por gram-negativos nao
fermentadores produtores de metalo-beta-lactamase (Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp.) incluem o uso prévio de antibidticos betalactamicos e
quinolonas, e hospitalizacdo prolongada, como preditores independentes (ZHANG et
al., 2009).

O uso prévio de antibiéticos é também, reconhecidamente, o principal fator
de risco para aquisicdo de enterobactérias produtoras de beta-lactamase de

espectro estendido, a partir do desequilibrio da microbiota anaerdébia intestinal, com
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diminuicdo do mecanismo de defesa contra patdégenos multirresistentes (DONSKEY,
2006). Outros fatores de risco também associados a colonizagdo ou infeccdo por
enterobactérias produtoras de ESBL incluem viagens, contato com o sistema de
saude e doencas crbnicas (GUILLET et al.,, 2010). A disseminacdo de cepas de
enterobactérias produtoras de ESBL na comunidade, a partir de pacientes que
receberam alta hospitalar colonizados por estes patdégenos e que apresentam
colonizacdo do trato gastrointestinal prolongada, tem sido um dos fatores de risco
para 0 aumento da transmisséo cruzada fora do ambiente hospitalar (ZAHAR et al.,
2010).

Para aquisicdo de Enterobactérias produtoras de carbapenemase, os fatores
de risco descritos sdo a hospitalizacdo prolongada, permanéncia em unidade de
terapia intensiva, presenca de dispositivos invasivos, como ventilagdo mecanica,
imunossupressao, e uso prévio de antibiéticos, incluindo os carbapenémicos
(NORDMANN; CRUZON; NAAS, 2009; GUPTA et al., 2011). Pacientes com diabetes
também sdo considerados de alto risco para aquisicio de enterobactérias
resistentes a carbapenémicos, devido a imunossupressdo e maior manuseio pela
equipe assistencial (CHITNIS et al.,, 2012). Entretanto, ndo sé pacientes
imunocomprometidos ou gravemente enfermos estdo expostos ao risco de
colonizacéo ou infeccdo por essas bactérias: pacientes de menor criticidade também
podem se tornar colonizados ou evoluir com infeccdo em decorréncia de falhas nas
praticas de controle de infeccdo, ficando expostos a risco de desfechos
desfavoraveis, e a maiores taxas de mortalidade (BORER et al., 2009). A presséo
de colonizacdo também esteve diretamente relacionada com o risco de aquisi¢do de
Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos no ambiente hospitalar
(SCHWABER, et al., 2011).

3.4 MEDIDAS PARA PREVENCAO DA DISSEMINACAO DE BACTERIAS
MULTIRRESISTENTES INTESTINAIS

De acordo com os CDCs, uma vez que o microrganismo multirresistente é
introduzido numa instituicdo de saude ou unidade de internagéo, a transmisséo e a

persisténcia da cepa resistente sdo determinadas pela vulnerabilidade dos
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pacientes, pela pressédo seletiva exercida pelos antimicrobianos utilizados, pelo
potencial de transmissdo aumentado em decorréncia do numero elevado de
pacientes colonizados ou infectados (presséo de colonizacdo), e pelo impacto na
implementacdo e aderéncia de medidas preventivas (CDC, 2006). Frente a esta
conjuntura, os programas de controle de infeccdo hospitalar tém priorizado a
identificacdo precoce de pacientes “colonizados/ infectados” por bactérias
multirresistentes de acordo com recomendacdes dos CDCs e também da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria tendo por base, a Nota Técnica n° 1/2010, de 25 de
outubro de 2010, que prevé medidas para identificacdo, prevencdo e controle de
infec¢des relacionadas a assisténcia a saude por microrganismos multirresistentes
(BRASIL, 2010).

Os CDCs recomendam a implementacdo de protocolos de culturas de
vigilancia para pesquisa de microrganismos multirresistentes, em pacientes
considerados como populacdo de risco, como aqueles de Unidades de Terapia
Intensiva, Queimados, Transplante de Medula Ossea e Oncoldgicos; pacientes
transferidos de unidades ou servicos sabidamente com alta prevaléncia de
microrganismos multirresistentes; pacientes em contato direto com pacientes
colonizados ou infectados, e pacientes previamente infectados ou colonizados. Para
deteccdo de bactérias multirresistentes de colonizacao intestinal tem sido orientada
a coleta de swabs retais, peri-retais ou, ainda, a coleta de fezes, como as amostras
mais indicadas para a realizagcdo de culturas de vigilancia (SIEGEL et al., 2007,
NORDMANN et al., 2012).

Considerando que o trato gastrointestinal é o principal reservatorio de
Enterobactérias e de bacilos gram-negativos, por conseguinte também serd o
principal reservatorio de cepas multirresistentes destas bactérias (DONSKEY, 2004).
Deste modo, a cultura de uma amostra de fezes é considerada o padrdo-ouro para a
identificacdo de colonizacdo do trato gastrointestinal por bacilos gram-negativos
multirresistentes. Entretanto sua realizacdo como rotina de identificacdo de
pacientes colonizados nos programas de controle de infeccdo € considerada
impraticavel devido as dificuldades técnicas em se isolar patdgenos multirresistentes
a partir de uma concentracao tdo elevada de bactérias. Assim sendo, a proposta que
passou a ser aceita, universalmente, para a identificacdo de pacientes colonizados
por patdgenos multirresistentes em trato gatrointestinal, tem sido a realizagdo de
culturas de swabs retais ou peri-retais (MUTO et al., 2003).
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A efetividade da realizacdo de culturas de vigilancia e da adocé&o de
precaucdes de contato no controle da disseminacdo de microrganismos
multirresistentes no ambiente hospitalar depende de varios fatores, incluindo a forma
de propagacgédo bacteriana (transmissao pessoa a pessoa versus pressao seletiva
pelo uso de antibidticos); o nimero de pacientes que ndo sdo submetidos a
precaucdes de contato, por terem apenas coletas de culturas clinicas; o tempo de
duracdo da colonizacdo e a prevaléncia de colonizacdo nas populacdes de risco
(SIEGEL et al., 2007, WEINTROB et al., 2010).

A sensibilidade e a especificidade dos swabs retais e peri-retais para a
deteccdo de bacilos gram-negativos multirresistentes, em compara¢do as amostras
de fezes comoo padréo-ouro, foram determinadas por Lautenbach e colaboradores
(2005), tendo como foco a deteccdo de colonizacdo do trato gastrointestinal por
Escherichia coli resistente a fluoroquinolona. A sensibilidade do swab peri-retal
comparado a amostra de fezes foi de 90%, com intervalo de confianca de 95%, e a
especificidade foi de 100%. Para o swab retal, a sensibilidade foi também de 90% e
a especificidade de 100%. Estes resultados demonstraram que tanto o swab retal
como o peri-retal apresentaram excelente sensibilidade e especificidade para a
deteccdo de colonizacdo gastrointestinal pela bactéria pesquisada. Resultados de
swabs retais e peri-retais falso-negativos foram encontrados quando a concentracéo
deste patégeno nas fezes era muito baixa, isto €, menor do que cinco colbénias por
placa.

Dois estudos anteriores haviam avaliado a sensibilidade e a especificidade
dos swabs retais e peri-retais para a detec¢cao de VRE, utilizando a cultura de fezes
como padrao-ouro. Um dos estudos, que utilizou 82 swabs retais e peri-retais
pareados obtidos de 13 pacientes sabidamente colonizados por VRE, encontrou
sensibilidade de 79% tanto para os swabs retais quanto para os peri-retais e,
especificidade de 87% e 86% para os swabs retais e peri-retais respectivamente

(WEINSTEIN et al., 1996). Este estudo também mostrou haver 100% de
concordancia nos resultados de swabs retais e peri-retais coletados
simultaneamente, além do numero de colbnias que foi semelhante nas duas técnicas
de coleta.

Estudo mais recente avaliou as culturas de 35 amostras de fezes de 13
pacientes que eram sabidamente colonizados por VRE, e encontrou sensibilidade de

58% para 0 swab retal em comparacéo a cultura de fezes. Estes autores chamaram
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a atencdo para a elevada taxa de swabs retais com resultados falso-negativos
guando a densidade de VRE nas fezes era baixa, tendo oscilado entre 100% e 0%
quando a densidade de VRE foi 2 7,5 logio ufc/g de fezes e de <4,5 logio ufc/g de
fezes, respectivamente. A concentracdo de colonias de VRE presentes nas fezes,
esteve diretamente relacionada ao éxito na deteccdo de VRE através de swabs
retais e consequentemente, a possibilidade de falha na identificacdo de pacientes
colonizados (D’AGATA et al., 2002).

Num estudo realizado em 2008 envolvendo os hospitais norte-americanos
gue compdem o National Healthcare Safety Network, com o objetivo de avaliar os
protocolos adotados no manejo de microrganismos multirresistentes, foram
encontradas diferencas, entre as quais a adocdo ou ndo de culturas de vigilancia.
Das 413 unidades de terapia intensiva avaliadas, 59% realizavam o screening
rotineiramente para MRSA; 22% para VRE; e apenas 12% para bactérias gram-
negativas multirresistentes. Em 40% dessas unidades todos os pacientes admitidos
eram investigados para todos 0s microrganismos multirresistentes somente no
momento da admissdo, enquanto que em 27% das unidades o0 screening era
realizado periodicamente. Precau¢cbes de contato preventivas eram adotadas em
31% das instituicdes e coorte de pacientes colonizados em 42% delas. A falta de
uniformidade nas condutas reflete, provavelmente, as diferencas que existem nas
recomendacdes internacionais (POGORZELSKA; TONE; LARSON, 2012).

A disseminacdo tanto das enterobactérias resistentes a carbapenémicos,
como as produtoras de beta-lactamases de espectro extendido, é considerada um
dos maiores problemas de saude publica da atualidade, associada a elevadas
taxas de morbidade e mortalidade, sendo relevante uma atitude para sua prevengao.
Considera-se que o controle desse agravo depende da ado¢édo de um conjunto de
estratégias e do rigor em sua implementacdo. Falhas nas estratégias estao
associadas a morbidade e mortalidade, o0 que demanda avaliacdo e implementacéo
de planos locais, regionais, nacionais e internacionais (BILAVSKY; SCHAWBER;
CARMELI, 2010).

Duas importantes diretrizes foram publicados com vistas a contribuir para o
controle de enterobactérias resistentes a carbapenémicos, uma pelos CDCs (2009a)
e outra por um grupo de especialistas, patrocinado pela European Society of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases, 0s quais possuem varias semelhancas mas
também diferencas importantes entre si (BILAVSKY; SCHAWBER; CARMELI, 2010).
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Ambos propdem que medidas de intervencdo sejam implementadas em conjunto e
num tempo unico, o que se denomina na linguagem especializada internacional de
bundle, ou pacote de medidas. Fazem parte deste conjunto quatro recomendacoes
prinicipais, quais sejam: 1) a identificacdo de pacientes colonizados por cepas
produtoras de KPC, através de coleta de culturas de vigilancia tanto a admisséo
guanto periodicamente; 2) ado¢ao de medidas de isolamento, tais como precaucdes
de contato pré-emptivas (preventivas) e coorte de pacientes considerados de alto
risco de se encontrarem colonizados a admisséo ou a partir de resultados clinicos ou
de culturas de vigilancia; 3) a melhoria na limpeza e desinfeccdo de superficies; 4)
descolonizacdo da pele de pacientes, com banhos diarios de clorexidina (CDC,
2009a; BILAVSKY; SCHAWBER; CARMELI, 2010). De qualquer maneira, para que
um bundle ou pacote de medidas de intervencdes seja colocado em pratica, a
condicdo basica necessaria para seu sucesso, estd na determinacdo de que
qualguer medida, por mais simples que possa parecer, sera efetiva (MUNOZ-PRICE
et al., 2010).

O European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) recomenda
fortemente que sejam realizadas culturas de vigilancia, por meio de screening retal,
a admissédo de qualquer paciente transferido para uma instituicdo de saude vindo de
outro pais. Esta recomendagcdo tem como justificativa a atual mobilidade de
pacientes entre os mais diversos destinos, e o desconhecimento dos reservatérios
de enterobactérias resistentes a carbapenémicos, tanto na Europa como em outros
continentes. Assim sendo, qualquer paciente transferido de outro pais deve ser
considerado como de risco para transportar consigo estes patdégenos
multirresistentes. O ECDC recomenda ainda, com grande énfase, que todos os
paises devam desenvolver um documento normativo visando o controle destes
microrganismos e que o0 screening conforme aqui mencionado, fagca parte das
normas a serem seguidas. Paises como Franca, Noruega, Suécia e Israel seguem
praticas normatizadas que constituem sua forca-tarefa nacional, e seus relatos
consistentes tém mostrado que o screening é um dos pilares do sucesso na
prevencao e controle de enterobactérias resistentes a carbapenémicos (EUROPEAN
CENTRE FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2011).

A prevencdo da disseminagcdo de enterobactérias produtoras de
carbapenemase depende da deteccdo precoce e correta de pacientes colonizados

durante sua admisséao, hospitalizacdo ou transferéncia entre unidades de internacéao.
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Embora esta afirmagdo seja consensual, a grande questdo continua sendo:
pacientes devem ser investigados através das culturas de vigilancia? Muitos paises
tém elaborado guias com recomendacdes visando ao controle e prevencdo de
bactérias multirresistentes, nos quais a coleta de culturas de vigilancia é apontada
como medida neceséria a ser adotada nos programas de controle. Apesar das
diferencas nestas recomendacg0des, existe consenso nas seguintes condutas: de que
0 screening deva incluir pelo menos pacientes sob risco de colonizacao, tais como
0S pacientes que se encontram em unidades de terapia intensiva, em unidades de
transplante e pacientes imunossuprimidos; de que ao haver a confirmagdo de
paciente colonizado ou infectado por enterobactéria produtora de carbapenemase, o0
programa de screening seja estendido para os pacientes que compartilhem da
mesma enfermaria; e ainda, pacientes transferidos de outros hospitais devem ser
submetidos a screening independentemente da unidade de admissdo (NORDMANN
et al., 2012).

Embora exista a recomendacdo, por parte das autoridades sanitarias
nacionais e internacionais, quanto a realizacdo de culturas de vigilancia nas
situacdes citadas, as instituicdes de saude tém debatido o custo-efetividade da
manutencdo de um programa de identificacdo de pacientes colonizados a partir da
coleta de culturas de vigilancia. Alguns questionamentos que se somam referem-se
a quais populacbes especificas deveriam, de fato, ser investigadas; quais 0s
melhores métodos de coleta de culturas de vigilancia; quais os sitios anatémicos
mais adequados para se obter amostras para culturas de vigilancia; e, ainda, quais
0S microrganismos que devem ser investigados em programas ativos de vigilancia.
O grande questionamento refere-se a utilizagdo de culturas de vigilancia como
estratégia de prevencdo de transmissdo cruzada de microrganismos
multirresistentes nos hospitais (MARAGAKIS; PERL, 2010; SANDORA et al., 2013).

Recente estudo, realizado num hospital universitario na Franca, se propds a
avaliar o custo da nédo realizagéo de culturas de vigilancia, as quais deixaram de ser
realizadas sistematicamente numa unidade de transplante hepatico, por provavel
redug&@o nos recursos assistenciais. A falha na identificacdo de um primeiro paciente
colonizado por VRE resultou num surto envolvendo 13 pacientes. Os custos diretos
com o surto representaram o equivalente a €60.524,00, devido aos gastos com
equipe assistencial, materiais descartaveis, procedimentos de higiene e culturas de

vigilancia, acrescidos de €110.915,00 em decorréncia da interdicdo de leitos naquele
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periodo. Os resultados reforcam a importancia da adesao ao programa de vigilancia
de pacientes colonizados, através de culturas de vigilancia (ESCAUT; BOUAM,;
FRANK-SOLTYSIAK, 2013).

As culturas de vigilancia também possibilitam o controle concomitante de
varios microrganismos multirresistentes, na medida em que a colonizacdo de um
mesmo paciente por mais de um patdogeno multirressistente tem sido descrita, sendo
denominada de co-colonizacdo (HARRIS et al., 2004). No estudo mencionado, 47%
dos pacientes colonizados por enterobactérias produtoras de ESBL também eram
colonizados por VRE, e ao serem instituidas medidas de controle visando a um
destes patdgenos, o impacto sobre o segundo foi observado. Relato semelhante
ocorreu em hospital universitario na cidade de Bologna, Italia, que ao instituir a
coleta de culturas de vigilancia através de swab retal, a partir de um caso de
paciente portador de Klebsiella pneumoniae produtora de KPC, foram detectados 8
pacientes colonizados por Citrobacter freundii produtor de metalo-beta-lactamase.
Os resultados demonstraram que as medidas de vigilancia para enterobactérias
produtoras de carbapenemase também possibilitaram a identificacdo e o controle de
outros patdégenos multirresistentes (GAIBANI et al., 2013).

A recomendacao dos CDCs quanto a importancia da realizacdo de culturas
de vigilancia para deteccdo de colonizacdo por enterobactérias resistentes a
carbapenémicos foi reafirmada em estudo realizado em Israel, que demonstrou que
as culturas de vigilancia permitiram a identificacdo de aproximadamente dois tercos
dos pacientes colonizados por estes patdgenos. As culturas de vigilancia evitaram
gue estes pacientes permanecessem sendo fonte ndo identificada, o que teria
resultado na colonizagdo e/ou infecgdo de novos pacientes. Através deste estudo,
ficou também demonstrada a importancia do coorte de pacientes colonizados,
assistidos por equipe treinada e dedicada, 0 que garante que mesmo havendo
falhas na higienizacdo de maos (se considerada ser esta a via principal de
disseminagdo de patdgenos) pacientes ndo colonizados ndo seriam expostos a
risco de transmissao cruzada (COHEN et al., 2011). A adocéo de precaucdes de
contato para pacientes colonizados/infectados, como medida isolada de intervengéo,
se mostrou falha, provavelmente em decorréncia da baixa adeséo a higienizacéo de
maos e falhas na desinfec¢cdo do ambiente.

Resultado semelhante foi encontrado em um hospital da Grécia, que
documentou a disseminacdo e o controle de cepas de Klebsiella pneumoniae
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produtoras de carbapenemase, num periodo de trés anos, de janeiro de 2009 a
dezembro de 2011. Durante este periodo, medidas de controle de infeccdo foram
implementadas e, posteriormente, acrescidas da adocdo de culturas de vigilancia,
através de swabs retais a admisséo, e precaucdes de contato, no terceiro ano, o que
resultou em reducdo dos indices de infeccdo de 0,52/1.000 pacientes-dia, para
0,21/1.000 pacientes-dia (p=0,0028). O estudo concluiu que medidas rigorosas de
controle de infeccdo acrescidas da adocdo de culturas de vigilancia, podem
efetivamente reduzir a incidéncia de transmisséo cruzada de patdégenos produtores
de carbapenemase. E, também, que a cooperacdo entre o laboratério de
microbiologia, a equipe do servico de controle de infeccdo hospitalar e a equipe
assistencial sdo fundamentais na elaboracdo e implementacdo de medidas de
controle para estes patdégenos, com énfase nas culturas de vigilancia (POULOU et
al., 2012).

Uma vez que a via principal de transmissdo de microrganismos entre
pacientes sdo as maos dos profissionais da area da saude, a identificacdo precoce
de pacientes colonizados por patégenos multirresistentes e a instiuticdo de
precaucdes de contato para estes pacientes sdo consideradas medidas de grande
importancia na prevencdo da disseminagédo, particularmente em situagdes de surto
(DOl et al., 2011; ARVANITI, et al., 2012).

Acredita-se que os profissionais de saude, de posse destas informacoes,
terdo maiores cuidados e maior adesao a higiene de maos, tendo como resultado a
reducdo de transmissao cruzada de patégenos no ambiente hospitalar. Ainda neste
raciocinio, a experiéncia de sucesso do Estado de lIsrael no controle de cepa
epidémica de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase (KPC), que em
2006 foi isolada em todos os hospitais israelenses importantes, teve como uma das
medidas centrais de intervencéo, a adocdo de culturas de vigilancia para pacientes
de alto risco. Por ser o trato gastrointestinal de pacientes colonizados o reservatorio
para transmissdo cruzada deste patdgeno no ambiente hospitalar, culturas de
vigilancia foram consideradas uma ferramenta essencial na prevencdo de sua
disseminagao (SCHWABER et al., 2011).

A emergéncia de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos no
cenario mundial, e a crescente preocupacdo das autoridades sanitarias e dos
profissionais das areas de controle de infec¢do e assistenciais com a gravidade da
situacao, levaram os CDCs e o HICPAC (Healthcare Infection Advisory Committee)
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a publicar, em marco de 2009, um guia especifico para o seu controle, intitulado
Guidance for Control of Carbapenem-Resistant or Carpabenemase-Producing
Enterobacteriaceae in Acute-Care Facilities (CDC, 2009a).

Em 2012, outro guia ampliando as recomendacfes do primeiro, o CRE
Toolkit (Guidance for Control of Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae) foi
publicado. A proposta deste novo guia € a orientacdo de medidas adicionais a
serem adotadas em instituicbes de saude, nas quais as medidas béasicas de
prevencgao e controle ndo estejam sendo efetivas na reducdo de Enterobacteriaceae
resistentes a carbapenémicos. As duas medidas adicionais recomendadas séo a
coleta de culturas de vigilancia e realizacdo de banho com clorexidina degermante
(CDC, 2012b).

As culturas de vigilancia, de acordo com esta recomendacdo dos CDCs,
devem estar voltadas ndo apenas apra pacientes com link-epidemiolégico com
pacientes portadores de Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, mas
também para determinados pacientes que compdem um grupo considerado de alto
risco para aquisicdo destes patdgenos. Os critérios para que pacientes sejam
incluidos neste grupo sao: 1) pacientes transferidos de instituicbes ou areas com alta
prevaléncia de Enterobactérias resistentes a carbapenémicos, como por exemplo,
casas de apoio para cuidados a pacientes crénicos ou unidades de terapia intensiva;
2) pacientes com presenca de fatores de risco invasivos; 3) pacientes admitidos em
unidades de alto risco, como unidades de terapia intensiva. Para estes pacientes, a
recomendacdo € de que as coletas de culturas de vigilancia sejam realizadas a
admisséo e periodicamente, sugerindo-se que sejam semanais. Recomenda-se,
ainda, a adocdo de precaucdes preventivas durante o periodo de aguardo do
resultado da cultura de vigilancia e, em sendo positivo, precaucbes de contato
deverdo ser instituidas; em sendo negativo, as precaucdes poderdao ser suspensas
(CDC, 2012b).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), igualmente
preocupada com a epidemiologia desses agentes no Brasil e, em particular, no
Estado do Rio Grande do Sul, frente aos recentes relatos de isolados de
enterobactérias com um novo mecanismo de resisténcia, lancou no dia 14 de junho
de 2013 um plano para enfrentamento de microrganismos multirresistentes,
intitulado Plano de Contingéncia dos Mecanismos de Resisténcia nas Infeccdes

Relacionadas a Assisténcia a Saude por Enterobactérias do Estado do Rio Grande
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do Sul (BRASIL, 2013c). De acordo com a ANVISA o referido plano foi elaborado
para ser aplicado, sob a coordenagéo da vigilancia sanitaria estadual, em servi¢os
de saude que possuam unidades de terapia intensiva e servicos de emergéncia.
Esta determinacdo decorreu do relato de surto de infeccédo/colonizacdo na UTI de
um dos hospitais de Porto Alegre, por Providencia rettgeri e Enterobacter cloaceae,
que possuiam o0 mecanismo de resisténcia NDM-1 (New Delhi
Metallobetalactamase). Dois comunicados de risco ja haviam sido previamente
emitidos, com a finalidade de alertar os profissionais da area de saulde,
especialmente aqueles vinculados ao controle de infeccdo hospitalar, para a
possibilidade de que esta cepa pudesse ser isolada no Brasil (BRASIL, 2013a;
BRASIL, 2013b; BRASIL, 2013c).

Programas voltados para a prevencdo e controle de enterobactérias
produtoras de beta-lactamase de espectro estendido devem incluir a realizacdo de
culturas de vigilancia. no momento da admissdo de pacientes, como um dos
componentes (LOWE, 2013). Neste sentido, uma das estratégias de controle de
microrganismos multirresistentes adotadas pelas instituicdes de saude que utilizam a
coleta de culturas de vigilancia em seus programas, tem sido o0 screening de
pacientes a admissdo. Esta medida tem sido considerada um dos componentes
efetivos das intervengcdes de controle de microrganismos multirresistentes,
especialmente em surtos, e diversos autores demonstraram a importancia destas
medidas no controle de enterobactérias produtoras de ESBL e KPC (LUCET et
al.,1999; BEN-DAVID, 2010; CARMELI et al., 2010). Estas medidas também estao
descritas em varios diretrizes de controle de microrganismos multirresistentes, como
o da SHEA (The Society for Healthcare Epidemiology of America), com
recomendacdes especificas para MRSA e VRE (MUTO et al., 2003).

Pesquisa recente desenvolvida no Canada, a fim de avaliar quais eram as
medidas adotadas nos hospitais canadenses para o controle de enterobactérias
produtoras de ESBL e KPC, revelaram que aproximadamente 50% dos hospitais
realizavam culturas de vigilancia na admissao de pacientes (LOWE et al., 2012).
Frente a estes resultados, os pesquisadores realizaram um estudo de coorte
retrospectivo a respeito da incidéncia de enterobactérias produtoras de ESBL em
seis hospitais de Toronto que realizavam culturas de vigilancia a admissédo, e em
seis hospitais nos quais as culturas ndo eram realizadas. Foram analisados os

resultados de culturas clinicas e de vigilancia positivos para enterobactérias
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(Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca) produtoras de ESBL,
no periodo de 2005 a 2009. Para os hospitais que realizavam culturas de vigilancia,
as coletas eram feitas através de swabs retais, sendo que quatro dos hospitais
adotavam o critério de coleta baseada em fatores de risco, enquanto que 0s outros
dois utilizam o screening universal. As coletas baseadas em fatores de risco foram
realizadas de acordo com 0s seguintes critérios: pacientes que viajaram para paises
endémicos para estes patdégenos; historia prévia de colonizacaol/infeccdo por
enterobactéria produtora de ESBL; hospitalizacao prévia; transferéncia de casas de
apoio (long-term care facility); admissdo em unidades especificas como UTI-Adulto e
Neonatal, Clinica Médica ou Cirdrgica; ou pacientes apresentando diarreia ou feridas
secretantes (LOWE et al., 2013).

Um dos aspectos interessantes deste estudo foi a apresentacdo das
estratégias de controle para enterobactérias produtoras de ESBL adotadas pelos 12
hospitais avaliados, sendo estas semelhantes entre si. A adog&o de quarto privativo
para pacientes colonizados/infectados por enterobactéria produtora de ESBL foi
mais comum nos hospitais que adotavam a coleta de culturas de vigilancia (4/6 vs.
2/6). Dois hospitais que realizavam screening e trés hospitais que nao realizavam o
screening adotavam precaucfes de contato apenas para pacientes com risco
aumentado de transmissdo de ESBL, como pacientes incontinentes ou com feridas
drenantes. Em todos os hospitais, precaucfes de contato s6 eram instituidas apos
os resultados positivos das culturas clinicas ou de vigilancia. Nenhum hospital
realizava culturas de vigilancia regularmente para bactérias produtoras de ESBL,;
somente culturas de admissdo. Houve diferencas com relacdo ao tempo de
permanéncia dos pacientes em precaucdes de contato, variando entre a suspensao
ap0s uma cultura negativa, até suspensdo apOs trés culturas negativas com
intervalos de uma semana (LOWE et al., 2012).

Os resultados mostraram uma variacdo na incidéncia global de bactérias
produtoras de ESBL, a partir das culturas clinicas dos 12 hospitais estudados de
0,11 casos/1.000 pacientes-dia, em 2005, para 0,42 casos/1.000 pacientes-dia, em
2009. Quanto as culturas de vigilancia a admisséo, a taxa média foi de 550/1.000
admissdes, nos 6 hospitais que realizam o screening na admissao. Nestes hospitais,
0 numero total de culturas de vigilancia positivas por ano aumentou de 101 (5,4
/1.000 admissdes) em 2005, para 660 (35,5/1.000 admissGes) em 2009. Outro dado

relevante que o estudo mostrou, foi que, em 2005, havia um maior nimero de casos
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de ESBL nos hospitais que ndo adotavam culturas de vigilancia a admisséo,
comparado aos que adotavam (0,098 versus 0,034/1.000 pacientes-dia). Esta
diferenca se manteve ao longo dos anos, até que em 2009 a incidéncia de
enterobactérias produtoras de ESBL aumentou de 0.184 vs. 0,097/1.000 pacientes-
dia, nos hospitais que nao realizavam screening, comparado aos que realizavam. As
taxas de bacteremia associadas a enterobactérias produtoras de ESBL, também
foram 64,1% menores nos hospitais que realizavam o screening, nos 5 anos
analisados (LOWE et al, 2013).

O estudo também mostrou que 72% dos pacientes nao teriam sido
identificados se nao tivessem sido submetidos a culturas de vigilancia a admisséao,
pois estes ndo apresentaram cultura clinica positiva para ESBL no decorrer da
hospitalizacdo. Este dado reforca a indicacdo primaria das culturas de vigilancia
(SIEGEL, 2007), e reafirma que culturas de vigilancia realizadas na admissao de
pacientes devem fazer parte dos programas de prevencdo e controle de
enterobactérias produtoras de ESBL (GODDARD, S.; MULLER, M.P., 2011). Tal
medida, associada a adocao de precaucfes de contato e quarto privativo, mostrou-
se efetiva, pois contribuiu para a baixa incidéncia de casos de enterobactérias
produtoras de ESBL de origem hospitalar, incluindo casos de bacteremia,
observados nos hospitais de Toronto (LOWE et al, 2012).

A adocdo de coorte de pacientes infectados ou colonizados por
microrganismos multirresistentes também tem sido uma das importantes medidas
instituidas na prevencdo de sua disseminacdo, estando diretamente associada a
coleta de culturas de vigilancia. A identificacdo de pacientes colonizados
acompanhada pela adocdo de precaucde de contato € fundamental (CDC, 2006).

O impacto da adog&o de coorte para pacientes colonizados/infectados por
microrganismos multirresistentes foi avaliado recentemente no Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, apoés ter sido criada uma area exclusiva para assisténcia a estes
pacientes. Esta medida trouxe significativa tendéncia de redugdo na incidéncia de
infeccdo por microrganismos multirresistentes na instituicdo (0,65 para -1,04,
p<0,01), especialmente observada para infeccbes causadas por VRE e
Pseudomonas aeruginosa. A criacdo de uma unidade exclusiva para coorte de
pacientes com microrganismos multirresistentes também resultou em melhora nos
cuidados voltados a prevencdo de infecgbes, especialmente a adesdo a higiene de
maos (STUMPEFS et al., 2013).
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Uma vez que ndo existe consenso, até o momento, em relagdo ao melhor
sitio anatdmico de coleta de culturas de vigilancia para 0s microrganismos
multirresistentes, principalmente em se tratando de bactérias gram-negativas, varios
tém sido os esforgos feitos no sentido de elucidar esta questao (DOI et al., 2011); da
mesma forma, a necessidade de se estabelecer a melhor estratégia para a
investigacao, isto é, um sitio ou multiplos sitios (JANS et al., 2013), também tem sido
estudada.

Pesquisadores tém tentado estabelecer o sitio anatémico de maior
sensibilidade para cada microrganismo multirresistente em particular. Estudo
realizado em Israel comparou seis sitios anatémicos diferentes (narinas, orofaringe,
pele, regido retal, feridas e aspirados endotraqueais), com o objetivo de determinar
0S mais apropriados para identificagcdo de Acinetobacter baumannii, e sua
persisténcia de colonizagdo. Foram encontrados indices de sensibilidade baixos,
tanto na andlise isolada de cada sitio, variando de 13,5% a 29%, como para 0s 6
sitios em conjunto, sendo a sensibilidade neste caso, de apenas 55%. O sitio isolado
gue teve a maior sensibilidade foi o aspirado endotraqueal. Quanto a persisténcia de
colonizacdo, 17% dos pacientes persistiram colonizados apds um periodo médio de
17,5 meses da ultima cultura clinica positiva para Acinetobacter baumannii, sendo
que, para estes pacientes, 0s sitios positivos foram a pele e a orofaringe
(MARCHAIM et al., 2007). Este estudo possibilitou importantes discussées em torno
do tempo que os pacientes permanecem colonizados, tendo sido demonstrado que
este tempo foi longo e, além disto, que num protocolo de investigacdo de
colonizacéo ndo foi suficiente avaliar um anico sitio anatémico, sendo esta a prética
da maioria das instituicdes que adotam culturas de vigilancia.

Em busca da definicdo do melhor sitio anatémico e da técnica de coleta que
possa resultar em maior sensibilidade, pesquisadores da Universidade de Pittsburgh,
Estados Unidos, com o objetivo de aumentar a sensibilidade das culturas de
vigilancia para deteccdo de Acinetobacter baumannii, substituiram os swabs
convencionais por “esponjas”, para que a superficie cutdnea a ser investigada
pudesse ser ampliada. Também adotaram a estratégia da utilizacdo de um meio de
cultura enriguecido que promovesse 0 crescimento seletivo. Pacientes foram
submetidos a coletas simultaneas, utilizando-se 7 swabs de rayon e 3 esponjas. Os
swabs foram utilizados nas coletas das regides inguinais, axilares, interdigitais dos

pés, narinas, orofaringe, fossa antecubital e testa, em areas de 5x5 cm. As esponjas
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foram utilizadas nas coletas das regides da testa, parte superior dos bracos e coxas,
em areas de 11 cm. Os materiais coletados foram entdo colocados em meio nutritivo
e incubados para enriquecimento, sendo observados apos 1h e 24hs. Entre os sitios
submetidos a coleta com swab, a orofaringe foi o sitio Unico mais sensivel, apds uma
hora de enriquecimento. No entanto, apds 24 horas de enriqguecimento, a regido
inguinal apresentou sensibilidade semelhante & da orofaringe, com 48,9%. A
melhor combinacédo de sitios de coleta com swab foram as regibes de orofaringe
com inguinal, apés 24 horas de enriquecimento, com sensibilidade de 77,8%. Os
sitios coletados com esponjas tiveram, porém, sensibilidade maior do que a regido
de orofaringe, que havia sido o sitio mais sensivel através da coleta com swab. A
regido da coxa apresentou sensibilidade de 82,6%, que foi significativamente mais
alta do que a da regido de orofaringe (p<0,003) e da regido inguinal (p=0,0003), e a
combinacgéo da regido da coxa com parte superior do braco foi de 89,1% (DOI et al.,
2011).

Este estudo trouxe como contribuicdo a constatacdo de que € necessario
gue o material coletado seja colocado em meio de enriquecimento, durante 24
horas, antes de ser semeado em meio seletivo, a fim de melhorar a sensibilidade,
considerando que muitas vezes o inoculo inicial dos materiais coletados é baixo.
Outra constatacao relevante foi a de que pacientes intubados apresentavam a regiao
de orofaringe densamente colonizada por Acinetobacter baumannii. Por fim, os
pesquisadores defenderam a estratégia de coleta de culturas de vigilancia utilizando-
se esponjas, considerando que se trata de técnica simples e que aumenta,
significativamente, a sensibilidade para a detec¢cdo dessas bactérias quando
comparada a coleta com swabs. Para aumentar a sensibilidade destas culturas eles
consideraram fundamental a combinagdo de dois sitios anatdmicos, 0 que seria
facilitado através da técnica com esponjas. A utilizacdo de esponjas permite a coleta
simultanea de dois sitios distintos, no caso, regido da coxa e do braco, com uma
Gnica esponja, 0 que nao seria tdo simples se as coletas fossem feitas através de
um unico swab, no caso, orofaringe e regiao inguinal (DOI et al., 2011).

Um recente estudo realizado em hospital militar terciario, em Washington,
Estados Unidos, com pacientes compostos por combatentes nos conflitos do Iraque
e do Afeganistdo, mostrou alta prevaléncia de colonizacdo por bacilos gram-
negativos multirresistentes. Foram avaliados seis diferentes sitios anatémicos, com o

objetivo de determinar a historia natural da colonizagcéo por bactérias gram-negativas
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multirresistentes. Para tanto, culturas de vigilancia foram coletadas com intervalos
predeterminados dos seguintes sitios anatdbmicos: regido axilar, inguinal, peri-retal,
interdigital das maos e dos pés e testa. Um dos resultados do estudo foi ter
encontrado a regido inguinal como o sitio anatdbmico mais sensivel nas culturas de
vigilancia para a deteccdo da colonizacdo por gram-negativos multirresistentes
(WEINTROB et al., 2010). A sensibilidade encontrada foi de 84%, se considerados
0S varios gram-negativos multirresistentes, e de 100%, se considerada apenas
Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL.

Outro importante estudo realizado na Suica, no periodo de novembro de
2006 a abril de 2009, com o objetivo de determinar a taxa de colonizagao inguinal
em pacientes portadores de enterobactérias produtoras de ESBL, concluiu que a
pele da regido inguinal € um importante sitio de colonizacdo em pacientes infectados
ou colonizados por essas bactérias. No periodo do estudo foram avaliados 75
pacientes previamente colonizados por enterobactérias produtoras de ESBL, em
relacdo a regido perianal, inguinal e urina, dos quais 57 encontravam-se
hospitalizados. Colonizacdo inguinal foi encontrada em 36 (63%) de 57 pacientes;
colonizacédo perianal em 42 (70%) de 60 pacientes e colonizacdo da urina em 47
(72%) de 65 pacientes. A colonizagdo inguinal foi mais comum em pacientes
hospitalizados do que em pacientes ambulatoriais (73% versus 27%) (p=0,01). Estes
resultados demonstraram que a colonizacdo da pele foi comum em pacientes
portadores de enterobactérias multirresistentes e pode ser importante na
transmissao nosocomial destes patdgenos (BUEHLMANN et al., 2010).

O sitio inguinal foi novamente avaliado em estudo realizado em Chicago,
Estados Unidos, com o objetivo de determinar os sitios anatdmicos de colonizacéo
para Klebsiella pneumoniae produtora de KPC, em que amostras de quatro
diferentes sitios cutaneos foram avaliadas (inguinal, axilar, fossa antecubital e regido
dorsal superior), aléem do orificio de traqueostomia, quando presente, ou de
orofaringe, quando a traqueostomia ndo estava presente, e ainda, urina e swab retal.
O estudo apontou como resultado que, dos pacientes que tiveram pelo menos um
sitio anatdbmico positivo para a bactéria em estudo, houve positividade num dos
sitios cutaneos em 96% dos casos. E, ainda, que o sitio anatdmico Unico mais
sensivel foi o sitio retal, com 88% de sensibilidade, seguido pelo sitio inguinal, com
79% de sensibilidade. Mas, quando combinados os dois sitios, retal e inguinal, foi



61

possivel detectar todos os pacientes colonizados, com 100% de sensibilidade
(THURLOW et al., 2013).

O Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo estabelece o sitio inguinal, seguido do retal, em coleta Gnica, como rotina de
coleta de culturas de vigilancia para deteccdo de enterobactérias produtoras de
ESBL ou KPC. Para a pesquisa de VRE, estabelece a coleta de swab retal ou coleta
de fezes; e, para a investigagao de pacientes colonizados por Acinetobacter spp. e
Pseudomonas aeruginosa resistentes a carbapenémicos estabelece, além da coleta
de swab retal ou coleta de fezes, a coleta de amostra de urina de pacientes com
sonda vesical de demora, e secrec¢ao traqueal de pacientes em ventilagdo mecanica
e cultura de lesdes de pele. Esta recomendacédo consta do Manual intitulado Guia de
Utilizacdo de Anti-Infecciosos e Recomendacdes para a Prevencdo de Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude, elaborado pelo Grupo e Subcomissdes de
Controle de Infeccdo Hospitalar daquela institiuicdo (UNIVERSIDADE FEDERAL DE
SAO PAULO, 2012).

A rapida disseminacdo de enterobactérias produtoras de carbapenemases
com abrangéncia mundial representa siginificativa ameaca a salde publica. Esfor¢os
sd0 necessarios para assegurar a rapida detecccdo destes patdbgenos e a
implementacdo de estratégias efetivas de controle de infec¢do. Culturas de vigilancia
deveriam ser implementadas para todos os pacientes sob risco, e representam um
componente essencial para o0s esforcos necessarios para prevenir infeccées
causadas por microrganismos multi e pan-resistentes (NORDMANN et al., 2012).

A realizacdo de culturas de vigilancia, conforme evidenciado na literatura,
tem sido parte integrante dos protocolos de controle da disseminacdo de patdogenos
multirresistentes no ambiente hospitalar. Embora se busque a definicdo do sitio
anatdbmico ideal para a deteccdo das varias bactérias multirresistentes, autores
ressaltam a importancia da coleta de culturas de vigilancia. A partir de recente
revisdo integrativa, pesquisadores constataram que, em 53,1% dos estudos
analisados, a realizacdo de culturas de vigilancia era parte integrante dos programas
de controle de microrganismos multirresistentes em hospitais, novamente

reafirmando sua importancia (BACKMAN et al., 2011).



62

4 METODOLOGIA

4.1 CARACTERIZACAO DA PESQUISA

Esta pesquisa € de natureza exploratoria com abordagem quantitativa. Trata-
se de estudo um epidemiolégico, comparativo, prospectivo, controlado, em que
foram avaliadas a sensibilidade e a especificidade do swab inguinal em relacdo ao
swab retal para a deteccé@o de bactérias multirresistentes.

4.2 LOCAL E PERIODO DA PESQUISA

A pesquisa foi realizada de outubro de 2012 a maio de 2013 em um hospital
publico federal de grande porte, de nivel terciario de atendimento, com 635 leitos
cadastrados pelo Sistema Unico de Satde, em diversas especialidades. As unidades
de internacao selecionadas foram aquelas que tinham rotina de coleta de culturas de
vigilancia na admissdo do paciente e semanalmente, e que, durante o periodo da
pesquisa, apresentaram resultado de swab retal positivo para bactéria
multirresistente.

As unidades de internacdo selecionadas segundo os critérios acima foram:
Clinica Médica Feminina, Clinica Médica Masculina, Centro de Terapia Semi
Intensiva, Hematopediatria, Quimioterapia de Alto Risco, Transplante de Medula
Ossea e Unidades de Terapia Intensiva Cardiaca, Geral, Pediatrica e Neonatal.

As chefias médicas e de enfermagem das unidades de internagédo foram
contactadas e solicitada, por meio de carta, a autorizagdo para a realizacdo da
pesquisa, contendo em anexo o projeto de pesquisa e o0 parecer consubstanciado do
Comité de Etica em Pesquisa. Os custos para a coleta das amostras foram
financiados pelo hospital do estudo e os custos para 0 processamento laboratorial

das amostras e andlise dos dados, pelas pesquisadoras.



63

4.3 PARTICIPANTES DA PESQUISA E ASPECTOS ETICOS

A pesquisa foi aprovada por Comité de Etica em Pesquisa em 30 de maio de
2012, sob o Protocolo CEP/SD: 1322.023.12.04 (Anexo 1) e atendeu aos aspectos
éticos no que concerne a participacdo voluntaria, possibilidade de desisténcia a
qualquer momento da pesquisa, sigilo dos dados, anonimato dos participantes e
divulgacao dos resultados apenas para fins cientificos.

Os pacientes adultos e em condi¢Bes de responder por si e 0s responsaveis
legais daqueles com idade inferior a 18 anos e dos que nédo pudessem responder
por si foram devidamente informados sobre os objetivos da pesquisa e 0s
procedimentos de coleta de dados. Os pacientes adultos e em condicbes de
responderem por si e 0s responsaveis legais daqueles que nao pudessem responder
por si assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice
1). Os responsaveis legais de participantes menores de 18 anos, ap0s esclarecidos,
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para Pais de Filhos
Menores de 18 anos (Apéndice 2), acrescido do Termo de Assentimento Informado
Livre e Esclarecido (Apéndice 3) assinado pelos participantes com idade entre 12 e
18 anos. A cada participante foi atribuido um cddigo, utilizado para preservar o
anonimato nas etapas de coleta, processamento de dados e de espécimes clinicos.

Foram critérios de inclusdo no estudo: ser paciente internado,
independentemente de idade, sexo ou doenca de base. A partir das informagdes
emitidas diariamente pelo Laboratério de Bacteriologia, com os resultados positivos
para bactérias multirresistentes em swab retal, os pacientes ainda hospitalizados e
sabidamente colonizados (aqui denominados participantes do Grupo A) foram
progressivamente incluidos no estudo. Para cada participante do Grupo A, foi
incluido outro, internado na mesma Unidade de Internacdo e que apresentasse a
maior semelhanca possivel, quanto a sexo, idade, diagnéstico clinico e tempo de
hospitalizagédo, e cuja condicdo de colonizacdo ndo fosse conhecida (auséncia de
resultado de swab retal) ou swab retal coletado com resultado negativo (esses
participantes compuseram o Grupo B).

Foram critérios de exclusdo do estudo: pacientes cujos resultados do
primeiro e do segundo swab inguinal fossem discordantes em relagcéo a positividade

ou negatividade, ou seja, um resultado positivo e outro negativo na coleta inguinal foi
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fator para a exclusdo do estudo. Esta decisdo foi baseada no fato de termos duas
culturas inguinais e uma retal coletada, a retal coletada concomitantemente com
uma das inguinais, como caracterizado no item 4.5, deste modo, néo privilegiando os

resultados positivos de swab inguinal em relacéo ao retal.

4.4 CALCULO DAAMOSTRA

A amostra foi determinada com base em estudo piloto realizado de outubro
de 2012 a novembro de 2012, que incluiu 30 participantes pertencentes ao Grupo A
e 30 ao Grupo B, totalizando 60 participantes. O célculo da amostragem foi realizado
com margem de erro de 10%. Os participantes incluidos no estudo piloto foram
incorporados a amostragem final de 150 participantes.

4.5 COLETADE DADOS

4.5.1 Coleta de material

De cada patrticipante (do Grupo A e do Grupo B) foram coletados dois swabs
inguinais, em dias consecutivos, e um swab retal, juntamente com um dos swabs
inguinais, pela pesquisadora ou por uma auxiliar de pesquisa, previamente treinada.

A coleta das amostras foi realizada em duas etapas, conforme os itens
451.1e 45.1.2.

4.5.1.1 Primeira etapa

Uma vez selecionado o participante do Grupo A e confirmada sua

permanéncia no hospital, a pesquisadora se dirigia ao posto de enfermagem da
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unidade de internacao, a fim de se apresentar a equipe e, de comum acordo com o
enfermeiro responsavel por aquele Servico, confirmar a possibilidade de participacéo
do paciente previamente selecionado, levando em conta as particularidades de cada
paciente, planos de alta ou de realizacdo de procedimentos programados que
impediriam ou dificultariam as coletas inguinais e retal. Neste momento, o enfemeiro
da unidade de internagcédo auxiliou a pesquisadora a selecionar outro paciente para
compor o Grupo B.

Uma vez confirmados os pacientes, a pesquisadora se dirigia aos mesmos a
fim de convida-los a participar da pesquisa, explicando detalhadamente o
procedimento ao qual seriam submetidos, caso aceitassem participar da pesquisa.
Pacientes lucidos, contactuantes e maiores de idade foram abordados diretamente;
para pacientes ndo contactuantes ou menores de idade, a abordagem foi realizada
com o responsavel legal. Tendo sido aceito o convite de participagdo, foram
entregues a eles o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido para Pais de Filhos Menores de 18 anos, ou 0
Termo de Assentimento Informado Livre e Esclarecido, dependendo de cada caso,
sendo necessaria a assinatura e a rubrica de cada participante e/ou responsavel.

Cumprida esta etapa, a pesquisadora identificava o leito ou a porta do box
ou quarto do participante, com uma placa verde, com os dizeres: “Por gentileza, ndo
higienizar o paciente antes da coleta de swab inguinal” - Pesquisa: Culturas de
Vigilancia para Deteccdo de Enterobactérias Multirresistentes”, nome e telefone
celular da pesquisadora. Nesta placa também constavam as duas datas de coleta
inguinal, a fim de lembrar a equipe de enfermagem de que o banho diario do

paciente deveria ser feito somente apds a coleta do swab inguinal.

45.1.2 Segunda etapa

A segunda etapa se refere a coleta dos swabs propriamente dita. A rotina
para a coleta de swab inguinal foi descrita pela pesquisadora (Apéndice 4) devido a
auséncia de sua descricio em manuais de rotinas laboratoriais de coletas
microbiolégicas e, tampouco, em artigos oriundos de pesquisas que empregaram

esta técnica, mesmo apds contato com os autores de estudos afins. Ressaltamos na
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rotina elaborada para esta pesquisa a padronizacdo de solucédo fisiolégica 0,9%
estéril, para umedecer o swab bacterioldgico, utilizando-se duas gotas para cada
lado (direito e esquerdo) da regido inguinal; o posicionamento do participante, em
decubito dorsal, com as pernas estendidas ou fletidas, desde que haja presenca de
prega cutanea; a friccdo do swab umedecido em regido inguinal bilateral, com 15
movimentos de vaivém em cada lado; a coleta do swab inguinal, obrigatoriamente,
antes do banho diario do participante, para evitar sua interferéncia na recuperacao
de patdgenos multirresistentes no sitio de coleta; e a delimitacdo da area da coleta
entre a crista iliaca e a sinfese pubica, bilateralmente.

Para a coleta de swab retal foi empregada a rotina institucional vigente
(Anexo 2).

Para a coletas de swabs, além do material proprio, em caso de o participante
ser do Grupo A, a pesquisadora utilizou avental de contagio verde ou laranja,
conforme o microrganismo multirresistente colonizante de cada participante,
preencheu os campos de identificacdo do kit bacteriolégico, com nome e nimero de
registro de prontuario do participante, além da identificacdo do material e data de
coleta. As coletas foram iniciadas sempre pelos participantes com swab retal
negativo ou nao realizados. Nos casos em que houve mais de um participante
colonizado selecionado por unidade de internacéo, a coleta foi iniciada observando-
se 0 grau de resisténcia do microrganismo multirresistente, na seguinte ordem:
enterobactérias ESBL, VRE, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa,
enterobactérias KPC. E, no caso de haver necessidade de coletas concomitantes em
unidades diferentes, foi adotado além do critério anterior, também o critério
epidemioldgico da unidade e de vulnerabilidade de seus pacientes, iniciando-se pela
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, Transplante de Medula Ossea,
Quimioterapia de Alto Risco, Hematopediatria e Unidade de Terapia Intensiva
Pediatrica (preferencialmente nesta sequéncia), sendo as ultimas, a Unidade de
Terapia Intensiva Adultos e Centro de Terapia Semi-Intensiva.

Ao término de cada coleta foi preenchido o instrumento elaborado para esta
pesquisa (Apéndice 5) com dados de identificacdo e possiveis fatores de
interferéncia sobre a colonizacéo, entre outros.

Terminadas as coletas do periodo, o material foi encaminhado ao
Laboratério de Bacteriologia no prazo maximo de duas horas, juntamente com a

requisicdo eletrbnica dos exames de cultura. Assim, no caso de resultado positivo
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para microrganismo multirresistente, a liberagéo do resultado seguiu a mesma rotina
das demais amostras de cultura de vigilancia da instituicdo, o que garantiu que, para
novos pacientes identificados como colonizados, fossem imediatamente instituidas

as medidas de precaucdes de contato.

4.5.2 Processamento laboratorial

Os swabs inguinal e retal foram registrados ao darem entrada na Sec¢éo de
Bacteriologia e os resultados foram emitidos pelo Sistema Informatizado Hospitalar,
conforme rotina institucional padronizada para liberacdo de resultados
microbiolégicos e transcritos pela pesquisadora para o Instrumento de Coleta
(Apéndice 5). O processamento e analise laboratorial das amostras ficaram sob a
responsabilidade do Laboratério de Bacteriologia do hospital do estudo,
supervisionados por um bioquimico responsavel, observando-se as seguintes

etapas:

45.2.3 Identificacéo fenotipica

Cada swab retal e inguinal foi semeado em duas placas distintas: agar
MacConkey (MC) com 2 mg/ml de cefotaxima (CTX) e agar bile esculina-azida
(BEA), contendo 0,8mg/ml de vancomicina. Em seguida, cada swab foi introduzido
em tubo de ensaio estéril contendo 5 ml de caldo triptico de soja ou Trypticase Soy
Broth (TSB) e, ap6s homogeneizagcdo com vortex, o swab foi pressionado contra a
parede do tubo para descarregar todo o liquido e logo a seguir descartado. No caldo
foi adicionado um disco de meropenem (10mcg). Os caldos e as placas de meio de
cultura foram incubados de 16 a 18 horas em estufa comum, a 35-37°C.

No dia seguinte, os caldos foram homogeneizados e repicados com alca
bacteriol6gica 0,01 ml para uma placa MC sem CTX. Foram aplicados a superficie
do &gar, um disco de meropenen e um disco de ertapenem, equidistantes da borda
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da placa e entre si, e as placas foram incubadas por 16 a 18 horas em estufa
comum, a 35-37°C.

As diferentes col6nias isoladas na placa de MC com CTX foram identificadas
pelo sitema tradicional (manual) e pesquisadas quanto a producdo de ESBL e
carbapenemase. A pesquisa destas enzimas foi realizada pelo método dos discos
combinados de cefalosporinas (CTX e CAZ) com acido clavulanico e disco de
carbapenémico (MER ou ERT). As colbnias positivas para ESBL foram
encaminhadas ao Setor de Biologia Molecular para caracterizacdo genotipica; as
colonias resistentes ao carbapenémico testado foram submetidas ao teste de Hodge
para confirmacéo fenotipica da resisténcia. As col6nias com teste de Hodge positivo
foram encaminhadas para caracterizacdo molecular da carbapenemase.

As colbnias lactose negativa, oxidase negativa com crescimento em caldo-
cérebro-coracdo ou Brain Heart Infusion (BHI) incubado a 44°C, suspeitas
de Acinetobacter baumannii, foram identificadas e realizado o antibiograma pelo
aparelho automatizado VITEK®2 (bioMérieux). Para as colbnias lactose negativa e
oxidase positiva foram realizadas provas bioquimicas para a identificacao
de Pseudomonas aeruginosa, e antibiograma pelo método de Kirby-Bauer; as cepas
resistentes aos carbapenémicos foram enviadas ao setor de Biologia Molecular para
pesquisa de Metalobetalactamase. Tanto as cepas positivas quanto as negativas
para este mecanismo de resisténcia, mas resistentes aos carbapenémicos, foram
incluidas na pesquisa.

Do agar MC, semeado a partir do caldo TSB, foi realizada a identificacdo de
colénias que ainda ndo haviam crescido no agar MC com CTX e ou que haviam
crescido no interior do halo de inibicdo do meropenem, sendo processadas como
descrito no paragrafo acima.

As coldnias que cresceram em BEA, escurecendo o meio devido a hidrolise
da esculina, foram reisoladas em agar sangue e realizado o teste de suscetibilidade
para vancomicina. As que apresentaram resisténcia a vancomicina, Enterococo
resistente a vancomicina (VRE), foram identificadas e tiveram a confirmagao da
resisténcia realizada pelo aparelho automatizado VITEK® 2 (bioMérieux).

A avaliacdo do crescimento bacteriano nos meios de agar MC com CTX e
BEA foi realizada pela contagem das unidades formadoras de colbnias de cada
espécie isolada e classificadas da seguinte forma: crescimento escasso (até 10

colénias), moderado (de 11 a 50 colonias) e abundante (acima de 50 col6nias).
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4524 Testes fenotipicos de resisténcia

Para andlise de Pseudomonas aeruginosa e enterococo vancomicina
resistente (VRE), o antibiograma foi realizado conforme padronizacao do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013), usando discos de amicacina (AMI),
cefepime (CPM), ceftazidima (CAZ), ciprofloxacino (CIP), gentamicina (GEN),
meropenem (MER), imipenem (IMI), polimixina (POL), piperacilina/tazobactam (PTZ)
e aztreonam (ATZ)e vancomicina (VAN) para enterococos (VRE). Para
Acinetobacter baumannii o antibiograma foi realizado pelo aparelho automatizado
VITEK® 2 (bioMérieux), sendo testados 0s seguintes antimicrobianos:
amicacina(AMI), ampicilina/sulbactam (SAM), cefepime (CPM), ceftazidima (CAZ),
ciprofloxacino (CIP), gentamicina (GEN), meropenem (MER), imipenem (IMI) e
colistina.

A suspensédo do indculo foi preparada com col6nias puras, em fase log de
crescimento, em dilui¢cdo 0,5 da escala de MacFarland. Essa suspenséo foi semeada
com swab em placas de agar Mueller Hinton (MHA) (Oxoid ®, Cambridge, UK) e os
discos contendo antimicrobianos foram colocados em seguida. As placas foram
incubadas por 16 a 18 horas em estufa comum, a 35-37°C. Apés este periodo foi
realizada leitura e consideradas multirresistentes as amostras resistentes a
carbapenémicos para Pseudomonas  aeruginosa e a vancomicina
para Enterococcus.

Para a determinacdo de enterobactérias produtoras de ESBL o teste foi
realizado pelo método de disco-difusdo, utilizando a técnica padronizada pelo CLSI
(2013). Foram testados discos de ceftazidima (CAZ) (30 ug) e cefotaxima (CTX) (30
Mg), e esses mesmos discos contendo acido clavulanico (10 pg) (Himedia ®,
Mumbai, india). O aumento do didmetro do halo de suscetibilidade (= 5 mm) na
presenca do inibidor em comparagao aos halos das cefalosporinas ndo adicionados
de &cido clavulanico foi considerado evidéncia da producdo de ESBL (CLSI, 2013).

Para pesquisa de carbapenase, o teste de Hodge foi realizado nas cepas
identificadas como enterobactérias que cresceram dentro do halo de inibicdo do
meropenem, ou apresentaram resisténcia ao disco de ertapenem. O teste foi
realizado segundo CLSI (2013), inoculando-se Escherichia coliATCC 25922, em

suspensao na escala 0,5 de Mac Farland, diluida 1:10, em uma placa de agar
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Mueller Hinton, colocando-se um disco de meropenem no centro da placa, e
amostras de controle positivo (Klebsiella pneumoniae produtora de KPC) e controle
negativo (Klebsiella pneumoniae ATCC 700603) como estrias do disco até a borda.
Foram consideradas produtoras de carbapenemase amostras que favoreceram o

crescimento de Escherichia coli préximo ao disco do carbapenémico (CLSI, 2013).

4525 Testes genotipicos de resisténcia

Para a deteccdo dos genes de resisténcia foi utilizada a rotina institucional
(Anexo 3).

Para a deteccdo de genes que codificam as ESBL, todas as amostras com
sensibilidade reduzida a cefalosporinas de terceira geracdo foram testadas por PCR
para pesquisa dos genes blacrxm, blatem € blasyy. As que foram negativas para
ESBL apés PCR e sequenciamento dos trés primeiros genes foram testadas
também para blapgr, blaoxa, blages, blages. Os oligonucleotidios iniciadores utilizados
e 0 peso molecular dos produtos obtidos estdo apresentados no Quadro 1 abaixo a
partir de rotinas estabelecidas (POIREL et al., 2000; QUINTEROS et al., 2003;
THOMSOM, 1998; WOODFORD; FAGAN; ELLINGTON, 2006). Os reagentes
utilizados, as condicbes de amplificacdo e o método de deteccdo dos produtos de
PCR obedeceram o determinado por NOGUEIRA (2011).
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Gene Iniciadores (5’-3’) Produto (pb)

F AAAAAT CACTGC GCCAGTTC

blaCTx_M_l 415
RAGC TTATTCATC GCCACGTT
FCGACGCTACCCCTGCTATT

blaCTx_M_z 552
R CCAGCGTCAGATTTTTCAGG
F TCG CGT TAA GCG GAT GAT GC

blaCTx_M_g 666
R AAC CCACGATGT GGG TAG C
F CAAAGA GAG TGC AAC GGATG

bIaCTx.M.g 205
RATT GGAAAG CGTTCATCACC
F GCACGATGACAT TCG GG

blactx-m-25 327
RAAC CCACGATGT GGG TAG C
FATG AGTATT CAACATTTC CG

bIaTEM 840
R CCAATG CTTAAT TCAGTG ACG
FTCAGCG AAAAACACCTTG

blashy 500
R TCC CGC AGATAAATCACCA
FTGTGTTTTCACCGCTTCTGCTCTG

blapER 540
R AGCTCAAACTGATAAGCCGCTTG
FTAATGC TTT GAT CGG CCT TG

blaoxa-s1 353
RTGGATT GCACTT CAT CTT GG
F GAT CGG ATT GGA GAA CCAGA

blao)(A_zg 501
RATT TCT GAC CGCATT TCC AT
FGGTTAG TTG GCC CCC TTAAA

blao)(A_24 246
RAGT TGA GCG AAAAGG GGATT
FAAG TATTGG GGCTTG TGC TG

blao)(A_58 599
R CCC CTC TGC GCT CTACAT AC
F ATGCGCTTCATTCACGCA

blaGEs 860
R CTATTTGTCCGTGCTCAGG
F GTG GTT GCT GGT GGT GAT AG

blaBEs 766

R CGG GCT GGG TAAAGT AGATG

QUADRO 1 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NA PESQUISA DE ESBL E

TAMANHO DOS PRODUTOS ESPERADOS. CURITIBA, 2013.

Para deteccdo dos genes que codificam carbapenemases (KPC) foi utilizada

a técnica de PCR com oligonucleotideos iniciadores descritos no Quadro 2 (NAAS et

al., 2008; NAAS, 2010). Os reagentes utilizados, as condi¢des de amplificacdo e o

método de deteccdo dos produtos de PCR obedeceram ao determinado por
NOGUEIRA (2011).
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Produto (pb)

Gene Iniciadores (5’-3’)
Ny F CTGTCTTGTCTCATGGCC 680
a
Kee R CCTCGCTGTGCTTGTCATCC

QUADRO 2 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NA PESQUISA DE KPC E
TAMANHO DOS PRODUTOS ESPERADOS. CURITIBA, 2013.

As amostras de Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos
foram enviadas a Biologia Molecular para pesquisa de metalo-beta-lactamase(MBL).
Os genes para producdo de metalo-beta-lactamase foram pesquisados utilizando-se
a técnica de PCR com oligonucleotideos iniciadores descritos no Quadro 3
(MENDES et al., 2007). Os reagentes utilizados, as condicdes de amplificacdo e o
método de deteccdo dos produtos de PCR obedeceram ao determinado por
NOGUEIRA (2011) (Anexo 3).

Gene Iniciadores (5’-3’) Produto (pb)

F GAATAGGATGGCTTAATTCTC
b|a|Mp 188
R CCAAACTACTACGTTATC

- F CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG ros
a
S R CCTTTTCCGCGACCTTGATC

QUADRO 3 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS NA PESQUISA DE MBL E
TAMANHO DOS PRODUTOS ESPERADOS. CURITIBA, 2013.

4.6 TRATAMENTO E ANALISE DOS DADOS

Com base nas informag0es obtidas no instrumento de coleta de dados de
cada participante e dos resultados da analise laboratorial, foi elaborada uma planilha
no Programa Excel, e os dados foram processados com auxilio do Programa
computacional Statistica® v.8.0. Os resultados obtidos foram descritos por médias,
medianas, valores minimos, valores maximos e desvio padrdo (variaveis
guantitativas) ou por frequéncias e percentuais (variaveis qualitativas/categoricas) e
apresentados em tabelas.

Para a comparacédo dos grupos A (pacientes hospitalizados e sabidamente
colonizados) e B (pacientes hospitalizados sabidamente n&o colonizados ou
condicdo de colonizacdo desconhecida) em relagdo as varidveis quantitativas, foi
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considerado o testet de Student para amostras independentes. Para avaliar a
associacao entre as duas variaveis qualitativas dicotdmicas, foi considerado o teste
exato de Fisher. Em todos os testes, valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica.

Para as andlises do exame com coleta de swab inguinal, foram combinados
os resultados dos dois exames realizados. Sendo assim, foi considerado negativo o
paciente que teve o0s dois resultados de swabs coletados negativos, e
considerado positivo 0 paciente com o0s dois resultados positivos nos swabs
inguinais. Para avaliar a qualidade do exame com coleta por meio de swab inguinal,
considerando-se o exame de swab retal como padrédo ouro (comparagao), foram
estimados os valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo, valor
preditivo negativo e indice de acerto (acuracia). Os valores preditivos positivo e
negativo foram calculados com base nas prevaléncias estimadas a partir da amostra
da pesquisa. Para estes indices foram construidos intervalos de confianca de 95%.
Os resultados foram analisados com o programa computacional Statistica v.8.0.

Para efetuar o calculo de sensibilidade e especificidade dos dois métodos de
coleta empregados nesta pesquisa, utilizou-se a metodologia apresentada na Tabela
1.

TABELA 1 - DIAGRAMA PARA O CALCULO DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE.
CURITIBA, 2013.

SWAB RETAL
POSITIVO NEGATIVO
POSITIVO A B
SWAB INGUINAL
NEGATIVO C D

Considera-se que a sensibilidade € a propriedade de um teste diagnostico
de detectar uma doenca quando ela realmente esta presente (quadrantes A e C da
Tabela 1). Traduz, portanto, um resultado concordante entre o teste em avaliacdo e
o teste padréo, fornecendo o resultado desejado, chamado de verdadeiro positivo. A
sensibilidade de um teste pode ser calculada por meio da férmula S= A/(A+C).
Quando um teste for pouco sensivel, falhara em detectar a doenca em alguns
individuos, representados no quadrante C (falso negativo). Testes com alta
sensibilidade, que apresentem resultado negativo, mostram que existe grande
possibilidade da doenca nao estar presente (AZEVUM; GUIMARAES, 2007). Nesta
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pesquisa, sensibilidade foi considerada a probabilidade do resultado da coleta do
swab inguinal ser positivo dado que o resultado da coleta de swab retal é positivo.
Ou seja, se 0 paciente tem presenca de bactéria pelo resultado da coleta de swab
retal, a sensibilidade representa a probabilidade do resultado da coleta de swab
inguinal ser positivo. E a proporgéo dos individuos verdadeiramente positivos.

Especificidade é a propriedade de um teste diagndstico detectar a auséncia
da doenca quando ela verdadeiramente ndo estd presente. E a proporcio dos
individuos ndo doentes nos quais o teste foi negativo para a doenca, concordando
com o teste padrdo (nesta pesquisa o swab retal), fornecendo um resultado
desejado, chamado de verdadeiro negativo. A especificidade de um teste pode ser
calculada por meio da formula E= D/(B+D). Quando um teste for pouco especifico,
falhard ao detectar a doenca em alguns individuos néo-doentes, representados no
guadrante B (falso positivo). Se um teste com alta especificidade for positivo, ele
praticamente confirma a doenca, ja que a possibilidade de falso-positivo € pequena
(AVEZUM; GUIMARAES, 2007). Nesta pesquisa, especificidade foi considerada a
probabilidade do resultado da coleta inguinal ser negativo, dado que o resultado do
swab retal € negativo. Ou seja, se 0 paciente ndo tem presenca de bactéria pelo
resultado de coleta retal, a especificidade representa a probabilidade do resultado da
coleta inguinal ser negativo.

Valor preditivo positivo expressa a probabilidade de um individuo ser doente,
visto que o resultado do seu teste foi positivo para a doenca (resultado do teste
alterado em relagdo ao normal. Pode ser calculado pela formula VPP=A/(A+B)
(AVEZUM; GUIMARAES, 2007), considerando a Tabela 1. Nesta pesquisa o valor
preditivo positivo é a probabilidade de resultado positivo no swab retal dado que o
resultado da coleta inguinal é positivo. Ou seja, se o0 paciente tem resultado positivo
no inguinal, o valor preditivo positivo representa a probabilidade de que o resultado
do retal também seja positivo.

O valor preditivo negativo expressa a probabilidade de um individuo néo ser
doente, visto que o resultado do seu teste foi negativo para a doencga (resultado do
teste normal). Pode ser calculado por meio da formula VPN= D/(C+D). Quanto maior
for a sensibilidade maior sera o valor preditivo negativo, isto €, maior a probabilidade
de, perante um resultado negativo, ndo haver a doenca (AVEZUM; GUIMARAES;
2007). Nesta pesquisa, o valor preditivo negativo representa a probabilidade de

resultado negativo no swab retal, dado que o resultado da coleta inguinal € negativo.
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Ou seja, se 0 paciente tem resultado negativo no swab inguinal, o valor preditivo
negativo representa a probabilidade de que o resultado do swab retal também seja
negativo. O indice de acerto é igual ao percentual de casos positivos e negativos
nos dois exames.

Para fins da apresentacdo e andlise dos resultados, os pacientes foram
agrupados. Este agrupamento para a apresentacdo dos resultados se deu em
funcdo das Unidades de Internacdo em que o0s participantes se encontravam e
caracteristicas que faziam com que se assemelhassem. Deste modo, foram
considerados do grupo Neonatal aqueles com idade até 12 meses incompletos, em
uso de fraldas, totalmente dependentes de cuidados, acamados, internados na UTI
Neonatal ou na UTI Pediatrica; o grupo UTI Adulto foi composto por aqueles
internados em Unidade de Terapia Intensiva de Adultos ou Centro de Terapia Semi-

Intensiva.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir deste momento 0s pacientes desta pesquisa passardao a ser
denominados “participantes”. Partindo da amostra de 150 participantes, dos quais
foram coletados dois swabs inguinais em dias consecutivos e um swab retal
concomitantemente a uma das coletas inguinais, foram totalizadas 450 amostras
(150 retais e 300 inguinais). Nesta amostra, havia 75 participantes com swab retal
positivo (grupo A) e 75 participantes com swab retal negativo (grupo B).

Apos aplicacdo dos critérios de exclusdo, permaneceram para analise 129
participantes: 58 com swab retal positivo, 71 com swab retal negativo, 53 com swab
inguinal positivo e 76 com swab inguinal negativo. De cada participante, foram
estudadas duas amostras de swab inguinal e uma de swab retal, totalizando 258

swabs inguinais e 129 swabs retais.

5.1 CARACTERIZACAO DOS PARTICIPANTES DA PESQUISA

5.1.1 Caracterizacdo demografica e desfecho clinico

O tempo de internamento prévio dos participantes da pesquisa teve média
de 23,6 dias e mediana de 18 dias. Na Tabela 2 estdo apresentadas as
caracteristicas demogréficas e o desfecho clinico dos 129 participantes segundo o
grupo geral e para os sub-grupos, determinados pelos resultados das culturas dos

swabs retais e inguinais .
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TABELA 2 - CARACTERIZAGAO DEMOGRAFICA E DESFECHO CLINICO DOS PARTICIPANTES
COM RESULTADOS POSITIVOS E NEGATIVOS DE SWAB RETAL E SWAB INGUINAL (N=129).
CURITIBA, 2013.

GERAL SWAB SWAB Valor de SWAB SWAB Valor de p
RETAL + RETAL - p (retal) INGUINAL +  INGUINAL - (inguinal)
Pacientes 129 (100%) 58 (45%) 71 (55%) - 53 (41,1%) 76 (58,9%) -

Idade Média *x
+DP,Anos 40,1+ 23,0 496+22,2 31,5+20,2 <0,001* 53,9+18,6 29,7+204 <0,001*

Sexo
Feminino 64 (49,6%) 30 (46,9%) 34 (53,1%) 30 (46,9%) 34 (53,1%)
Masculino 65 (50,4%) 28 (43,1%) 37 (56,9%) 0,725 23 (35,4%) 42 (64,6%) 0,213

Desfecho
Alta 104 (80,6%) 42 (40,4%) 62 (59,6%) 37(35,6%) 67 (64,4%)
Obito 25 (19,4%) 16 (64%) 9 (36%) 0,044* 16 (64%) 9 (36%) 0,013*

Legenda: DP, desvio padréo; *, significancia estatistica; ** >1 ano, n=107 .
FONTE: A autora ( 2013).

Ressalta-se que a idade média do grupo de participantes com resultado
positivo tanto na coleta retal, quanto na coleta inguinal foi quase o dobro da idade
média no grupo que teve o resultado negativo nestes sitios, havendo significancia
estatistica para as duas coletas, refletindo, provavelmente, maior gravidade destes
participantes, além de outros fatores de risco predisponentes para a colonizacao.

Pacientes idosos (acima de 65 anos) sdo considerados um dos principais
reservatorios de microrganismos multirresistentes no ambiente hospitalar. Estudo
realizado por Denkinger e colaboradores (2012), durante 12 anos em hospital
terciario, comparou a prevaléncia de patdgenos multirresistentes encontrada na
admisséo de pacientes idosos e jovens, tendo encontrado taxas duas vezes maiores
para VRE e trés vezes maiores para 0S gram-negativos multirresistentes, em
pacientes idosos, com aumento progressivo neste periodo. Observaram ainda que
este aumento foi significativamente maior nos pacientes idosos. Desse modo,
ressalta-se, ainda, que pacientes idosos apresentam varias comorbidades, o que
resulta na necessidade de hospitalizagcbes mais frequentes, com consequente
exposicdo a microrganismos multirresistentes presentes no ambiente hospitalar
(POP-VICAS et al., 2008). Denkinger e colaboradores (2012), sugerem que
pacientes idosos contribuem, de forma importante, para a entrada de

microrganismos multirresistentes nos hospitais.
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Os pacientes do sexo masculino e feminino apresentaram resultados
equivalentes nos dois subgrupos referentes as coletas retais e inguinais, néo
havendo significancia estatistica nos resultados encontrados quanto a risco de
colonizagédo retal ou inguinal, o que corrobora os achados de Luvsansharav e
colaboradores (2013), que também n&o encontraram significancia estatistica quando
analisado o género de residentes de nursing homes entre os portadores e nao-
portadores de enterobactérias produtoras de ESBL.

A maior parte dos participantes recebeu alta hospitalar, correspondendo a
80,6%, destes, 40,4% receberam alta colonizados por microrganismos
multirresistentes em trato intestinal e 35,6% em sitio inguinal.. Este é um dado que
chama atencao, pois estes participantes provavelmente modificardo a epidemiologia
de patdégenos multirresistentes presentes na comunidade (pressao de colonizacao) e
posteriormente poderdo vir a influenciar novamente na prevaléncia de patégenos
multirresistentes no ambiente hospitalar (ZAHAR et al., 2010). Dos 25 participantes
que foram a Obito, 16 estavam colonizados por microrganismos multirresistentes,
tanto no sitio retal como no sitio inguinal. Ressalta-se a maior taxa de mortalidade,
isto €, 64% entre os participantes colonizados, com significancia estatistica nos dois
grupos. Pesquisas apontam para o aumento de morbimortalidade associada as
infeccbes por patdgenos multirresistentes (CDC, 2006; HIDRON, et al, 2008; ;
BILAVSKY; SCHAWBER; CARMELI, 2010; BRASIL, 2013c); considera-se que a
colonizacédo antecede os casos de infeccdo (EHRILCH et al., 2003; ARVANITI et
al., 2012).

Também esta bem documentado que pacientes que adquirem infeccbes
causadas por microrganismos multirresistentes tém chace maior de 6bito comparado
as infeccbes causadas por cepas sensiveis (MARCHAIM et al., 2008). Da mesma
forma, Patel e colaboradores (2008) evidenciaram que o risco de mortalidade para
pacientes que adquirem Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos durante

sua hospitalizacdo pode aumentar em até trés vezes.

5.1.2 Caracterizacao clinica dos participantes e unidades de internacao

Foram analisadas potenciais condicbes de influéncia para o risco de
colonizagdo intestinal e/ou cutanea por patdgenos multirresistentes: condicdo de
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mobilidade dos participantes; incontinéncia urinaria; uso de sonda vesical de

demora; incontinéncia fecal; uso de fraldas; e diarreia, apresentadas na Tabela 3.

TABELA 3 - CARACTERISTICAS CLINICAS DOS PARTICIPANTES COM RESULTADOS
POSITIVOS E NEGATIVOS DE SWAB RETAL E SWAB INGUINAL. CURITIBA, 2013.

GERAL SWAB SWAB  Valorde  SWAB swag  Valorde
(N=129) RETAL + RETAL—  p (retal) INGUINAL+ INGUINAL- . &
(inguinal)
Mobilidade
Acamados 71 (55%) 37 (52,1%) 34 (47,9%) 0,078 40 (56,3%) 31 (43,7%) <0,001*
Deambulando 58 (45%) 21 (36,2%) 37 (63,8%) 13 (22,4%) 45 (77,6%)
Incontinéncia
Urinaria
Com 34 (26,4%) 10 (29,4%) 24 (70,6%) 0,044* 9 (26,5%) 25 (73,5%) 0,067
Sem 95 (73,6%) 48 (50,5%) 47(49,5%) 44 (46,3%) 51 (53,7%)
Uso de SVD
Com 33 (25,6%) 25 (75,8%) 8(24,2%) <0,001* 26 (78,8%) 7(21,2%) <0,001*
Sem 96 (74,4%) 33 (34,4%) 63 (65,6%) 27 (28,1%) 69 (71,9%)
Uso de Fralda
Com 80 (62%) 42 (52,5%) 38 (47,5%) 0,030* 45 (56,2%) 35 (43,8%) <0,001*
Sem 49 (38%) 16 (32,6%) 33 (67,4%) 8(16,3%) 41 (83,7%)
Incontinéncia Fecal
Com 32 (24,8%) 13 (40,6%) 19 (59,4%) 0,683 13 (40,6%) 12 (37,5%) 0,260
Sem 97 (75,2%) 45 (46,4%) 52 (53,6%) 40 (41,2%) 64 (66%)
Diarreia
Com 19 (14,7%) 11 (57,9%) 8 (42,1%) 0,318 14 (73,7%) 5 (26,3%) 0,002*
Sem 110 (85,3%) 47 (42,7%) 63 (57,3%) 39 (35,4%) 71 (64,6%)

Legenda: SVD, sonda vesical de demora; *, significancia estatistica.
FONTE: A autora ( 2013).

Pouco mais da metade dos participantes encontravam-se acamados e
bastante dependentes do cuidado assistencial; esta condicao refletiu diretamente na
possiblidade de que o banho destes participantes fosse realizado no leito no primeiro
grupo, e fosse de aspersdo para os demais. Também se observa que os
participantes acamados apresentaram maior positividade nos swabs retais em
comparagdo aos que deambulavam, representando 52,1% e 36,2%,
respectivamente e no swab inguinal 56,3% e 22,4%.

A incontinéncia urinaria foi observada em apenas 34 (26,4%) dos

participantes submetidos a coleta de swab retal, dos quais 22 eram participantes do
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grupo caracterizado como Neonatal, em uso de fraldas. Entre os 58 participantes
gue apresentaram resultado de swab retal positivo, a imensa maioria nao era
incontinente urinario, ou seja, 82,8% dos participantes. A incontinéncia urinaria nao
representou fator de risco para colonizacdo inguinal.

A presencga de sonda vesical de demora foi observada em apenas 33 dos
129 participantes avaliados; entretanto, o que chama a atencédo € que, destes, 25
(75,8%) participantes tiveram swab retal positivo, 0 que sugere que a presenca de
sonda vesical de demora possa ter sido um fator de risco para colonizacao, havendo
significancia estatistica (p<0,001) para o grupo de participantes em uso de sonda
vesical de demora, tanto para colonizagao intestinal quanto inguinal.

Um esforco para diminuir a utilizacdo de sondas vesicais de demora em
pacientes crbénicos de instituicbes asilares norte-americanas foi uma das
intervencdes que pode ter contribuido para a reducdo da transmissao cruzada de
enterobactérias resistentes a carbapenémicos. Uma vez que surtos de infeccao
urinaria causados por bactérias gram-negativas multirresistentes foram associados
ao uso de cateteres urinarios, a reducdo no uso desses dispositivos pode ter
reduzido as oportunidades de transmissao dessas bactérias, pela sua manipulacao
por profissionais da saude (SCHABERG; WEINSTEIN; STAMM, 1976; CHITNIS et
al., 2012).

Mais da metade dos participantes da nossa pesquisa faziam uso de fraldas,
estando presentes em 80 participantes (62,0%), caracterizando a gravidade e/ou
dependéncia dos cuidados assistenciais de enfermagem. O uso de fraldas também
se caracterizou como fator de risco para colonizagdo, havendo siginificancia
estatistica nos dois grupos (p<0,001). Durante a coleta de dados, esta foi uma
particularidade que nos chamou a atengdo, uma vez que 0S participantes mais
dependentes e graves, lucidos ou nao, estavam em uso de fraldas, ndo sendo a
incontinéncia o fator determinante para seu uso. Contudo, o uso de fraldas reflete
maior dependéncia e manipulacdo, e em nossa pesquisa esse fator mostrou
significancia estatistica para a colonizagdo retal e inguinal, como apontado em
outros estudos (KAARME et al., 2013; LUVSANSHARAV et al.,, 2013). Estes
pesquisadores, demonstraram que havia prevaléncia de enterobactérias produtoras
de ESBL em criancas que faziam uso de fraldas sendo documentada a transmissao
cruzada de Escherichia coli ESBL no grupo avaliado. O uso de fraldas, para Adam

(2008), tem por finalidade conter as excretas e prevenir a contaminacao de roupas e



81

o ambiente, porém a presenca de dermatite associada ao seu uso é frequente
(ATHERTON, 2004). Candida albicans € o microrganismo mais frequentemente
associado a estas dermatites (AKIN, 2001). A umidade da pele e o aumento de pH
sao os principais fatores predisponentes da dermatite causada pelo uso de fraldas.
Assim, a regido da pele que permanece em contato com fraldas necessita de
cuidados especiais de protecdo, devido aos efeitos irritativos da urina e das fezes,
em consequéncia da producdo de amonia pela degradacdo das ureases produzidas
pela microbiota fecal, que aumentam o pH cutaneo (ADAM, 2008). Acreditamos que
estes fatores possam também ter influenciado a colonizagdo por patdgenos
multirresistentes que encontramos em nossa pesquisa.

A incontinéncia fecal esteve presente em 32 (24,8% ) dos 129 participantes
avaliados. Dos 58 participantes com swab retal positivo, apenas 13 (22,4%) eram
incontinentes fecais, sugerindo que a incontinéncia fecal ndo representou fator de
risco para colonizagdo intestinal nestes participantes. Foi observado também que
apenas 19 participantes apresentavam diarreia, 0 que equivale a 14,7% da amostra.
Entretanto, destes, 11 participantes (57,9%) tiveram swab retal positivo e 8
participantes (42,1%), swab negativo, ndo demonstrando aparentemente haver
correlacdo entre presenca de diarreia e colonizacdo intestinal. Porém, quando se
analisou a presenca de diarreia em relacdo a colonizacdo do sitio inguinal,
observamos que 14 (73,7%) dos participantes com diarreia apresentaram resultado
de swab inguinal positivo para bactérias multirresistentes, havendo significancia
estatistica (p=0,002). A microbiota intestinal constitui-se num dos ecossistemas
microbianos mais densamente povoados. Apesar deste microbioma exercer varias
funcBes benéficas & saude humana, a elevada concentracdo de microrganismos
neste ecossistema também facilita a transferéncia horizontal de genes de resisténcia
bacteriana a bactérias potencialmente patogénicas (PENDERS et al., 2013).
Considerando que o trato gastrointestinal € o principal reservatério de
enterobactérias e de bacilos gram-negativos, por conseguinte também serd o
principal reservatdrio de cepas multirresistentes destas bactérias (DONSKEY, 2004).

As Unidades de Internacdo, nas quais se encontravam 0s participantes no
momento das coletas de swabs inguinais e retais, estdo representadas na Tabela 4,
destacando-se as unidades de Transplante de Medula Ossea e as Unidades de
Terapia Intensiva. As Unidades de Neurocirurgia, Infectologia e Pneumologia,

apesar de ndo terem sido unidades inicialmente incluidas no estudo, fizeram parte
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do mesmo por terem recebido pacientes colonizados provenientes das Unidades
previamente escolhidas, cujos resultados de swab retal positivo, que serviram para a
selecdo de participantes, s6 foram conhecidos apdés a transferéncia destes

pacientes.

TABELA 4 - DISTRIBUIGAO DAS COLETAS RETAIS CONCOMITANTES AS COLETAS INGUINAIS
POR UNIDADE DE INTERNAGAO. CURITIBA, 2013.

UNIDADE DE INTERNACAO N (%)
Infectologia 2 (1,6)
Unidade de Terapia Intensiva de Adultos 13 (10,1)
Neurocirurgia 3(2,3)
Clinica Médica Masculina 14 (10,9)
Clinica Médica Feminina 10 (7,8)
Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica 7 (5,4)
Transplante de Medula Ossea 27 (20,9)
Centro de Terapia Semi-Intensiva 16 (12,4)
Quimioterapia de Alto Risco 9(7)
Unidade de Terapia Intensiva Neonatal 17 (14,2)
Hemato Pediatria 2(1,6)
UTI Cardiaca 8(6,2)
Pneumologia 1(0,8)
Total 129 (100)

FONTE: A autora (2013)

5.2 RESULTADOS DOS SWABS INGUINAIS E RETAIS

Dos 129 participantes que compuseram a amostra do estudo, 58 (45%)
apresentaram swab retal positivo para bactérias multirresistentes, e os demais 71
(55%) apresentaram resultado negativo (Figura 6). Dos 58 participantes com
resultado de swab retal positivo para bactérias multirresistentes, houve prevaléncia
de enterobactérias produtoras de ESBL. Algumas culturas foram positivas para mais
de um género de bactéria multirresistente concomitantemente, evidenciando que
alguns participantes encontravam-se co-colonizados.

Dos 58 participantes que apresentaram resultado de swab retal positivo, 46

também tiveram positividade no swab inguinal, representando sensibilidade de
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79,3% do swab inguinal em relacdo ao retal. Enquanto que, dos 71 participantes

com swab retal negativo, 64 tiveram também o resultado inguinal negativo,

representando a especificidade de 90,1% do swab inguinal em relagdo ao retal,

como apresentado na Figura 6.

129
PARTICIPANTES

58 Swabs Retais
Positivos (45%)

71 Swabs Retais
Negativos (55%)

------ 45 ESBL (77,6%)
------ 17 AB (29,3%)
------ 14 VRE (24,1%)
------ 09 KPC (15,5%)
...... 03 PA (5,2%)

76 SWABS INGUINAIS

I NEGATIVOS I

46 Swabs Inguinais

12 Swabs Inguinais 64 Swabs Inguinais

7 Swabs Inguinais

Positivos Negativos Negativos Positivos
(79,3%) (20,7%) (90,1%) (9.9%)
) 53 SWABS INGUINAIS POSITIVOS
vswae || 36 ESBL 19 AB 17 VRE 09 KPC 04 PA
meO 1l (67,9%) (35,9%) (32,1%) (17%) (7,5%)
»swas || 37 ESBL 19 AB 14 VRE 10 KPC 04 PA
meumat || (69,89%) (35,9%) (26,4%) (18,9%) (7,5%)

FIGURA 6 — FREQUENQIA DE SWABS RETAIS E INGUINAIS POSITIVOS E NEGATIVOS E
PREVALENCIA DE BACTERIAS MULTIRRESISTENTES (N=129). CURITIBA, 2013.

Legenda: ESBL, Enterobactérias produtoras de beta-lactamase de espectro

estendido; AB,

Acinetobacter baumannii; VRE, Enterococcus resistente a vancomicina; KPC, Enterobactérias

produtoras de carbapenease; PA, Pseudomonas aeruginosa.

FONTE: A autora (2013).
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O numero total de participantes que apresentaram resultado de swab
inguinal positivo foi de 53: 46 tiveram swab retal positivo e 7 swab retal negativo.
Entre os 53 participantes com resultados de swabs inguinais positivos, a frequéncia
com que 0S mesmos microrganismos foram isolados nas duas coletas inguinais
esteve bastante proxima, evidenciando que a segunda coleta inguinal foi
confirmatdria da primeira, na maioria dos casos manteve-se a prevaléncia de
enterobactérias produtoras de ESBL (Figura 6).

A sensibilidade do swab inguinal comparada ao swab retal foi de 79,3%
(intervalo de confianca de 95% [CI], 68,9% a 89,7%); com isso, a margem de erro foi
de 10,4% (diferenca entre 79,3% e 68,9%). A especificidade foi de 90,1% (95% ClI,
83,2% a 97,1%), com Valor Preditivo Negativo de 84,2% e Valor Preditivo Positivo de
86,8%. O indice de acerto foi de 85,3%.

Entretanto, dos 129 participantes da pesquisa, 27 participantes do Servico
de Transplante de Medula Ossea (TMO) apresentaram uma particularidade que os
diferenciou dos demais. Esta unidade adota por rotina o banho diario com
clorexidina degermante a 2%; todos os demais servicos tém por rotina o uso de
sabonete liquido ou em barra para o banho dos pacientes. Tal fato foi decisivo para
apresentarmos os resultados em uma segunda verséo, excluindo os referidos 27
participantes do TMO. Deste modo, a apresentacdo dos resultados a partir deste
momento se refere a 102 participantes.

Dos 102 participantes selecionados para compor nossa amostra neste
segundo momento da analise, encontramos 49 participantes que apresentaram
swab retal positivo e 53 que tiveram swab retal negativo (Figura 7).

Dos 49 participantes com swab retal positivo para bactérias multirresistentes,
45 participantes também apresentaram swab inguinal positivo para bactérias
multirresistentes, representando sensibilidade de 91,8% do swab inguinal quando
comparado ao swab retal para deteccdo de bactérias multirresistentes (intervalo de
confianga de 95% [Cl], 84,2% a 99,5%). Com isso, a margem de erro passou a ser
de 7,6% (diferenca entre 91,8% e 84,2%).

Dos 53 participantes que tiveram swab retal negativo, 47 apresentaram
swab inguinal negativo para bactérias multirresistentes, representando
especificidade de 88,7% (intervalo de confianca de 95% [CI], 80,1% a 97,2%). O
valor preditivo negativo foi de 92,2% e o valor preditivo positivo foi de 88,2%

(Tabelas 5 e 6); o indice de acerto foi de 90,2%.



102 Participantes

49 Swabs Retais
Positivos (48%)

53 Swabs Retais
Negativos (52%)

51 Swabs Inguinais
Negativos
45 Swabs 4 Swabs
Inguinais Inguinais
Positivos Negativos
(91,8%) (8,2%)

Negativos
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Inguinais
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FIGURA 7 - FREQUENCIA DE SWABS RETAIS E INGUINAIS POSITIVOS E NEGATIVOS (N=102).

CURITIBA, 2013.

FONTE: A autora (2013).

Os resultados de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e valor

preditivo negativo estdo apresentados na Tabelas 4, 5 e 6. Para elucidar a
interferéncia dos 27 participantes da Unidade Transplante de Medula Ossea nos
indicadores, estes foram incluidos na apresentacédo (Tabela 4). Na Tabela 6 estdo
apresentados os mesmos indicadores das Tabela 4 e 5, incluindo os intervalos de
confianca dos indices de sensibilidade e especificidade. Nessas tabelas os

participantes estdo apresentados em quatro grupos: TMO, Geral sem TMO,

Neonatal, UTI Adulto.
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TABELA 5 — RESULTADOS DE SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, VALOR PREDITIVO
NEGATIVO E VALOR PREDITIVO POSITIVO DO SWAB INGUINAL COMPARADO AO SWAB
RETAL, NA AMOSTRA TOTAL. CURITIBA, 2013.

Si+ sI- Si+ SI-
CRUPODE  Shr o St S T SENs. VPN ESPEC. VPP
PACIENTES

N(%) N%)  N©®)  N%) N % % % %
Geral 46 (35,7) 64(496) 7(54) 12(93) 129 793 84,2 90,1 86,8
?&rg' Sem  45(a41) 47461) 6(9) 4(39) 102 918 92,2 88,7 88,2
T™MO 1(37) 17(63) 1(37) 8(29,6) 27 111 68 94,4 50

Legenda: Sens., Sensibilidade; Espec., Especificidade; SlI, swab inguinal; SR, swab retal; T, total; VPN, valor
preditivo negativo; VPP, valor preditivo positivo; GERAL, os 129 pacientes do estudo; TMO, transplante de
medula dssea; GERAL sem TMO, os 129 pacientes do estudo sem os paciente do TMO.

FONTE: A autora ( 2013).

TABELA 6 - RESULTADOS DE SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, VALOR PREDITIVO
NEGATIVO E VALOR PREDITIVO POSITIVO DO SWAB INGUINAL COMPARADO AO SWAB
RETAL, POR GRUPO DE PACIENTES (N=39). CURITIBA, 2013.

Sl + Sl - Sl + Sl -
GRUPO DE SR+ SR - SR - SR + T SENS. VPN ESPEC. VPP
PACIENTES

N(%) N(%) N(%) N(%) N % % % %
Neonatal 6 (27,3) 14 (63,6) 1(4,6) 1(4,6) 22 85,7 93,3 93,3 85,7
UTI Adulto 12 (70,6) 3(17,6) 2(11,8) 0 17 100 100 60 85,7

Legenda: Sens., Sensibilidade; Espec., Especificidade;SI, swab inguinal; SR, swab retal; VPN, valor preditivo
negativo; VPP, valor preditivo positivo; T, total, UTI, unidade de terapia intensiva.
FONTE: A autora (2013).

Ressalta-se que para os pacientes do TMO a sensibilidade do sitio inguinal
comparado ao sitio retal foi de apenas 11,1%, e a especificidade, de 94,4%,
diferentemente dos indicadores por grupo e geral sem TMO. Este resultado (Tabela
5) confirma a hipétese de interferéncia direta do uso da clorexidina degermante a 2%
no banho diario destes pacientes na deteccdo de bactérias multirresistentes através
de culturas de vigilancia a partir do sitio inguinal. Ficou demonstrado, portanto que,
para os pacientes do TMO, o sitio inguinal ndo € alternativa de coleta para culturas
de vigilancia em substituicdo ao sitio retal e, portanto, estendendo-se a outros
servicos que adotem essa rotina.

Uma das propostas atuais na reducao da disseminagcdo de microrganismos
multirresistentes no ambiente hospitalar tem sido o uso de solu¢des antissépticas de
uso tépico, com a finalidade de reducdo da carga microbiana na pele dos pacientes
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(OTTER et al., 2012). A utilizacdo do degermante antiséptico clorexidina a 2%, no
banho de pacientes colonizados por microrganismos multirresistentes é uma
estratégia de reducdo de colonizacdo para alguns destes microrganismos,
especialmente em pacientes que se encontram em unidades de terapia intensiva. Ja
havia sido demonstrado que esta medida foi efetiva na reducdo da concentracéo de
Enterococcus resistente a Vancomicina (VRE) tanto na pele de pacientes
submetidos a banhos diarios com gluconato de clorexidina a 2%, como na reducéo
nas maos da equipe e em superficies ambientais (VERNON et al., 2006).

TABELA 7 — RESULTADOS DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE DO SWAB INGUINAL

COMPARADO AO SWAB RETAL NA AMOSTRA TOTAL E POR GRUPO DE PACIENTES.
CURITIBA, 2013.

Sl + SI- SI+ SI-
CRUPODE SR+ R. R oR+  TOTAL SENSIBILIDADE ESPECIFICIDADE
PACIENTES

N(%) N(%) N%)  N©®) N % (IC 95%) % (IC 95%)
Geral 46 (35,7) 64(49,6) 7(54) 12(93) 129 79,3 (68,9-89,7) 90,1 (83,2-97,1)
T™MO 1(3,7) 17(63) 1(37) 8(29,6) 27 11,1 (0-31,6) 94,4 (83,9-100)
?&rgg (Sem  45441) 47(461) 6(59) 4(39) 102 91,8 (84,2-995) 88,7 (80,1-97,2)
Neonatal 6(27,3) 14(636) 1(46) 1(46 22 85,7 (59,8-100) 93,3 (80,7-100)
UTIAdulto  12(70,6) 3(17,6) 2(11,8) O 17 100 (100-100) 60 (17,1-102,9)

Legenda: Sl, swab inguinal; SR, swab retal; IC, intervalo de confianga; GERAL, os 129 pacientes do estudo;
TMO, transplante de medula éssea; Geral (Sem TMO), os 129 pacientes do estudo sem os paciente do TMO;
Neonatal, pacientes menores de 1 ano, com uso de fraldas, totalmente dependente de cuidados, acamados,
internados na UTI Neonatal ou UTI Pediatrica; UTI Adulto, Unidade de Terapia Intensiva Adulto, pacientes
ocupando leitos na UTI-Adultos ou CTSI (Centro de Terapia Semi-intensiva).

FONTE: A autora (2013).

Esta pratica também foi uma das medidas adotadas na reducdo de
prevaléncia de enterobactérias resistentes a carbapenémicos, durante um surto
numa unidade de terapia intensiva. Para o banho, que normalmente é diario, foi
utilizada clorexidina a 2% na forma liquida ou em toalhas impregnadas com esta
substancia, com o cuidado de n&o utiliza-la acima da linha da mandibula ou
diretamente em feridas cruentas. Salienta-se que o banho com clorexidina, quando
instituido para uma determinada populacdo de pacientes ou em determinada
unidade de internacdo, deve ser utilizado para todos o0s pacientes,
independentemente de estarem ou nao colonizados por Enterobacteriaceae

resistentes a carbapenémicos (CDC, 2012b).
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Em recente estudo, foram confirmadas a efetividade deste antiséptico e sua
tolerabilidade por pacientes no uso topico (NISHIHARA et al., 2012). O banho com
clorexidina degermante também se mostrou efetivo na reducdo da incidéncia de
Clostridium difficile, e embora a clorexidina ndo seja esporicida, acredita-se que a
acdo mecanica, através de friccdo do antiséptico na pele durante o banho, tenha
sido suficiente para reduzir esporos presentes na pele e, consequentemente, a
reducdo na sua transmissao (RUPP et al., 2012).

Os beneficios do banho diario com gluconato de clorexidina a 2%, na
reducdo de aquisicdo de microrganismos multirresistentes, foram validados em
estudo multicéntrico com aproximadamente 8 mil pacientes, sendo observado taxa
de aquisicdo de microrganismos multirresistentes de 5,10 casos/1000 pacts-dia com
banho de clorexidina a 2% versus 6,60 casos/1000 pacts-dia com banho com agua e
sabao (p=0,03), havendo reducdo na taxa de aquisicdo de VRE em 25%, sem
evidéncia de aquisicao de resisténcia ao antiséptico. A conclusdo do estudo foi que o
banho diario com clorexidina reduziu significativamente os riscos de aquisicdo de
microrganismos multirresistentes (CLIMO, 2013). A utilizacdo de clorexidina
degermante a 2% no banho diario de pacientes colonizados, especialmente por
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenémicos, é uma estratégia que deve ser
considerada na prevencdo de transmissdo cruzada de microrganismos
multirresistentes, principalmente em pacientes criticos e de alto risco de aquisi¢ao
destes patdgenos.

Um estudo realizado num LTACH (long-term acute care hospitals), nos
Estados Unidos, para determinar o efeito da implementacdo de um bundle de
intervencdes de controle de infecgdo na transmisséo horizontal de Klebsiella
pneumoniae produtora de carbapenemase durante um surto, utilizou as seguintes
medidas: banho diario com gluconato de clorexidina 2%; melhoria na limpeza do
ambiente; coleta de culturas de vigilancia a admissdo; estudos de prevaléncia
seriados; precaucbes de contato e treinamento da equipe. A prevaléncia pré-
intervencao foi de 21% de colonizacdo com isolados produtores de KPC (8 de 39
pacientes submetidos a screening); apos a intervengdo as taxas de colonizacdo
mensais foram progressivamente menores, com indices de 12%, 5%, 3%, 0% e 0%
(p <0,001) (MUNOZ-PRICE et al., 2010).

Pesquisadores sui¢os, apontaram a pele da regido inguinal como importante

sitio de colonizacdo por enterobactérias produtoras de ESBL, e sugerem que
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tentativas de descolonizagéo voltadas para estes patdogenos no futuro, devem incluir
a Uutilizacdo de sabbes antisépticos para o tratamento da pele colonizada
(BUEHLMANN et al., 2010).

Os indices reduzidos de sensibildade e elevados de especificidade (11,1%
e 94,4%, respectivamente) para o sitio inguinal que encontramos no grupo de
participantes do TMO nesta pesquisa nos permitem dizer que, para estes pacientes,
o sitio inguinal ndo é alternativa adequada para coleta das culturas de vigilancia. Os
resultados sugerem também evidéncia na interferéncia da clorexidina 2%
degermante utilizada no banho diario deste grupo de pacientes, podendo servir
como um fator de protecdo para impedir que a pele da regido inguinal destes
pacientes, permaneca colonizada por bactérias multirresistentes.

O resultado do grupo de participantes constituido pela Unidade de Terapia
Intensiva Adultos, apresentou resultado oposto ao do grupo do TMO, com indices de
sensibilidade e valor preditivo negativo de 100% para o sitio inguinal. Ao
considerarmos que neste grupo de pacientes também foram identificados fatores de
risco que apresentaram correlagcdo com os resultados elevados de sensibilidade, tais
como, estarem acamados (97,1%), uso de sonda vesical de demora (100%) e uso
de fraldas (97,5%), incontinénica fecal (91,7%) e diarreia (100%), podemos sugerir
que a substituicdo do sabonete liquido sem antiséptico, por degermante a base de
clorexidina 2%, € uma importante estratégia de prevencdo de disseminacdo de
patdgenos multirresistentes.

Entendemos que o banho diario com clorexidina 2% degermante reduzira a
colonizacdo cutanea destes pacientes e, consequentemente, a chance de
transmissao cruzada entre pacientes, de patdgenos multirresistentes ou através das
maos da equipe assistencial, durante os inUmeros manuseios exigidos por estes
pacientes, conforme ja evidenciado por Vernon e colaboradores (2006) e Evans e
colaboradores (2010) ao demonstrarem a reducdo da transmissao horizontal de
VRE, MRSA e Acinetobacter spp. em UTI. Os resultados desta pesquisa sugerem
ainda, que este grupo de pacientes também sera beneficiado pela coleta de culturas
de vigilancia através do sitio inguinal, uma vez que os resultados de sensibilidade e
valor preditivo negativo para este grupo de pacientes foi de 100%, conforme
mencionado.

O resultado encontrado para o grupo Neonatal, composto por 22
participantes, mostrou sensibilidade de 85,7%, inferior a sensibilidade do grupo geral
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qgue foi de 91,8%. Mesmo com esta diferenca de 6,1% na sensibilidade encontrada
para este grupo, a coleta de sitio inguinal permitiu a deteccdo de bactérias
mutirresistentes em grande parte destes participantes, reiterando ser considerada
alternativa para a coleta de culturas de vigilancia como resultados de estudos.
(WEINTROB et al., 2010; BUEHLMANN, et al., 2010; HAASE, et al., 2013).

5.3 RESULTADOS DOS SWABS INGUINAIS E RETAIS E FATORES DE
INTERFERENCIA PARA A COLONIZACAO

A partir das informagfes das fichas individuais de coleta, apresentamos a
seguir os resultados de swabs inguinais comparados aos swabs retais segundo
variaveis demogréficas e possiveis fatores de interferéncia na colonizacdo do

paciente por bactérias multirresistentes (Tabelas 8, 9, e 10).

TABELA 8 — INTERFERENCIA DO GENERO E DA MOBILIDADE DOS PARTICIPANTES NA
SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, VALOR PREDITIVO NEGATIVO E VALOR PREDITIVO
POSITIVO DOS RESULTADOS DO SWAB INGUINAL COMPARADO AO SWAB RETAL (N=102).
CURITIBA, 2013.

EATORES  DE o o S Sk, TOTAL SENS. VPN ESPEC. VPP
INTERFERENCIA () N®%) N  N®%)  N%) % % % %
Género

Feminino 26(456) 25(439) 4(7) 2(35 57(559) 929 926 862 86,7
Masculino 19 (42,2) 22(489) 2(44) 2(44) 45(441) 905 917 917 90,5
Mobilidade

Acamado 34(508) 27(403) 5(75) 1(15 67(657) 971 964 844 87,2

Deambulando 11 (31,4) 20(57,1) 1(29) 3(8,6) 35(34,3) 786 87 952 917

Legenda: Sens., Sensibilidade; Espec., Especificidade; Sl, swab inguinal; SR, swab retal; VPN, valor preditivo
negativo; VPP, valor preditivo positivo.
FONTE: A autora (2013).

A sensibilidade e a especificidade da coleta inguinal, em comparacao a
coleta retal, nos participantes divididos por género, foram elevadas em ambos, e os
resultados sugerem que o género nao interferiu nos resultados, de acordo com 0s
dados da Tabela 8.

No fator imobilidade, quando observadas a sensibilidade e a especificidade

do sitio inguinal em comparacdo ao retal para a deteccdo de bactérias
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multirresistentes, esses idicadores foram de 97,1% e 84,4%, respectivamente, com
VPN de 96,4% e VPP de 87,2% (Tabela 8); e a acuracia foi de 91%. Esses
resultados foram superiores em relacdo aos pacientes que deambulam, cuja
acuracia foi de 88,6%. Os resultados mostram que pacientes acamados estao mais
propicios a apresentar a regido inguinal colonizada por bactérias multirresistentes,
refletindo a presenca destes patdgenos no trato intestinal. Existe forte sugestdo de
gue as coletas inguinais possam substituir as coletas retais no grupo de pacientes
acamados.

A presenga de sonda vesical de demora foi observada na maioria (74,2%)
dos participantes que apresentaram resultado positivo, tanto no swab retal quanto
no inguinal, isto €, em 23 participantes. A sensibilidade do sitio inguinal relacionado
ao retal foi de 100%, com VPN de 100% (Tabela 9). Este resultado sugere com forte
evidéncia, que a presenca deste dispositivo pode ser um fator de risco associado a
colonizagéo inguinal em pacientes previamente colonizados no trato intestinal,
refletindo a gravidade deste grupo de pacientes e seu manuseio mais frequente nos
cuidados assistenciais.

Considerando os resultados que encontramos referentes ao grupo de
participantes em uso de sonda vesical de demora, como provavel fator de risco para
colonizagéo inguinal, com sensibilidade e valor preditivo negativo de 100%,
consideramos importante reforcar a importancia da avaliacdo diaria quanto a real
necessidade deste dispositivo, pois além de contribuir para aumentar o risco de
infeccdo do trato urinario (CDC, 2009b; GOULD, et al., 2010) pode aumentar o risco
de colonizacdo por patbgenos mutirresistentes.
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TABELA 9 — INTERFERENCIA DA INCONTINENCIA URINARIA E USO DE SONDA VESICAL DE
DEMORA NA SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, VALOR PREDITIVO NEGATIVO E VALOR
PREDITIVO POSITIVO DO SWAB INGUINAL COMPARADO AO SWAB RETAL (N=102). CURITIBA,
2013.

FATORES DE S+ Sl - Sl + Sl - TOTAL SEN. VPN ESPEC VPP
INTERFERENCI SR+ SR - SR - SR+ '
A N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) % % % %
Incontinéncia
Urinaria
Sim 8(30,8) 16(615) 1(3,8) 1(3.8) 26(255 889 941 94,1 88,9
N&o 37(48,7) 31(40,8) 5 (6,6) 3(4) 76(745) 925 912 86,1 88,9
Uso de SVD
Sim 23(74,2) 6(194) 2(6,5) 0 31(30,4) 100 100 75 92
N&o 22(31) 41(57,8) 4(56) 4(56) 71(696) 846 911 91,1 84,6

Legenda: Sen., Sensibilidade; Espec., Especificidade; SlI, swab inguinal; SR, swab retal; VPN, valor preditivo
negativo; VPP, valor preditivo positivo, SVD, sonda vesical de demora.
FONTE: A autora (2013).

A incontinéncia urinaria ndo parece interferir na colonizacdo cutanea em
pacientes colonizados em trato intestinal. Nesse grupo de participantes a
sensibilidade do sitio inguinal comparada ao sitio retal foi de 88,9%, com VPN de
94,1%. A sensibilidade entre os participantes sem incontinéncia urinaria foi maior,
talvez por ndo exigir maior frequéncia de higiene perineal quando comparados ao
grupo de incontinentes.

A presenca de fraldas parece ser também um fator a influenciar que
pacientes colonizados em trato intestinal também apresentem a pele da regido
inguinal colonizada, uma vez que a sensibilidade do sitio inguinal, quando
relacionada ao retal, foi de 97,5%, com VPN de 96,3% e VPP de 90,7%. Dos 40
participantes s em uso de fraldas que apresentaram swab retal positivo, 39
apresentaram swabs inguinais positivos, e a especificidade foi de 86,7%. Entre os
participantes que nao utilizaram fraldas, a sensibilidade foi de 66,7% (Tabela 10).

Pacientes com incontinéncia fecal parecem ter grande probabilidade de
colonizagédo inguinal, em decorréncia da colonizac¢do intestinal. Houve 91,7% de
sensibilidade do sitio inguinal para deteccéo de bactérias multirresistentes quando o
sitio retal se encontrava colonizado, com VPN de 93,8% (Tabela 9). Porém,
pacientes com incontinéncia fecal ndo parecem apresentar maior probabilidade de
colonizagdo do sitio inguinal em comparacdo ao sitio retal, uma vez que o0s

resultados de sensibilidade e especificidade e VPN foram semelhantes.
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TABELA 10 — INTERFERENCIA DO USO DE FRALDAS, PRESENCA DE INCONTINENCIA FECAL
E DIARREIA NA SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, VALOR PREDITIVO NEGATIVO E VALOR
PREDITIVO POSITIVO DO SWAB INGUINAL COMPARADO AO SWAB RETAL (N=102). CURITIBA,
2013.

Sl + Sl - Sl + Sl -
FATORESA DE SR+ SR - SR - SR + TOTAL SENS. VPN ESPEC. VPP
INTERFERENCIA
N(%) N(%) N(%) N(%) N (%) % % % %
Uso de Fraldas
Sim 39(55,7) 26(37,1) 4(5,7) 1(1,4) 70(68,6) 97,5 96,3 86,7 90,7
N&o 6(18,8) 21(65,5) 2(6,3) 3(9,4) 32(31,4) 66,7 87,5 91,3 75
Incontinéncia
Fecal
Sim 11(50) 15(68,2) 2(9,1) 1(4,5) 22(21,6) 91,7 93,8 88,2 84,6
Nao 34(42,5) 32(40) 4(5) 3(3,8) 80(78,4) 91,9 91,4 88,9 89,5
Diarréia
Sim 11(64,7) 6(35,3) 2(11,8) 0 17(16,7) 100 100 66,7 84,6
N&o 34(40) 43(50,6) 4(4,7) 4(4,7) 85(83,3) 89,5 91,5 91,5 89,5

Legenda: Sens., Sensibilidade; Espec., Especificidade; Sl, swab inguinal; SR, swab retal; VPN, valor preditivo
negativo; VPP, valor preditivo positivo.
FONTE: A autora (2013).

Existe forte sugestdo de que pacientes com diarreia influenciaram
diretamente a colonizagdo inguinal a partir da colonizacao retal, pois houve 100%
de sensibilidade no sitio inguinal no grupo avaliado, com VPN de 100%. Dos 17
participantes que apresentavam diarreia, 11 tinham swab retal e inguinal positivos.
No grupo de pacientes sem diarreia, a sensibildade do swab inguinal em

comparacao ao sitio retal foi de 89,5% (Tabela 10).

5.4 RESULTADOS DOS SWABS INGUINAIS E RETAIS POR MICRORGANISMO

Para esta andlise, em relagdo aos resultados da coleta inguinal, foram
considerados positivos para a bactéria os casos que tiveram positividade nas duas
coletas inguinais. Da mesma forma, foram considerados negativos aqueles que
tiveram resultado negativo em pelo menos uma das coletas inguinais. Isto equivale
dizer que, para Acinetobacter baumannii foram excluidos 7 participantes; para
enterobactérias produtoras de ESBL, 10 participantes;, para enterobactérias
produtoras de KPC, um participante; para Pseudomonas aeruginosa, um

participante; e para o VRE, 8 participantes.
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A sensibilidade do swab inguinal em relacdo ao swab retal para a deteccao
de Acinetobacter baumannii foi de 85,7%, com VPN de 97,5%. A especificidade foi
de 94%, com VPP de 70,6%. Na maioria dos casos (90%) a contagem de colbnias
recuperada na regido inguinal foi superior a 100 colbnias, enquanto esta mesma
contagem de colGnias esteve presente em 60% dos isolados de swab retal (Tabela
11).

TABELA 11 - RESULTADOS DE SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE, VALOR PREDITIVO
NEGATIVO E VALOR PREDITIVO POSITIVO DO SWAB INGUINAL COMPARADO AO SWAB
RETAL CONSIDERANDO AS DIFERENTES BACTERIAS ISOLADAS. CURITIBA, 2013.

S+ §SI- SlI+  SI-

SR+ SR. SR. Sr+ T SENS. VPN  ESPEC. VPP

MICRORGANISMO

N(%) N(%) N(%) N(%) N(%) % % % %
Acinetobacer baumannii 12 79 5 2 98 85,7 97,5 94 70,6
Enterobactérias ESBL 29 60 4 6 99 82,9 90,9 93,8 87,9
Enterobactérias KPC 8 92 0 1 101 88,9 98,9 100 100
Pseudomonas aeruginosa 2 95 0 1 98 66,7 99 100 100
VRE 7 82 6 2 97 77,8 97,6 93,2 53,8

Legenda: Sens., Sensibilidade; Espec., Especificidade; ESBL, beta-lactamase de espectro estendido; KPC,
produtora de carbapenemase; VRE, Enterococcus resistente a vancomicina; Sl, swab inguinal; SR, swab retal; T,
total; VPN, valor preditivo negativo; VPP, valor preditivo positivo.

FONTE: A autora ( 2013).

O sitio inguinal apresentou sensibilidade de 82,9% na deteccdo de
enterobactérias produtoras de ESBL, com VPN de 90,9% e especificidade de 93,8%,
com VPP de 87,9%. A grande maioria das culturas (81,5%) de sitio inguinal
apresentou acima de 100 colbnias isoladas e, destas, pouco mais da metade
também apresentaram esta contagem em sitio retal (Tabelas 11 e 12).

Para a deteccdo de enterobactérias produtoras de KPC, a sensibilidade foi
de 88,9%, com VPN de 98,9%, sendo a especificidade e o VPP de 100%. Também a
maioria (75%) das culturas inguinais detectou quantidade superior a 100 colbnias
(Tabelas 11 e 12).

Para a deteccdo de Pseudomonas aeruginosa, o sitio inguinal apresentou
sensibilidade de apenas 66,7%, com VPN de 99%. E importante mencionar que
apenas trés culturas foram positivas para este patégeno, havendo possibilidade de
gue os resultados encontrados para sensibilidade e especificidade pudessem ser

diferentes para uma amostra maior.
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Para o VRE foi encontrada sensibilidade no sitio inguinal de 77,8% (7
positivos em 9 coletas), com VPN de 97,6% e especificidade de 93,2%. Também na
maioria (85,7%) das culturas de sitio inguinal, foram isoladas acima de 100 col6nias
do patégeno mencionado.

Na grande maioria dos casos, houve alta contagem de colbnias tanto no sitio
retal quanto no inguinal, evidenciando a proximidade desses dois sitios anatdmicos
no isolamento das bactérias em estudo. Percebe-se, também, que, para todos o0s
patdgenos isolados em sitio inguinal, houve, na maioria dos isolados, contagem
superior a 100 colbénias. Outra constatacdo é que, mesmo na presenca de baixa
contagem de colénias em sitio retal, houve alta contagem em sitio inguinal,
reforcando a importancia da higiene corporal do paciente e da adocdo de
precaucbes padrdo no contato com a regido perineal durante a assisténcia
hospitalar. Embora Lautenbach e colaboradores (2005) tenham encontrado
resultados de swab retal e peri-retal falso-negativos quando a concentragdo deste
patdgeno nas fezes era muito baixa, isto €, menor do que cinco colénias por placa,
em nossa pesquisa pudemos evidenciar a sensibilidade do sitio inguinal em
comparacao ao sitio retal também quando a contagem de col6nias isolada foi
analisada.

TABELA 12 — FREQUENCIA E QUANTIFICACAO DE BACTERIAS ISOLADAS EM SITIO INGUINAL
E RETAL. CURITIBA, 2013.

<100 COLONIAS > 100 COLONIAS

> 100 <100 . .
MICRORGANISMOS N COLONIAS COLONIAS C%)'\Cgll\il,Zé(I)EoM C%Tgll\il,ZSl(l)EoM
EMSIESR EMSIESR
SR SR
Acinetobacter baumannii 10 3 1 0 6
Enterobactérias ESBL 27 14 2 3 8
Enterobactérias KPC 8 4 0 2 2
Pseudomonas aeruginosa 2 0 0 0 2
VRE 7 3 0 1 3

Legenda: Sens., Sensibilidade; Espec., Especificidade; Sl, swab inguinal; SR, swab retal; >, superior a; <, inferior
a; ESBL, beta-lactamase de espectro estendido; KPC, produtoras de carbapenemase; VRE, Enterococcus
resistente a vancomicina.

FONTE: A autora (2013).

Embora a cultura de amostra de fezes seja considerada padrao-ouro ou gold
standard na identificacdo de colonizacdo do trato gastrointestinal por microrganismos
multirresistentes, particularmente para bacilos gram-negativos, este exame é

considerado impraticavel na rotina de coleta de culturas de Vvigilancia
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(LAUTENBACH et al.,, 2005). Como alternativa, foram propostas e validadas as
coletas de swabs retais e peri-retais para deteccdo de bactérias multirresistentes
(WEINSTEIN et al, 1996; MUTO et al., 2003; LAUTENBACH et al., 2005), sendo
esta pratica, atualmente, seguida pela maior parte das instituicbes de saude que
adotam a realizacdo de culturas de vigilancia em seus protocolos de controle de
patdbgenos multirresistentes.

Considerando, muitas vezes, as dificuldades na realizacdo das coletas de
swab retal, devido as suas particularidades, e considerando a proximidade dos
tratos intestinal e cuténeo na regido inguinal, pressupomos a possibilidade de haver
colonizagcdo cutanea por bactérias multirresistentes de origem intestinal e também
devido ao calor e umidade naturais deste sitio anatdmico. Assim, nos propusemos a
avaliar a sensibilidade e a especificidade do sitio inguinal comparado ao sitio retal,
sendo este considerado o0 gold standard. Conforme dito por Weistein e
colaboradores (1996), se a sensibilidade das culturas de vigilancia é alta, entdo a
maioria dos pacientes colonizados sera identificada, e as medidas de controle terdo
maior probabilidade de serem efetivas, a0 mesmo tempo; se a sensibilidade for
baixa, teremos varios pacientes falso-negativos, e a prevaléncia de coloniza¢éo sera
subestimada. Estes autores foram os pioneiros em definir a sensibilidade dos sitios
retais e peri-retais na detecc¢édo de VRE, ainda na década de 1990, quando VRE era
0 patdgeno emergente nas instituicbes de salde e o maior motivo de preocupacao.
Os resultados encontrados referentes a sensibilidade foram equivalentes para os
dois sitios, afirmando que ambos eram métodos igualmente sensiveis para a
deteccdo de VRE (WEINSTEIN et al., 1996).

Os resultados da presente pesquisa mostraram sensibilidade do sitio
inguinal em relacdo ao sitio retal para a deteccdo de VRE, de 77,8%, com valor
preditivo negativo de 97,6% e especificidade de 93,2%, comparaveis aos
encontrados por Weinstein e colaboradores (1996), um dos primeiros pesquisadores
a avaliar a sensibilidade do sitio retal na deteccdo de VRE, cujos resultados para
sensibilidade foram de 79%, com valor preditivo negativo de 83,3% e especifiicidade
de 87%, para o sitio retal em comparacdo ao exame de cultura de fezes,

considerado padréo-ouro (Tabela 13).
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TABELA 13 - RESULTADOS DE SENSIBILIDADE, ESPECIFICIDADE E VALOR PREDITIVO
NEGATIVO DE SWAB INGUINAL E RETAL PARA DIFERENTES MICRORGANISMOS SEGUNDO
ALGUNS PESQUISADORES. CURITIBA, 2013.

MICRORGANISMO

ISOLADO SENSIBILIDADE VPN ESPECIFICIDADE PESQUISADORES
77,8% (SI) 97,6% 93,2% STIER, 2013
VRE WEISTEIN et al.,
79% (SR) 83,3% 87,0% 1996
85,7%(SI) 97,5% 94% STIER, 2013
Acinetobacter
baumannii WEINTROB et al.,
73% (Sl) 97% - 2010
82,9% (SI) 90,9% 93,8% STIER, 2013
Enterobacterias ESBL BUEHLMANN et al.,
73% (SI) - - 2010
WEINTROB et al.,
E. coli ESBL 71% (SI) 98% - 2010
Klebsiella pneumoniae WEINTROB et al.,
ESBL 100% (SI) 100% 2010
88,9% (SI) 98,9% 100% STIER, 2013
THURLOW et al.,
Enterobactérias KPC 79% (SI) - - 2013
THURLOW et al.,
88% (SR) - - 2013

Legenda: ESBL, beta-lactamase de espectro estendido; KPC, produtora de carbapenemase; VRE, Enterococcus
resistente a vancomicina; Sl, swab inguinal; SR, swab retal; VPN, valor preditivo negativo.
FONTE: A autora ( 2013).

O sitio inguinal ja havia sido avaliado em outros trés estudos, mostrando
sensibilidades variadas para alguns microrganismos multirrresistentes, tais como o
complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus, enterobactérias produtoras de
ESBL, particularmente Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae e enterobactérias
produtoras de KPC (WEINTROB et al., 2010; BUEHLMANN, et al., 2010;
THURLOW, et al., 2013). Estes estudos encontraram indices de sensibilidade que
variaram de 73% a 100%, dependendo do microrganismo avaliado. A sensibilidade
do sitio inguinal na deteccdo de Acinetobacter baumannii encontrada na presente
pesquisa foi de 85,7%, com valor preditivo negativo de 97,5%, superior aquele
encontrado por Weintrob e colaboradores (2010) para este patdgeno, cuja
sensibilidade foi de 73% e valor preditivo negativo de 97%. Ao avaliarmos a
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sensibilidade do sitio inguinal quanto a possibilidade de deteccdo de enterobactérias
produtoras de ESBL, encontramos resultado de 82,9%, com valor preditivo negativo
de 90,2%, comparaveis aos resultados de Weintrob e colaboradores (2010) e
Buehlmann e colaboradores (2010). Buehlmann et al. (2010), como em nossa
pesquisa, também analisaram as varias enterobactérias agrupadas, tendo
encontrado sensibilidade no sitio inguinal de 73%. Para Weintrob e colaboradores
(2010), que avaliaram separadamente Escherichia coli ESBL e Klebsiella
pneumoniae ESBL, a sensibilidade encontrada foi de 71% e 100%, respectivamente.

Contudo, acreditamos que um dos resultados mais importantes da presente
pesquisa refere-se aos valores de sensibilidade e especificidade encontrados na
deteccdo de enterobactérias produtoras de KPC, sendo de 88,9% e 100%,
respectivamente. Estes achados sdo comparaveis aos de Thurlow e colaboradores
(2013), que avaliaram diversos sitios anatdmicos quanto a possibilidade de deteccao
dessas enterobactérias, e concluiram que o sitio retal foi o sitio Unico mais sensivel,
com 88% de sensibilidade, seguido do sitio inguinal, com 79% de sensibilidade. Os
autores avaliaram a combinacdo dos dois sitios de maior sensibilidade (retal e
inguinal) e concluiram que o screening inguinal e retal juntos detectaram todos os
pacientes colonizados por enterobactérias produtoras de KPC, o que nos permite
também dizer que, se combinarmos as coletas destes dois sitios, estaremos
aumentando a sensibilidade na deteccdo de enterobactérias produtoras de KPC
para 100%. Ao considerarmos que estamos em busca de um método que seja tao
sensivel quanto a cultura de fezes na deteccdo de bactérias multirresistentes de
colonizacao intestinal, neste caso com 100% de sensibilidade e especificidade, os
resultados desa pesquisa, assim como os dos estudos ja mencionados, parecem
conduzir para esta perspectiva, ao nos referirmos as enterobactérias produtoras de
KPC como patégenos emergentes da atualidade, que representam um dos maiores
desafios em busca da qualidade de assisténcia.

Uma vez que coletas de culturas de vigilancia realizadas, a partir do sitio
retal e peri-retal, ndo possuem sensibilidade de 100%, as mesmas podem falhar na
deteccdo de colonizacdo por enterobactérias resistentes a carbapenémicos a
admissédo e durante a sua hospitalizacao, representando importante reservatorio e
fonte de disseminacdo destes patdgenos (LEWIS, 2013). Assim sendo,
considerando que a sensibilidade foi de 90% no sitio inguinal comparado ao sitio

retal na pesquisa de enterobactérias produtoras de KPC, se combinarmos os dois
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sitios de coleta, retal e inguinal, poderemos potencializar a deteccdo deste
patégeno. Resultado semelhante foi encontrado por Thurlow e colaboradores (2013),
0S quais concluiram que o screening inguinal e o retal juntos detectaram todos os
pacientes colonizados por enterobactérias produtoras de KPC.

Da mesma forma que Thurlow e colaboradores (2013), concluimos que a
realizacdo de culturas de vigilancia de multiplos sitios anatdbmicos pode ser
importante estratégia para otimizar a deteccdo de pacientes colonizados por
bactérias multirresistentes. Considerando que o screening retal pode resultar em
falso-negativos, se levarmos em conta que encontramos no presente estudo
sensibilidade de 91,8% no screening inguinal para a detec¢cdo de bactérias
multirresistentes e, se combinarmos estes dois sitios de coleta, na rotina
institucional, utilizando o mesmo swab para os dois sitios, poderemos aumentar a
possibilidade de deteccdo de pacientes colonizados e, assim, a positividade das
culturas de vigilancia. Esta rotina € preconizada no Hospital das Clinicas de Séo
Paulo (UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO PAULO, 2012).

A realizacdo de culturas de vigilancia como medida necessaria para a
prevencdo e controle da disseminagcdo de microrganismos multirresistentes no
ambiente hospitalar continua sendo defendida com énfase por grande parte dos
estudiosos, sobretudo em razdo da atual emergéncia de enterobactérias resistentes
a carbapenémicos no cenario mundial (BEN-DAVID et al., 2010; SCHWABER et al.,
2011; CHITNIS et al., 2012; SANDORA, et al., 2013). Para Backman e
colaboradores (2011), existe evidéncia de que a utilizacdo de multiplas intervencdes
reduz as taxas de microrganismos multirresistentes nas instituicdes de saude. Apos
revisdo integrativa que incluiu 1.382 artigos, sendo selecionados 32 deles, os
autores afirmam que, apesar de ainda ndo estar claro quais sdo os bundles ou
pacotes de intervencdes que sao efetivas, existe clara sugestdo de que mdltiplas e
simultaneas intervencdes possam ser efetivas na reducdo de infeccbes por
microrganismos multirresistentes. Ainda, que muitos estudos demostraram que a
adocdo de culturas de vigilancia esteja associada a reducdo de infec¢bes por
microrganismos multirresistentes.

Indiscutivelmente, a correta higienizagdo das maos e a adocdo de
precaucdes padrao nos cuidados assistenciais aos pacientes continuam sendo as
principais medidas de prevencdo na transmissdo de patdgenos multirresistentes,
sendo preconizadas universalmente (SIEGEL et al., 2007). Apesar de serem
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consideradas medidas basicas de prevenc¢do na transmissao cruzada de patdégenos,
sS40 a0 mesmo tempo essenciais para atingir este objetivo. Contudo, constituem uns
dos maiores desafios aos profissionais diretamente envolvidos em coordenar e
implantar os programas de controle de infeccdo no ambiente hospitalar. Alcancar a
meta de 100% de adeséo a higienizacdo de maos, no rigor da técnica, por parte dos
profissionais que prestam cuidados de saude, em 100% das oportunidades, como
preconiza a OMS (WHO, 2006), combinada as precauc¢fes padrdo, deve ser a busca
permanente (MATHAI et al., 2010). Contudo, apesar da incontestavel importancia,
infelizmente inimeros séo os relatos evidenciando indices reduzidos de adesédo a
higienizacdo das méaos (SANTANA et al., 2007; NORITOMI et al., 2007; NEVES et
al., 2006). Assim sendo, a transmissdo cruzada de patégenos multirresistentes
através das maos da equipe assistencial continua sendo uma realidade constante.
Neste contexto, a aquisi¢cdo destes patdgenos durante a hospitalizagdo, manifestada
na forma de colonizacdo ou infec¢do, ocorrerd para alguns pacientes, em maior ou
menor proporgao.

A coleta de culturas de vigilancia é importante ferramenta para que pacientes
colonizados sejam identificados com a maior precocidade possivel, e para que 0s
cuidados possam ser implementados (LANDELLE; PAGANI; HARBARTH, 2013),
evitando assim a exposi¢cdo desnecessaria de novos pacientes (SANTOS; MAYO;
SIEGEL, 2008). Para nosso entendimento, conhecer a prevaléncia de patégenos
multirresistentes no ambito hospitalar e identificar precocemente patdgenos
emergentes que apresentem novos mecanismos de resisténcia, evitando que se
tornem rapidamente endémicos na instituicdo, assim permitindo que mais e mais
pacientes sejam expostos, € uma importante intervengdo de saude publica. Todos os
esforcos devem ser realizados para impedir que aqueles que se tornam
temporariamente pacientes, em busca da cura de suas enfermidades, sejam
impedidos de alcanga-la, por terem adquirido microrganismos multirresistentes.

Ha4 consenso na literatura de que um programa de controle de
microrganismos multirresistentes deverd adotar, por rotina, a coleta de culturas de
vigilancia na admissédo de pacientes com histéria pregressa que possa representar
risco de colonizacdo, e para aqueles pacientes com maior vulnerabilidade. Com
base nos resultados desta pesquisa, podera ser construido um algoritmo para
pontuar os fatores de risco para a colonizagdo por bactérias multirresistentes; seu

resultado pode contribuir para a adocdo precoce de medidas de prevencdo e
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controle. Proposta semelhante foi feita por Luvsansharav e colaboradores (2013)
que consideraram os seguintes fatores de risco para aquisicdo de enterobactérias
produtoras de ESBL, em populagdo residente em nursing homes: residentes que
possuiam o maior nivel de cuidado; acamados; em uso de fraldas; diabetes; infeccao
do trato urinario; historia de hospitalizacéo, e procedimentos invasivos no ultimo ano.
Tracando um paralelo com a nossa pesquisa, encontramos como fatores de risco
para colonizacdo, com significancia estatistica, pacientes acamados; em uso de
fraldas; em uso de sonda vesical de demora; além da idade e presenca de diarreia.
Os resultados do presente estudo mostraram que muitos dos pacientes
colonizados retornardo a comunidade nessa condi¢cdo, podendo contribuir para
alterar a microbiota comunitaria, por ora distinta da microbiota hospitalar. E, por sua
vez, alguns destes pacientes serdo novamente hospitalizados, colocando sob risco
outros pacientes, aumentando a presséo de colonizacdo no ambiente hospitalar.
Assim, a realizacdo de culturas de vigilancia constitui ferramenta importante
para minimizar esta problematica que representa, atualmente, um dos mais graves
problemas a atingir a humanidade — a resisténcia bacteriana, referida por Trench

(2012) como um “Desastre Ecoldgico Microbiolégico”.
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6 CONCLUSOES

Considerando, muitas vezes, as dificuldades na realizacdo das coletas de
swab retal, devido as suas particularidades, e considerando a proximidade dos
tratos intestinal e cutaneo na regido inguinal, acrescidos de calor e umidade naturais
deste sitio anatdmico, esta pesquisa teve por hipotese a existéncia de colonizacéo
cutanea por bactérias multirresistentes de origem intestinal, neste sitio anatémico.
Deste modo, foi objetivo desta pesquisa avaliar a sensibilidade e especificidade do
sitio inguinal comparado ao sitio retal, sendo este considerado o padrao-ouro.

Os resultados demonstraram que o sitio inguinal apresentou 91,8% de
sensibilidade e 88,7% de especificidade quando comparado ao swab retal na
deteccdo de bactérias multirresistentes, na rotina de coleta de culturas de vigilancia.
Entre os pacientes de unidade de terapia intensiva, a sensibilidade foi de 100% e,
entre os isolados, destacam-se a alta sensibilidade e o valor preditivo negativo de
enterobactérias produtoras de carbapenemases e Acinetobacter baumanii. Deste
modo, o sitio inguinal pode ser considerado alternativa segura para a coleta de
culturas de vigilancia para bactérias multirresistentes de colonizagéo intestinal.

De acordo com os resultados desta pesquisa, em pacientes que utilizam a
clorexidina degermante 2% para o banho diario, o sitio inguinal ndo pode ser
utilizado para a coleta de culturas de vigilancia, nos quais a sensibilidade foi de
11,1% e especificidade de 94,4%, indices esses atribuidos a interferéncia direta
deste anti-séptico na reducdo da microbiota cutanea.

A contagem de coldnias no sitio inguinal foi alta e superior, em frequéncia,
ao sitio retal, salientando a importancia da higiene desta regido e da adocdo de
precaucdes padrdo durante a assisténcia em saude.

A colonizagéo foi associada ao obito como desfecho. Foram identificados
como fatores de interferéncia, estatisticamente significativos, para a colonizagdo por
bactérias multirresistentes de colonizacéo intestinal, a idade, a mobilidade, o uso de
sonda vesical de demora e de fralda e diarreia. Esses fatores estiveram associados
a maior sensibilidade e fator preditivo negativo, a excecao da idade.

Concluimos, portanto, que os swabs inguinais representam técnica sensivel,
especifica e de fécil execucdo na rotina institucional para a pesquisa de

microrganismos multirresistentes, a excecdo de pacientes higienizados
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rotineiramente com clorexidina degermante. Os resultados podem contribuir para a
discusséo acerca do sitio ideal de coleta e, possivelmente, para a ado¢ao da coleta
inguinal como alternativa nos protocolos de culturas de vigilancia.

Consideramos como limitacdo desta pesquisa a reducdo dos participantes,
visto que, de uma amostra de 150 participantes, tivemos nesta pesquisa 102, em
razdo dos critérios de exclusdo adotados para atender ao rigor metodoldgico
necessario a pesquisa realizada.

Um dltimo aspecto que ndo poderiamos deixar de abordar, se refere a
reacdo manifestada por grande parte dos participantes, durante o periodo de
coletas das amostras de swab retal e inguinal. Nesta pesquisa, tivemos a
oportunidade de conversar com diversos participantes a respeito de sua percepcéo
relativa as duas técnicas de coleta realizadas. Esses foram unénimes em afirmar
que a coleta inguinal tem melhor aceitabilidade e é mais facil de ser realizada. Esta
foi também nossa percepcdo como coletadora dos exames, nas duas técnicas
empregadas, integrando a percepcéo de outros pesquisadores que mostraram ter a
coleta de swab peri-retal, quando comparada a coleta retal, maior aceitabilidade
pelos pacientes. Acreditamos que a substituicdo do swab retal por swab inguinal
possa trazer ainda maior aceitabilidade na realizacdo das coletas de culturas de

vigilancia.
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APENDICE 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Nés, ELAINE DREHMER DE ALMEIDA CRUZ e CHRISTIANE J. NIEBEL
STIER, pesquisadoras da Universidade Federal do Parana, estamos Ihe
convidando a participar de um estudo intitulado Culturas de Vigilancia Para
Detecgao de EnterobactériasMultirresistentes

Com o surgimento, nos ultimos anos, de bactérias cada vez mais resistentes
aos antibiodticos,tornou-se necessario um controle constante de diversos
pacientes hospitalizados, para conhecer se durante a sua permanéncia no
Hospital alguma destas bactérias foi adquirida. A maiorparte destas bactérias
adquiridas, permanece no intestino, por isto sdo chamadas de
“Enterobactérias Multirresistentes” sem que o paciente apresente qualquer
sintoma suspeito, que nospermita reconhecer tal presenga. Este controle deve
ser feito através da coleta de exames especificos. Hoje, na rotina deste hospital
este exame é realizado coletando-se cultura da regiao retal (anus).

O objetivo desta pesquisa é saber se determinados pacientes adquiriram
alguma bactéria resistente aos antibiéticos e comparar qual o melhor local para
coletar o exame, se a regiao retal (anus) ou a regiado inguinal (conhecida como
“virilha"). A regido inguinal foi considerada por nés pesquisadoras como um
local de mais facil coleta do exame, por ndo haver necessidade da introdugéo
de material de coleta, em regido anal, como é feito de rotina no Hospital,
quando ha a necessidade de saber se o paciente adquiriu bactérias resistentes
aos antibioticos.

Caso o Senhor(a) participe da pesquisa, sera necessario realizar, além da
coleta do exame na regido reta (anus), como é a rotina do hospital, a coleta de
2 culturas inguinais, em 2 dias seguidos, isto &, sera passado uma espécie de
“cotonete” (swab bacterioldgico) umedecido com liquido estéril que chamamos
de soro fisiolégico, nos 2 lados na regido da “virilha” . Estas coletas seréo
realizadas no inicio da manha, antes de seu banho, em 2 dias seguidos. Os
exames serdo encaminhados e realizados no Laboratério de Bacteriologia do
proprio hospital.

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o
TCLE

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica.saude@ufpr.br

30 05/ 2olz



Os beneficios esperados com essa pesquisa s80: tornar mais facil e simples a
forma de coleta dos exames para a identificagio de pacientes portadores de
bactérias resistentes a antibidticos. No entanto, nemsempre vocé serd
diretamente beneficiado com o resultado da pesquisa, mas podera contribuir
para o avango cientifico.

A pesquisadora Enf. Christiane J. NiebelStier, Enfermeira do Servigo de
Controle de Infecgado Hospitalar deste Hospital , Mestranda do
Mestrado Profissional em Enfermagem, pode ser encontrada no 2°. Andar do
Prédio Central do Hospital , sala 238, das 08:00 as 18:00hs no fone
3360-1842 ou celular 9914-9362. E a pesquisadora Elaine Drehmer de Almeida
Cruz professora do Departamento de Enfermagem e do Programa de Mestrado
Profissional pelo celular 8416-8951. Os responsdveis por este estudo poderao
ser contatados para esclarecer eventuais dividas que o Senhor(a) possa ter e
fornecer-lhe as informagdes que queira, antes, durante ou depois de encerrado
o estudo.

Ampaﬁdpoqlonoﬂoeﬁsdoévomm.nvoconloquwmm
umammﬁm.wm.mmn

As despesas necessérias para a realizaco da pesquisa (exames, materiais)
ndo séo de sua responsabilidade e pela sua participago no estudo vocé nao
recebera qualquer valor em dinheiro. Vocé terd a garantia de que problemas
como:

Supeito da Pesquna e /ou responsived legal

Peiquinador Responsivel ou quem apboou ©

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica saude@ufpr.br

Antovado vels Comité do Etica
o Peaqurt o1 o Clincias
¢a Savde /Ul

Em, 30 )OS jeoi2
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Eu, li ou tomei conhecimento desse
termo de consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual
concordei em participar. A explicagdo que recebi menciona os riscos e
beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper minha participagéo a
qualquer momento sem justificar minha decis@o e sem que esta decisao afete
meu tratamento. .

Eu concordo voluntariamente em participar deste estudo.

(Assinatura do sujeito de pesquisa ou responsavel legal)
Local e data

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e
Esclarecido deste paciente ou representante legal para a participagdo neste

estudo.

Pesquisador

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsével legal

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o
TCLE

Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR
Telefone: (41) 3360-7259 e-mail: cometica.saude@ufpr.br

Aprovado neln ©

nmité
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APENDICE 2 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
PAIS DE FILHOS MENORES DE 18 ANOS.

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA OS PAIS DE FILHOS
MENORES DE 18 ANOS.

No6s, Profd. Dr2. Elaine Drehmer de Almeida Cruz e Enf2 Christiane J. Niebel Stier,
pesquisadoras da Universidade Federal do Parana, estamos solicitando sua autorizacao
para que seu filho(a) venha a participar de um estudo intitulado “Culturas de Vigilancia
Para Deteccao de Enterobactérias Multirresistentes”.

Com o surgimento, nos Ultimos anos, de bactérias cada vez mais resistentes aos
antibiéticos, tornou-se necessario um controle constante de diversos pacientes
hospitalizados, para conhecer se durante a sua permanéncia no Hospital, alguma destas
bactérias foi adquirida. A maior parte destas bactérias adquiridas permanece no intestino,
por isto sdo chamadas de “Enterobactérias Multirresistentes” sem que o paciente apresente
qualquer sintoma suspeito, que nos permita reconhecer tal presenca. Este controle deve ser
feito através da coleta de exames especificos. Hoje, na rotina deste Hospital este exame é
realizado coletando-se cultura da regiéo retal (Anus).

O objetivo desta pesquisa é saber se determinados pacientes adquiriram alguma bactéria
resistente aos antibiéticos e comparar qual o melhor local para coletar o exame, se a regiao
retal ou regido inguinal (conhecida como “virilha”). A regido inguinal foi considerada por nés
pesquisadoras como um local de mais facil coleta do exame, por ndo haver necessidade da
introducdo do material de coleta, em regido anal, como é feito na rotina no Hospital, quando
ha necessidade de saber se o paciente adquiriu bactérias resistentes aos antibioticos.

Caso o Senhor(a) concorde com a participacdo do seu filho(a) na pesquisa, sera
necessario realizar, além da coleta do exame na regido retal, como é a rotina do hospital, a
coleta de 2 culturas inguinais, em 2 dias seguidos, isto €, sera passado uma espécie de
“cotonete” (swab bacterioldgico) umedecido com liquido estéril, nos 2 lados na regido da
“virilha” . Estas coletas serado realizadas no inicio da manha, antes do banho de seu filho(a),
em 2 dias seguidos. Os exames serdo encaminhados ao Laboratério de Bacteriologia do
proprio Hospital.

Os beneficios esperados com essa pesquisa sdo: tornar mais facil e simples a forma de
coleta dos exames para identificacdo de pacientes portadores de bactérias resistentes a
antibiéticos. No entanto, nem sempre seu filho(a) sera diretamente beneficiado com o
resultado da pesquisa, mas podera contribuir para o avancgo cientifico

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal_

Pesquisador Responsavel ou quem aplicou o TCLE
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A pesquisadora Christiane J. Niebel Stier, Enfermeiro do Servico de Controle de Infecgao
Hospitalar deste Hospital, Mestranda do Mestrado Profissional em Enfermagem, pode ser
encontrada no 2°. Andar do Prédio Central do Hospital, sala 238, das 08:00 as 18:00hs no
fone 3360-1842 ou celular 9914-9362. E a pesquisadora, Prof2. Elaine Drehmer de Almeida
Cruz, professora do Departamento de Enfermagem e do Programa de Mestrado Profissional
pelo celular 8416-8951. Os responsaveis por este estudo poderdo ser contatados para
esclarecer eventuais duvidas que o Senhor(a) possa ter e fornecer-lhe as informacdes que
gueira, antes, durante ou depois de encerrado o estudo.

A participacdo de seu filho(a) neste estudo é voluntaria e, se ndo quiser mais que seu
filho(a) participe da pesquisa, poderd desistir a qualquer momento e solicitar que |he
devolvam o termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

As informacdes relacionadas ao estudo poderdo ser conhecidas por pessoas autorizadas
(pesquisadoras, médico, enfermeira e outros profissionais do Hospital responsaveis pelo
tratamento de seu(a) filho(a) guando for o caso). No entanto, os resultados do estudo seréo
divulgados de forma total e de forma codificada, para que a identidade de seu filho(a) seja
preservada e seja mantida a confidencialidade.

As despesas necessérias para a realizacdo da pesquisa (exames, etc.) ndo sdo de sua
responsabilidade e pela participacdo do seu filho(a) no estudo vocé néo recebera qualquer
valor em dinheiro.

Eu, li ou tomei conhecimento desse termo de
consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordei que meu
filho(a) participasse. A explicacdo que recebi

menciona os riscos e beneficios. Eu entendi que sou livre para interromper a participacao do
meu filho(a) a qualquer momento sem justificar minha decisdo e sem que esta decisado afete
o tratamento do meu filho(a).

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal_

Pesquisador Responsdvel ou quem aplicou o TCLE
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Eu autorizo voluntariamente meu filho(a) a participar do estudo.

(Assinatura do responsavel legal)
Local e data

(Somente para o responsavel do projeto)
Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido
representante legal para a participacdo do estudo.

Assinatura do Pesquisador ou quem aplicou o TCLE
Local e data

Rubricas:
Sujeito da Pesquisa e /ou responsavel legal_

Pesquisador Responsdvel ou quem aplicou o TCLE
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APENDICE 3 - TERMO DE ASSENTIMENTO INFORMADO LIVRE E
ESCLARECIDO

Tiuodom CuMMOEVlGLANCIAPARADET!CCLODe
ENTEROBACTERIAS MULTIRRESISTENTES
Investigador:Prof*, Dr*. Elaine Drehmer de Almeida Cruz

Local da Pesquisa: Hospital
Endereco: Rua: General Carneiro, 181 - CEP: 80060-900
O que significa assentimento?

O assentimento significa que vocd concorda em fazer parte de um grupo de
adolescentes, da sua faixa de idade, para participar de uma pesquisa. Serlio
respeitados seus direitos e vocd receberd todas as informagdes por mais
simples que possam parecer.

Pode ser que este documento denominado TERMO DE ASSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO contenha palavras que vocd nilo entenda. Por favor,
peca ao responsavel pela pesquisa ou & equipe do estudo para explicar
quaiquer palavra ou informagso que vood ndo entenda claramente.

Informacio ao Paciente: o que é uma pesquisa?

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma pesquisa, com 0 objetivo de
saber se alguns pacientes ao internarem no Hospital de Clinicas adquiriram
siguma bactéria resistente aos antibidticos que sSo normaimente usados No
tratamento de infecgbes. Para tanto, pretendemos pesquisar qual o meihor
local para coletar 0 exame para encontrar estas bacténias, se a regido retal ou
inguinal (conhecida como “viriha"). A regiSio inguinal foi considerada pelas
pesquisadoras como um local de mais facil coleta para este exame.

> & tyica Mtrcm
ado peio CM"‘N‘ 36 Cilncias Tt 10 33 Pvowna € fou rmiponasen! wgsl
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Comitk de Etica em Pesquisa do Setor de Crncias da Sadde da UFPR
Tolefone: (41) 3360-7250 e-mall: cometica saude@ufipr br
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APENDICE 4 - ROTEIRO PARA A COLETA DE SWAB INGUINAL

NOME DO PROCEDIMENTO: Coleta de Swab Inguinal

OBJETIVO DO PROCEDIMENTO:

Padronizar a coleta de swab inguinal para culturas de vigilancia para bactérias
multirresistentes (VRE, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, BGNs
ESBL e KPC)

EQUIPAMENTOS E MATERIAIS:

Luvas de Procedimentos

Avental de Contagio

Kit de Swab bacteriologico

Ampola de 10ml com solucao fisiol6gica 0,9% estéril
Gaze umedecida com solucéo alcodlica a 70%
Requisigéo para Solicitagao de Exame

CONSIDERACOES ESPECIAIS:

Os pacientes e/ou familiares deverdo ser esclarecidos sobre a necessidade do
procedimento e como sera realizado.

Evitar qualquer tipo de constrangimento adicional ao paciente.

PROCEDIMENTO

Identificar o tubo contendo swab bacteriol6gico com: nome do pcte; registro; amostra
de swab inguinal; data e horéario da coleta.

Higienizar as méos, com alcool a 70%, com 30 segundos de friccdo;

Vestir avental de contagio e calcar luvas de procedimentos;

Fazer desinfeccdo da ampola de solucao fisioldgica, com alcool a 70%;

Abrir a ampola de Soro Fisiol6gico com técnica asséptica;

Abrir o kit contendo swab bacterioldgico;

Umedecer o swab bacterioldgico com Soro Fisiologico 0,9%, com 2 gotas;
Posicionar o paciente, em decubito dorsal, com as pernas estendidas ou fletidas
conforme o paciente, desde que haja presenca de prega cutanea;

Friccionar o swab umedecido em regido inguinal bilateral, com 15 movimentos de
vaivém em cada lado;

Colocar o swab dentro do tubo de ensaio, fecha-lo com técnica asséptica;

Enviar o swab em tubo de ensaio estéril ao Laboratorio de Bacteriologia, em prazo
maximo de 2 horas apds a coleta.
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OBS: - Coletar o swab inguinal sempre no primeiro horario da manha, antes do
banho, para ndo ocorrer interferéncia no resultado. Em Unidades em que o banho é
dividido entre os turnos manha, tarde e noite, a coleta devera ser realizada antes do
banho. No caso do banho ser a noite, coletar o exame até as 16:30 horas.

- Aregido inguinal € delimitada anatomicamente entre a crista iliaca e a sinfese
pubica.
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APENDICE 5 - INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS PARA A PESQUISA:
CULTURAS DE VIGILANCIA PARA DETECCAO DE ENTEROBACTERIAS
MULTIRRESISTENTES

~ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
"TTAT SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE
=—— DEPARTAMENTO DE ENFERMAGEM
UFPR , i
PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM ENFERMAGEM

MESTRADO PROFISSIONAL

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS PARA A PESQUISA:
CULTURAS DE VIGILANCIA PARA DETECCAO DE ENTEROBACTERIAS
MULTIRRESISTENTES

Mda Christiane J. Niebel Stier

Orientadora Prof2 Dr2 Elaine Drehmer de Almeida Cruz

1) NOME DO PACIENTE:

2) REGISTRO: P ( ) C( )

3) DIAGNOSTICO:

4) UNIDADE DE INTERNACAO: 1. ()

5) SEXO:1.( )M 2.( )F 6)IDADE:

7)1.( )ACAMADO 2.( ) DEAMBULANDO

8) INCONTINENCIA URINARIA: 1. ( ) Sim. 2.( ) N&o.

9) INCONTINENCIA FECAL: 1. ( ) Sim. 2. ( ) N&o.

10) DATA DE RESULTADO POSITIVO ANTERIOR DE SWAB RETAL:
/ /

11) DATA DESTA COLETA: I

12) MICRORGANISMO ISOLADO:

13) DATA DE COLETA DO 1°. SWAB INGUINAL: * / /
14) HORARIO:
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15) RESULTADO DO 1°. SWAB INGUINAL:

16) DATA DE COLETA DO 2°. SWAB INGUINAL: * / /
17) HORARIO:
18) RESULTADO DO 2°. SWAB INGUINAL:

* Coleta feita de acordo com rotina proposta pela mestranda

Bioquimico responsavel do Laboratério de Bacteriologia
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ANEXO 1 — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA

ua -u 'J1 Ministério da Educacao
- Universidade Federal do Parana

U F P R Setor de Ciéncias da Saude

UNWERSIDADE FEDERAL DD FARANA Comlte de Etlca em PequIsa

Curitiba, 01 de junho de 2012.

llmo (a) Sr. (a)
Elaine Drehmer de Almeida Cruz
Christiane Johnscher Niebel Stier

Nesta

Prezados Pesquisadores,

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Cultura de
vigildncia para detecgdo de enterobactérias multirresistentes” esta de acordo
com as normas éticas estabelecidas pela Resolugdo CNS 196/96, foi analisado pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Setor de Ciéncias da Salde da UFPR, em reuniao
realizada no dia 25 abril de 2012 e apresentou pendéncia(s). Pendéncia(s)
apresentada(s), documento(s) analisado(s) e projeto aprovado em 30 de maio de
2012.

Registro CEP/SD: 1322.023.12.04 CAAE: 01647112.2.0000.0102

Conforme a Resolugdo CNS 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este CEP,
relatdrios sobre o andamento da pesquisa, bem como informagdes relativas as
modificagbes do protocolo, cancelamento, encerramento e destino dos
conhecimentos obtidos.

Data para entrega do 1° relatorio parcial ou relatério final via Plataforma Brasil:
01.12.2012.

Atenciosamente

u,(,(,(,,"i/ue N ?{L/n(’uf
Prof?, Dr2. C au% Seely Rocco
Coordenadora do Comité de Etica em
Pesquisa do Setor de Ciéncias da Saude

Rua Padre Camargo, 280 — Alto da Gléria — Curitiba-PR — C EP 80060-240
Fone: (41)3360-7259 — e-mail: cometica.saude@ufpr.br
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ANEXO 2 — PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO PARA COLETA DE SWAB

RETAL

Nome do procedimento: Coleta de Swab Retal

Objetivo do procedimento:

Orientar a coleta de swab retal para pesquisa microbiolégica de bactérias
multirresistentes (VRE, Acinetobacter sp, Pseudomonas aeruginosa, BGNs ESBL e KPC)
conforme protocolo de vigilancia da unidade.

Equipamentos e materiais:

1. Luvas de procedimentos

2. Avental de contagio

3. Kit de swab para enviar material ao laboratorio
4. Solicitacdo de exame

Consideracdes especiais

- Os pacientes, ou seus responsaveis, deverdo ser orientados sobre a necessidade do
procedimento e como ele sera realizado;

- Evitar qualquer tipo de constrangimento ao paciente;

- Os swabs devem ser coletados com intervalo minimo de 24h, para garantir uma nova
microbiota e consequentemente maior sensibilidade ao teste;

- As coletas devem ser realizadas pela equipe de enfermagem e nunca pelo préprio
paciente;

Procedimentos:

1. Higienizar as maos conforme POP especifico;

2. Vestir avental de contégio verde e calgar luvas de procedimentos;

3. Introduzir um cm de um swab estéril no reto do paciente, além de esfincter anal;

4. Fazer dois movimentos circulares de 360°, para recolher material da mucosa retal,

5. Evitar tocar o swab na parte perianal e gluteos;

6. Verificar, apdés coleta, se existe coloracdo fecal no algoddo do swab. Caso o
algodao esteja branco ou com fragmentos de fezes, repetir a coleta;

7. Enviar o swab ao laborat6rio no mesmo tubo de ensaio que serviu de transporte para

0 swab, em um prazo méaximo de 30 minutos apos a coleta;
8. Coletar as amostras preferencialmente de 22 até 42 feira, até as 17 horas

Referéncias

- ANVISA, Manual de microbiologia clinica para o controle de infeccdo em servigcos de
saude: Mdédulo Ill. Brasilia, 2004.

- Trabulsi, L.R. et al. Microbiologia,3ed, Atheneu, 2002.

- CDC — Management Multidrug-Resistant Organisms in Healthcare Settings, 2006.

- CDC — Guideline for isolation Precautions: Preventing Transmission of Infectious Agents in
Healthcare Settings, 2007.
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- Coordenadoria Geral de Vigilancia em Saude — Manual de Orientacdo para Controle de
disseminacdo de Acinetobacter sp. Resistente a Carbapenémicos no Municipio de Porto
Alegre, 2007.

- Couto, R.C.; Pedrosa T.M.G.; Nogueira J.M. Infeccdo Hospitalar e outras Complicacdes
Nao-infecciosas da Doenca - Epidemiologia, Controle e Tratamento, Medsi, 3ed., Rio de
Janeiro, Editora Médica, 2003.

- Cruz, E.D.A; Stier, C.J.N.; Bragagnolo K.L.; Paganini, M.C.;Castro, M.E.S.; Lange, V.L.;
Prevecdo de Infeccdo Hospitalar-Manual Préatico, Hospital de Clinicas da UFPR, Curitiba,
2003.

- Fernandes, A.T. Infeccdo Hospitalar e suas interfaces na Area de Salde, S&o Paulo: Ed.
Atheneu,2000.

- Mayhall, C.G. Hospital Epidemiology and Infection Control, 3ed. Philadelphia:
Lippincott Williams & Wilkins, 2004.

- SESA-PR — Resolucdo SESA n° 0674/2010.
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ANEXO 3 - PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO SECAO DE

BACTERIOLOGIA

PROCEDIMENTO OPERACIONAL PADRAO

SEGCAO DE BACTERIOLOGIA - BM

1.1.1.1 POP N° SAC

Titulo: PCR Para Deteccdo de Genes de Resisténcia e Outros Genes

Sinonimia: Reacdo em Cadeia da Polimerase p/Genes de Resisténcia (PCR — R)

Metodologia: Amplificacédo de genes pela reacdo em cadeia da polimerase

Péag. 01

\ 1. TEMPO DE EXECUCAO

2:30 horas.

\ 2. PRINCIPIO

Esse documento descreve os procedimentos necessarios para detectar genes de resisténcia
e outros genes em bactérias clinicamente importantes por amplificacdo desses genes

usando Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR).

1. CONSIDERACOES GERAIS:

1. PCR é extremamente sensivel. E a contaminacdo em qualquer estagio da reacao levara a

resultados ndo reprodutiveis e custos desnecessarios.

2. Todo o trabalho pode ser realizado sobre a bancada, desde que vocé seja cuidadoso e
tiver consciéncia dos pontos potenciais de contamina¢do. No nosso caso, por se tratar de
um laboratério diagnostico utilizado por varias pessoas fazermos a reacdo em salas

separadas.
Sala 1: Preparo da “Mastermix”
Sala 2: Extracdo do DNA alvo
Sala 3: Amplificacdo e deteccéo dos produtos.

3. As bancadas e as pipetas devem ser cuidadosamente limpas com gaze estéril umedecida

umida em alcool a — 70 °C antes de comegar o trabalho e ao final do experimento.

4. Usar luvas todo o tempo e troca-las sempre que for adicionar a Taq DNA polimerase.

5. Trocar as ponteiras em cada adicdo de reativos.
6. Faca o experimento em etapas:
Diluicao dos primers
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Preparo do DNA alvo

Preparo da Mastermix”

Incubar a reagcéo no Termociclador
Fazer a deteccdo dos produtos

‘B.AMOSTRA

Semear 0s microrganismos em agar nutriente para crescimento overnight a 37°C.

‘ 4. PREPARO DA AMOSTRA (DNA ALVO)

PREPARO DO DNA ALVO (SALA 2)
O DNA a ser usado como alvo para PCR pode ser preparado por varios métodos
diferentes. Como a PCR é bastante sensivel, ndo h& necessidade do DNA ser muito puro,
preparacdes ndo purificadas séo suficientes.

Na Bacteriologia:

Cres¢ca 0s MOs usados na PCR em placas de agar ndo seletivo por uma noite a
temperatura mais adequada para cada microrganismo (geralmente 36,5-37°C).

Faca a suspensédo bacteriana na Bacteriologia e leve-a para ser preparada na SALA 2 em
tubos fechados.

Na Sala 2:
Com fervura

> @rooooTe

Sem fervura
a.

Qo

Numerar tubos Eppendorf de 1.5 ml correspondentes a cada amostra
Distribuir 500 pl de agua Milli-Q estéril

Preparar uma suspenséo densa (Bacteriologia)

Agitar em vortex levemente

Ferver os tubos por 15 minutos

Centrifuga-los por 5 minutos em microcentrifuga a 2000 rpm.

Remova uma aliquota do sobrenadante (que contem o DNA) e estoque a
temperatura de 4°C até o uso.

Use uma aliquota de 2 pl dessa amostra em cada reagédo de PCR.

Numerar tubos Eppendorf de 500 pul com ndmero correspondente a cada
amostra.

Distribuir 100 pl de agua Milli-Q estéril.

Suspender 2 colbnias de cada amostra a ser testada (Bacteriologia).

Tomar cuidados extremos para ndo fazer contaminacdo cruzada das
amostras.

Adicionar um tubo com amostra positiva, outro com amostra negativa e o
terceiro com agua (sem DNA).

Homogenizar as amostras no vortex e pulse por 10-15 segundos.

Dispensar cuidadosamente 2 ul de cada DNA alvo (sobrenadante) para cada
reacao de PCR.

5. PREPARO DOS REAGENTES
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PRIMERS
Verifique se os primers estao dissolvidos, caso contrario dissolva-os em agua Milli-Q

estéril

até a concentragdo final de 1ug/ul e prepare a “primer mix” para a concentracao

recomendada pelo protocolo utilizado para a reagéo.
Como dissolver os primers:

1.

2.

3.

4.
5.

Coloque os tubos de primers liofilizados dentro da Camera de Fluxo Laminar (ou
concentrados).

Usando luvas limpas, adicione agua Milli-Q estéril até a concentracdo final de
1pg/pl.

Agitar em agitador vortex com delicadeza até a dissolucdo completa do liofilizado
no fundo do tubo, observado com o desaparecimento da coloracdo branca no
fundo do tubo.

Centrifugue rapidamente.

Estocar os primers diluidos em freezer a —-20°C e podem ser usados
posteriormente em mdltiplas ocasifes.

PRIMER MIX: IDEAL 5-10 PICOMOL

6.

7.

8.

9.

Usando luvas limpas, preparar a mistura diluida do par de primers em um tubo de
500 pl.
Misture 5 ul de cada primer (equivalente a 5 ug) e ajuste até o volume final da
mistura de 100 ul adicionando agua Milli-Q estéril. Homogeinizar bem em vortex e
pulsar em microcentrifuga. A concentragéo final é de 50 ng/ pl.
i. 5 ul de cada primer em 100 pl de agua MIILI-Q (10 ug em 100 pl de
Primer Mix — 0,5 pg/ul ou 50 ng/ ul).
ii. 4 pl dessa solucdo (200 ng) em 100 pl de reacdo (para 4 amostras de 25
pl cada reacéo). Concentracao final € igual a 2 ng/ pl.
No momento do uso retire o frasco da mistura do freezer a —20°C e aguarde até a
dissolucao.
Mantenha os tubos dissolvidos da “primer mix” em banho de gelo até o uso.

10. Apds o uso estocar a primer mix em freezer a —20°C até o uso posterior.

6. PROCEDIMENTO TECNICO

4. PREPARO DA “PCR-MASTER MIX” (SALA 1)

A deteccdo de genes de resisténcia (e outros) genes pode ser facilmente realizada

usando volumes de reacgdo de 25 pl. Isso reduz consideravelmente o custo da PCR.

1. Retirar os tubos com as solu¢des de dNTPs, MgCl, e “primers mix” do freezer a
—20°C, aguardar o descongelamento. Apés o0 descongelamento manter as
solugdes em banho de gelo.

Agua MIILI-Q estéril.

Numerar os tubos de reacdo correspondentes as amostras a serem testadas +

um controle positivo , um controle negativo e um tubo branco (que contera

todos os reagentes exceto o DNA alvo).

4. Prepare a PCR-Master Mix em um tubo Eppendorf adicionando os reagentes
na ordem descrita na tabela abaixo. (Observar que uma receita usa mistura de
dNTPS e outra utiliza os dNTPs separados).

5. Numere um tubo Eppendorf (MM) de 1.5 ml (1500ul) ou 0.5 ml (500pl),
dependendo da quantidade de amostras a serem analisadas.

6. Distribua a agua em quantidade suficiente para o0 nimero de reacfes a serem
testadas.

wnN
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7. Adicione o tampao da enzima (Fem conc. 10X junto com a Taq DNA
polimerase).

8. Adicione o MgCl,.

9. Adicione os dNTPs (mistura ou cada um deles individualmene).

10. Adicione cuidadosamente 4 ul da mistura de primers diluido a cada 100 ul de
‘PCR-Master-Mix”. Obs.: Ou volume adequado de dNTPs necessario ao
volume escolhido de Mastermix.

11. Adicione os primers.

12. Mudar as luvas e adicionar 0,5 ul (2.5U) de Taq polimerase a cada 100 ul de
“‘PCR-Mastermix.

13. Homogeinizar bem em vortex e pulse em microcentrifuga.

14. Distribua 23 ul da “PCR-Mastermix” (contendo os primers e a Tag polimerase) a
cada tubo de reacéo, previamente numerados.

15. Levar os tubos para a SALA 2.

Volume 50 yl | 200ul | 150ul | 200l | 300ul | 600l | 1 ml
N° de reacdes 2 4 6 8 12 24 40
1. Agua Milli-Q estéril 415 |83 1245 | 166 249 498 830
2. Tampao da Tag DNA pol | 5 10 15 20 30 60 100
10X

4. MgCl, (50mM) 2 4 6 8 12 24 40
dNTPs mix (12,5mM) 1 2 3 4 6 12 20
5. Primer mix 2 4 6 8 12 24 40
6. Taq DNA pol 0.25 |05 075 |1 15 3 5

Marcas recomendadas: 3. e 4.: Gibco; 4. Bioline.

Manter a “PCR-Mastermix” em gelo se nao for usar imediatamente.

Se Nao tiver dNTP mix pronta (concentracdo 12.5 mM), podem ser usadas solucdes
separadas (1mM cada — Life Technologies). Nesse caso preparar a “PCR-Mastermix”
seguindo a receita abaixo. Os volumes abaixo estédo calculados para 100 pl (4 reagdes).
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Volume 50 pl | 100pl | 150ul | 200l | 300ul | 600ul | 1 ml
N° de reacdes 2 4 6 8 12 24 40
1. Agua Milli-Q estéril 375 |75 112.5 | 150 225 450 750
2. Tampé&o da Tag DNA pol | 5 10 15 20 30 60 100
10X

4. MgCl, (50mM) 2 4 6 8 12 24 40
dATPs (10mM) 125 |25 375 |50 7,5 15 25
dGTPs (10mM) 125 |25 3.75 |50 7,5 15 25
dCTPs (10mM) 125 |25 3.75 |50 7.5 15 25
dTTPs (10mM) 125 |25 375 |50 7.5 15 25
dNTP mix caseira 5 10 15 20 30 60 100
5. Primer mix 2 4 6 8 12 24 40
6. Taq DNA pol 0.25 |05 0.75 1 15 3.0 5.0
Master Mix usando Taqg da Promega

Volume 50ul 100pl | 150l | 200ul | 300ul | 600l | 1 ml
N° de reacdes 2 4 6 8 12 24 40
1. Agua Milli-Q estéril 328 |65.6 |984 |131.2 |196.8 |393.6 | 656
2. Tampéao da Taq DNA pol | 10 20 30 40 60 120 200
10X

4. MgCl, (50mM) 4 8 12 16 24 48 80
dNTP mix 1 2 3 4 6 12 20
5. Primer mix 2 4 6 8 12 24 40
6. Taq DNA pol 025 |05 0.75 1 15 3 3.6

5. PREPARO DA REACAO:

11. Adicione 2 pl da amostra (DNA ALVO ARMAZENADO A 4°C) ao tubo de reacgéo

contendo 23 yl da“PCR-Mastermix” (vol final da reag&o 25 pl).

12. Homogeinizar bem em vortex e pulse em microcentrifuga.

13. Fechar bem os tubos.

14. Leva-los para a sala 3.

15. Ligar o Termociclador.

16. Conferir a programa a ser utilizado.
17. Transferir os tubos para o termociclador e colocé-los no pogo do bloco meno.

18. Fechar a tampa do aparelho para o lado correspondente ao tamanho do tubo.

19. Pressionar a tecla start e deixar a reacao prosseguir.
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6. CONDICOES DE CORRIDA:

As condic6es de corrida sdo extremamente varidveis e poder ter que ser determinadas
empiricamente. Entretanto, ha extensiva literatura disponivel e se a sequéncia de
primers for obtida de um colega, este pode dar sugestdes Uteis.

As condicbes usadas para fazer amplificacdo multiplex do gene de resisténcia a
meticilina mecA, gene de resisténcia de alto nivel ao mupirocin mupA, e gene 16S rRNA
de S. aureus séo:

Ciclo MecA
1 X (desnaturacédo do DNA alvo) | 94°C 5 min
Ciclo
_ 94°C (desnaturagéo) 60 seg Van
Ciclos 30X 52°C (anelamento) 30 seg (VAN,
72°C (extensao do primer) 30 seg CTX
e
1X (extensdo final) 72°C 10 min OXA)
As

condicbes usadas para amplificacdo multiplex dos genes de resisténcia a glicopeptideos
vanA e vanB de Enterococos, ctx-M em Enterobacteriaceae e Oxa em A. baumannii Sao:

1 X (desnaturacéo do DNA alvo) | 94°C 5 min
CTX -
_ 94°C (desnaturacao) 25 seg initial
Ciclos 30X 52°C (anelamento) 40 seg denatu
72°C (extens&o do primer) 50 seg ration
at
1X (extensdo final) 72°C 6 min 94°C
for 5

min; 30 cycles of 94°C for 25 s, 52°C for 40 s, and 72°C for 50 s; and a final elongation at
72°C for 6 min.

OXA- initial denaturation at 94°C for 5 min; 30 cycles of 94°C for 25 s, 52°C for 40 s, and

72°C for 50 s; and a final elongation at 72°C for 6 min.

Depois de remover os tubos do termociclador, os produtos de PCR séo analisados
imediatamente em gel de agarose ou podem ser estocados a 4°C.

6. ANALISE DOS PRODUTOS

1. Preparar gel de agarose a 2% em tampao TBE a 0,5X (adequado para analise de
produtos de PCR, que apresentam tamanho menos que 1Kb). Agarose padrédo para
Biologia Molecular é satisfatéria para essa finalidade.
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2. Remover uma aliquota do produto de PCR de 4 pul de cada amostra

3. Misturar 4 pl de “Stop mix” (50mM EDTA pH8, 25% Ficoll, 0,25% azul de bromofenol)
a cada amostra (fazer isso sobre um pedaco de parafiime).

4. Alternativamente, adicionar 10 pl de Stop mix ao volume total de 25 pl do produto de
PCR e vortex rapidamente.

5. Carregar o gel com 5 pl de cada amostra.

6. Incluir marcador de PM linear (2 ul de 123bp ladder ou 2 ul de 100bp ladder (ou 123
bp) misturados com 4 pl PM + 4 pl de tampéo de corrida (“Stop mix”). Correr 4 ul.

7. Proceder a eletroforese a 90-150V (dependendo do tanque e o fonte utilizada) por
aproximadamente 1- 1,5 horas. Corar o gel em solugdo X% de brometo de etidio e
fotografado.

8. Se o produto esta puro e ndo ha contaminacdo da PCR, é possivel usar 1 pl do

produto como alvo para experimentos de PCR subseglientes - ex.: para marcar 0s
produtos de PCR com digoxigenenina para serem usados como sonda). OBS.: Isso
s6 pode ser possivel se forem seguidos os passos 2 € 3 e ndo 0 4 e néao for
adicionada a “Stop mix” no volume total dos produtos de PCR.

‘ 4. ARMAZENAMENTO E ENVIO AO LABORATORIO

‘ 5. CRITERIOS PARA REJEICAO DA AMOSTRA

‘ 6. REAGENTES E MATERIAIS

Tampéo TBE 5X concentrado
Agua Milli-Q estéril (p/Salas 1, 2, 3)

Solucédo estoque de Brometo de Etidio a 10mg/mL (Solucéo de uso: adicionar 50 pul dessa

solucdo a 500 ml de &gua destilada).
Agarose ultra-pura para preparo do gel para a eletroforese

Tubos plasticos estéreis do tipo Eppendorf de 1,5 mL (Novos), (p/Salas 1, 2, 3)
Tubos plasticos estéreis do tipo Eppendorf de 0,5 mL (Novos), (p/Salas 1, 2, 3)
Tubos plasticos estéreis do tipo Eppendorf de 0,2 mL (Novos), (p/Salas 1, 2, 3)

Ponteiras estéreis com filtro de 1000ul (p/Salas 1 e 2)
Ponteiras estéreis com filtro de 200ul (p/Salas 1, 2 e 3)
Ponteiras estéreis com filtro de 10l (p/Salas 1, 2 e 3)

| 7. EQUIPAMENTOS NECESSARIOS

Agitador de tubos tipo “Vortex” (Salas 1 e 2)

Banho-Maria

Termobloco

Microcentrifuga (Salas 1 e Sala 2)

Aparelho fotogréfico e transiluminador com luz Ultra-violeta
Tanque de eletroforese

Fonte de eletroforese

Bandeja para preparo do gel de agarose (Sala 3)

Pentes para moldar os poc¢os do gel de agarose (Sala 3)

Estufas bacteriolégicos a 37°C
Geladeira (p/Salas 2 e 3)
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Freezer -20°C (p/ Salas 1, 2 e 3)

Pipeta de 1000 ul (P1000) (p/ Salas 1, 2 e 3)

Pipeta de 1000 ul (P200) (p/ Salas 1, 2 e 3)

Pipeta de 10ul (P10) (p/ Salas 1, 2 e 3)

Vidraria em geral:

Frascos pyres de 50ml, 500ml e 1000ml com tampa de rosca para armazenar 0s regentes.
Erlenmayer de 200 ml, 2000 ml e 3000 ml.

Provetas de 50 ml, 2000 ml, 500 ml, 2000 ml e 2000 ml.

Pipetas descartaveis de 5 ml, 10 ml, 20 ml e 25 ml.



