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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos por Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase (KPC), principalmente em K. pneumoniae, representa
um grave problema para o manuseio de infecgBes adquiridas no
ambiente hospitalar. Carbapenémicos, considerados a “ultima linha de
defesa” para diversos tipos de infecgdo por bactérias Gram-negativas,
tornam-se ineficientes contra bactérias produtoras de carbapenemases, e
poucos antibioticos estdo disponiveis atualmente para o tratamento. O
presente estudo caso-controle pareado, teve por objetivo identificar
aspectos clinicos, fatores de risco e mortalidade associados a infeccOes
causadas por K. pneumoniae produtora de carbapenemase do tipo KPC
(Kp-KPC) em pacientes internados no Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC) no periodo de
Janeiro de 2012 a Dezembro de 2014. A identificacdo dos isolados e o
antibiograma foram realizados por metodologia automatizada (Vitek
2®/Biomerieux). Foram utilizados dois testes fenotipicos, em diferentes
momentos do estudo, para triagem dos isolados com resisténcia aos
carbapenémicos. Todos os isolados foram confirmados por metodologia
molecular (Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR). Foram
selecionados para o grupo caso 40 pacientes com Kp-KPC e para o
grupo controle 40 pacientes com K. pneumoniae ndo produtora de
carbapenemase do tipo KPC (Kp-ndo-KPC) isoladas de amostras de
urina e hemocultura. Dados obtidos incluiram a origem do paciente no
momento da internacéo, fatores de risco, como tempo de hospitaliza¢do
antes da infeccdo, admissdo em Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
antes do isolamento de K. pneumoniae, cirurgia, presenca de
dispositivos invasivos, uso prévio de antibidticos, tratamento empirico e
definitivo, bem como comorbidades e desfecho clinico dos pacientes. Os
dados foram coletados dos prontudrios. A maioria dos pacientes
transferidos para 0 HU/UFSC de outros hospitais pertencia ao grupo
caso (P=0,010). Isso destaca a necessidade de realizacdo de culturas de
vigilancia para pacientes transferidos para 0 HU/UFSC. Neste estudo, a
admissdo na UTI (Razéo de Chance [RC], 3,115; Intervalo de Confianca
[IC] 95%, 1,247-7,781; P=0,014), presenca de cateter venoso (RC,
5,516; IC 95%, 1,109-27,429; P=0,023), presenca de cateter urinario
(RC, 3,484; IC 95%, 1,246-9,747; P=0,015) e uso prévio de antibiodticos
(RC, 3,444; IC 95%, 1,310-9,058; P=0,011) foram associados a
infeccBes por Kp-KPC por anélise univariada. Quando analisados 0s
antibidticos ou as classes mais comumente utilizadas, foi encontrada
diferenca significativa para o grupo caso no uso de cefalosporinas de



amplo espectro (P=0,039). A andlise da terapia empirica mostrou que
71,4% dos pacientes que ndo a utilizaram foram a ébito. Dentre os
pacientes que fizeram uso de terapia empirica, a mortalidade foi maior
para 0s pacientes que receberam terapia apropriada (58,3% vs 37,5%).
Apbs o resultado do antibiograma, a mortalidade foi maior para 0s
pacientes que receberam terapia apropriada (55% vs 50%). Além disso,
verificou-se que a mortalidade de quem fez uso de terapia definitiva
combinada (70%) foi maior do que pacientes que utilizaram
monoterapia (40%). A frequéncia da mortalidade total foi
significantemente maior para o grupo caso (47,5% vs 25%, P=0,036). O
nimero crescente de isolados, tanto em amostras clinicas quanto em
culturas de vigilancia, alerta para a necessidade de aprimoramento das
medidas ja adotadas a fim de controlar a disseminacdo do
microrganismo no HU/UFSC. Cateteres venoso e urinrio foram
associados com infecgBes por Kp-KPC, por isso em internagfes mais
longas, esses dispositivos devem ser revistos regularmente para verificar
se ainda sdo necessarios. Kp-KPC é um patégeno emergente associado a
mortalidade no HU/UFSC. A frequéncia da mortalidade associada as
limitadas opcOes terapéuticas ressalta a necessidade de detecgdo
precoce, de medidas de prevencdo de contato e o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento dessas infecgdes.

Palavras-chave: Klebsiella pneumoniae, KPC, fatores de risco, estudo
caso-controle pareado, infeccdo nosocomial, mortalidade, vigilancia.



ABSTRACT

Case-control study of clinical features, risk factors and mortality associated
with nosocomial infections by KPC-producing Klebsiella pneumoniae

The bacterial resistance to antimicrobials by Klebsiella pneumoniae
Carbapenemase (KPC), especially in Klebsiella pneumoniae, is a serious
problem to handling healthcare associated infections. Carbapenems,
considered the “last-line agents" to treat several infections by Gram-
negative bacteria become ineffective against carbapenem-producing
bacteria, and few effective antibiotics are currently available to
treatment. To identify clinical aspects, risk factors and mortality
associated to infections caused by KPC-producing K. pneumoniae (Kp-
KPC), this matched case-control study was performed at the University
Hospital of the Federal University of Santa Catarina (HU/UFSC) from
January 2012 through December 2014. The bacterial identification and
antimicrobial susceptibility testing were performed by automatized
methodology (Vitek 2®/Biomerieux). Two phenotypic tests were
performed in different moment to screening the isolates with
carbapenems resistance. All isolates were confirmed by molecular
methodology (Polimerase Chain Reaction - PCR). Were selected
isolates from urine and blood culture of forty patients with Kp-KPC
(case) and forty patients with non-KPC-producing K. pneumoniae (Kp-
non-KPC). Data obtained included origin of patient at the time of
hospital admission, risk factors such as length of stay before infection,
Intensive Care Unit (ICU) stay prior to K. pneumoniae isolation,
surgery, use of invasive devices, prior antibiotic therapy, empiric
therapy and definitive treatment, as well as comorbidities and outcomes.
Data were collected from medical charts. Most of transferred patients to
HU/UFSC from others hospitals belonged to case group (P=0.010). This
highlight the need of surveillance cultures to patients transferred to
HU/UFSC. In this study, stayed in ICU, (Odds Ratio [OR], 3.115;
Confidence Intervals [CI] 95%, 1.247-7.781; P=0.014), use of venous
catheter (OR, 5.516; ClI 95%, 1.109-27.429; P=0.023), use of urinary
catheter (OR, 3.484; Cl 95%, 1.246-9.747; P=0.015) and prior
antimicrobial use (OR, 3.444; Cl 95%, 1.310-9.058; P=0.011) were
associated with Kp-KPC infections by univariable analysis. The analysis
of the antibiotics or class of antibiotics most commonly used, showed
significant difference to case group for the use of extended-spectrum
cephalosporins (P=0.039). The analysis of empirical therapy showed
that 71.4% of patients who did not use empiric antibiotic died. Among



patients who used empirical therapy, mortality was higher for patients
who received appropriate therapy (58.3% vs 37.5%). After antimicrobial
susceptibility testing, mortality was higher for patients who received
appropriate therapy (55% vs 50%). Furthermore, it was found that
mortality of patients who received definitive associated therapy (70%)
was higher than patients who used monotherapy (40%) (P=0.370). The
mortality frequency was significant higher for case group (47.5% vs
25%, P=0.036). The increase number of isolates, both in clinical
samples and surveillance cultures, alert to the need to improve the
measures already adopted in order to control the spread of the
microorganisms in HU/UFSC. Venous and urinary catheters were
associated with Kp-KPC infections, so in long-stay hospitalizations,
these devices should be reviewed regularly to check whether they are
still needed. Kp-KPC is an emerging pathogen associated with
significant mortality in HU/UFSC. The mortality frequency associated
with limited therapeutic options, highlight the need of early detection,
contact prevention measures and development of new drugs for the
treatment of these infections.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, KPC, risk factors, matched case-
control, nosocomial infection, mortality, surveillance.
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1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é retrato de um
complexo problema com potenciais consequéncias catastroficas. Novas
formas de resisténcia cruzam as fronteiras internacionais e disseminam-
se com facilidade e velocidade impressionantes. Em publicacéo baseada
em suposicBes conservadoras, 0 CDC (Centers for Disease Control and
Prevention/EUA) estima que mais de dois milhGes de pessoas adoeca a
cada ano nos Estados Unidos da América (EUA) com infecces por
microrganismos resistentes, com pelo menos 23.000 mortes em
decorréncia direta destas infecgdes. Infecgbes por microrganismos
resistentes requerem tratamentos prolongados e onerosos, aumentando o
tempo de internagdo e a mortalidade. Nos EUA, a resisténcia aos
antimicrobianos tem um aumento estimado no custo para o sistema de
saude de cerca de 20 bilhGes de ddlares/ano, com um custo adicional
para a sociedade por perda de produtividade de aproximadamente 35
bilhdes de délares/ano. Nesse contexto, 0 CDC classificou as bactérias
guanto ao nivel de preocupacdo em trés categorias: urgente, séria e
preocupante. Na categoria urgente, citam Clostridium difficile,
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (CRE) e Neisseria
gonorrhoeae droga-resistente. Essas constituem ameacas com grande
potencial de disseminacéo, necessitando atengdo urgente para identificar
as infeccOes e limitar sua transmissdo (ROBERTS et al., 2009; CDC,
2013).

A emergéncia de resisténcia aos carbapenémicos representa um
grande problema para o manuseio de infec¢des adquiridas no ambiente
hospitalar, visto que esses beta-lactimicos de amplo espectro s&o
considerados o ultimo recurso para tratamento de infeccbes graves por
gram-negativos (CDC, 2013). Em Enterobacteriaceae, a producdo de
carbapenemases, enzimas que hidrolisam os carbapenémicos, é
extremamente preocupante, devido a sua localizagdo em plasmidios e
consequente rapida disseminacdo. Inicialmente reportada nos EUA, na
Carolina do Norte em 1996 (YIGIT et al., 2001), a enzima Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) se disseminou por todos os
continentes. Na América do Sul, o primeiro relato ocorreu na Colémbia
em 2005 (VILLEGAS et al., 2006). No Brasil, os primeiros isolados
foram reportados em Recife (2006) e Rio de Janeiro (2007)
(MONTEIRO et al., 2009; PEIRANO et al., 2009) e atualmente, KPC
tornou-se a mais importante carbapenemase. Segundo dados do
SENTRY (Programa mundial de vigilancia de resisténcia a
antimicrobianos/SENTRY Antimicrobial Surveillance Program), houve
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um aumento significativo no nimero de isolados de K. pneumoniae
produtores de KPC em 2010 no Brasil, passando de 10 isolados em 2009
para 44 em 2010 (GALES et al., 2012). No Hospital Universitario da
Universidade Federal de Santa Catarina (HU/UFSC), o primeiro isolado
foi relatado em janeiro de 2012, em Escherichia coli recuperada de
infeccdo de trato urinario de paciente submetida a transplante hepatico e
previamente hospitalizada em outra cidade (SCHORNER et al., 2013).
A disseminacdo de carbapenemases tem sido historicamente
associada a transferéncia de pacientes entre hospitais, bem como ao
deslocamento de profissionais entre instituicGes de salde (NAAS et al.,
2005; WOODFORD et al., 2008; BOGAERTS et al, 2010;
HAMMERUM et al., 2010; CARBONNE et al., 2010). KPC confere
diminuigdo de sensibilidade ou resisténcia a virtualmente todos os beta-
lactdmicos (QUEENAN; BUSH, 2007). Carbapenémicos (meropenem,
imipenem e ertapenem) podem tornar-se ineficientes para tratamento de
infeccbes por Enterobactérias produtoras de KPC, restando poucas
opcOes terapéuticas disponiveis. Isso resulta em infecgdes intrataveis ou
de dificil tratamento, que estdo em ascensdo entre 0s pacientes
internados nas diversas instituicdes de salde. A diminuicdo de
sensibilidade aos carbapenémicos ndo é suficiente para determinar a
presenca de KPC, ou de outras carbapenemases. Testes fenotipicos séo
utilizados nos laboratdrios de microbiologia com fins epidemiol6gicos
para determinar se a resisténcia deve-se a presenca de carbapenemases
ou devido a outros mecanismos, como superexpressdéo de AmpC
plasmidial e beta-lactamases de espectro estendido somado a alteragdes
de permeabilidade. O teste de Hodge modificado (MHT, do inglés
Modified Hodge Test) foi amplamente utilizado nos laboratérios de
rotina, com bons resultados de sensibilidade e especificidade para
isolados de K. pneumoniae resistentes ao ertapenem por producdo de
KPC (CURY et al., 2012; SCHORNER et al., 2013). Atualmente,
devido ao isolamento de Nova Deli metalo-beta-lactamase (NDM) no
Rio Grande do Sul (CARVALHO-ASSEF et al., 2013), a utilizacdo do
MHT foi desaconselhada na rotina laboratorial por ndo ter sensibilidade
para detectar a nova carbapenemase que comega a circular. Nesse
sentido, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou
a Nota Técnica N° 01/2013, a qual descreve medidas de prevencdo e
controle de infecgdes por Enterobactérias multirresistentes e padroniza
nos laboratdrios brasileiros o teste fenotipico que utiliza inibidores
enziméaticos (EDTA como inibidor de metalo-beta-lactamase e acido
fenilborénico como inibidor de KPC) e potenciador enzimatico
(cloxacilina como inibidor de AmpC plasmidial que potencializa a a¢do
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do carbapenémico). O teste fenotipico com acido fenilborénico tem uma
especificidade de 99% para KPC em isolados de K. pneumoniae
(ANVISA, 2013).

Nos hospitais em que houve descricdo de casos de
carbapenemases, a ANVISA recomenda a realizacdo de culturas de
vigilancia para detectar portadores gastrointestinais de KPC, pois eles
sdo reservatdrios que facilitam a disseminagdo por transmisséo cruzada.
A amostra utilizada para cultura de vigilancia é o swab retal, que deve
ser incubado em caldo com disco de ertapenem e posteriormente
semeado em agar MacConkey com discos de ertapenem, as coldnias que
crescerem dentro do halo de 27 mm ao redor do ertapenem devem ser
submetidas ao teste fenotipico para carbapenemases (ANVISA, 2013).
O padrdo aureo para confirmacgdo da presenca de carbapenemases € a
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR, do inglés Polimerase Chain
Reaction). As sequéncias para 0s genes blaxpc podem ser encontradas na
base de dados do GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank).
Entre os tipos de KPC descritos, a carbapenemase KPC-2 é a mais
comum. Diferencgas na sequéncia de amino4cidos resultam em diferentes
tipos de enzimas, que podem apresentar eficiéncia hidrolitica
diferenciada (SILVA; TRAEBERT; GALATO, 2012).

Em revisdo sobre aspectos clinicos e epidemiologicos das
infeccbes por K. pneumoniae produtoras de KPC (Kp-KPC), Silva e
colaboradores (2012) caracterizaram 0s pacientes como sendo a maioria
homens de idade avancada, com comorbidades, e com exposi¢ao prévia
a antimicrobianos. A utilizacdo prévia de fluoroquinolonas e
cefalosporinas de amplo espectro aparece como fator de risco
independente para K. pneumoniae produtora de Kp-KPC (GASINK et
al., 2009). Analisando somente isolados de bacteremia por Kp-KPC,
Tuon e colaboradores (2012) descreveram como principais fatores de
risco associados a KPC a idade do paciente e a utilizacdo de ventilacdo
mecéanica, destacando-se ainda a exposi¢do a fluoroquinolona durante a
hospitalizacdo. A identificacdo dos fatores de risco associados a
infeccdo por microrganismo multirresistente auxilia no entendimento
dos determinantes de disseminacdo do patdgeno e na tomada de deciséo
sobre a melhor terapia antimicrobiana empirica em infecgcfes graves, a
qual é critica para o desfecho (KANG et al., 2005).

Segundo o0 CDC (2013), as estratégias para o enfrentamento deste
problema devem incluir quatro agdes fundamentais: prevengdo de
infeccbes e de disseminacdo da resisténcia, monitoramento da
resisténcia, prescricao apropriada de antimicrobianos e desenvolvimento
de novos farmacos. A prevencdo de infeccdes segue as recomendagoes
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de precaugdes padrdo do controle de infeccdo para todos os pacientes e
utilizacdo de precaucdes de contato para pacientes com CRE (sempre
que possivel dedicar quartos, equipamentos e pessoal especializado aos
pacientes com CRE). O monitoramento inclui estudos dos casos, com
determinacdo de fatores de risco e determinantes de disseminacéo,
culturas com determinacdo dos perfis de sensibilidade e confirmacdo
dos mecanismos de resisténcia. A prescricdo apropriada de
antimicrobianos garante que todas as prescri¢cGes tenham dose, duracao e
indicagdo apropriadas. A realizagdo de culturas antes de iniciar o
antimicrobiano, reavaliacdo do paciente ap6s 48 a 72 h da utilizacdo do
antimicrobiano e a remocao de dispositivos médicos temporarios assim
que possivel também sdo medidas que auxiliam o monitoramento dos
pacientes (SIEGEL et al., 2007; CDC, 2013).
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. KLEBSIELLA PNEUMONIAE - ESPECIE E GENERO

O género Klebsiella spp. pertence a familia Enterobacteriaceae, a
qual é constituida de microrganismos ubiquos encontrados em todo o
mundo no solo, &gua, vegetais e como parte da microbiota normal da
grande maioria dos animais, inclusive de seres humanos (HANSEN;
GOTTSCHAU; KOLMOS, 1998; PITOUT; NORDMANN; POIREL,
2015). Este género é definido por conter bacilos Gram-negativos,
iméveis e usualmente produtores de capsula polissacaridica, que
constitui um dos principais fatores de viruléncia. Foi descrito pela
primeira vez por Trevisan em 1885 e designado em homenagem ao
microbiologista alemdo Edwin Kleb, o qual dois anos mais tarde
descreveu a espécie Klebsiella pneumoniae (MARTINEZ et al., 2004).

Dentre as 14 espécies do género Klebsiella descritas até o
momento (EUZEBY, 1997), K. pneumoniae é a que apresenta a
principal relevancia clinica, sendo responsavel por mais de 70% das
infeccOes causadas por bactérias desse género. Nos humanos, é isolada
como constituinte da microbiota normal no trato gastrintestinal, pele,
nasofaringe e orofaringe, sem causar qualquer tipo de doenga. Embora
faca parte da microbiota, € agente causador de uma série de doengas
adquiridas na comunidade, incluindo pneumonia, oftalmite enddgena,
infeccOes de tecido mole e meningite. Em ambiente hospitalar, tem sido
mais comumente isolada em infec¢des no trato urinrio (ITU), trato
respiratorio e infeccBes associadas a corrente sanguinea (PODSCHUN;
ULLMANN, 1998; DAIKOS et al., 2012; BROBERG; PALACIOS;
MILLER, 2014; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).

2.2. ANTIMICROBIANOS BETA-LACTAMICOS

Os antibidticos beta-lactamicos — penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos — representam 60% de todos 0s
antimicrobianos utilizados. Nenhuma outra classe de antibioticos possui
tanta versatilidade. A preferéncia pelo seu uso deve-se a sua eficécia e
seguranca e porque sua atividade pode ser estendida ou restaurada por
manipulacdo quimica. Toda a classe dos antibiéticos beta-lactamicos
atua inibindo a transpeptidase D-ala-D-ala e a atividade de
carboxipeptidase das enzimas responsaveis pela sintese da parede
celular bacteriana. Essas enzimas sdo conhecidas como proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs, do inglés penicillin-binding-proteins) e
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sdo responsaveis por catalisar a sintese das ligagcBes cruzadas para
formac&o do peptideoglicano reticular, a partir da remocdo de D-alanina
do precursor do peptideoglicano. Quando ndo h& formagdo dessas
ligacGes, ocorre lise da parede celular mediada por autolisinas, levando a
morte bacteriana (LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

Dentre os diferentes antibidticos beta-lactdmicos, o0s
carbapenémicos sdo os que possuem o mais amplo espectro de agdo e a
mais alta poténcia contra bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.
Por essa razdo, sdo considerados por muitos autores como ‘“antibioticos
de tultima linha” e utilizados quando os pacientes tornam-se gravemente
doentes por uma infeccdo ou quando se suspeita de infeccBes por
bactérias  multirresistentes, incluindo  bactérias da  familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii (PATERSON; BONOMO, 2005; PAPP-WALLACE et al.,
2011). Até recentemente surgirem os primeiros casos de resisténcia a
esses antibidticos, os carbapenémicos vinham sendo utilizados com
sucesso no tratamento de infecgBes causadas por Enterobacteriaceae,
incluindo por microrganismos produtores de beta-lactamases de espectro
estendido (ESBL, do inglés Extended Spectrum Beta-Lactamase)
(VARDAKAS et al., 2012; FALAGAS et al., 2014).

2.3. BETA-LACTAMASES
2.3.1. Definicéo e classificacdo

As beta-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar amidas,
amidinas e pontes carbono-nitrogénio (C-N), quebrando o anel beta-
lactamico (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; LIVERMORE, 1995).
Dentre os diversos mecanismos de resisténcia aos antibidticos, a
producdo de beta-lactamases € 0 mais comum e de maior importancia
em bactérias Gram-negativas (BUSH; JACOBY, 2010). E uma familia
de enzimas amplamente distribuidas entre as bactérias, podendo ocorrer
tanto em bactérias Gram-positivas quanto em bactérias Gram-negativas.
Segundo Ambler (1980), a quantidade de enzima produzida por
bactérias Gram-negativas é pequena, mas sua concentracdo no espago
periplasmatico € elevada, melhorando seu desempenho.

Essas enzimas possuem uma grande variagdo em suas
propriedades enzimaticas e na sua estrutura molecular. Diferentes tipos
de beta-lactamases possuem diferentes perfis de atividade hidrolitica
frente aos beta-lactimicos (AMBLER, 1980). Dessa forma, varios
esquemas foram propostos para a classificacdo das beta-lactamases e,
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atualmente, dois deles sdo os mais utilizados. O primeiro, baseado na
estrutura molecular das enzimas, divide as beta-lactamases nas classes
A, C e D, as quais possuem um aminoacido serina em seu sitio ativo, e
classe B, que requer um ion de zinco divalente como substrato para
hidrolise (AMBLER, 1980). O segundo esquema € baseado na
classificagdo funcional e leva em conta o perfil de inibicdo, o substrato
utilizado pela enzima, a massa molecular e o ponto isoelétrico. Esta
classificacdo divide as beta-lactamases em quatro grupos (1, 2, 3 e 4).
Esse segundo esquema foi atualizado em 2010 com a adi¢do de novas
sequéncias de peptideos (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995; BUSH;
JACOBY, 2010; PHILIPPON et al., 2015).

Penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos sdo utilizados com
muita frequéncia nos regimes de tratamento de diversas doencas
infecciosas causadas por bactérias Gram-negativas. Por isso, a presenca
e a caracteristica das beta-lactamases tém um papel critico na selecdo da
terapia antimicrobiana (BUSH; JACOBY, 2010).
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Tabela 1-Classificagdo das Beta-lactamases.

o Inibigéo por o
Classe Classe Principais Principais
Funcional Molecular ~ Substratos ACou EDTA Enzimas
TZB
. AmpC,
1 C Cefalosporinas - CMY-2
2a A Penicilinas + - PC1
Penicilinas TEM-1,
2b A Cefalosporinas * ) TEM-2,
P SHV-1
Cefalosporinas de TEM-3,
espectro ) SHV-2,
2be A estendido, * CTX-M-
monobactamicos 15
s TEM-30,
2br A Penicilinas - - SHV-10
2c A Carbenicilina + - CARB-3
. ., OXA-1,
2d D Cloxacilina Variavel - OXA-10

Cefalosporinas de

o A espectroestendido - CepA
KPC-2,

2t A Carbapenémicos Variavel - IMI-1,
SME-1

IMP-1,
3 B Carbapenémicos - + VIM-1,
NDM-1

®AC, Acido Clavulanico; TZB, Tazobactam.
Adaptado de Bush; Jacoby; Medeiros, 1995 e Bush; Jacoby, 2010.
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2.3.2. Acéo das beta-lactamases

As beta-lactamases sdo capazes de catalisar a hidrélise do anel
beta-lactdmico ligando-se ao antibidtico e formando um complexo nédo
covalente. O anel beta-lactamico é atacado por uma hidroxila livre de
um residuo de serina, obtendo-se uma ligacdo acil-éster. A hidrolise
desse éster acaba separando a ligagdo da enzima com o antibidtico,
deixando-o inativo. Esse mecanismo ocorre com as beta-lactamases das
classes A, C e D por serem serino-beta-lactamases. A classe B de
enzimas necessita de um ion de zinco para atacar o anel beta-lactamico
(LIVERMORE, 1995).

2.4, MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS

Bactérias produtoras da enzima KPC sdo na maioria das vezes
susceptiveis a poucos antibidticos, gerando altos indices de mortalidade
principalmente em pacientes com infec¢des sanguineas. Muitas bactérias
produtoras dessa enzima permanecem susceptiveis apenas a colistina,
tigeciclina e poucos aminoglicosideos (MUNOZ-PRICE et al., 2013).

Em K. pneumoniae, a resisténcia aos carbapenémicos esta ligada
a diferentes mecanismos (NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012). A
diminuicdo na permeabilidade da membrana bacteriana associada com a
producdo de beta-lactamases que possuem uma atividade fraca para
hidrolise de carbapenémicos podem reduzir a susceptibilidade aos
mesmos, principalmente ao ertapenem (GIRLICH; POIREL;
NORDMANN, 2009). Essas enzimas podem ser da classe A de Ambler,
como ESBL, ou ainda da classe C de Ambler (AmpC) (NORDMANN;
MAMMERI, 2007; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).

Diferentemente desses mecanismos que envolvem outras beta-
lactamases, as carbapenemases sdo responsaveis pela resisténcia aos
carbapenémicos mesmo sem um mecanismo de resisténcia adicional em
K. pneumoniae. Essas carbapenemases estdo distribuidas entre as classes
A, B e D de Ambler (NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011; PITOUT;
NORDMANN; POIREL, 2015).

2.5. CARBAPENEMASES

Carbapenemases podem ser definidas como enzimas beta-
lactamases que possuem a capacidade de hidrolisar, pelo menos
parcialmente, imipenem e/ou meropenem (NORDMANN; POIREL,
2002). Somado a isso, elas sdo capazes de hidrolisar praticamente todos
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0s demais antibiéticos beta-lactamicos e a maioria é fracamente inibida
por inibidores de beta-lactamases (NORDMANN; POIREL, 2002;
LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

As carbapenemases formam um grupo bastante heterogéneo,
estando distribuidas em quatro diferentes classes moleculares (A, B, C e
D), das quais as classes A, B e D sdo as mais relevantes na clinica. Essas
enzimas pertencem a dois grandes grupos moleculares que se
distinguem pelo mecanismo de hidrélise: enzimas que possuem o
aminodacido serina no seu sitio ativo (classes A, C e D); e as que
possuem um ion de zinco no sitio ativo (classe B), também conhecidas
como metalo-beta-lactamases (BOYLE; ZEMBOWER, 2015).

2.5.1. Carbapenemase do tipo KPC

KPC ¢é uma serina beta-lactamase pertencente a classe A de
Ambler e ao grupo 2f segundo Bush produzida por bactérias Gram-
negativas. Quando presente, esse tipo de enzima confere resisténcia a
penicilinas,  cefalosporinas,  cefamicinas, = monobactdmicos e
carbapenémicos, e podem ser inibidas por inibidores de beta-lactamase,
como 4&cido clavulanico (fracamente) e tazobactam (fracamente)
(MUNOZ-PRICE et al.,, 2013; PITOUT; NORDMANN; POIREL,
2015).

Essa enzima é frequentemente encontrada em elementos
genéticos moveis (EGM) denominados plasmideos. Plasmideos séo
elementos de dupla fita de DNA presentes na bactéria, que possuem um
aparato de replicacdo independente do cromossoma bacteriano
(CARATTOLLI, 2013). Eles podem sofrer transferéncia horizontal inter-
e intra-espécies por meio de conjugacdo bacteriana. Como 0s
plasmideos geralmente carream genes de resisténcia aos antibiéticos, a
transferéncia horizontal tem uma grande importancia para o rapido
aumento da disseminagdo dessas formas de resisténcia (NORDMANN;
NAAS; POIREL. 2011). Além de estar inserido em plasmideos, o gene
gue codifica para KPC comumente esta em um EGM chamado
transposon Tn4401. Os transposons, também conhecidos como jumping
genes, sdo sequéncias de DNA gque movem de um local para outro do
genoma. O transposon Tn4401 possui um tamanho de 10 quilo bases
(kb), contendo genes de transposase (tnpA) e resolvase (tnpR) da familia
Tn3 e duas sequéncias de inser¢do. A associacdo de Tn4401 com blakpc
e outros determinantes de resisténcia aos antibidticos é uma maneira
efetiva para disseminagdo da carbapenemase do tipo KPC, mesmo na
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auséncia de selecdo com carbapenémico (NAAS et al., 2008; PECORA
etal., 2015).

Até 2015, mais do que 100 tipos de ST (Sequence Type)
carreando blakpc ja& haviam sido descritos. Apesar disso, a rapida
disseminacdo mundial de Kp-KPC é agora entendida como um
fendmeno clonal. Membros do complexo clonal 258 (CC258) estdo
globalmente distribuidos. CC258 consiste de um ST predominante,
chamado ST258 (Sequence Type 258), e com menor frequéncia de
ST11, ST340 e ST512, os quais diferem de ST258 por um Unico locus
(DOI; PATERSON, 2015; MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015). K.
pneumoniae ST258 é um clone de alto risco, e recentes estudos sobre
sua epidemiologia, rearranjo genético e evolugdo forneceram algumas
evidéncias sobre a disseminacdo da resisténcia aos antimicrobianos
(MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015). Clones de alto risco séo
assim definidos por possuirem uma distribuicdo global, mostrarem uma
melhora na capacidade de colonizacdo, disseminacgdo e persistirem em
uma variedade de ambientes (BAQUERO; TEDIM; COQUE, 2013).
Esses clones possuem tenacidade e flexibilidade para acumular e
realizar troca de genes de resisténcia e viruléncia com outras bactérias e,
com o tempo, foram adquirindo certas caracteristicas que aumentaram
sua patogenicidade e capacidade de sobrevivéncia (WOODFORD;
TURTON; LIVERMORE, 2011; PITOUT; NORDMANN; POIREL,
2015). Além disso, devido a habilidade de alguns isolados de
sobreviverem por longos periodos em temperaturas extremas, os clones
de alto risco possuem um importante papel na transferéncia horizontal
de determinantes de resisténcia, agindo como eficientes doadores e
receptores (WARNES; HIGHMORE; KEEVIL, 2012).

2.5.2. Deteccdo de carbapenemases — fenotipica e molecular

A deteccdo da enzima KPC em isolados bacterianos é um desafio
na clinica. Isso porque muitas vezes a resisténcia aos carbapenémicos é
de baixo nivel ou pode estar relacionada a outros mecanismos. A
suspeita de produgdo de KPC ocorre em isolados que possuem
resisténcia total ou intermediaria aos carbapenémicos. Em K.
pneumoniae e E. coli, o ertapenem é o marcador mais sensivel para
detectar a presenca de carbapenemases, por possuir maior sensibilidade
frente a outros carbapenémicos. Portanto, aqueles isolados que sdo
resistentes ou possuem resisténcia intermediaria ao ertapenem devem ser
submetidos a testes fenotipicos de triagem para detecgdo da producdo de
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carbapenemases (ANVISA, 2013; MUNOZ-PRICE et al., 2013; DOI,
PATERSON, 2015).

Nesse contexto, existem diversos métodos que podem ser
utilizados para a pesquisa da presenca de KPC em um isolado clinico,
sejam eles moleculares ou fenotipicos. Em laboratdrios de microbiologia
clinica, a abordagem ndo molecular é a mais adotada, por nédo requerer
instrumentos e pessoal especializado (DOI; PATERSON, 2015). Um
dos métodos mais adotado e aprovado pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) para deteccdo de carbapenemases é o
MHT (LEE et al., 2001). Esse teste é realizado semeando-se um inéculo
correspondente a 0,5 da escala de McFarland da cepa de E. coli ATCC
25922 em uma placa de &gar Mieller-Hinton e colocando-se no centro
da placa um disco de imipenem ou ertapenem de 10 pg. Em seguida,
estria-se a amostra a ser testada do centro da placa, sem tocar o disco,
até a borda da placa. Apo6s incubagdo a 36 + 2 °C por 16 a 18 h deve-se
observar o crescimento da E. coli no halo de inibicdo do carbapenémico
utilizado. Quando o teste é positivo, nota-se uma distor¢do do halo de
inibicdo do carbapenémico, indicativa de producdo de carbapenemase
pela bactéria, ndo sendo especifico para deteccdo de KPC. O MHT néo
necessita de nenhum equipamento ou reagente especial, mas a
interpretacdo dos resultados é subjetiva. Além disso, esse teste pode
apresentar resultados falso-positivos em isolados bacterianos que
produzam altos niveis de beta-lactamase do tipo AmpC, frequente em
Enterobacter spp. Devido ao isolamento de bactérias produtoras de
NDM no Rio Grande do Sul em 2013, a utilizacdo do MHT foi
desaconselhada pela ANVISA por apresentar baixa sensibilidade para a
detecgdo dessa nova carbapenemase (ANDERSON et al., 2007; DOYLE
et al., 2012; NORDMANN et al., 2012; ANVISA, 2013; MUNOZ-
PRICE et al., 2013; DOI; PATERSON, 2015).

Em paises ou regies onde os organismos produtores de KPC sdo
endémicos, mas que também existam outros tipos de carbapenemases, 0
teste com a utilizac8o de inibidores de carbapenemases é uma alternativa
viavel. A inclusdo de determinados inibidores auxilia na discriminacao
entre os tipos de carbapenemases. Esse teste inclui discos de meropenem
e imipenem acrescidos de EDTA, para inibicdo de metalo-beta-
lactamases; cloxacilina, para inibir especificamente a atividade da beta-
lactamase do tipo AmpC; e &cido fenilbordnico (AFB), para inibir KPC.
Os isolados testados que apresentarem uma diferenca, somente para o
AFB, maior ou igual a 5 mm entre os discos de meropenem e imipenem
com e sem o aditivo, devem ser considerados como produtores de KPC,



33

sem necessidade de realizar outros testes confirmatérios (ANVISA,
2013; DOI; PATERSON, 2015).

Recentemente, testes para deteccdo rdpida de carbapenemases
foram desenvolvidos. Esses métodos baseiam-se no fato de que a
hidrolise do anel beta-lactdmico do carbapenémico (imipenem) pela
carbapenemase leva a uma reducdo de pH, que pode ser observada pela
mudanca de cor da solucdo. Os testes de deteccdo rapida de
carbapenemases  possuem uma  sensibilidade equivalente e
especificidade superior em comparacdo com o0 MHT e ainda tém como
vantagem nao precisarem de um dia a mais de cultura para leitura dos
resultados. Apesar disso, ndo é possivel determinar o tipo de
carbapenemase produzida (DORTET; POIREL; NORDMANN, 2012;
PIRES; NOVAIS; PEIXE, 2013; DOI; PATERSON, 2015).

2.5.3. Epidemiologia e historico de KPC

A enzima KPC foi identificada pela primeira vez em uma bactéria
da espécie K. pneumoniae, a qual deu origem ao nome, no Estado da
Carolina do Norte, EUA em 1996 (YIGIT et al., 2001). Esse achado foi
rapidamente seguido por relatos de isolados positivos para KPC em
hospitais da cidade de Nova lorque entre 1997 e 2001 (BRADFORD et
al., 2004). Em um estudo de vigilancia, Bratu e colaboradores (2005)
identificaram 3,3% de isolados produtores da enzima KPC em sete
diferentes hospitais de Nova lorque entre 2002 e 2003. Esse estudo,
associado a outros estudos de vigilancia, sugerem essa regido como
sendo o epicentro dessa epidemia, que se disseminou de forma muito
veloz por diversos paises de todos os continentes (BRADFORD et al.,
2004; BRATU et al., 2005).

O primeiro pais além dos EUA que evidenciou um surto de
ambito nacional foi Israel. Um aumento acentuado no nimero de
isolados de KPC foi identificado em hospitais da capital Tel Aviv entre
2005 e 2006, os quais mostraram estar geneticamente relacionados com
os isolados circulantes em hospitais norte-americanos (NAVON-
VENEZIA et al., 2009; DOI, & PATERSON, 2015). O mais aceito
atualmente é que a introducdo da bactéria KPC em Israel foi o estopim
para sua disseminacdo, primeiramente na Grécia, e posteriormente para
outros paises europeus (WERNLI et al., 2011). Mais tarde, bactérias
produtoras de KPC estabeleceram-se em hospitais dos Estados vizinhos
de Nova lorque e durante o mesmo periodo, surgiram na América
Latina, seguido de outros paises, como a China, aparentemente devido a
transferéncia de pacientes colonizados (VILLEGAS, et al., 2006;
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LEAVITT et al., 2007; WEI et al., 2007; PASTERAN, et al., 2008;
KITCHEL et al., 2009; MONTEIRO et al., 2009; GIAKOUPI et al.,
2009; JAIN et al., 2013).

No Brasil, os primeiros casos foram descritos em 2006 no Recife,
onde quatro isolados produtores de KPC foram identificados em
amostras de corrente sanguinea e urina de quatro pacientes distintos
(MONTEIRO et al., 2009). Desde a primeira descricdo, Vvarias
publicacbes tém demonstrado sua disseminacdo em todo o territorio
brasileiro (PAVEZ; MAMIZUKA; LINCOPAN, 2009; PEIRANO, et
al., 2009; ZAVASCKI, et al., 2009; D'ALINCOURT, et al., 2010). Mais
especificamente na Regido Sul do Brasil, as primeiras descri¢Oes
remetem a duas cidades do Estado de Rio Grande do Sul em amostras
recuperadas de 2007 e 2008 (ZAVASCKI, et al., 2009).

A epidemiologia exata da expansdo da enzima KPC e sua
prevaléncia no cenario mundial variam conforme a localizacdo
geogréfica (MUNOZ-PRICE et al., 2013). Ap6s os primeiros relatos,
muitos surtos nosocomiais tém sido relatados na América do Norte
(principalmente nos EUA), América do Sul (Brasil e Colémbia), Europa
(Grécia, Italia, Polonia), Asia (China) e Oriente Médio (Israel)
(DESHPANDE et al., 2006; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY,
2007; DOI; PATERSON, 2015). Bactérias produtoras de KPC sdo
consideradas endémicas em algumas partes do mundo, como Nordeste
dos EUA, Porto Rico, Colémbia, Brasil, Grécia, Italia, Israel e China,
sendo importantes causas de infecches adquiridas em ambiente
hospitalar (NORDMANN; CUZON; NAAS, 2009; PITOUT,;
NORDMANN; POIREL, 2015).

Apesar de ter sido inicialmente descrita em uma bactéria da
espécie K. pneumoniae, KPC tem sido identificada em diversos outros
bacilos Gram-negativos, principalmente da familia Enterobacteriaceae,
como Citrobacter freundii (DESHPANDE et al., 2006; RASHEED et
al., 2008), Enterobacter aerogenes (BRATU et al., 2005), Enterobacter
cloacae (BRATU et al., 2005; DESHPANDE et al., 2006), E. coli
(BRATU et al., 2007) e Klebsiella oxytoca. Também pode ser
encontrada com menos frequéncia em bacilos ndo-fermentadores, como
Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii (VILLEGAS et
al., 2007; KITCHEL et al., 2009). Beta-lactamases do tipo KPC tém
sido extensivamente relatadas principalmente em K. pneumoniae
(MUNOZ-PRICE et al., 2013).

Atualmente, mais de 20 diferentes tipos de KPC foram descritos,
sendo KPC-2 (mais tarde demonstrada ser idéntica a KPC-1) e KPC-3
0s mais comumente identificados no mundo (WALTHER-



35

RASMUSSEN; HOIBY, 2007; PITOUT; NORDMANN; POIREL,
2015). O perfil de atividade enzimética & muito similar entre os tipos de
KPC, embora a eficiéncia catalitica de algumas variantes seja mais
elevada para alguns antimicrobianos. E o caso da KPC-3, que possui
uma atividade catalitica aproximadamente 30 vezes mais alta com
ceftazidima do que KPC-2 (SACHA et al., 2009). Além disso, isolados
produtores de KPC podem apresentar uma variedade de CIM
(concentracdo inibitéria minima) para os carbapenémicos. Por exemplo,
sabe-se que a producdo de KPC associada a perda de porinas pode
resultar em um aumento da CIM. Outros fatores também resultam em
um aumento da CIM, como o aumento na expressdao do gene blakpc,
delecdes préximas a regido promotora do gene e maltiplas copias do
gene no plasmideo (KITCHEL et al., 2010).

2.6. CULTURAS DE VIGILANCIA

Pacientes colonizados sdo o principal reservatério para
disseminacdo nosocomial e consequente surto hospitalar por
microrganismos multirresistentes, dentre eles Kp-KPC (TOFTELAND
et al., 2013). Uma vez que a maioria dos pacientes colonizados sdo
portadores assintomaticos, a disseminagdo para outros pacientes muitas
vezes ocorre antes da identificacdo do primeiro caso. Além disso, a
colonizacdo pode preceder e possivelmente servir como uma fonte de
infeccdo clinica em aproximadamente 9% dos portadores (BORER et
al., 2012; SCHECHNER et al., 2012). Por isso, estratégias de vigilancia
ativa devem ser estabelecidas como parte de programas nacionais e
locais, a fim de controlar a propagacdo desses microrganismos no
ambiente de saude (FELDMAN et al., 2012; TANGDEN; GISKE,
2015).

No Brasil, a ANVISA recomenda a realizacdo de culturas de
vigilancia para detectar portadores gastrointestinais de KPC nos
hospitais em que houve a descricdo de casos dessas carbapenemases. As
amostras a serem utilizadas para avalia¢do da colonizacdo sdo o material
coletado com swab retal ou fezes (ANVISA, 2013).

2.7. PULSED-FIELD GEL ELETROPHORESIS (PFGE)

Eletroforese em campo pulsado (do inglés Pulsed-Field Gel
Eletrophoresis ou PFGE) é uma técnica para separacdo de grandes
fragmentos de DNA por meio de campos elétricos alternados. PFGE é
reconhecido como o padrdo &ureo para identificacdo de clones
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bacterianos (MAGALHAES et al., 2005). De um ponto de vista
epidemiolégico, PFGE é frequentemente empregado para determinar a
clonalidade dos isolados bacterianos, sendo particularmente importante
em surtos nosocomiais (PODSCHUN; ULLMANN, 1998).

Um clone bacteriano refere-se a isolados estreitamente
relacionados que recentemente divergiram de um ancestral comum
(DIJKSHOORN; URSING; URSING, 2000). Entretanto, os genomas
bacterianos sdo muito susceptiveis a rearranjos (por exemplo, insercdes
e delecbes). Assim, os isolados bacterianos atribuidos ao mesmo clone
podem nao ser idénticos, bem como isolados descendentes do mesmo
ancestral podem diferir ligeiramente em seus genétipos (SPRATT,
2004). Portanto, a definicdo de clone tende a ndo ser tdo rigorosa, sendo
os clones definidos como isolados que sdo indistinguiveis ou altamente
similares um aos outros. A identificacdo de clones depende muito da
técnica molecular utilizada na tipagem. O PFGE é uma técnica com um
dos mais altos niveis de poder discriminatorio para tipagem bacteriana.
Em 1995, Tenover e colaboradores padronizaram e estabeleceram
critérios de interpretacdo para definicdo de clones na técnica de PFGE,
dependendo do padrdo de diferenca de bandas entre um isolado e outro
(MATHERS; PEIRANO; PITOUT, 2015). Com o passar do tempo, 0
PFGE tem sido substituido pela técnica MLST (do inglés Multilocus
Sequence Typing) para determinacdo de clones bacterianos, como o0s
clones de alto risco distribuidos mundialmente. Apesar disso, 0 MLST
tem um menor poder discriminatério do que o PFGE. Clones
identificados por MLST frequentemente possuem diferentes pulsotipos
na técnica PFGE. Um estudo mostrou que uma colecéo internacional de
estirpes de K. pneumoniae ST258 (identificadas por MLST) consistiu
em quatro diferentes pulsotipos que mostraram uma distribuicdo
geogréfica distinta (LASCOLS et al., 2013; MATHERS; PEIRANO;
PITOUT, 2015).

2.8. TRATAMENTO

A disseminagdo mundial de bactérias produtoras de
carbapenemase é uma ameaga para o tratamento com 0s antimicrobianos
disponiveis atualmente (RODLOFF; GOLDSTEIN; TORRES, 2006;
SACHA et al., 2009). InfeccBes por K. pneumoniae produtora de
carbapenemase apresentam um indice de mortalidade que pode chegar
até 75%, o qual é atribuido principalmente a falta de antimicrobianos
para o tratamento e as comorbidades do paciente. Somando-se a isso,
uma terapia antimicrobiana empirica inapropriada em infecgdes graves
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estd associada com um aumento na morbidade e mortalidade
(KARAISKOS; GIAMARELLOU, 2014; PITOUT; NORDMANN;
POIREL, 2015). Bactérias produtoras de carbapenemase do tipo KPC
sdo multirresistentes (MDR, do inglés multidrug-resistant). Essas
bactérias carream plasmideos e transposons com genes de resisténcia
ndo s6 a toda classe dos beta-lactdmicos, mas também a outras classes
de antibidticos, incluindo fluoroquinolonas e aminoglicosideos,
reduzindo ainda mais as opcOes de tratamento (CASTANHEIRA et al.,
2008; ENDIMIANI et al., 2009; LEE; BURGESS, 2012).

Até o momento, nenhum protocolo para o tratamento de
infeccbes por K. pneumoniae produtora de carbapenemase foi
estabelecido e nenhum antibidtico atualmente disponivel, utilizado em
terapia simples, parece ser efetivo no tratamento de infec¢es com todos
os tipos de carbapenemases. A maioria dos dados clinicos da eficacia
dos antibidticos no tratamento de produtores de carbapenemase é de
relatos de casos e séries de casos, principalmente por Kp-KPC
(FALAGAS et al., 2014). Muitas vezes, somente polimixinas (colistina
e polimixina B), tigeciclina, fosfomicina e alguns aminoglicosideos
possuem atividade in vitro (RODRIGUEZ-BANO et al., 2015). Por
geralmente carrearem outros genes de resisténcia, esses microrganismos
possuem um perfil de resisténcia muito diversificado, tornando a terapia
antimicrobiana empirica um grande desafio. Por isso, destaca-se a
importancia na realizacdo de testes de sensibilidade aos antibioticos de
Gltima escolha, como polimixinas, fosfomicina, tigeciclina e
rifampicina, para definicdo da terapia a ser adotada (RODRIGUEZ-
BANO et al., 2015; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015).

Uma importante questdo que ainda permanece sem uma resposta
definitiva é qual a melhor terapia antimicrobiana a ser adotada para o
tratamento dessas infeccGes: monoterapia ou terapia combinada. A
terapia antimicrobiana combinada pode maximizar a morte bacteriana
por sinergismo e minimizar a selegdo de resisténcia, sendo que a melhor
associacdo contém pelo menos dois antimicrobianos com atividade in
vitro (FALAGAS et al., 2014, TZOUVELEKIS et al., 2014). Diversos
estudos relatam uma mortalidade significantemente menor em pacientes,
guando administrada a terapia combinada (ZAVASCKI; BULITTA;
LANDERSDORFER, 2013; DAIKOS et al., 2014; TZOUVELEKIS et
al., 2014), embora outros estudos ndo encontraram superioridade da
terapia combinada, quando comparada com a monoterapia (FALAGAS
et al, 2014; PITOUT; NORDMANN; POIREL, 2015). Os
carbapenémicos, apesar de serem hidrolisados pela carbapenemase,
podem manter alguma atividade contra KPC. Estudos indicam uma
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reducdo da mortalidade quando utilizado em terapia combinada e
guando a CIM esta abaixo de 8 pg/mL (DAIKOS et al., 2014;
KARAISKOS; GIAMARELLOU, 2014).
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3. JUSTIFICATIVA

InfeccBes por bactérias produtoras de KPC sdo altamente
associadas a falha terapéutica e taxas de mortalidade em torno de 50%.
Devido ao seu elevado potencial de disseminacdo, essas infecgdes tém
se tornado endémicas nas diversas instituicdes de saude, revelando-se
um grande problema de salde publica. A falta de antimicrobianos
eficazes para o tratamento dessas infecches esta prejudicando a
capacidade de combater as doengas infecciosas mais comuns, e também
o0 tratamento de complicagOes infecciosas em pacientes internados em
ambientes hospitalares.

A resisténcia bacteriana, em especial CRES, ameaga 0s avangos
obtidos pela medicina moderna. Para pacientes em quimioterapia ou
submetidos a cirurgias complexas, por exemplo, a infeccdo torna-se
rapidamente um problema sério e antimicrobianos efetivos sdo criticos
para evitar complicacGes graves e a morte. Infec¢Bes causadas por CRE,
em ascensdo entre 0s pacientes internados em nossas instituicdes,
requerem tratamentos prolongados e mais onerosos, utilizando-se
normalmente combinacfes de farmacos na tentativa de erradicar o
patégeno. A resisténcia bacteriana aumenta também o tempo de
internacdo e a mortalidade entre os pacientes, o que resulta em um
acréscimo significativo no custo direto para o sistema de saude, bem
como, um custo adicional para a sociedade devido a perda de
produtividade.

Entre as estratégias sugeridas para enfrentar o problema da
resisténcia bacteriana, 0 monitoramento dos microrganismos resistentes
é uma ferramenta fundamental. Neste processo, busca-se compilar e
avaliar dados sobre as causas de infec¢fes por Kp-KPC, sobre os fatores
de risco que levam alguns pacientes a terem infecgBes por este
microrganismo e a eficiéncia do tratamento utilizado. A terapia
apropriada de infecgfes graves causadas por esses microrganismos é um
grande desafio. Como muitos dos antibioticos normalmente utilizados
sdo inativos contra esse tipo de infeccdo, opta-se pela utilizacdo de
antibiéticos de amplo espectro, que contribuem para selecdo de uma
maior resisténcia e expdem os pacientes a toxicidade. Nesses casos,
estudos do tipo caso-controle sdo importantes para identificar os fatores
de risco dessas infeccdes e assim auxiliar na selecdo de pacientes que
devem receber um tratamento empirico abrangendo CREs.

A caracterizacdo tanto genotipica quanto fenotipica do
microrganismo, bem como do mecanismo de resisténcia completam o
monitoramento. A identificacdo de fatores associados com infeccéo por
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microrganismo  multirresistente  auxilia na compreensdo  dos
determinantes de disseminac¢do dentro da instituicdo e guia a escolha
empirica de antimicrobianos para tratamento de infecgdes sérias, fator
critico para a sobrevida do paciente. O conjunto de informages
provenientes do monitoramento de Kp-KPC deve servir de base para o
desenvolvimento de estratégias especificas pelo sistema de salde para
prevenir essas infecgOes e frear a disseminacdo de CRE.
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4. OBJETIVO

Avaliar os aspectos clinicos, fatores de risco e mortalidade
associados a infecgdes nosocomiais por Kp-KPC em estudo caso-
controle.

4.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1- Parear pacientes com infecgBes por Kp-KPC (casos) com
pacientes com infecgdes por Kp-ndo-KPC (controles), por idade, género,
periodo de diagndstico de infeccéo e sitio de infec¢do;

2- Correlacionar os aspectos clinicos e comorbidades como a
presenca de disfuncdo hepatica/cirrose, contagem de neutréfilos inferior
a 1.500/mm®, infeccdo pelo HIV (Human Immunodeficiency Virus),
valor de hemoglobina menor que 10 g/dl, diabetes, insuficiéncia renal,
doenca cardiopulmonar e realizacdo de transplante;

3- Correlacionar os fatores de risco, como tempo de
hospitalizagdo, admissdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI),
cirurgia durante a hospitalizacdo, utilizacdo de cateter venoso (central e
periférico) e urinario, ventilagdo mecéanica, utilizacdo prévia de
diferentes tipos de antimicrobianos, internagdo prévia e transferéncia de
outros hospitais;

4- Avaliar a efetividade do tratamento utilizado para cada caso e
o0 desfecho da infeccéo;

5- Awvaliar fenotipicamente os isolados de K. pneumoniae
recuperados de amostras clinicas no laboratério de microbiologia da
Divisdo de Anélises Clinicas do Hospital Universitario/UFSC;

6- Caracterizar, por métodos moleculares, as carbapenemases
produzidas pelos isolados de K. pneumoniae;

7- Correlacionar o desfecho clinico (cura ou O6bito) com as
variveis epidemiolégicas;

8- Avaliar a variabilidade genética dos isolados de K.
pneumoniae da instituicdo.
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5. METODOLOGIA
5.1. LOCAL E ASPECTOS ETICOS

O estudo foi conduzido no HU/UFSC, localizado na cidade de
Florian6polis/Santa Catarina. Obteve aprovacio no Comité de Etica em
Pesquisas (CEP) da Universidade do Sul de Santa Catarina (UNISUL)
em 05 de Dezembro de 2013, sob parecer nimero 465.584 e no CEP da
Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC) em 15 de Dezembro de
2015, sob parecer nimero 1.368.696.

5.2. TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

Por tratar-se de um estudo retrospectivo, o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (ANEXO A) para
participagdo na pesquisa foi coletado mediante contato telefénico
diretamente com o paciente ou responsavel pelo mesmo.

5.3. TIPOS DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

O estudo global abrange dois estudos complementares: estudo
caso-controle e estudo de clonalidade dos isolados de Kp-KPC.

5.4. CULTURAS

As culturas foram processadas conforme a rotina do setor de
Microbiologia, baseada no manual de procedimentos da Sociedade
Americana de Microbiologia (GARCIA; ISEMBERG, 2010). A
identificacdo bacteriana e o teste de susceptibilidade foram realizados
pelo sistema automatizado Vitek® 2 (BioMérieux, France). As CIMs
para meropenem foram determinadas com base no CLSI (CLSI, M100-
S20-U).

5.4.1. Culturas de Vigilancia

As culturas de vigilancia foram processadas conforme
recomendacdo da Nota Técnica n°01/2013 da ANVISA. O swab
utilizado para a coleta das amostras de vigilancia foi inoculado em meio
liquido (caldo BHI [Brain Heart Infusion Broth]) com um disco de
ertapenem (10 pg). As culturas foram incubadas por 12 a 18 horas a
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36x1°C antes do repique para o meio s6lido. A seguir, a amostra foi
subcultivada em agar MacConkey por esgotamento e foi aplicado sobre
a superficie do meio ja semeado dois discos de ertapenem. Incubou-se
por 18 a 24 horas a 36x1°C em ar ambiente. As col6nias com
morfologia distintas que cresceram dentro de um halo com didmetro
igual ou menor que 27 mm ao redor do disco de ertapenem, foram
triadas por teste fenotipico para a presenca de carbapenemases
(ANVISA, 2013).

5.5. TRIAGEM E TESTES FENOTIPICOS PARA DETECCAO DE
CARBAPENEMASES

Todos os isolados de K. pneumoniae resistentes ao ertapenem
foram submetidos a testes fenotipicos para determinagdo de
carbapenemases.

5.5.1. Teste de Hodge Modificado (MHT)

O MHT foi realizado para a pesquisa de carbapenemases nas
amostras de Janeiro de 2012 a Julho de 2013, as quais sdo anteriores a
utilizacdo do teste fenotipico com inibidores e potenciador enzimaticos.
Esse teste foi realizado semeando-se um indculo correspondente a 0,5 da
escala de McFarland da cepa de E. coli ATCC 25922 em uma placa de
agar Mdeller-Hinton e colocando-se no centro da placa um disco de
imipenem ou ertapenem de 10 pug. Em seguida, estriou-se 0 isolado a ser
testado do centro até a borda da placa, sem tocar o disco. Ap0Os
incubacdo a 35+2°C por 16 a 18h, observou-se o crescimento da E. coli
no halo de inibicdo do carbapenémico. Os isolados que apresentaram
uma distorcéo do halo de inibicdo do carbapenémico foram testados por
metodologia molecular para confirmacdo de carbapenemase do tipo
KPC.

5.5.2. Teste com Inibidores e Potenciador Enzimaticos

Os testes foram realizados segundo padronizacdo da Nota
Técnica N° 01/2013 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) com bloqueadores e potenciador enzimaticos (ANVISA,
2013). Utiliza discos de meropenem e imipenem acrescidos de: acido
fenilbordnico, inibidor da enzima KPC; EDTA, inibidor de metalo-beta-
lactamase; e cloxacilina, inibidor de AmpC plasmidial que atua
potencializando a acdo do carbapenémico. O didmetro do halo de
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inibicdo destes discos é comparado com o didmetro de discos de
imipenem e meropenem sem adicdo de inibidores ou potenciador.
Diferencas de diametro > 5 mm para o carbapenémico com EDTA
devem ser considerados potenciais produtores de metalo-beta-lactamase.
Diferengas de didmetro > 5mm para o carbapenémico com &cido
fenilborénico devem ser considerados produtores de KPC. Diferencas de
didmetro > Smm para o carbapenémico com 4cido fenilborénico e com
cloxacilina devem ser considerados produtores de AmpC plamidial e
deficientes em porinas. Neste 0ltimo caso, deve-se confirmar por
técnicas de biologia molecular a presenca de KPC, que pode estar
presente juntamente com AmpC. Os microrganismos com testes
fenotipicos positivos foram confirmados por PCR, inoculados em caldo
BHI com 20% de glicerol e armazenados a -80°C para analises
posteriores.

5.6. TESTE MOLECULAR CONFIRMATORIO PARA
CARBAPENEMASES

Todas as amostras com testes fenotipicos positivos foram
confirmadas por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR). A extracdo do
DNA foi realizada por lise térmica a 100°C por 15 minutos a partir de
uma suspensao bacteriana em 1 mL de Tampao PBS 1X. Apos isso, a
suspensao foi centrifugada a 20817 x g por 1 minuto e retirou-se 200 pL
do sobrenadante para ser utilizado na PCR. A PCR foi padronizada
utilizando-se iniciadores especificos KpcAl CTG TCT TGT CTC TCA
TGG CC e KpcB2 CCT CGC TGT GCT TGT CAT CC, que amplificam
um fragmento de 795pb. A reagdo foi feita em um volume final de 20
uL, contendo 3,75 mM MgCl,, 0,2 mM dNTP (dATP, dCTP, dGTP,
dTTP), 0,5 UM de cada iniciador, tampdo de reacdo 1X (Tris-HCI pH
8,4 200 mM: KCI 500 mM), 1 U de Tag DNA polimerase recombinante
e 2 uL do sobrenadante contendo DNA. As condigdes de amplificacdo
foram: 94°C por 5 minutos, seguido de 25 ciclos de 94°C por 45
segundos, 62°C por 45 segundos e 72°C por 50 segundos, com extensao
final de 72 °C por 5 minutos. As reagbes foram realizadas em
termociclador Applied® (Applied 2720) (NAAS et al., 2008). As
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% e
visualizadas sob luz Ultra Violeta (UV) ap6s imersdo do gel em
Brometo de Etidio (1 pg/mL).
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5.7. ESTUDO CASO-CONTROLE

Esse é um estudo observacional transversal e retrospectivo, com
propor¢do caso:controle de 1:1. O estudo incluiu oitenta (80) amostras
bacterianas de K. pneumoniae isoladas de amostras clinicas
encaminhadas para o Setor de Microbiologia da Divisdo de Analises
Clinicas/Hospital Universitario da UFSC. S8o amostras de urina ou
hemocultura provenientes de oitenta (80) pacientes que estiveram
internados no HU/UFSC entre Abril de 2012 e Novembro de 2014. Para
0 grupo Caso, foram selecionados quarenta (40) isolados de Kp-KPC.
Nas situa¢fes em que foram isoladas duas amostras de sitios anatbmicos
diferentes do mesmo paciente optou-se pela amostra mais representativa
de infeccdo (hemocultura). Ja para o grupo controle, foram selecionados
guarenta (40) isolados de Kp-ndo-KPC. Quando um paciente teve
multiplos episddios de infeccdo, apenas a primeira amostra foi incluida
no estudo. Os isolados caso-controle foram pareados por tipo de amostra
clinica (urina ou hemocultura), género, idade (admitindo-se diferenca
méxima de dez anos) e data do resultado da cultura (diferenca méaxima
de cinco meses).

5.7.1. Calculo Amostral

Tomando-se como base um nivel de confianca bilateral de 95%,
um poder de deteccdo de 80%, uma razdo de controles por caso de 1,
uma proporcdo hipotética de controles com exposi¢do de 50%, uma
proporcdo hipotética de casos com exposicdo de 80%, e Razdes de
Chance (RC) menos extremas a serem detectadas de 4, a amostra foi
calculada em 40 casos e 40 controles, com um tamanho total de 80
amostras.

5.7.2. Analise dos Prontuarios Médicos

A busca de dados para o estudo caso-controle foi realizada por
analise dos prontuarios de cada paciente. Os prontuarios ficam
arquivados no Servico de Prontuario do Paciente, setor de Arquivo e
Estatistica do HU/UFSC e foram disponibilizados para analise mediante
assinatura do professor responsavel pela pesquisa. Cada solicitacdo pode
conter no maximo trinta (30) prontuarios e uma nova busca sé pode ser
solicitada ap6s a devolugdo do Ultimo prontuario retirado. A coleta dos
dados ocorreu entre Fevereiro de 2014 e Dezembro 2015, iniciando-se
pelos pacientes do grupo caso. Para isso, fez-se o pedido dos prontudrios
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de todos os pacientes que apresentaram algum episédio de infeccéo por
KPC entre Janeiro de 2012 e Dezembro de 2014. Para o grupo controle,
realizou-se primeiramente uma busca, no sistema de administracdo
hospitalar da Divisdo de Analises Clinicas do HU/UFSC, de pacientes
com infeccdo por Kp-ndo-KPC que atendessem aos critérios de
pareamento das amostras. Em seguida, fez-se o pedido dos prontuarios
desses pacientes.

5.7.3. Critérios de Exclusao

Foram adotados os seguintes critérios de exclusao:

- Pacientes que ndo ficaram internados no HU/UFSC (coleta
ambulatorial) e que ndo geraram prontudrio médico;

- Pacientes do grupo caso para 0s quais nao foi possivel
identificar um paciente para o grupo controle que atendesse os critérios
de pareamento das amostras;

- Prontuarios que ndo possuiam alguma das informacdes de
internacdo do paciente referente a amostra coletada;

- Prontuarios nédo localizados no Setor de Arquivo e Estatistica;

- Prontuérios que nédo estavam disponiveis para consulta.

5.7.4. Dados dos pacientes

Nos prontuarios foram coletadas as seguintes informagdes:

1- Dados do paciente: idade e sexo;

2- Origem do paciente na interacdo: se o paciente foi ou ndo
internado previamente em alguma instituicdo até 90 dias antes da
presente internacdo; ou se foi transferido de uma outra instituicdo
hospitalar;

3- Fatores de risco de infec¢des hospitalares na presente
internacdo antes da coleta da amostra: tempo de hospitalizagdo (em
dias), admissdo na Unidade de Terapia Intensiva (UTI), cirurgia,
presenca de cateter venoso e/ou urinario, uso de ventilagdo mecanica,
tratamento com medicamentos anti-inflamatorios esterdides e a
utilizacdo de antibidticos de 48 horas até trinta (30) dias antes da coleta.

4- Comorbidades: disfuncdo hepaética/cirrose, contagem de
neutréfilos inferior a 1.500/mm®, infeccdo pelo HIV, valor de
hemoglobina menor que 10 g/dl, diabetes, insuficiéncia renal relatada
(ou valor de creatinina maior que 2,0 mg/dl ou paciente em dialise),
doencas cardiopulmonares e transplante;
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5- Dados de coleta de amostra: unidade de internacdo, sitio
anatdbmico e terapia antimicrobiana empirica;

6- Terapia antimicrobiana apos o resultado da cultura;

7- Desfecho clinico: dbito ou alta hospitalar.

5.7.5. Analise Estatistica dos resultados

Os dados foram organizados em um banco de dados em planilha
Excel® e posteriormente exportados para analise estatistica no software
SPSS 21.0®. Os dados numéricos foram sumarizados como média ou
mediana e desvio padrdo, valor minimo e maximo. Os dados nominais
foram sumarizados como numeros absolutos e percentuais. Foram
avaliadas as associac@es entre as varidveis independentes e o desfecho
(cura ou 0bito), comparando-se 0 grupo de casos e controles. Foram
avaliadas as associagdes entre as variaveis independentes e a presenca
ou ndo de Kp-KPC. As variaveis categoricas foram comparadas usando
Teste Qui-quadrado ou Exato de Fisher. O Teste Mann-Whitney U foi
realizado para as variaveis continuas que ndao possuiam uma distribui¢do
normal. Foi estimada a RC dos fatores de risco analisados, tomando-se
como desfecho a cura ou o ébito, e a presenca ou ndo de Kp-KPC. Os
testes foram realizados em um nivel de significancia estatistica de 5%,
com intervalo de confianga de 95%.

5.8. ESTUDO DE CLONALIDADE DOS ISOLADOS

A variabilidade genética dos isolados bacterianos foi determinada
pelo perfil de macrorestricdo do cromossomo utilizando-se a técnica
PFGE. Esse é um estudo retrospectivo com bactérias Kp-KPC de um
banco de amostras. Para esta metodologia, foi analisado um (1) isolado
de Kp-KPC de cada paciente entre Janeiro de 2012 e Dezembro de
2014. Dos pacientes que possuiam mais de um isolado positivo para
KPC em sitios anatomicos diferentes, foi selecionada a amostra mais
representativa de infeccdo. Aqueles em que foram isoladas duas
amostras positivas para KPC no mesmo sitio anatdbmico em momentos
diferentes, optou-se pela primeira amostra. Foram analisadas tanto as
amostras clinicas (hemocultura, urina, secrecdo traqueal, cateter, escarro
e tecido), quanto as amostras de cultura de vigilancia (swab retal e
secrecdo traqueal).
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5.8.1. Preparacao dos Blocos com DNA

Os isolados foram semeados em Agar Sangue (Columbia agar +
5% sheep blood/BioMérieux®) e incubados a 35+1°C por 18 a 24 horas.
Utilizando uma col6nia isolada, foi preparada uma suspensdo bacteriana
em 10 mL de caldo BHI (Sigma-Aldrich®), sendo realizada uma nova
incubacdo a 35+1°C por 18 a 24 horas. Apés esse periodo, os tubos de
BHI contendo o crescimento bacteriano foram centrifugados a 1.110 x g
por 20 minutos e o sobrenadante descartado. O sedimento bacteriano foi
suspendido com 1 mL de solugdo Salina/EDTA pH 7,5 (70 mM de
NaCl, 30 mM de EDTA), toda a suspensao foi transferida para um
microtubo tipo eppendorf de 15 mL (previamente pesado) e
centrifugado a 1.235 x g por 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
retirado, o microtubo foi novamente pesado e um volume de solugdo
Salina/EDTA foi adicionado de acordo com o peso do sedimento de
cada amostra, para que a concentracdo final fosse de 1 mg/uL. Essa
mistura foi homogeneizada em agitador tipo vortex e 10 pyL foram
transferidos para outro microtubo, contendo 500 pL de solucéo
Salina/EDTA, previamente mantido em Banho Maria (BM) a 56°C. A
essa nova mistura, foram adicionados 500 pL de agarose de baixo ponto
de fusdo (UltraPure™ Low Melting Point Agarose/Invitrogen™) a 2%
(m/v), também previamente mantida em BM a 56°C. Apds
homogeneizar, a mistura foi aplicada em um molde de acrilico (10mm x
6mm x 1mm) e acondicionada em refrigerador a 4°C por 30 minutos
para formar blocos de agarose contendo a suspensdo bacteriana. Em
seguida, os blocos foram removidos dos moldes, adicionados em tubos
contendo 3 mL de Tampdo de Lise pH 9,5 (10% [v/v] de NaOH 10 M,
1% [m/v] de N-lauril sarcosina [Sigma-Aldrich®], 0,64 M de EDTA)
acrescido de 50 mg/mL de Proteinase K (Ambion/ThermoFisher
Scientific©) e incubados overnight em BM a 56°C. Posteriormente, o
tampdo de lise foi descartado e foram realizadas quatro (4) lavagens
com Tampéo Tris-EDTA (TE) 1X pH 7,5 (10 mM de Tris Base, 13 mM
de EDTA) com incubacéo a 4°C por 30 minutos entre cada lavagem. Até
a utilizagéo, os blocos foram armazenados em TE 1X a 4°C, por até seis
meses.

5.8.2. Clivagem do DNA com Enzima de Restricéo
Uma parte do bloco de agarose de aproximadamente quatro

milimetros foi selecionada e colocada em um microtubo de 1,5 mL para
clivagem do DNA bacteriano. Utilizou-se 10 U da enzima Xbal
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(ThermoFisher  Scientific©), que reconhece e cliva 0o DNA
cromossdmico no sitio de restricdo T"CTAGA, em 50 uL de Tampéao
Thermo Scientific Tango 1X (disponivel no kit) com uma incubacéo a
37°C por 16 horas.

5.8.3. Eletroforese em Gel de Agarose

Foi preparado um gel a 1,2% de agarose (grau molecular) em
tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE), utilizando o molde para 15 amostras.
Apo6s a polimerizacdo da agarose, por pelo menos 30 minutos, o gel foi
carregado com os blocos, tomando o cuidado de encosta-los na parede
anterior dos pogos e evitando a formacéo de bolhas. Foi adicionado um
marcador de tamanho molecular no primeiro e Gltimo pogos. Os pogos
foram selados com agarose de baixo ponto de fusdo. A cuba de
eletroforese foi carregada com 3 litros de TBE 0,5X e o mddulo de
resfriamento foi programado para 12°C. Apés o tampdo atingir a
temperatura programada o gel foi colocado na cuba utilizando o molde e
os fixadores. As amostras foram submetidas a eletroforese utilizando-se
0 equipamento CHEF-DR® I1l (Bio-Rad®) e adotando-se as seguintes
condi¢des de corrida: pulso inicial 5s; pulso final 35s; voltagem: 6
V/cm; tempo: 24 horas; angulo: 120°; temperatura 12°C. Para que 0S
fragmentos de DNA fossem corados, o gel foi colocado sob imersdo em
solu¢do de Brometo de Etidio (I pg/mL) por 35 minutos e depois
submetido & luz UV para visualizagdo dos fragmentos de DNA
fracionados.
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6. RESULTADOS

Do grupo caso, foram solicitados 78 prontuarios, e pelos motivos
ja elencados, foram disponibilizados no periodo 50 prontuarios, desses
40 corresponderam aos critérios de inclusdo do estudo e foram
analisados em detalhe. Dos controles, foram solicitados 52 prontuarios.
Desses, 12 ndo atenderam os critérios de inclusdo.

Um total de 242 isolados de Kp-KPC foi identificado em 181
pacientes durante o periodo do estudo (Janeiro de 2012 a Dezembro de
2014). A identificagdo de todos os isolados foi realizada por meio de
triagem fenotipica com MHT, para as amostras até Julho de 2013, e com
blogueadores e potenciador enzimaticos segundo padronizagdo da Nota
Técnica n°01/2013 da ANVISA. Todas as amostras positivas nos testes
fenotipicos foram confirmadas por PCR. Na Figura 1, podem ser
observados os produtos de PCR (795pb) de algumas amostras de Kp-
KPC confirmadas pela PCR.

Do total de isolados, 62 foram identificados em 2012, sendo 28
culturas de vigilancia e 34 amostras clinicas; 73 em 2013, sendo 33
culturas de vigilancia e 40 amostras clinicas; e 107 em 2014, sendo 56
culturas de vigilancia e 51 amostras clinicas. Nas situacdes em que
foram isoladas duas ou mais amostras do mesmo paciente optou-se
estudar a amostra mais representativa de infecgdo. Dessa forma, em
2012, 46 pacientes foram infectados/colonizados por Kp-KPC (26
amostras de culturas de vigilancia e 20 amostras clinicas); em 2013, 53
pacientes (26 culturas de vigilancia e 27 amostras clinicas); e em 2014,
82 pacientes (51 culturas de vigilancia e 31 amostras clinicas) (Figura
2). Os isolados foram coletados de diversos sitios: swab retal (113),
urina (67), hemocultura (25), secrecdo traqueal (19), amostras de tecido
(9), liquido abdominal (3), ponta de cateter (3), dreno (1), escarro (1) e
swab nasal (1) (Figura 3A).
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Figura 1. PCR para deteccdo de KPC utilizando-se iniciadores
especificos para o gene blakpc.

1 2 3 4 5 6 7 8

798pb

Canaleta 1: Controle Negativo; Canaleta 2: Controle Positivo (Klebsiella
pneumoniae produtora de Carbapenemase do tipo KPC); Canaletas 3-7:
Amostras positivas para KPC; Canaleta 8: Padrdo de tamanho molecular de
100 pb (Ludwig Biotec®).

Para o estudo caso-controle, as amostras foram pareadas por
idade, género, sitio anatdmico e data do resultado da cultura, como
demonstrado na Tabela 2. A diferenca maxima de idade entre 0s grupos
foi de oito anos. A diferenga maxima da data do resultado da cultura foi
de cinco meses.
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Figura 3. Numero de isolados e de pacientes identificados com
Kp-KPC no HU/UFSC entre 2012 e 2014.
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Figura 2. 3A - Total de amostras identificadas como Kp-KPC por
sitio de coleta no periodo de estudo no HU/UFSC. 3B - Total de
amostras Kp-KPC incluidas no estudo caso-controle.
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Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes, sitio anatémico e data do
resultado do isolamento das bactérias caso e controle.

GRUPO CASO GRUPO CONTROLE
Idade Geénero® Sitio Anatdmico Cultura® [Idade Género® Sitio Anatdmico Cultura®
60 M Hemocultura  06/2012 | 60 M Hemocultura  05/2012
52 M Hemocultura  06/2012 | 44 M Hemocultura  06/2012
26 M Urina 06/2012 | 32 M Urina 08/2012
82 F Urina 06/2012 | 86 F Urina 05/2012
75 M Urina 06/2012 | 78 M Urina 06/2012
63 M Urina 07/2012 | 64 M Urina 04/2012
60 F Urina 09/2012 | 59 F Urina 09/2012
58 M Hemocultura  09/2012 | 61 M Hemocultura  10/2012
63 F Hemocultura ~ 10/2012 | 64 F Hemocultura  12/2012
73 M Urina 11/2012 | 69 M Urina 09/2012
89 M Urina 11/2012 | 83 M Urina 10/2012
71 M Hemocultura  01/2013 | 77 M Hemocultura  02/2013
61 F Hemocultura  01/2013 | 55 F Hemocultura  01/2013
63 M Urina 06/2013 | 60 M Urina 04/2013
49 M Hemocultura ~ 07/2013 | 49 M Hemocultura  09/2013
68 F Urina 07/2013 | 68 F Urina 07/2013
52 F Hemocultura  07/2013 | 58 F Hemocultura  08/2013
30 M Urina 08/2013 | 35 M Urina 06/2013
25 M Urina 09/2013 | 29 M Urina 08/2013
75 M Urina 09/2013 | 72 M Urina 10/2013
30 M Hemocultura  09/2013 | 35 M Hemocultura  02/2014
47 F Urina 10/2013 | 55 F Urina 11/2013
55 M Hemocultura  11/2013 | 62 M Hemocultura  12/2013
34 M Urina 11/2013 | 39 M Urina 12/2013
81 M Urina 02/2014 | 82 M Urina 04/2014
70 M Urina 03/2014 | 71 M Urina 06/2014
58 M Urina 04/2014 | 51 M Urina 04/2014
37 F Urina 04/2014 | 32 F Urina 04/2014
75 F Urina 04/2014 | 79 F Urina 04/2014
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Continuacéo Tabela 2

78 F Urina 05/2014 |72 F Urina 05/2014
63 M Urina 06/2014 |67 M Urina 04/2014
50 M Urina 06/2014 |46 M Urina 05/2014
50 M Hemocultura 07/2014 |45 M Hemocultura 05/2014
58 M Urina 08/2014 |57 M Urina 09/2014
64 M Urina 09/2014 |61 M Urina 08/2014
48 F Hemocultura 10/2014 (45 F Hemocultura 09/2014
33 M Urina 10/2014 |33 M Urina 11/2014
90 M Urina 10/2014 (89 M Urina 10/2014
53 M Urina 10/2014 |50 M Urina 10/2014
50 M Hemocultura 11/2014 (47 M Hemocultura 11/2014

®M, Masculino; F, Feminino.
’Data do resultado da cultura, expresso em més/ano.

O estudo incluiu um total de 80 pacientes, sendo 58 (72,5%) do
género masculino e 22 (27,5%) do género feminino. A média de idade
de todos os pacientes foi de 58,0+16,5 anos, com idade minima de 25
anos e maxima de 90 anos. Para o grupo caso, essa média foi de
57,9+16,8 anos (25-90 anos) e para o grupo controle foi de 58,0+16,3
(29-89 anos). A amostragem foi constituida de um total 26 (32,5%)
hemoculturas (13 para cada grupo) e 54 (67,5%) amostras de urina (27
para cada grupo) (Figura 3B).

Quanto a origem do paciente no momento da internacdo no
HU/UFSC, 15 (37,5%) do grupo caso vieram transferidos de outras
instituicbes de salde, enquanto do grupo controle cinco foram
transferidos. Dos 25 pacientes do grupo caso que vieram para 0
HU/UFSC de casa, 17 (68,0%) tiveram uma internacdo prévia em algum
hospital. Desses 17, quatro (23,5%) foram diagnosticados com Kp-KPC
nas primeiras 72 horas de hospitalizagdo no HU/UFSC. Dos 15
pacientes do grupo caso que vieram transferidos para o0 HU/UFSC, cinco
(33,3%) foram diagnosticados com Kp-KPC antes de 72 horas de
hospitalizagdo. No grupo controle, dos 35 (87,5%) pacientes que vieram
de casa, 20 (57,1%) tiveram uma internacdo prévia. Observa-se que
houve diferenca significativa entre 0s grupos caso e controle em relagdo
a origem no momento da admissdo, tendo como referéncia se o paciente
foi ou ndo transferido de outra instituicdo para o HU/UFSC (P=0,010),
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mas ndo houve diferenca significativa quando foi avaliada a internagéo
prévia entre 0s dois grupos (P=0,394) (Tabela 3).

Tabela 3. Associacdo entre os grupos em relacdo a origem do
paciente no momento da admissdo no HU/UFSC.

] Grupos p*
Origem
Caso n (%) Controle n (%)
Casa 25 (62,5) 35 (87,5) -
Transferéncia® 15 (37,5) 5(12,5) 0,010
Internacdo prévia® 17 (68,0) 20 (57,1) 0,394

®Pacientes transferidos de outro hospital.

®Pacientes oriundos de casa e com internacdo hospitalar prévia, até 90 dias
antes da admisséo no HU.

“Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fisher.

Foi considerado como significativo um valor de P<0,005.

Observou-se uma diferenca no tempo de hospitalizagdo antes da
positividade da amostra entre 0s grupos caso e controle. No grupo caso,
esse tempo variou de zero (coleta no mesmo dia de admissdo) até 82
dias e a mediana da positividade da amostra desde a admissdo do
paciente no HU/UFSC foi de 18 dias. Para os pacientes do grupo
controle, o tempo variou de zero até 155 dias de internacdo e a mediana
foi de 7,5 dias. Apesar disso, ndo houve diferenga significativa entre os
grupos em relagdo ao tempo de hospitalizacdo (P=0,073) (Figura 4).
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Figura 4. Variagdo do tempo de hospitalizacdo entre 0s grupos caso
e controle.
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Variacdo interquartil: grupo controle 16 dias; grupo caso 23 dias.
Valores destacados na figura: grupo controle, 52, 61 e 155 dias; grupo caso,
81 dias.

Na Tabela 4 estdo descritos os fatores de risco para aquisi¢do de
infeccdo hospitalar aos quais 0s pacientes foram expostos antes da
positividade da amostra. De uma maneira geral, o grupo caso foi
exposto com maior frequéncia aos fatores de risco de infeccdo
analisados. Observa-se que houve diferenga significativa entre os grupos
em relacdo aos fatores de risco: admissdo na UTI (P=0,014), cirurgia
durante hospitalizacdo (P=0,012), uso de cateter venoso (P=0,023) e uso
de cateter urindrio (P=0,015). Todos os pacientes com hemocultura
positiva utilizaram cateter venoso e desses, dez (76,9%) do grupo caso e
sete (53,8%) do grupo controle também fizeram uso de cateter urinario
antes da positividade da amostra. Para as amostras positivas de urina, 23
(85,2%) do grupo caso e 16 (59,2%) do grupo controle utilizaram cateter
urinario. Cinco pacientes do grupo controle ndo utilizaram cateter
Venoso nem cateter urinario antes da positividade da amostra, sendo
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todas amostras de urina. Desses pacientes que ndo utilizaram cateteres
venoso e urinario, quatro foram diagnosticados com Kp-ndo-KPC nas
primeiras 48 horas de hospitaliza¢éo e todos vieram de casa.

Tabela 4. Associacdo dos grupos e os fatores de risco de infeccdo
analisados no estudo caso-controle.

Grupos
Fatores de Risco p?
Cason (%) Controle n (%)

Admissdo na UTI 24 (60,0) 13 (32,5) 0,014
Cirurgia durante

hospitalizagao 6 (15,0) 16 (40,0) 0,012
Cateter Venoso 38 (95,0) 31 (77,5) 0,023
Cateter Urinario 33 (82,5) 23 (57,5) 0,015
Ventilacdo Mecanica 13 (32,5) 8 (20,0) 0,204
Tratamento com 11 (27.5) 7(175) 0,284

Corticosteroides

®Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fisher.
Foi considerado como significativo um valor de P<0,005.

Na Tabela 5 estdo descritas as RC com o Intervalo de Confianca
(IC) de 95% para a associagdo entre as variaveis que apresentaram
diferenca significativa nos testes estatisticos. Pacientes admitidos na
UTI do HU/UFSC antes da positividade da amostra tém 3,1 vezes mais
chance de terem Kp-KPC (RC 3,115 [IC 95%, 1,247-7,781]). Pacientes
que fizeram uso de cateter venoso antes da positividade da amostra tém
5,5 vezes mais chance de terem Kp-KPC dos que néo utilizaram (RC
5,516 [IC 95%, 1,109-27,429]). Pacientes que fizeram uso de cateter
urinario antes da positividade da amostra tém 3,4 vezes mais chance de
terem Kp-KPC dos que ndo utilizaram (RC 3,484 [IC 95%, 1,246-
9,747]). Ao contrario dos outros fatores de risco, verificou-se que
pacientes que fizeram cirurgia durante a hospitalizacdo tiveram menos
chance de terem Kp-KPC.
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Tabela 5. Razbes de Chance para os fatores de risco que
apresentaram diferenca significativa entre 0s grupos.

Variavel RC (IC 95%) p?
Admissdo na UTI 3,115 (1,247-7,781) 0,014
Cirurgia Durante 0,265 (0,090-0,775) 0,012
Hospitalizagéo
Cateter Venoso 5,516 (1,109-27,429) 0,023
Cateter Urinério 3,484 (1,246-9,747) 0,015

Razdo de Chance (RC); Intervalo de Confianca para RC de 95% (IC 95%)
®valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer.
Foi considerado como significativo um valor de P<0,005.

Na Tabela 6 estdo descritas as comorbidades analisadas para cada
grupo e o respectivo valor de p, ndo sendo observada nenhuma diferenca
significativa entre os grupos.

Na Figura 5 estdo descritas as unidades de internagdo no
momento da coleta da amostra que foi positiva nos grupos caso e
controle.

Observa-se que 0s pacientes do grupo caso estavam com maior
frequéncia na Clinica Médica (CM), Emergéncia e UTI, enquanto o
grupo controle estava com maior frequéncia em Ambulatério e Unidade
Cirlrgica no momento da coleta da amostra. O HU/UFSC possui
atualmente duas CMs (CM | e CM 11), sendo a CM Il destinada para a
especialidade médica onco-hematoldgica. Havia ainda uma CM |1l que
foi desativada durante o periodo de estudo. Seis pacientes do grupo caso
e cinco pacientes do grupo controle estavam na CM Il no momento da
coleta da amostra positiva. Como ndo foi observada grande diferenga
entre os grupos em relacdo & unidade de internacdo nas CMs,
principalmente na CM Il, optou-se por agrupa-las.
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Tabela 6. Associacdo dos grupos e as comorbidades analisadas no
estudo caso-controle.

Comorbidades/Alteracdes Grupos pa
laboratoriais Cason (%) Controle n (%)
Disfuncédo hepatica/cirrose 10 (25,0) 12 (30,0) 0,617
Neutroéfilos < 1500/mm? 2 (5,0) 2 (5,0) 1,000
Infeccdo por HIV 3(7,5) 2 (5,0) 0,644
Hemoglobina < 10 g/dL 26 (65,0) 21 (52,5) 0,256
Diabetes 19 (47,5) 15 (37,5) 0,366
Insuficiéncia Renal 23 (57,5) 19 (47,5) 0,370
Doenca cardiopulmonar 29 (72,5) 24 (60,0) 0,237
Transplante 1(2,5) 3(7,5) 0,305

®Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer.
Foi considerado como significativo um valor de P<0,005.

Figura 5. Distribuicdo de casos e controles nas Unidades de
Internagdo no momento da coleta da amostra.
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AMB, Ambulatério; CM, Clinica Médica; EMG, Emergéncia; UC, Unidade
Cirdargica; UTI, Unidade de Terapia Intensiva.
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Foi observado se os pacientes fizeram uso de algum antibiético
de 48 horas até 30 dias antes da coleta da amostra. Enquanto 50% dos
pacientes do grupo controle utilizaram antibiéticos antes da coleta,
77,5% do grupo caso fizeram utilizagdo prévia. Houve diferenca
significativa entre os grupos em relacdo a utilizagdo de antibitticos antes
da coleta (P=0,011) (Tabela 7). Como foi observada essa diferenca, fez-
se uma andlise dos antibiéticos ou das classes mais utilizadas tanto em
monoterapia quanto em associa¢do. Houve diferenca significativa entre
0s grupos em relacdo ao uso de cefalosporinas de amplo espectro
(P=0,039), mas a diferenca ndo foi significativa em relagéo a utilizacdo
de quinolonas (P=0,057). Apesar disso, parece haver uma tendéncia a ter
uma diferenga significativa com relacdo & utilizacdo de quinolonas.
Entre as cefalosporinas de amplo espectro, o uso de ceftriaxona, que foi
a cefalosporina mais utilizada nos dois grupos, ndo apresentou diferenca
significativa (P=0,108). A utilizagdo de carbapenémicos (meropenem)
também ndo resultou em diferenca significativa entre os grupos
(P=0,201) (Tabela 8).

Tabela 7. Associacdo entre os grupos e os antibiodticos utilizados
antes da positividade da amostra e Razao de Chance.

Usod Grupos

so de

Antimicrobianos Cason  Controlen ~ RC(IC95%)  P*
(%) (%)

Antesda Coleta 31(775) 20 (500) 3444 (1,310- 0,011

9,058)

®Valor de p para teste Qui-quadrado.
Foi considerado como significativo um valor de P<0,005.
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Tabela 8. Associacdo entre os grupos e os antibidticos mais
utilizados antes da positividade da amostra e RC.

Grupos
Antibiético Cason  Controlen RC(IC95%)  P?
(%) (%)

Cefalosporinas® 14 (35) 6 (15) 3’059%0(212’())32' 0,039
Ceftriaxona 12 (30) 6 (15) - 0,108
Quinolonas 7(17,5) 1(2,5) - 0,057

Carbapenémico  5(12,5) 1(2,5) - 0,201

®Valores de p para teste Qui-Quadrado e Exato de Fischer.

*Cefalosporinas de amplo espectro, que foram: ceftriaxona, cefotaxima e
cefepime.

Foi considerado como significativo um valor de P<0,005.

Como nenhum protocolo, tanto nacional quanto internacional,
para o tratamento de infec¢bes por K. pneumoniae produtora de
carbapenemase foi estabelecido até o momento, foi considerada
apropriada a terapia antimicrobiana empirica com administracdo, dentro
de 24 horas do inicio da infecgdo, de antimicrobianos que demonstraram
posteriormente atividade in vitro de acordo com o antibiograma.
Tratamento definitivo foi considerado apropriado quando administrado
pelo menos um antimicrobiano com atividade in vitro segundo resultado
do antibiograma. A utilizacdo do meropenem no tratamento de infec¢bes
por Kp-KPC foi considerada apropriada quando em tratamento empirico
associado com outro antimicrobiano com atividade in vitro ou em
monoterapia sempre que a concentracdo inibitoéria minima foi menor ou
igual a 8 pg/mL (CIM < 8ug/mL) ou ainda no tratamento definitivo
guando associado a outro antimicrobiano com atividade in vitro e com
CIM < 8ug/mL.

Na Figura 6 estdo descritas as CIMs para o meropenem de acordo
com sitio anatdmico de coleta.
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Figura 6. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para meropenem
de acordo com o sitio anatdmico de coleta dos isolados Kp-KPC.
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Desde 2010, o CLSI mudou os pontos de corte da CIM para
meropenem. De acordo com 0s novos critérios interpretativos utilizados
para determinagdo da susceptibilidade ao meropenem, o isolado de K.
pneumoniae é considerado sensivel quando a CIM for igual ou menor
que 1 pg/mL, resisténcia intermediaria com CIM igual a 2 pg/mL e
resistente quando a CIM for maior ou igual a 4 pg/mL (CLSI, M100-
S20-U). Em relacdo a CIM para meropenem, 53,8% das amostras de
hemocultura possuiam valores abaixo de 8 pug/mL, e para as amostras de
urina, observou-se prevaléncia de valores de CIM abaixo de 8 pg/mL
(77,8%). Dentre os pacientes que possuiam Kp-KPC com CIM para
meropenem acima de 8 pug/mL, 66,7% vieram a ébito.

A andlise do tratamento empirico e apés o resultado de
isolamento e antibiograma foi realizado somente para os pacientes com
infeccdo por Kp-KPC (grupo caso). Dos 40 casos analisados, verificou-
se que cinco pacientes com amostra de urina positiva, possivelmente,
estavam colonizados por apresentarem crescimento concomitante de
outras espécies bacterianas e uma baixa contagem de coldnias. Além
disso, ndo utilizaram um tratamento direcionado para Kp-KPC, sendo
retirados da andlise do tratamento empirico e do tratamento apds o
antibiograma, entretanto sabe-se que dois desses pacientes vieram a
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oObito durante a internacdo no HU/UFSC. Sete pacientes néo fizeram uso
de terapia antimicrobiana empirica, desses, cinco (71,4%) foram a ébito
durante a internacdo. Terapia antimicrobiana empirica apropriada
(incluia pelo menos um antimicrobiano que posteriormente apresentou
atividade in vitro para Kp-KPC) foi administrada em 12 dos 28
pacientes restantes, e a mortalidade entre eles foi maior do que a
verificada nos pacientes que ndo receberam terapia empirica apropriada
(58,3% e 37,5% respectivamente, P=0,445). Somente trés casos fizeram
associacdo de antibidticos e todos vieram a Obito. Foram elas:
amicacina/polimixina B, meropenem/tigeciclina e
meropenem/polimixina B.

Quando analisada a utilizacdo dos antibidticos apds o
antibiograma, verificou-se que sete pacientes tiveram alta ou foram
transferidos e quatro vieram a Obito antes do resultado. Terapia
antimicrobiana definitiva foi administrada em 20 dos 24 pacientes
restantes. A mortalidade entre os pacientes que receberam terapia
antimicrobiana definitiva foi de 55%, relativamente mais alta do que os
pacientes que ndo receberam essa terapia de forma apropriada (50%,
P=1,000). A associacdo de antimicrobianos no tratamento definitivo foi
administrada em 10 pacientes, e a mortalidade desse grupo foi de 70%,
enquanto a mortalidade dos 10 pacientes que fizeram uso de
monoterapia foi de 40% (P=0,370).

Em relacdo ao desfecho clinico do paciente, foi observado se o
mesmo veio a Obito durante a presente internacdo no HU/UFSC, nédo
havendo distin¢do entre os motivos que levaram esses pacientes a ébito.
Na alta hospitalar, além das situacdes em que o paciente obteve alta,
estdo também incluidas as transferéncias para outra instituicdo de salde.
Dentre os 40 pacientes com Kp-KPC, 19 (47,5%) foram a ébito durante
a hospitalizacdo (47,4% amostras de hemocultura), enquanto 10 (25,0%)
com infeccdo por Kp-ndo-KPC foram a o6bito (50% amostras de
hemocultura) (P=0,036) (Tabela 9). Quando analisado o O6bito em
relacdo ao sitio anatdmico de coleta da amostra verificou-se que, no
grupo caso, de todos os pacientes com Kp-KPC na urina, 37% vieram a
Obito e dos pacientes com Kp-KPC na hemocultura 69,2% vieram a
6bito. J& no grupo controle, dentre as amostras de urina 18,5% foram a
Obito e dentre as amostras de hemocultura, 38,5% foram a ébito.
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Tabela 9. Associacdo entre os grupos e o desfecho dos pacientes

incluidos no estudo caso-controle.

Grupos
Desfecho p?
Caso n (%) Controle n (%)
Alta Hospitalar 21 (52,5%) 30 (75,0%) -
Obito 19 (47,5%) 10 (25,0%) 0,036

®Valor de p para teste Qui-quadrado.
Foi considerado como significativo um valor de P<0,005.

A variabilidade genética dos isolados bacterianos, determinada
pelo perfil de macrorestri¢gdo do cromossomo utilizando a técnica PFGE,
foi realizada com 90 amostras dos 181 pacientes infectados/colonizados
por Kp-KPC. Dezessete das 90 amostras estdo incluidas no estudo caso-
controle. Por problemas técnicos apresentados pelo equipamento de
eletroforese, ndo foi possivel concluir todas as amostras pretendidas
neste estudo. Pela andlise das amostras feitas até 0 momento, observa-se
visualmente um padrdo de clonalidade na maioria dos isolados testados

(Figura 7).
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Figura 7. Isolados de Kp-KPC testados pela técnica PFGE.
1 2 3 4 56 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Canaleta 1 e 15: Lambda Ladder de 50 kb a 800 kb (ProMega-
Markers®); Canaletas 2-14: amostras de Kp-KPC isoladas de pacientes
infectados ou colonizados.
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7. DISCUSSAO

O aumento da resisténcia aos carbapenémicos em
Enterobacteriaceae e sua rapida disseminagao, principalmente por Kp-
KPC, é um fendbmeno emergente de imensa importancia na clinica e na
salde publica. O controle da disseminacdo de KPC torna-se dificil uma
vez que os genes codificadores dessa enzima estdo localizados em
elementos genéticos moveis de plasmideos conjugativos (HORAN;
ANDRUS; DUDECK, 2008; CORREA et al., 2013). Além disso,
estudos recentes relataram que uma rapida disseminacdo de KPC esta
associada a clones de alto risco que estdo mundialmente distribuidos e
possuem melhor capacidade de adaptacdo (DOI; PATERSON, 2015).
Neste estudo, as amostras foram triadas por dois testes fenotipicos
diferentes no periodo do estudo: MHT e teste com inibidores e
potenciador enzimaticos. Este Gltimo substituiu o MHT apo6s a
publicacdo da Nota Técnica N° 01/2013. Embora os isolados que
apresentem inibicdo apenas para o AFB ja possam ser considerados
como produtor de KPC pelo teste recomendado pela ANVISA, todos
eles foram confirmados por metodologia molecular (PCR). No
HU/UFSC, foi evidenciado um importante aumento do ndmero de casos
de Kp-KPC no decorrer do periodo de estudo, tanto em amostras
clinicas quanto nas culturas de vigilancia. Em 2012, foram
diagnosticados 46 pacientes infectados/colonizados com Kp-KPC,
aumentando para 53 em 2013 e 82 no ano de 2014. O aumento
observado ao longo desses trés anos na instituicdo evidencia uma falha
no processo de contencdo da disseminacdo desse microrganismo,
refletindo diretamente na gravidade do problema a ser enfrentado. Por
isso, melhorar a detecgéo precoce com a utilizacdo de testes rapidos para
deteccdo de carbapenemases, aprimorar as medidas especificas ja
adotadas para  prevencdo de contato dos  pacientes
colonizados/infectados e disponibilizar uma terapia antimicrobiana
apropriada mais rapidamente, sdo as principais providéncias a serem
tomadas para o controle da disseminagdo dentro do ambiente hospitalar.
E importante ressaltar que em 2015, apesar de nio estar dentro do
periodo de estudo, houve diminuigdo dos casos de infec¢do por Kp-KPC
no HU/UFSC. De 31 amostras clinicas identificadas no periodo de 2014,
houve uma reducdo para 17 no ano de 2015. Essa reducgdo reflete
algumas medidas adotadas entre 2014 e 2015, como a disponibilizacdo
de uma ala hospitalar destinada ao isolamento de pacientes colonizados
ou infectados por bactérias multirresistentes e troca de desinfetante
utilizado para higienizacéo de superficies e do antisséptico utilizado pré-
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procedimentos. Esses dados foram fornecidos pela Comissdo de
Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH/HU/UFSC) (Dados néo
publicados).

A maioria das bactérias Kp-KPC foi isolada de cultura de
vigilancia (swab retal) durante os trés anos do estudo. Embora néo sejam
pacientes com algum processo de infeccdo, estavam colonizados de
forma assintomatica, constituindo um importante reservatério para
transmissao. Estudo conduzido por Calfee e Jekins em 2008 observou
uma alta taxa de bacteremia por K. pneumoniae resistente aos
carbapenémicos (Kp-RC) entre pacientes de uma UTI que foram
previamente colonizados por essas bactérias. A disseminacdo das
bactérias no ambiente hospitalar esta fortemente relacionada ao contato
com  pacientes  colonizados/infectados, por  meio  direto
(paciente/paciente) ou indireto (paciente/profissional de saude,
paciente/equipamentos). Em virtude disso, a identificacdo de pacientes
colonizados, seu isolamento e a precaucdo de contato sd@o medidas
necessarias a fim de conter a disseminacao de bactérias multirresistentes
no hospital (SIEGEL et al., 2007). No HU/UFSC, séo solicitadas
culturas de vigilancia nos seguintes casos: deteccdo de isolados
positivos no mesmo quarto para qualquer unidade de internacdo;
pacientes da UTI, no momento de admissdo e na saida, e todas as
segundas-feiras durante o periodo de internacdo. Nesses casos sao
coletadas amostras de swab retal. Para os transferidos de outras unidades
de salde nas quais tenham permanecido por mais de 24 horas e que
passaram por procedimentos invasivos, sdo coletadas amostras de swab
retal, secrecdo traqueal em presenca de traqueostomia ou Tubo Oro-
Traqueal (TOT), urina e feridas. Nos pacientes com doengas onco-
hematoldgicas, as culturas de vigilancia foram introduzidas como rotina
em 2012, e sdo realizadas semanalmente. A precauc¢do de contato para
bactérias  multirresistentes ocorre quando ha histérico de
colonizacdo/infecgdo por essas bactérias ou em casos de abscessos ou
feridas com drenagem de secrec¢do ndo contida pelo curativo (SIEGEL et
al., 2007; SCIH, 2015).

Os prontuarios disponibilizados no HU/UFSC para a pesquisa dos
dados dos pacientes no estudo caso-controle sdo prontuarios fisicos.
Diferentemente da pesquisa por meio eletrdnico, como observado em
alguns estudos (GASINK et al., 2009; HUSSEIN et al., 2009; TUON et
al., 2012), os prontudrios fisicos muitas vezes ndo possuem uma
uniformidade nos dados fornecidos, gerando maior dificuldade e tempo
mais prolongado para sua leitura e coleta dos dados necessarios. Apesar
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disso, conseguiu-se a coleta de todas as informagfes nos prontudrios
incluidos no estudo, sem nenhuma perda.

O pareamento das amostras foi realizado utilizando-se quatro
critérios: idade do paciente, género, sitio de coleta e data da positividade
da amostra. Com base nesses critérios, conseguiu-se correlacionar todos
0S pacientes por género, sitio de coleta e data da positividade da
amostra, sendo essa Ultima com o maximo de cinco meses de intervalo
entre os pacientes caso e controle. Embora o critério adotado em relacéo
a idade dos pacientes fosse uma diferenca de até dez anos, a diferenga
maxima encontrada foi de oito anos e aconteceu em apenas dois casos.
Como a idade era um critério de pareamento, a média de idade entre o0s
grupos foi praticamente idéntica e muito similar com a encontrada em
estudos anteriores para 0 grupo caso (PATEL et al., 2008; NGUYEN et
al., 2010; ZARKOTOU et al., 2011; TUON et al., 2012). As amostras
incluidas no estudo caso-controle foram 27 de urina e 13 de hemocultura
para cada grupo. Essas amostras representaram 27,7% e 10,3%
respectivamente, do total de isolados Kp-KPC e foram as principais
amostras clinicas representativas de infeccdo detectadas durante o
periodo de estudo. No estudo conduzido por Gasink e colaboradores
(2009), as principais amostras clinicas de isolados de K. pneumoniae
resistente aos carbapenémicos foram urina e hemocultura (59,9% e
17,3% respectivamente), sendo também observado no estudo realizado
por Correa e colaboradores (2013).

Os pacientes do estudo caso-controle foram predominantemente
do género masculino (72,5%). Isso poderia representar um Vviés no
estudo, uma vez que alguns prontudrios ndo foram analisados por se
enquadrarem em algum critério de exclusdo. Apesar disso, dentre os 181
pacientes que apresentaram um ou mais episddios de Kp-KPC no
periodo do estudo, 67,4% eram do género masculino, mostrando uma
predominancia de Kp-KPC nesse género. Além disso, outros estudos
relataram predominancia de pessoas do género masculino, variando de
61,1% a 69,3% (HUSSEIN et al., 2009; ZARKOTOU et al., 2010;
NGUYEN et al., 2010; ZARKOTOU et al., 2011; TUON et al., 2012;
CORREA et al., 2013).

A maioria dos pacientes que vieram de transferéncia de outra
instituicdo de saude pertencia ao grupo caso, sendo observada uma
diferenca significativa entre os grupos quando comparado se o0 paciente
veio ou ndo transferido de outra instituigdo hospitalar para 0 HU/UFSC
(P=0,010). Resultados similares foram encontrados em outros estudos.
Gasink e colaboradores, em 2009, observaram que 35,7% dos pacientes
com Kp-KPC e 17,7% com Kp-ndo-KPC foram transferidos (p<0,001).
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Zarkotou e colaboradores (2010) também encontraram diferenca
significativa entre os pacientes-caso e controle gquanto & origem no
momento da admissdo. Enterobactérias produtoras de carbapenemase
parecem ter um alto potencial de disseminacdo ndo apenas de um
paciente para outro dentro de um ambiente hospitalar, mas também
através de transferéncias entre instituicbes de salde da mesma regido
(WON et al., 2011; TZOUVELEKIS et al., 2012). Pacientes transferidos
geralmente possuem mais comorbidades, o que foi encontrado na
maioria nos pacientes com infecgdo por Kp-KPC deste estudo. J& a
maioria dos pacientes que vieram de casa para 0 HU/UFSC pertencia ao
grupo controle. Dentro do grupo controle, 87,5% tiveram origem de
casa, sendo este grupo composto por pacientes que possuiam, em geral,
menos comorbidades. Dos pacientes que vieram de casa e tiveram um
episodio de infecgdo por Kp-KPC, 68% tiveram uma internacdo
hospitalar prévia, até 90 dias antes da admissdo no HU/UFSC. Quatro
pacientes do grupo caso foram diagnosticados com Kp-KPC no
momento da admissdo no HUJ/UFSC, indicando que muito
provavelmente o isolado foi adquirido em outra instituicdo de saude. As
infeccBes causadas por microrganismos multirresistentes, neste caso por
Kp-KPC, sdo associadas ao ambiente hospitalar, sendo raramente
encontradas na comunidade (TZOUVELEKIS et al., 2012). Esses
resultados encontrados reforgam a importancia da realizagdo de cultura
de vigilancia no momento da admissdo de todos os pacientes
transferidos de outras unidades de saude.

Apesar de ndo ter sido encontrada diferenca significativa no
tempo de hospitalizacdo antes do isolamento de K. pneumoniae entre 0s
grupos (P=0,073), foi observado que a mediana desse tempo para o
grupo caso (18 dias) foi maior do que para o grupo controle (7,5 dias).
Tempos de hospitalizacdo mais prolongados, desde a admissdo até o
isolamento de K. pneumoniae foram associados com aumento do risco
de infecgdes por Kp-KPC (GASINK et al., 2009). Outro estudo também
mostra maior tempo de hospitalizacdo para os pacientes com infecgédo
por Kp-RC, embora ndo tenha encontrado diferenca significativa entre
0s grupos (FALAGAS et al., 2007). Confirmando que quanto maior o
tempo de hospitalizacdo maior o tempo de exposi¢do aos mais variados
fatores de risco para infec¢bes ou colonizagbes por microrganismos
multirresistentes.

A avaliagdo por andlise univariada dos fatores que podem
predizer risco para aquisicdo de infeccdes hospitalares demonstrou que
admissdo na UTI e o uso de cateteres, tanto venoso quanto urinario,
antes da positividade da amostra foram associados com infec¢do por Kp-
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KPC. Estudos anteriores que também compararam amostras Kp-KPC
(caso) e Kp-ndo-KPC (controle) encontraram as mesmas associa¢fes
(GASINK et al.,, 2009; TUON et al., 2012). Gasink e colaboradores
(2009) estudaram amostras representativas de infec¢do e colonizagdo e
verificaram que a utilizacdo de ventilagdo mecénica foi um fator de risco
para Kp-KPC, assim como Tuon e colaboradores (2012), que estudaram
amostras de hemocultura. O uso da ventilagdo mecanica como fator de
risco para Kp-KPC foi também observado em estudos que utilizaram
amostras de Kp-RC (FALAGAS et al.,, 2007; PATEL et al., 2008;
HUSSEIN et al., 2009). No presente estudo, 32,5% dos pacientes do
grupo caso e 20% do grupo controle utilizaram ventilagdo mecénica
antes da coleta, mas ndo foi encontrada significancia (P=0,204). Todos
0s pacientes que tiveram positividade para Kp-KPC na amostra de
hemocultura utilizaram cateter venoso antes da coleta e a maioria
também estava em uso de cateter urinario. A presenca de dispositivos
invasivos mostrou ser uma importante fonte de aquisicdo de infecgdes
por Kp-KPC no HU/UFSC. Segundo CDC (2015) minimizar 0 uso
desses dispositivos ¢ um passo importante no esforco de reduzir a
incidéncia dessas infecgbes. Em hospitais que fazem internacGes mais
longas, 0 uso do dispositivo deve ser revisto regularmente para verificar
se ele ainda € necessério e, se ndo for, seu uso deve ser descontinuado
prontamente. O uso de corticosteroides previamente a coleta da amostra
foi feito por 27,5% dos pacientes-caso e por 17,5% dos pacientes-
controle, mas também ndo mostrou ser um fator de risco para Kp-KPC
neste estudo, assim como observado em dois estudos anteriores
(HUSSEIN et al., 2009; CORREA et al., 2013). Foi observada diferenca
significativa, entre os grupos, associada a realizagdo de cirurgia antes da
positividade da amostra no HU/UFSC. Outros estudos demonstram que
a cirurgia anterior ao isolamento de K. pneumoniae é fator de risco para
Kp-RC (GASINK et al., 2009; PAPADIMITRIOU-OLIVGERIS et al.,
2014). Interessantemente no presente estudo, a diferenca foi associada
ao grupo controle, ou seja, os pacientes com infeccdo por K.
pneumoniae ndo produtoras de carbapenemase fizeram mais cirurgia do
gue 0s pacientes do grupo caso. Ao buscar os dados nos prontuarios,
observou-se que grande parte dos pacientes do grupo controle foi
internada no HU/UFSC para realizacdo de cirurgia eletiva. Porém, esses
dados ndo foram contabilizados e, por isso, ndo foram descritos nos
resultados do estudo. Além disso, o tempo médio de permanéncia dos
pacientes na Unidade Cirlrgica do HU/UFSC é ligeiramente menor do
gue o observado na UTIl. Em 2012, esse tempo foi de 6,26 dias na
Unidade Cirdrgica e 6,37 dias na UTI; em 2013, 5,94 ¢ 6,16 dias; e em
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2014, 5,92 e 6,82 dias respectivamente (Dados fornecidos pela
CCIH/HU/UFSC, ndo publicados). Como a maioria dos pacientes do
grupo controle internou na Unidade Cirdrgica, provavelmente tiveram
um tempo de internacdo total menor em relagdo aos pacientes internados
na UTI e foram expostos a menos fatores de riscos de infeccdes.

Neste estudo, foram avaliadas algumas comorbidades que
poderiam estar relacionadas com infecgdes por Kp-KPC nos pacientes
do HU/UFSC. Além da analise individual de determinadas
comorbidades, diversos estudos avaliam o indice de comorbidade e o
nivel de severidade de doenca por sistemas de pontuacdo e classificacdo
(FALAGAS et al., 2007; HUSSEIN et al., 2009; CORREA et al., 2013;
GIACOBBE et al., 2015). No presente estudo, os dados dos pacientes-
caso e controle foram coletados de forma retrospectiva, e algumas
varidveis como o indice de comorbidade e o nivel de severidade da
doenca ndo puderam ser precisamente avaliados. Pacientes do grupo
caso possuiam com frequéncia maior que o grupo controle as seguintes
comorbidades analisadas: infeccdo pelo HIV, anemia, diabetes,
insuficiéncia renal e doenca cardiopulmonar. No entanto, ndo foram
observadas diferencas significativas para nenhuma dessas condicdes,
corroborando com o0s resultados encontrados em outros estudos
(FALAGAS et al., 2007; GASINK et al., 2009; HUSSEIN et al., 2009;
CORREA et al., 2013).

Os pacientes com infeccdo por Kp-KPC estavam com maior
frequéncia nas CMs, Emergéncia e UTI, enquanto os pacientes do grupo
controle estavam com maior predominancia no Ambulatério e Unidade
Cirtrgica no momento da coleta da amostra. Ainda que as amostras
tenham sido coletadas nessas unidades, muitos pacientes estiveram
anteriormente internados em outras unidades do HU/UFSC. Como esses
dados ndo foram analisados neste estudo, ndo é possivel estabelecer uma
relacdo entre aquisicdo da bactéria e unidade de internacdo. O grupo
controle foi mais predominante na Unidade Cirurgica, corroborando
com o fato de que realizaram mais cirurgia durante a internagdo do que
0 grupo caso. No inicio do estudo havia trés Clinicas Médicas (CM) no
HU/UFSC: CM |, CM Il e CM IIl. As CMs | e 1l recebiam pacientes
das diversas especialidades médicas, enquanto a CM Il recebia pacientes
da especialidade onco-hematoldgica. Durante o periodo de estudo, a CM
Il foi desativada, e até o final de 2014 ndo havia uma ala hospitalar
especifica para isolamento de pacientes colonizados/infectados por
bactérias multirresistentes. Somente em margo/abril de 2015 a CM |
passou a receber os pacientes colonizados/infectados por bactérias
multirresistentes para isolamento. Segundo Tzouvelekis e colaboradores
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(2012) quando um isolado produtor de carbapenemase € identificado, o
controle de infeccdo hospitalar deve ser notificado imediatamente. No
HU/UFSC a comunicacdo entre o setor de microbiologia e a
CCIH/HU/UFSC para notificagdo desses casos ocorre por meio de
relatorios diarios e comunicagdo direta. O isolamento ou agrupamento
de pacientes infectados/colonizados com Enterobactérias produtoras de
carbapenemase parece ser a melhor medida de prevengdo da
disseminacdo (HERBERT et al., 2007; ENDIMIANI et al., 2009;
KOCHAR et al., 2009; CARBONNE et al., 2010; GREGORY et al.,
2010; MUNOZ-PRICE, 2010; SCHWABER et al., 2011). Por essa e por
outras razfes ja elencadas, o isolamento de Enterobactérias produtoras
de KPC mostrou uma reducéo no ano de 2015.

Diversos estudos do tipo caso-controle tém demonstrado que uma
grande quantidade de classes de antibiéticos utilizadas no tratamento de
infeccBes por bactérias Gram-negativas podem contribuir para sele¢do
de Enterobactérias produtoras de carbapenemase (KWAK et al., 2005;
FALAGAS et al., 2007; JEON et al., 2008; PATEL et al., 2008;
GASINK et al., 2009; HUSSEIN et al., 2009; DAIKOS et al., 2010;
WIENER-WELL et al., 2010; CORREA et al., 2013). Segundo
Tzouvelekis e colaboradores (2012), o que parece ter mais importancia é
a maior exposi¢do anterior aos antimicrobianos em geral, e ndo apenas a
utilizacdo de uma classe especifica ou por maior tempo (DAIKOS et al.,
2010; CORREA et al., 2013). Diversos estudos relatam, no entanto, que
a exposicao prévia principalmente a fluoroquinolonas, carbapenémicos e
cefalosporinas de amplo espectro esta associada a um aumento de risco
de infecgdes por Kp-RC (FALAGAS et al., 2007; PATEL et al., 2008;
GASINK et al., 2009; TUON et al., 2012; GIACOBBE et al., 2015).
Neste estudo, a exposi¢do prévia as principais classes de antibidticos
com atividade em bactérias Gram-negativas, mostrou ser um fator de
risco para Kp-KPC por andlise univariada (P=0,011). Pacientes que
fizeram utilizag@o prévia de antibidticos possuem 3,1 vezes mais chance
de terem infeccdo por Kp-KPC (RC 3,444 [IC95% 1,310-9,058]).
Quando realizada uma analise univariada individual, observou-se neste
estudo que a utilizacdo de cefalosporinas de amplo espectro esta
associada com um aumento no risco de infec¢do por Kp-KPC (P=0,039),
mas ndo houve diferenca significativa para a utilizacdo de quinolonas
(P=0,057) e especificamente a ceftriaxona (P=0,108), que foi a
cefalosporina de amplo espectro mais utilizada no periodo de estudo.
Uma diferenca significativa para a utilizacdo de cefalosporinas foi
observada por Kwak e colaboradores em 2005 e Patel e colaboradores
em 2008, com amostras de Kp-RC, bem como por Gasink e
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colaboradores em 2009, com amostras de Kp-KPC. Além disso, nao foi
encontrada diferenca significativa para o meropenem (P=0,210).
Embora a utilizacdo de quinolonas e carbapenémicos tenha sido
associada com aumento de risco para infecgdes por Kp-RC, apenas
17,5% e 2,5% dos grupos caso e controle, respectivamente, utilizaram
quinolonas e 12,5% e 2,5% dos grupos caso e controle utilizaram
carbapenémicos (meropenem), respectivamente. Entretanto, bactérias
produtoras de enzimas KPC conferem um nivel de resisténcia maior as
cefalosporinas do que aos carbapenémicos e, portanto, uma pressao
seletiva pelas cefalosporinas € justificavel (WOODFORD et al., 2004).
O aumento da prevaléncia de infecgBes severas causadas por
microrganismos produtores de KPC, associado a altos indices de
mortalidade, ressalta a necessidade para a busca de um tratamento
efetivo. No entanto, o tratamento apropriado para infeccbes causadas
por esses microrganismos ainda nao foi estabelecido (CARMELI et al.,
2010; HIRSCH; TAM, 2010; ZARKOTOU et al., 2011; PITOUT;
NORDMANN; POIREL, 2015). A maior parte dos dados clinicos sobre
a eficdcia dos antibidticos no tratamento de produtores de
carbapenemase é de relatos de casos e séries de casos, principalmente
por Kp-KPC (FALAGAS et al., 2014). A fim de investigar mais
profundamente a mortalidade dos pacientes do grupo caso, foram
avaliadas as intervencGes terapéuticas no tratamento empirico e apos
resultado de antibiograma. Para isso, a utilizagdo considerada apropriada
ou nao para cada tratamento foi comparada com desfecho dos pacientes
do grupo caso. A terapia antimicrobiana empirica ndo mostrou ter um
impacto no desfecho dos pacientes quando comparada se sua utilizagdo
foi ou ndo apropriada. Mais pacientes que utilizaram uma terapia
empirica apropriada vieram a 6bito em relagdo aos que a utilizaram de
forma inapropriada (58,3% e 37,5% respectivamente, P=0,445). Apesar
disso, uma grande maioria (71,4%) dos pacientes que ndo fizeram uso
da terapia empirica veio a 6bito durante a internacao. Interessantemente,
0s Unicos trés casos que utilizaram uma associacdo de antibiéticos na
terapia empirica foram a 6bito durante a internacdo. Os quatro pacientes
gue vieram a 6bito antes do resultado do antibiograma utilizaram como
terapia empirica meropenem/polimixina B, piperacilina/tazobactam,
meropenem e um deles ndo fez uso de terapia empirica. A mortalidade,
qguando utilizada terapia com pelo menos um antimicrobiano com
atividade in vitro a partir do antibiograma, foi maior do que quando o
paciente fez uso de terapia ndo apropriada (55% e 50%
respectivamente). Apesar disso, esse fator ndo esteve associado com a
sobrevida do paciente (P=1,000). Embora a maioria dos estudos clinicos
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relatarem uma menor taxa de mortalidade para os pacientes que
utilizaram terapia combinada (ZAVASCKI; BULITTA;
LANDERSDORFER, 2013; DAIKOS et al., 2014; TZOUVELEKIS et
al., 2014), este estudo demonstrou que a taxa de mortalidade dos
pacientes que utilizaram uma terapia combinada foi maior do que os
pacientes que utilizaram monoterapia. A CIM para 0 meropenem,
carbapenémico de escolha utilizado no HU/UFSC durante o periodo do
estudo, variou conforme a amostra clinica. Observou-se predominéncia
das amostras de urina com uma CIM para 0 meropenem menor que 8
ug/mL (77,8%). A taxa de mortalidade entre os pacientes que possuiam
Kp-KPC com uma CIM para meropenem maior que 8 pg/mL foi de
66,7%, considerando amostras de urina e hemocultura, apesar de nem
todos os pacientes terem utilizado meropenem no tratamento dessas
infeccdes.

A analise dos dados sobre a evolugdo das infec¢des no decorrer
da internacdo hospitalar no HU/UFSC revelou que os pacientes com Kp-
KPC tiveram uma mortalidade mais elevada em compara¢do com 0s
pacientes infectados com Kp-ndo-KPC (475% e 25,0%
respectivamente), sendo esta diferenca significante (P=0,036). A
mortalidade entre os pacientes com episddios de Kp-RC tem uma
variacdo de aproximadamente 30% a 52,8% (FALAGAS et al., 2007,
BORER et al., 2009; GASINK et al., 2009; ZARKOTOU et al., 2011;
GIACOBBE et al., 2015). Embora alguns desses estudos incluirem
isolados de Kp-RC, mas ndo produtoras de KPC, eles obtiveram
resultados semelhantes, com 0s encontrados no presente estudo, em
termos de mortalidade. Um estudo conduzido por Zarkotou e
colaboradores em 2010 observou um indice de mortalidade mais alto:
69,2% quando analisaram pacientes colonizados ou infectados por Kp-
KPC e 75% quando foram analisados somente os casos de infeccéo.
Apesar disso, a amostragem desses autores foi constituida de apenas 13
pacientes com Kp-KPC. O desfecho clinico observado em dois estudos
caso-controle foi muito similar a este estudo, tanto para o grupo caso
quanto para o0 grupo controle. Patel e colaboradores, em 2008,
encontraram uma mortalidade caso e controle de 48% e 26%
respectivamente e Correa e colaboradores, em 2013, observaram uma
mortalidade caso e controle de 50% e 27,5% respectivamente. Esses
estudos utilizaram isolados de Kp-RC obtidos de amostras clinicas de
hemocultura e outros sitios anatdmicos considerados estéreis. Quando
observada a mortalidade dos pacientes em relacdo ao sitio anatémico de
coleta da amostra positiva, verificou-se, no presente estudo, que o 6bito
foi maior no grupo caso do que no grupo controle quando analisadas
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somente as amostras de hemocultura (69,2% e 38,5%) e quando
analisadas somente as amostras de urina (37% e 18,5%).

Por problemas no equipamento de eletroforese, a andlise da
variabilidade genética dos isolados bacterianos pela técnica PFGE néo
pode ser finalizada. Aproximadamente metade das amostras foi
concluida. Entretanto, embora ndo tenha sido realizada uma analise por
softwares de similaridade de géis, observa-se visualmente um padrao de
clonalidade na grande maioria dos isolados ja testados.
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8. CONCLUSOES

Este foi o primeiro estudo caso-controle com amostras de
bactérias produtoras de KPC no HU/UFSC. Estudos como este sdo
importantes na identificacdo de fatores de risco de infeccdes a fim de
auxiliar a selecdo de pacientes que devem receber um tratamento
empirico diferenciado. Kp-KPC é um patégeno emergente associado
com significante mortalidade nesta instituicdo hospitalar. O nimero de
Kp-KPC isolados, tanto em amostras clinicas quanto em amostras de
culturas de vigilancia, na instituigdo, demonstra a necessidade do
aprimoramento constante das medidas de prevencdo e controle de
infeccdo por esse tipo de microrganismo. A transferéncia de pacientes
para 0 HU/UFSC mostrou ter associagcdo com os casos de Kp-KPC. Isso
enfatiza a importancia de manter a coleta de amostras para realizacdo de
culturas de vigilancia no momento da admissdo dos pacientes
transferidos de outras instituicGes de salde. O uso de cateteres venoso e
urinario revelou ser um importante fator de risco para infeccdes por Kp-
KPC e, portanto, minimizar o uso desses dispositivos, quando possivel,
pode auxiliar na redugdo dessas infeccbes. Mais estudos sobre os fatores
de risco e tratamento sdo necessarios para um melhor entendimento dos
determinantes epidemioldgicos de disseminacdo desses microrganismos
e para aperfeigoar a terapia empirica em grupos de alto risco.
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9. PERSPECTIVAS

. Concluir a analise da variabilidade genética dos 91 isolados
restantes pela técnica PFGE;
. Realizar uma analise de similaridade entre os perfis encontrados,

com geracdo de dendrograma a partir de determinados softwares
(Gel-Pro Analyser 4.0 e NTSYS 2.02);

. Realizar um estudo genético mais aprofundado sobre esses e
outros isolados de Kp-KPC circulantes no HU/UFSC.
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ANEXO A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
COMITE DE ETICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS -
CEPSH
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O(a) senhor(a), seu familiar e/ou dependente, estd sendo
convidado a participar, como voluntario(a), de uma pesquisa intitulada
“Estudo caso-controle dos aspectos clinicos, fatores de risco e
mortalidade associados a infecgdes nosocomiais por Klebsiella
pneumoniae produtoras de carbapenemases do tipo KPC”. A pesquisa
tem como objetivo avaliar os fatores associados as infecgdes por este
tipo de bactéria que € resistente & maioria das medicacfes e muito letal,
comparando com fatores associados a infec¢Ges por bactérias do mesmo
tipo, mas nao resistentes aos antibiéticos.

Nesse estudo serdo utilizados dados do seu prontuario médico, da
época em que o Sr.(a) esteve internado no Hospital Universitario e
realizados exames nas bactérias que foram isoladas na época.

O Sr.(a) ndo precisara se deslocar até o Hospital Universitario, e
nao sera submetido a nenhum tipo de exame. Apenas os dados do seu
prontudrio médico serdo utilizados.

Os beneficios e vantagens em participar deste estudo serdo que
com 0s resultados obtidos nas avaliagbes, os profissionais de saude
poderdo avaliar e conhecer os fatores relacionados a este tipo de
infeccdo e proporcionar um diagndstico mais rapido e um tratamento
mais adequado nos casos que venham a ocorrer no futuro.

O senhor(a) esta isento de qualquer despesa tida pelos
pesquisadores do presente estudo e dele decorrentes, e garante-se
indenizacdo decorrente de eventuais danos gerados pela pesquisa.

As pessoas que terdo contato com seu prontudrio médico serdo
somente os pesquisadores Profa. Maria Luiza Bazzo, Mara Scheffer,
Marcos André Schorner e a professora responsavel e médica
pneumologista Rosemeri Maurici da Silva.

Durante todo o periodo da pesquisa o(a) senhor(a) tem o direito
de tirar qualquer ddvida ou pedir qualquer outro esclarecimento,
bastando para isso entrar em contato, com algum dos pesquisadores ou
com o Conselho de Etica em Pesquisa. A presente pesquisa esta pautada
na resolucdo 466/2012, de acordo com o CNS (Conselho Nacional de
Saude).
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O(a) senhor(a) tem garantido o seu direito de ndo aceitar
participar ou de retirar sua permissao, a qualquer momento, sem nenhum
tipo de prejuizo ou retaliagdo, pela sua deciséo.

As informacBes desta pesquisa serdo confidencias, e serdo
divulgadas apenas em eventos ou publicacOes cientificas, ndo havendo
identificacdo dos voluntérios, a ndo ser entre 0s responsaveis pelo
estudo, sendo assegurado o sigilo sobre sua participagéo.

Agradecemos a sua participagdo e colaboracao.

Dra. Rosemeri Maurici da Silva Maria Luiza Bazzo

(48) 3721-9014 (48) 3721-2066

Email: rosemaurici@gmail.com mlbazzo@yahoo.com.br

Mara Scheffer Marcos André Schérner

(48) 3721-4562 (48)3721-4562
marascheffer@yahoo.com.br marcos_schorner@hotmail.com

Endereco: Universidade Federal de Santa Catarina - Hospital
Universitario - Campus Universitario Trindade - Floriandpolis - Santa
Catarina - Brasil - CEP: 88040-970

Se vocé tiver alguma ddvida ou consideracdo sobre a ética desta
pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa com
Seres Humanos (CEPSH) — UFSC.

Endereco: Prédio da Reitoria Il, 40 andar, sala 401, localizado na Rua
Desembargador Vitor Lima, no 222, Trindade, Florianépolis-SC.
Telefone: (48) 3721 6094.

CONSENTIMENTO EM PARTICIPAR

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da
pesquisa e, que recebi de forma clara e objetiva todas as explicacdes
pertinentes ao trabalho e, que todos os dados a meu respeito serdo
sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as medi¢Bes dos
experimentos/procedimentos de tratamento ndo serdo feitas em mim.
Tive tempo para tomar a decisdo, bem como chance de fazer
guestionamentos sobre o estudo. Minhas ddvidas foram esclarecidas.
Estou ciente de que posso interromper a participagdo no estudo a
qualquer momento.
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Nome do (a) participante por extenso:

Assinatura do (a) participante ou responsavel:

Data:
Y S
Assinatura do Pesquisador:
Data:
/ /

Nota: O presente Termo terd duas vias, uma ficard a guarda dos
pesquisadores e a outra via é da posse do proprio participante da
pesquisa.



