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RESUMO

A elevagdo das taxas de bactérias multirresistentes em ambientes destinados a prestacdo de
cuidados a saude é reconhecido como um problema de satde publica mundial. Atualmente, as
opgdes terapéuticas sdo limitadas em decorréncia da produgdo de B-lactamases de espectro
estendido (ESBL), B-lactamases do tipo AmpC e carbapenemases. Tais enzimas sdo capazes de
se disseminar com facilidade entre patgenos, dificultando o controle e o tratamento das
infeccbes nosocomiais. Sendo assim, o presente estudo teve como objetivo principal estudar
micro-organismos Gram-negativos isoladas de aspirado traqueal (AT) e da mucosa nasal (MN)
e anal (MA) de neonatos da UTIN pertencentes ao Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB). Os micro-organismos foram coletados previamente em um
estudo de coorte prospectivo no periodo de novembro de 2013 a novembro de 2014, visando
determinar a resisténcia aos antimicrobianos, fatores de viruléncia e pesquisa de clones
prevalentes na Unidade. As enterobactérias e os bacilos gram-negativos ndo fermentadores
(BGNF) previamente coletados foram submetidos a identificacdo genotipica, deteccdo de f-
lactamases de espectro estendido (ESBL), B-lactamases do tipo AmpC e carbapenemases,
producdo de biofilme e deteccdo de marcadores de viruléncia especificos em Pseudomonas
aeruginosa. Para a pesquisa de clones prevalentes na unidade, foi realizada a tipagem pela
técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). Os resultados revelaram que as
enterobactérias foram os micro-organismos predominantes em sitios de colonizagéo e infeccdo.
Este trabalho demonstrou maior colonizacdo da MA seguida pela MN. Enterobacter cloacae
foi a espécie isolada com maior frequéncia em amostras de colonizacdo. Os dados aqui
encontrados revelaram maiores indices de infeccdo por Klebsiella spp. e Serratia marcescens,
causando infeccdo da corrente sanguinea e pneumonia, respectivamente. Nesta pesquisa, pode
ser observada elevada producéo de biofilme, sendo que 95,0% das enterobactérias e 100% dos
BGNF foram produtores, com maior proporcdo de enterobactérias mostrando média producéo
de biofilme, enquanto os BGNF demonstraram em sua maioria serem fortes produtores. Através
da pesquisa dos genes codificadores de fatores de viruléncia especificos para Pseudomonas
aeruginosa foi possivel observar que a maioria dos isolados apresentaram genes codificadores
de alginato, fosfolipase C hemolitica, exotoxina A e ramnolipideos. A pesquisa fenotipica de
ESBL revelou 16 (5,3%) dos isolados produtores dessas enzimas. Dentre esses, seis
apresentaram genes de resisténcia, quatro (66,7%) apresentaram o gene codificador de CTX-
M-9, trés (50%) apresentaram o gene de TEM e um (16,7%) foi positivo para o gene de SHV e
de CMY-2. A pesquisa de p-lactamases do Tipo AmpC revelou a producgéo fenotipica por 20



isolados e, destes, dois apresentaram o genotipo EBC. Através da anélise do perfil genético, foi
possivel observar linhagens idénticas de espécies de enterobactérias em diferentes sitios de
coleta de RNs distintos, evidenciando possivel transmissdo cruzada; além disso, foi possivel
identificar caracteristica de persisténcia de algumas cepas dentro da unidade. Empregou-se uma
analise uni e multivariada de regressdo de Cox para verificar os fatores de risco de colonizacao
e infeccdo por micro-organismos Gram-negativos. Os resultados da analise multivariada
revelaram que, a cada semana a mais na idade gestacional, aumenta o risco diario em 7,0% para
a colonizacdo do RN por bacilos Gram-negativos, enquanto 0 uso de antimicrobianos nas
primeiras 72 horas diminui o risco diario em 35% de colonizacdo por esses patdgenos. Além
disso, a producdo de biofilme por esses micro-organismos apresentou associagdo com a
persisténcia da colonizacdo do RN pelo mesmo patdgeno e aumenta em 75% a chance diaria
do RN evoluir para infec¢cdo, assim como a producdo de ESBL, que aumenta a chance diaria
em 46,8 vezes para 0 RN ter infeccdo. Os dados desta pesquisa séo de fundamental importancia
para a saude publica, pois permitem o conhecimento da epidemiologia molecular de espécies
importantes de enterobactérias na UTIN de um hospital universitario terciario de alta
complexidade, permitindo, assim, a intensificacdo do monitoramento e implantacdo de medidas

de controle e precaucao.

Palavras-chave: Colonizagdo, infec¢ao, [B-lactamases de espectro estendido, AmpC e

carbapenemases.



ABSTRACT

The increase rates of multidrug-resistant bacteria in healthcare environments are recognized as
a worldwide public health problem. Currently, therapeutic options are limited due to the
production of extended spectrum [-lactamases (ESBL), AmpC-type pB-lactamases and
carbapenemases. Such enzymes can spread easily among pathogens, making it difficult to
control and treat nosocomial infections. Therefore, the present study aimed to study Gram-
negative microorganisms isolated from tracheal aspirate (TA) and nasal mucosa (MN) and anal
(MA) from NICU newborns belonging to the Hospital das Clinicas (HC) of the Faculty of
Medicine of Botucatu (FMB). Microorganisms were previously collected in a prospective
cohort study from November 2013 to November 2014, in order to determine resistance to
antimicrobials, virulence factors and clone research prevalent in the Unit. Previously collected
enterobacteria and non-fermenting gram-negative bacilli (NFGNB) were subjected to genotypic
identification, detection of extended spectrum B-lactamases (ESBL), AmpC-type B-lactamases
and carbapenemases, biofilm production and detection of specific virulence in Pseudomonas
aeruginosa. For the research of clones prevalent in the unit, typing was performed using the
pulsed field gel electrophoresis (PFGE) technique. The results revealed that enterobacteria were
the predominant microorganisms in colonization and infection sites. This work demonstrated
greater colonization of MA followed by MN. Enterobacter cloacae was the most frequently
isolated species in colonization samples. The data found here revealed higher rates of infection
by Klebsiella spp. and Serratia marcescens, causing bloodstream infection and pneumonia,
respectively. In this research, high biofilm production could be observed, with 95.0% of
enterobacteria and 100% of NFGNBs being producers, with a higher proportion of
enterobacteria showing average biofilm production, while NFGNBs were mostly strong
producers. Through the search for genes encoding specific virulence factors for Pseudomonas
aeruginosa it was possible to observe that most of the isolates had genes encoding alginate,
hemolytic phospholipase C, exotoxin A and ramnolipids. The ESBL phenotypic research
revealed 16 (5.3%) of the isolates producing these enzymes. Among these, six had resistance
genes, four (66.7%) had the CTX-M-9 coding gene, three (50%) had the TEM gene and one
(16.7%) was positive for the gene of SHV and CMY-2. The search for AmpC-type B-lactamases
revealed phenotypic production by 20 isolates and, of these, two presented the EBC genotype.
Through the analysis of the genetic profile, it was possible to observe identical lineages of
species of enterobacteria in different collection sites of different newborns, showing possible

cross-transmission; in addition, it was possible to identify the persistence characteristic of some



strains within the unit. A univariate and multivariate analysis of Cox regression was used to
verify the risk factors for colonization and infection by Gram-negative microorganisms. The
results of the multivariate analysis revealed that, each week more at gestational age, the daily
risk increases by 7.0% for the colonization of newborns by Gram-negative bacilli, while the use
of antimicrobials in the first 72 hours decreases the daily risk in 35% of colonization by these
pathogens. In addition, the production of biofilm by these microorganisms was associated with
the persistence of colonization of the newborn by the same pathogen and increases by 75% the
daily chance of the newborn evolving to infection, as well as the production of ESBL, which
increases the daily chance 46.8 times for the newborn to have infection. The data of this research
are of fundamental importance for public health, as they allow the knowledge of the molecular
epidemiology of important species of enterobacteria in the NICU of a tertiary university
hospital of high complexity, thus allowing the intensification of the monitoring and

implementation of control measures and precaution.

Keywords: Colonization, infection, extended-spectrum p-lactamases, AmpC and

carbapenemases
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1 INTRODUCAO

A elevacdo das taxas de bactérias multirresistentes em ambientes destinados a prestacdo de
cuidados a satide é reconhecido como um problema de satide ptblica mundial. O conhecimento
sobre a utilizagdo de antimicrobianos em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal (UTIN)
contribui para a defini¢do de restricdo antimicrobiana, variando de acordo com os padrdes locais
de resisténcia.?3#

A colonizacdo normal do neonato inicia-se logo apds o rompimento das membranas
amnidticas, prosseguindo através do contato com a mae e com o ambiente até que seja
estabelecida a microbiota do bebé. Diversos fatores podem influenciar no processo de
colonizacdo do Recém-nascido (RN), dentre eles, a microbiota materna, a alimentacdo do RN,
as pessoas que estabelecem contato direto com a crianga e 0 ambiente em que ela nasce e
permanece, compreendendo objetos e microbiota de outros bebés que ocupam o mesmo

espaco.®

Frequentemente, RNs que mantém contato com a mae e recebem aleitamento materno
natural sdo colonizados posteriormente ao nascimento atraves da pele e superficies mucosas,
como nasofaringe, orofaringe, conjuntivas, genitalia externa e corddo umbilical.® A presenca
de microbiota pouco virulenta protege a crianga da colonizacdo por micro-organismos
potencialmente patogénicos, pois as bactérias da microbiota proliferam-se nos diversos sitios,
competindo com organismos patogénicos, com a evolucdo para doenca em proporcdes

menores.’

A colonizacdo assintomatica por micro-organismos resistentes pode causar de forma
subsequente sérias infeccbes em recém-nascidos, especialmente nos prematuros. Tal fato pode
levar a surtos relacionados a patdgenos resistentes. A prevencdo e o controle das infeccdes
bacterianas em neonatos simbolizam um desafio para os profissionais de satide.?

Na UTIN do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu (HC FMB) —
Unesp no periodo de 1999 a 2003 as taxas de incidéncia de sepse tardia com hemocultura
positiva correspondeu a 9,5% entre todos os neonatos internados.® Ja nos anos de 2006 a 2008
as taxas de incidéncia de sepse tardia correspondeu a 43%, sendo 25% na sepse confirmada e
18% na sepse clinica.®

RNs que permanecem sob tratamento intensivo sdo expostos a diversos fatores de risco que
contribuem para o desenvolvimento destas infec¢Ges, dentre eles, caracteristicas como género,

peso ao nascer, idade gestacional, grau de desenvolvimento imunoldgico, gravidade da doenca,
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duracdo da hospitalizacdo, uso de procedimentos invasivos (canulas traqueais, cateteres
arteriais e venosos, sonda gastrica ou duodenal, derivacBes ventriculo-peritoneais, drenos
toracicos, etc.),™ utilizagdo de antimicrobianos, exposicdo ao ambiente hospitalar e a equipe
multidisciplinar.'> O desenvolvimento de um processo infeccioso decorre da interagdo entre
diversos fatores de risco associados a debilidade do sistema imunolégico dos RNs. A utilizagdo
de canulas endotraqueais e ventiladores mecéanicos interferem com os mecanismos de defesa
pulmonares locais, a utilizagdo de cateteres favorecem a entrada de bactérias da microbiota
cuténea a corrente sanguinea, o uso de bloqueadores H2 levam a reducdo da acidez gastrica, a
hiperalimentacédo enteral pode ocasionar a veiculacdo de organismos patogénicos e a utilizacéo
de forma prolongada e rotineira de antimicrobianos pode proporcionar a colonizagdo com
micro-organismos resistentes.®

Atualmente as opgdes terapéuticas sdo limitadas em decorréncia da produgdo de -
lactamases de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases.*>* As enterobactérias produtoras
de ESBL e carbapenemases emergiram como causa importante de infec¢cdes nosocomiais em
todo o mundo e sdo caracterizadas por disseminacdo rapida e progressiva. Atualmente,
representam um importante problema de sadde publica mundial, uma vez que as infeccoes
devidas a esses micro-organismos apresentam alta taxa de mortalidade, com opcoes
terapéuticas limitadas.”® Os membros da familia Enterobacteriaceae sdo micro-organismos
gram-negativos encontrados na natureza e isolados de material biologico, os quais colonizam o
trato gastrointestinal dos humanos como parte integrante da microbiota normal destes 6rgéaos,
tornando-o um potencial reservatdrio para esses agentes patogénicos. Esses patdgenos podem
sobreviver no ambiente e nas maos de profissionais de salde favorecendo a transmissao
cruzada. 6t

Ha também uma crescente preocupacdo com infeccdes neonatais causadas por bacilos
Gram-negativos ndo fermentadores de glicose (BGNF), em especial, Pseudomonas aeruginosa,
por apresentar resisténcia a maltiplos antibidticos e diversos fatores de viruléncia.'®1%2° Tais
micro-organismos podem ser evidenciados em varios ambientes, até mesmo reservatorios
Umidos e solucdes desinfetantes,'® apresentam capacidade de colonizagdo de diversos tecidos
em decorréncia da presenca de fimbria, responsavel pela motilidade celular, quimiotaxia e
mediacdo das interac6es superficiais iniciais. Esses micro-organismos podem também produzir
exoenzimas que aumentam a capacidade de invasdo e proliferacdo nos tecidos, sendo que a
exotoxina A pode ser considerada como um dos principais produtos derivados deste processo,
inibidora da sintese de proteinas eucaridticas;'®1°2° exoenzima S, substancia apoptética

responsavel por causar necrose e morte das células imunoldgicas do hospedeiro;?! elastase,
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destruidora de colédgeno e barreiras fisicas do hospedeiro com capacidade de inibicdo da
quimiotaxia dos mondcitos,?? protease alcalina que inativa o complemento, proporciona a
fagocitose dos neutrdfilos e destroi a fibronectina;?® alginato, fator de protecdo das defesas
imunoldgicas, encarregado pela estabilidade estrutural, producéo de biofilmes?* e resisténcia
aos antimicrobianos.?®

O processo de formacgéo do biofilme inicia-se com a adesdo de bactérias plancténicas a uma
determinada superficie celular ou inanimada, posteriormente estas se proliferam ocasionando
um acumulo de camadas de células bacterianas e por fim, a formacdo da comunidade
microbiana embebecida na matriz de exopolissacarideo produzida por essas células. A adesao
e formacdo de biofilmes sdo determinadas pelas peculiaridades do pat6égeno, como expressdo
dos fatores de viruléncia e das caracteristicas do ambiente onde a bactéria esta inserida.?%?’

Tais micro-organismos possuem sistemas de comunicacdo entre si, dentre eles, o quorum
sensing, uma capacidade de percepcdo da densidade populacional por meio da secrecdo de
sinais moleculares sintetizados por cada patdgeno. Na ocorréncia de aderéncia a dispositivos
médico-hospitalares, tais comunidades bacterianas representam uma fonte persistente de
contaminacdo ocasionando infecgdes graves. Ainda, expressam resisténcia aos antimicrobianos
variando de 500 a 5.000 vezes maior a de patdgenos na fase plancténica, dificultando o processo
de eliminac&o.?®

O grupo de antimicrobianos beta-lactamicos engloba farmacos mais comumente utilizados
na pratica clinica para o tratamento das infeccdes bacterianas relacionadas a assisténcia a satde
(IRAS). O mecanismo de acdo destas drogas exerce efeitos na integridade da parede celular
bacteriana, agem na sintese de peptideoglicano e consequentemente na destruicao do patdgeno.
Pertencem a essa classe as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e o carbapenémicos.?®

Opcdes terapéuticas disponiveis para o tratamento clinico de IRAS foram prejudicadas pelo
rapido aparecimento de mecanismos de resisténcia antimicrobiana. Particularmente uma
caracteristica marcante é a capacidade dos bacilos Gram-negativos acumularem resisténcia
cruzada aos antimicrobianos desencadeada pela co-resisténcia, ou seja, da presenca de diversos
mecanismos de resisténcia em um unico micro-organismo acarretando a resisténcia aos
multiplos farmacos, resultando na circulagdo de estirpes multirressistentes.*

Pesquisas evidenciam quatro mecanismos de resisténcia bacteriana aos beta-lactamicos,
como a alteracdo do sitio de acdo dos antimicrobianos ou das proteinas ligadoras de penicilina
(PBPs), alteracao da permeabilidade da membrana celular, efluxo ativo e inativacdo enzimatica

principalmente mediante a produgio de B-lactamases.!



22

Ao realizarem o processo de ligacdo as PBPs, os farmacos beta-lactamicos inibem as
enzimas envolvidas nas fases finais da constituicdo e do arranjo da parede celular de micro-
organismos em multiplicacdo. Tal fato proporciona a formagéo de um peptideoglicano imaturo
e, consequentemente ocorre a lise bacteriana. Entretanto, se ocorrer a alteracdo deste sitio, o
farmaco nao podera efetivar a ligacdo e torna-se ineficiente contra o patdgeno. Esse mecanismo
de resisténcia representa o principal em cocos Gram-positivos (Géneros Staphylococcus,
Streptococcus e Enterococcus) e em algumas bactérias gram-negativas fastidiosas com a
Neisseria gonorrhoeae.®?

A modificagdo da permeabilidade da membrana externa constitui um mecanismo de
resisténcia nos micro-organismos gram-negativos, sendo evidenciada quando ha perda ou
alteracdo das proteinas de membrana ou porinas, alterando assim, a penetracdo e
consequentemente 0 mecanismo de acdo dos beta-lactamicos. Esse mecanismo via porinas é
restrito a patdgenos gram-negativos, em decorréncia da inexisténcia de membrana externa nos
micro-organismos Gram-positivos. Os compostos beta-lactamicos passam com facilidade pela
camada de peptideoglicano nas células Gram-positivas, enquanto nas Gram-negativas sdo
transportadas para o interior das células, principalmente por meio de porinas.®

A propriedade de expulsar ativamente os antimicrobianos para o meio extracelular, devido
a bomba de efluxo, tem sido observada tanto em micro-organismos Gram-negativos quanto em
Gram-positivos, podendo conferir resisténcia a uma variedade de antimicrobianos, incluindo os
beta-lactamicos. A resisténcia aos carbapenémicos em patégenos Gram-negativos pode ocorrer
gracas a bomba de efluxo, a reducéo da permeabilidade e a sintese de B-lactamases.®?

O mecanismo de resisténcia bacteriana mais importante e frequente é a degradacdo do
antimicrobiano por enzimas, as B-lactamases que hidrolisam a ligacdo amida do anel beta-
lactdmico, destruindo, assim, o local onde os antimicrobianos B-lactdmicos ligam-se as PBPs
bacterianas e através do qual exercem seu efeito antibacteriano. Nas bactérias Gram-negativas,
o papel das B-lactamases na resisténcia bacteriana é complexo e extenso. Verifica-se a presenca
de grandes quantidades de enzimas, muitas delas sdo capazes de inativar diversos
antimicrobianos B-lactimicos. Além disso, as fB-lactamases de bactérias Gram-negativas sao
secretadas no espaco periplasmatico, onde atuam em conjunto com a barreira de permeabilidade
da membrana celular externa, podendo alcancar maiores concentracdes e agirem de modo mais
eficaz sobre os [-lactdmicos que estdo atravessando esse espaco para atingir as PBPs,
produzindo resisténcia clinicamente significativa a antimicrobianos.®*

Foram descritas numerosas [-lactamases diferentes e essas enzimas séo codificadas em

Cromossomos ou sitios extracromossémicos através de plasmideos ou transposons, podendo ser
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produzidas de modo constitutivo ou ser induzido. Os genes que codificam as p-lactamases
modificam-se dependendo da localizagdo, 0 modo de expresséo e o tipo de transferéncia. Essas
enzimas podem ser constitutivas quando produzidas independentemente da presenca do
antimicrobiano, ou induziveis quando determinados agentes estimulam a producdo da enzima
pelo micro-organismo.®*

Nas B-lactamases mediadas por elementos extracromossdmicos, 0s genes podem estar em
elementos mdéveis como plasmideos, que sdo de replicagdo independente do cromossomo ou
estar em transposons que sdo segmentos de DNA moveis presentes no genoma que podem
conter elementos que capturam e mobilizam genes presentes em cassetes. Os plasmideos podem
conter informacBes que proporcionem beneficios a bactéria (plasmideos virulentos), como
resisténcia aos antimicrobianos ou conferirem habilidade de dirigir sua transferéncia de uma
célula para outra (plasmideos conjugativos).?

Os genes de localizagdo extracromossomal podem ser transferidos de forma horizontal entre
espécies distintas de bactérias, assim, determinados fenotipos resistentes ou multirresistentes
apresentam capacidade de expansdo rapida.>® O mecanismo mais comumente associado a
transferéncia génica em bactérias Gram-negativas € a conjugacéo que ocorre através do contato
fisico entre duas células realizado pela pili.>*

Diversos fatores contribuem para que uma B-lactamase confira resisténcia a um beta-
lactamico, dentre eles, a localizacdo celular da B-lactamase, a taxa de hidrolise de enzima
dependente da concentracdo da droga e da velocidade com que o antimicrobiano penetra pela
membrana externa dos micro-organismos Gram-negativos, afinidade dos beta-lactamicos pelas
B-lactamases, o tipo de B-lactamase e as condicdes fisico-quimicas laboratoriais.*

Trés grandes grupos destas enzimas sdo geralmente distintos, p-lactamases de espectro
estendido (ESBL), cefalosporinases classe C (AmpC), e diferentes tipos de B-lactamases com
atividade de carbapenemases. As ESBL sdo um grupo de enzimas de codificacdo mediada por
plasmidios, derivadas das [3-lactamases classicas (TEM-1, TEM-2 e SHV-1), possuem espectro
hidrolitico ampliado as cefalosporinas de terceira geracdo e aos monobactamicos. No ano de
1983 foram detectadas na Alemanha os primeiros isolados clinicos de K. pneumoniae e E. coli
resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo, mas apresentaram sensibilidade a cefoxitina.
A anélise destas estirpes demonstrou posteriormente que a resisténcia evidenciada se justificava
em decorréncia da producdo de uma B-lactamase plasmidial transferivel, derivada de SHV-1,
sendo denominada SHV-2. A partir de entdo, tem sido relatado mundialmente numerosas
enzimas dos tipos TEM e SHV apresentando esse fendtipo de resisténcia. As ESBL hidrolisam

as aminos e ureidopenicilinas, cefalosporinas (exceto as cefamicinas) e 0s monobactamicos,
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ndo hidrolisando, entretanto, os carbapenémicos. A acdo hidrolitica destas enzimas é bloqueada
pelos inibidores de R-lactamase (acido clavulanico, sulbactam e tazobactam).®

As R-lactamases do tipo AmpC sdo enzimas mediadas por genes cromossomais
praticamente onipresentes entre 0s micro-organismos Gram-negativos, evidenciando graus
variaveis de expressdo entre as espécies bacterianas, apresentam-se resistentes a inibicdo pelo
acido clavulanico e sulbactam e podem ser induzidas por beta-lactdmicos. Tais enzimas podem
conferir resisténcia a quase todos os beta-lactdmicos, englobando as penicilinas de amplo
espectro, as cefamicinas, as cefalosporinas de terceira geracao, as combinacfes com inibidores
de beta-lactdmicos e aos monobactamicos, com excecdo dos carbapenémicos e as
cefalosporinas de quarta geragdo.®

As carbapenemases apresentam capacidade de hidrolizar ndo somente carbapenémicos,
como também os demais beta-lactamicos, como cefalosporinas, penicilinas e monobactamicos.
Trés grandes classes de carbapenemases sdo encontradas atualmente em enterobacterias
mundialmente: as metalo-beta-lactamases (MBLs), sendo os tipos IMP, VIM e NDM as mais
frequentemente detectadas, as OXA carbapenemases, sendo a OXA-48 a mais frequente, e as
carbapenemases do tipo KPC. Indiscutivelmente, do ponto de vista epidemiolégico sdo de
funtamental relevancia as carbapenemases do tipo KPC e as do tipo NDM, pois ambas
apresentaram rapida e ampla disseminag&o mundial posteriormente a suas descrigdes iniciais.®!

A metalo-beta-lactamase do tipo NDM (New Delhi metalo-beta-lactamase) € uma enzima
com atividade em quase todos os betalactamicos, incluindo os carbapenémicos, mantendo a
sensibilidade in vitro apenas ao aztreonam.®* Foi identificada inicialmente em 2008 em isolado
de Klebsiella pneumoniae de um morador da Suécia que passou por procedimentos médicos na
india.®® A partir de entdo, inimeros paises detectaram o gene bla-NDM em isolados de varias
espécies bacterianas. No Brasil, em 2013, no Rio Grande do Sul, evidenciou-se a primeira
identificacdo.®! Em Santa Catarina, em abril de 2014, a bactéria Acinetobacter Iwoffii resistente
aos carbapenémicos imipenem e meropenem foi identificada no Laboratdrio Central de Saude
Pablica - Lacen. A cepa bacteriana foi encaminhada ao Laboratorio de Referéncia Nacional da
Fundacdo Oswaldo Cruz onde foi detectado o gene bla-NDM pela técnica de PCR (Reagdo em
Cadeia da Polimerase).3!

A carbapenemase do tipo KPC é uma enzima que confere resisténcia aos carbapenémicos e
foi originalmente descrita em bactérias do género Klebsiella, nos EUA no final dos anos 90.%’
Bactérias além das do género Klebsiella podem carrear o gene bla-KPC. O primeiro caso

isolado no Brasil no ano de 2006 em Pernambuco.® Esta enzima ja foi identificada em diversos
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estados brasileiros podendo causar surtos, sendo alvo de monitoramento constante pelos 6rgaos
fiscalizadores.®

H& também grande preocupacdao com a OXA-48 que apresenta importante atividade contra
os carbapenémicos. Foi identificada inicialmente em 2004 na Turquia e rapidamente se
espalhou pela Europa e Oriente Médio.>® No Brasil, foi descrita em 2014 em estudo de
prevaléncia conduzido em Porto Alegre .*°

A genotipagem dessas cepas apresenta fundamental importancia para detec¢do da relacao
de patdgenos com determinadas infec¢des, surtos ou transmissao cruzada de micro-organimos,
visando evidenciar possivel similaridade genética.** Para tal, utiliza-se uma ferramenta de
tipagem molecular deniminada PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis).*? Um grande beneficio
do PFGE é a capacidade de separacdo de grandes fragmentos de DNA, de forma oposta ao
convencional gel de agarose. O cromossomo bacteriano €, portanto, exposto a analise, 0 método
PFGE apresenta capacidade para descricdo clara das cepas e evidenciar a relacdo clonal entre
os isolados com alta reprodutibilidade.*

Mediante a taxas de incidéncia de colonizacao e infeccdo de RNs em UTI por bactérias
Gram-negativas potencialmente patogénicas e consequentemente o prolongamento do periodo
de internacdo hospitalar, aumento da taxas de morbidade e mortalidade e elevacdo dos custos
hospitalares, o presente estudo tem como objetivo principal, identificar os fatores de risco para
colonizacéo e infeccdo por micro-organismos Gram-negativos isolados de aspirado traqueal e
dos sitios nasal e anal de neonatos da UTIN pertencentes ao Hospital das Clinicas (HC) da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) coletados previamente em um estudo de coorte
prospectivo no periodo de novembro de 2013 a novembro de 2014, determinar 0s mecanismos
de resisténcia dos micro-organismos isolados aos antimicrobianos através da produgdo de -
lactamases, carbapenemases, producdo de biofilme, fatores de viruléncia especificos para

Pseudomonas aeruginosa e pesquisa de clones prevalentes.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar micro-organismos Gram-negativos isolados de aspirado traqueal e dos sitios
nasal e anal de neonatos da UTIN do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB), visando determinar resisténcia aos antimicrobianos, fatores de viruléncia,
pesquisa de clones prevalentes na Unidade e os fatores de risco para colonizagéo e infeccdo dos

RNs por esses micro-organismos.

2.2 Objetivos Especificos

= Determinar genotipicamente as espécies de micro-organismos Gram-negativos isolados
de RNs;

= Determinar a produ¢ao de P-lactamases de espectro estendido (ESBL), AmpC e
carbapenemases em bactérias Gram-negativas;

= Determinar fenotipicamente a producéo de biofilme;

= Pesquisar genotipicamente a presenca de marcadores de viruléncia especificos em
Pseudomonas aeruginosa;

= Realizar tipagem molecular das bactérias Gram-negativas mais frequentes;

= |dentificar os fatores de risco para colonizacdo e infeccdo por micro-organismos Gram-
negativos nos RNs incluidos no estudo.

= Comparar o micro-organismo isolado da amostra clinica com o isolado da colonizagéo.
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3 METODOLOGIA

3.1 Local de estudo

O estudo foi realizado com amostras de bactérias Gram-negativas isoladas de RNs
internados na UTIN pertencente ao Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de Medicina de
Botucatu (FMB). Centro universitario terciario de alta complexidade, atualmente com 15 leitos
e referéncia regional para atendimento de pacientes do Sistema Unico de Salde (SUS)
provenientes da regido sudoeste do Estado de Sdo Paulo e de outros Estados vizinhos. Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina de Botucatu
(NUmero do Parecer: 1.909.420/CAAE: 63056816.0.0000.5411).

3.2 Delineamento

Foi realizado um estudo de coorte ndo concorrente, neste, foram incluidos inicialmente
todos os recém-nascidos internados na UTI nascidos no Hospital das Clinicas (HC) da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) no periodo de novembro de 2013 a novembro de
2014, sem manifestacdes clinicas de infeccGes bacterianas na admissao, de acordo com o0s
protocolos definidos pela Equipe Médica da Unidade. O delineamento € apresentado no

fluxograma a seguir.
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Coletados: aspirado traqueal, swabs
anal e nasal (duas vezes por semana
durante um ano) e dados clinicos.

Isolamen

Isolamento
em mate
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3.3 Definicdes

Colonizagdo: presengca do micro-organismo no hospedeiro na auséncia de

manifestacdes clinicas e resposta imunoldgica no momento do isolamento bacteriano. 4
Persisténcia da colonizagéo: Isolamento mesmo patégeno na coleta posterior.

Infeccdo: Evidéncia diagndstica (clinica/laboratorial/microbiolégica) posteriormente as
primeiras 48/72 horas de vida. Foi considerada como IRAS de origem hospitalar, aquela

infeccdo diagnosticada enquanto o paciente esteve internado na unidade.

Juntamente com um médico da UTIN foi realizado a analise do diagnostico das
infeccbes dos RNs incluidos no estudo, com base nos registros dos prontuarios dos neonatos,
utilizando os critérios de diagndstico conforme preconizado pela Anvisa. Para tanto, foram

utilizados os critérios abaixo associados ao Escore de Rodwell.**

Para diagnéstico de Infeccdo da Corrente Sanguinea (ICS) foi utilizado um dos

seguintes critérios:

Critério 1: Uma ou mais hemoculturas positivas por micro-organismos ndo contaminantes da
pele e que o micro-organismo ndo esteja relacionado a infecgdo em outro sitio;

Critério 2: Pelo menos um dos seguintes sinais e sintomas sem outra causa ndo infecciosa
reconhecida e sem relacdo com infecgdo em outro local (discussdo com meédico assistente do
RN): Instabilidade térmica, bradicardia, apneia, intolerancia alimentar, piora do desconforto
respiratorio, intolerancia a glicose, instabilidade hemodinamica, hipoatividade/letargia.

E pelo menos um dos seguintes:

" Micro-organismos contaminantes comuns da pele (Staphylococcus coagulase negativa,
Proprionebacterium spp., Bacillus spp., ou Micrococcus) cultivados em pelo menos duas
hemoculturas colhidas em dois locais diferentes, com intervalo maximo de 48 horas entre as

coletas.

Para o diagnostico de pneumonia foram analisados os seguintes critérios dos RNs intubados:

. Critério radiologico: 1 (uma) ou mais radiografias de torax seriadas com um dos

seguintes achados: infiltrado persistente, novo ou progressivo:

v Consolidagdo;
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v Cavitacao;

v Pneumatocele.

" Sinais e sintomas: Piora da troca gasosa (por exemplo: piora da relagdo PaO2/ FiO2,
aumento da necessidade de oferta de oxigénio, aumento dos pardmetros ventilatorios).

E pelo menos 03 (trés) dos sinais e sintomas:

v Instabilidade térmica (temp. axilar > de 37,5 °C ou < que 36°C) sem outra causa
conhecida;
v Leucopenia ou leucocitose com desvio a esquerda (considerar leucocitose > 25.000 ao

nascimento ou > 30.000 entre 12 e 24 horas ou acima de 21.000 > 48 horas e leucopenia <
5.000);

v Hemograma com > 3 parametros alterados (vide escore hematoldégico anexo C);

v Mudanca do aspecto da secrecdo traqueal, aumento da secrecéo respiratdria ou aumento
da necessidade de aspiracdo e surgimento de secrecdo purulenta;

v Sibilancia, roncos. Bradicardia (160 batimentos/min).

Para confirmar infeccdo do trato urinario os seguintes critérios foram analisados:

Presenca de 01 dos seguintes sinais e sintomas sem causa reconhecida:
Instabilidade térmica (temperatura axilar acima de 37,5° C ou menor que 36,0°C);
Apneia;

Bradicardia;

Baixo ganho ponderal;

Hipoatividade/letargia;

\VVomitos

N NN NN

Urocultura positiva (maior ou igual a 10° col6nias por mL) com ndo mais que duas
espécies de micro-organismos. No caso de urina colhida através de puncdo suprapubica, foi

valorizado qualquer crescimento de ndo mais de duas espécies de micro-organismos



31

3.4 Coleta de dados clinicos

Para analise dos fatores de risco para colonizacdo e infecgdo foram obtidos dados
pessoais e clinicos a partir da analise de prontuérios dos pacientes. Foram coletados os dados

referentes a variaveis maternas e do RN:

e Sexo do RN.

e Tipo de Parto.

e ldade gestacional (1G).

e Peso ao nascimento.

e Cateterizacdo venosa central ou periférica.
e Intubacdo endotraqueal (ventilagdo mecanica).
e Procedimentos cirirgicos.

e Nutricao parenteral.

e Antibioticoterapia prévia.

e Dados laboratoriais.

e Obito.

3.5 Coleta dos espécimes microbiologicos

As amostras foram previamente coletadas da mucosa nasal, anal e aspirado traqueal em
estudo de coorte prospectivo no periodo de novembro de 2013 a novembro de 2014 em neonatos
nascidos e internados na UTIN do HC da FMB. As coletas foram realizadas duas vezes por
semana durante o tempo de permanéncia do RN na UTIN. As amostras foram isoladas,
identificadas fenotipicamente e mantidas a -70°C. Foram incluidos no estudo 300
enterobactérias e 50 bacilos Gram-negativos nao fermentadores de glicose isolados no periodo.

Amostras da mucosa nasal e anal de neonatos foram coletadas através de swabs. Os
espécimes foram obtidos das narinas anteriores e da superficie dos tecidos supracitados,
utilizando um swab para cada sitio. A técnica de coleta nasal consistiu na umidificacdo do swab
com Soro fisiol6gico 0,9% (técnica estéril) e introducdo em ambas as narinas e rotacao da haste
pressionando gentilmente a extremidade contra a mucosa. A coleta na regido anal, também foi
realizada com swab embebido em solucdo fisiologica através de uma fric¢do (de forma suave)

sobre a superficie do tecido do RN.
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O aspirado traqueal foi coletado a partir do processo de aspiracéo, com esterilidade total
da sonda de aspiracdo, luvas estéreis, mascara, avental apropriado e frasco estéril objetivando
quantificar o provavel patogeno.

Durante o desenvolvimento da pesquisa 0os RNs foram acompanhados até desfecho final
de alta hospitalar ou ébito, e na ocorréncia de infeccdo durante o periodo de internacéo, os
materiais clinicos obtidos para diagndstico no Laboratério Clinico do HC da FMB foram

também incluidos no estudo.

3.6 ldentificacdo genotipica dos patégenos

Os bacilos Gram negativos foram identificados por técnica de PCR utilizando primers de
sequéncias conservadas adjacentes aos genes 16S, especificos para cada espécie e realizados
conforme os parametros de temperatura, nimero de ciclos e tempo de amplificagdo conforme
descrito nos artigos referenciados no Quadro 1.

A amplificacdo foi realizada em termociclador, usando uma mistura padronizada de 2,5uL
de tampdo para PCR, 1,0uL de primer forwad, 1,0uL de primer reverse, 0,2uL de Taq
polimerase, 0,5uL de dNTP e 1,0uL de MgCl, 3mM.

A eficiéncia das amplificagdes foi monitorada pela eletroforese em gel de agarose 2%
preparado em tampéo 1,0 X TBE e corado com Saber Safe. Para controle dos resultados, foram
utilizadas linhagens de referéncia internacional: Acinetobacter baumannii (ATCC 19606),
Enterobacter cloacae (ATCC 23355), Escherichia coli (ATCC 10536), Klebsiella pneumoniae
(ATCC 4352), Proteus mirabilis (ATCC 15290), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 15442) e
Serratia marcescens (ATCC14756).

As bactérias que ndo puderam ser identificadas pela técnica de PCR foram submetidas
a identificacdo por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight) no equipamento VITEK MS (bioMérieux).
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Quadro 1 - Primers para identificacdo de enterobactérias e das espécies de bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores isolados de neonatos da UTIN do HC da FMB.

. Fragmento .
Especies Sequéncia de nucleotideos 5’a 3’ o Referéncia
Amplificado (pb)

Acinetobacter Primer 1 TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 45
baumannii Primer 2 TGGATTGCACTTCATCTTGG

Enterobacter Primer 1 GGTAGAAGAAGGCGTGGTTGC 343 16
cloacae Primer 2 ATGCATTCGGTGGTGATCATCAG

Escherichia coli Primer LIGTGACAAAAGCCCGGACACCATAAATGCCT 903 47
Primer 2 TACACTGTCATTACGTTGCGGATTTGGCGT

Klebsiella Primer 1 GCGTGGCGGTAGATCTAAGTCATA 364 47
pneumoniae Primer 2 TTCAGCTCCGCCACAAAGGTA

Pseudomonas Primer 1 TATTTCAAGGATGGCTCCAC 794 48
aeruginosa Primer 2 GCGTTCGTTGTCCAAGTTTA

Serratia Primer 1 GGTGAGCTTAATACGTTCATCA 1058 49
marcescens Primer 2 TACGGGTACCTTGTTACGACTT

Proteus Primer 1 TCGATTTCAGTGTTTGGCCAT 236 50
mirabilis Primer 2 CCGAGCTTCATCATGGCTG

3.7 Producao de Biofilme

As amostras de enterobactérias e das espécies de bacilos Gram-negativos nao
fermentadores foram semeadas em caldo de tripticase de soja (TSB) enriquecido com glicose e
incubadas a 37°C por aproximadamente 18 horas. Para avaliar a capacidade das amostras em
aderir a superficies abioticas, foram empregadas placas de poliestireno com 96 orificios. Em
cada orificio foi adicionado 200 ul de TSB e 10ul da suspensdo bacteriana (correspondendo a

aproximadamente 108 UFC/mL). As placas inoculadas foram incubadas & temperatura de 37°C
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por 24 e 48 horas. Apos o periodo de incubagdo as placas foram lavadas com PBS por quatro
vezes com o intuito de remover as bactérias ndo aderentes. Bactérias aderidas & superficie
abiotica foram ent&o fixadas com formalina (2%). Apds 20 minutos de fixacéo, a formalina foi
removida e as preparacdes lavadas novamente quatro vezes com agua.

Em seguida as preparagdes foram coradas com uma solucéo de cristal violeta (1%) por
aproximadamente 20 minutos. Apds esse periodo, as preparacdes foram lavadas por trés vezes
com agua com o intuito de remover o excesso de corante. Apds um periodo de secagem, 0
corante foi solubilizado com metanol (por aproximadamente 10 minutos), e a DOsao
determinada®. O score utilizado para classificacdo de producéo de biofilme foi dividido em
quatro categorias: cepa ndo produtora: (quando a DO da cepa foi menor que a DO do branco),
fraca (DO da cepa entre a DO do branco e 2x a DO do mesmo), média (DO da cepa entre 2x a
DO do branco e 4x a DO do Branco) e forte (DO da amostra maior que 4x a DO do Branco).*!

As cepas de Escherichia coli O42 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442 foram
utilizadas como controle positivo nos testes, e como controle negativo foi utilizado a cepa de
Escherichia coli K12 HB101.

3.8 Confirmacao da producédo de p-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Para a confirmacdo da producédo de enzimas ESBL foi utilizado o método fenotipico
confirmatorio recomendado pela Anvisa, atraves da técnica de aproximacao de discos. Foram
utilizados um disco de amoxicilina com &cido clavulanico, situado no centro da placa e distante
a 30 mm (de centro a centro) dos outros discos de p-lactamicos: ceftazidima,
cefotaxima/ceftriaxona e aztreonam. O aumento do didmetro do halo de inibicdo ou o
aparecimento da zona fantasma, distorcdo do halo ao redor dos discos de B-lactamicos, indicou
a presenca de uma amostra produtora de ESBL.%?

Para os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores esta técnica ndo € realizada por

apresentarem resisténcia intrinseca a maioria dos p-lactamicos.>

3.9 Determinacéo da producio de p- lactamases AmpC

A determinacgéo da producéo de B- lactamases AmpC foi realizada utilizando a técnica
fenotipica de aproximacdo de discos. Os discos de ceftazidime e ceftriaxona foram colocados a
uma distancia de 25 mm do disco de cefoxitina. A cefoxitina funciona como um indutor da

enzima AmpC formando uma zona de achatamento no halo dos discos de ceftazidime e/ou
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ceftriaxona. O achatamento de um dos discos, resisténcia a cefoxitina e sensibilidade ao disco

de cefepime indicou a presenca de uma amostra produtora de - lactamases AmpC. >

3.10 Deteccéo de micro-organismos produtores de carbapenemases

Para detec¢do foi utilizado o método fenotipico determinado pela ANVISA (2013)% e
entdo testado simultaneamente ertapenem, imipenem e meropenem. Caso o isolado
apresentasse sensibilidade aos trés carbapenémicos (ertapenem, imipenem, meropenem), 0O
resultado era liberado como tal, quanto a esse grupo de antimicrobianos. Para triagem de
produtores de carbapenemase em isolados do Grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter
spp., Serratia spp., Providencia spp., Morganella morganii e Hafnia alvei) foram considerados
apenas os resultados de imipenem e meropenem, enquanto para isolados NAO pertencentes ao
Grupo CESP o ertapenem também foi utilizado. Isolados com diametro de halo de inibigao <
22 mm ou com Concentracdo Inibitéria Minima (MIC) > 2 pg/mL para imipenem e/ou
meropenem, e isolados com didmetro do halo de inibicdo < 24 mm, ou CIM > 1 pg/mL para
ertapenem foram testados, de modo suplementar, com discos de meropenem e imipenem com
e sem adicdo de EDTA, cloxacilina (CLOXA) e &cido fenilborénico (AFB).

3.11 Extracdo do DNA bacteriano

O DNA total foi extraido a partir de amostras cultivadas em agar MacConkey e
inoculadas individualmente em caldo Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI) e incubadas a 37°C
por 24 h.

A extracdo foi realizada com o Kit Illustra (GE Healthcare) que consiste na digestao
inicial das células com proteinase K (20 mg/ml). A seguir 500 pl da solucéo de extragdo foi
adicionada a mistura e esta foi centrifugada a 5.000 x g por 1 min. Em seguida o sobrenadante
foi transferido para a coluna e centrifugado a 5.000 x g por 1 min. O liquido coletado foi
descartado e 500 pl de solucdo de extragdo foram adicionados novamente a coluna. Apos a
centrifugacdo e descarte do liquido coletado, 500 ul da solucdo de lavagem foi adicionada a
coluna e posteriormente submetida a centrifugacao a 14.000 x rpm por 3 min. A seguir, a coluna
foi transferida para um tubo de 1,5 ml e 200 ul de 4gua Milli Q aquecida a 70°C foi utilizada
para a eluicdo. As amostras foram centrifugadas a 5000 x g por 1 minuto, e a coluna desprezada.
O DNA extraido foi mantido a -20°C.



36

3.12 Caracterizacdo molecular das amostras produtoras de p-lactamases de espectro

estendido (ESBL), producéo de p- lactamases AmpC e Carbapenemases

Todas as amostras produtoras de ESBL, B- lactamases AmpC e carbapenemases nos
métodos fenotipicos foram avaliadas por PCR para a presenca de genes relacionados a esses
fenotipos, empregando-se primers e protocolos conforme referéncias descritas no Quadro 2.

3.13 Avaliacéo do perfil de viruléncia das amostras de Pseudomonas aeruginosa

A avaliacdo do perfil de viruléncia foi realizada apenas pela técnica de reacdo em cadeia
da polimerase (PCR), na qual as amostras foram avaliadas quanto a presenca dos genes que
codificam o alginato (algD), elastase (lasB), fosfolipase C hemolitica (plcH), fosfolipase C nao
hemolitica (pIcN), exoenzima S (exoS) e exotoxina A (toxA). O protocolo para cada reacédo de
PCR e respectivos primers (Quadro 3) foi executado conforme descrito por Lanotte et al®®. As
amplificacdes foram realizadas usando-se 0s seguintes ciclos: desnaturacao inicial a 94°C por
3 min, seguido de 30 ciclos de: desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 58°C por 1 min e
extensdo a 72°C por 1,50 min, seguido de uma extensdo final a 72°C por 5 min. Os produtos
amplificados foram visualizados apés eletroforese em gel de agarose 2% corados com Syber

safe utilizando luz UV para visualizacdo das bandas.
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Quadro 2 - Iniciadores para amplificagdo dos genes relacionados a producdo de - lactamases
de espectro estendido (ESBL), - lactamases AmpC e carbapenemases.

Genes de Resisténcia

Primers (5-3")

Referéncia

blaTEM

blaSHV

blaCTX-M-1 group

blaCTX -M-2 group

blaCTX -M-8 group

blaCTX-M-9 group

blaCTX-M-15

MOX

CIT

DHA

ACC

EBC

FOX

blaOXA-1 group

blaOXA-47

blaOXA-48

blaCMY-2

blaNDM-1

blakPC

TCGGGGAAATGTGCGCG
TGCTTAATCAGTGAGGACCC
CACTCAAGGATGTATTGTG
TTAGCGTTGCCAGTGCTCG
GGTTAAAAAATCACTGCGTC
TTGGTGACGATTTTAGCCGC
TGATGACTCAGAGCATTCG
TGGGTTACGATTTTCGCCGC
TCGCGTTAAGCGGATGATGC
AACCCACGATGTGGGTAGC
ATGGTGACAAAGAGAGTGCA
CCCTTCGGCGATGATTCTC
CACACGTGGAATTTAGGGACT
GCCGTCTAAGGCGATAAACA
GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT
CAC ATT GAC ATAGGTGTG GTGC
TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA
TTTCTC CTG AAC GTG GCT GGC
AACTTTCACAGGTGTGCTGGG T
CCGTAC GCATACTGG CTT TGC
AAC AGC CTC AGC AGCCGGTTA
TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC
TCG GTA AAG CCGATG TTG CGG
CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G
CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG
ACACAATACATATCAACTTCGC
AGTGTGTTTAGAATGGTGATC
TCAACTTTCAAGATCGCA
GTGTGTTTAGAATGGTGA
TTGGT GGCATCGATTATCGG
GAGCACTTCTTTTGTGATG GC
GACAGCCTCTTTCTCCACA
TGGAACGAAGGCTACGTA
GGTTTGGCGATCTGGTTTTC
CGGAATGGCTCATCACGATC
GCT CAG GCGCAACTGTAAG
AGCACAGCGGCAGCAAGAAAG

57

57

57

57

57

57

57

58

58

58

58

58

58

59

59

59

59

57

60
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Quadro 3 - Iniciadores para amplificagcdo dos genes codificadores dos fatores de viruléncia em

Pseudomonas aeruginosa.

Fator de o
o Gene Iniciador Seqiiéncia (5°-3°) Produto pb
viruléncia
) algD1 ATGCGAATCAGCATCTTTGGT
Alginato algb 1310
algD2 CTACCAGCAGATGCCCTCGGG
Excenzima exoS1 CTTGAAGGGACTCGACAAGG
) ) exos 504
S(citotoxina) ex0S2 TTCAGGTCCGCGTAGTGAAT
) plcH1 GAAGCCATGGGCTACTTCAA 307
Fosfolipase C cH
c
hemolitica P plcH2 AGAGTGACGAGGAGCGGTAG
Fosfolipase C N plcN1 GTTATCGCAACCAGCCCTAC 466
c
ndo hemolitica P plcN2 AGGTCGAACACCTGGAACAC
] toxAl GGTAACCAGCTCAGCCACAT
Exotoxina A toxA 352
toxA2 GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG
Protease A aprAl ACCCTGTCCTATTCGTTCC 140
apr
alcalina P aprA2 GATTGCAGCGACAACTTGG
lasB1 GGAATGAACGAAGCGTTCTC
Elastase lasB 300
lasB2 GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG
] rhlAB1 TCATGGAATTGTCACAACCGC
Ramnolipideos rhlAB 151
rhl1AB2 ATACGGCAAAATCATGGCAAC

3.14 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

O PFGE dos micro-organismos colonizantes (swabs) e isolados de materiais clinicos foi

realizado segundo o protocolo preconizado pelo PulseNet.°*

Os isolados foram semeados em agar BHI onde cresceram por no maximo 18 horas.

Ap0s este processo foi realizada a verificacdo da pureza das amostras, preparo da cultura

bacteriana, preparo da suspensdo bacteriana de modo a obter uma DO de 0,8 a 1,0 em

espectofotdbmetro a 610 nm ou 17-18% de transmitancia em colorimetro para a confeccdo dos

blocos (plugs) de agarose contendo amostras de DNA. Em seguida foi realizada a lise das

células no bloco de agarose com solucéo de lise (Tris 50 mM: EDTA 50mM, pH 8,0, sarcosyl

1%, 0,1 mg/ml de Proteinase K [20 mg/ml]). Apoés a lavagem dos blocos de agarose, estes foram

mantidos em tampdo TE em geladeira até 0 momento do uso. A restricdo enzimatica foi feita

em um terco do plug com enzimas especificas em 50ul de tamp@o de restricdo, sendo que para
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micro-organismos gram-negativos fermentadores foi utilizada a enzima Xbal (10 U/pL -
Thermo Fisher Scientific) e para os ndo fermentadores foi utilizada a Spel (10 U/uL - Thermo
Fisher Scientific) para Pseudomonas aeruginosa e a Apal (10 U/pL - Thermo Fisher Scientific)
para Acinetobacter baumannii.

A eletroforese foi executada em aparelho CHEF-DR 111 System (BioRad Laboratories,
EUA) em gel de agarose a 1% preparado com TBE 0,5M (Pulsed Field Certified Agarose,
BioRad Laboratories, EUA) sob as seguintes condicdes: intervalos de tempo de pulso de 6,76s
a 35,38s por 18h; em rampa linear; 6VV/cm; angulo de 120°; 14°C; 0,5M TBE como tampao de
corrida. Foi utilizado Lambda Ladder PFG Marker (New England BioLabs) como marcador
molecular. O gel foi corado com GelRed (10.000X em agua, Biotium, EUA) por 1 hora, e
fotografado sob transiluminagéo UV.

A andlise de similaridade foi realizada utilizando-se o software BioNumerics (versao
7.6; Applied Maths, Bélgica). A criagdo do dendrograma foi realizada pelo método UPGMA
(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) com tolerancia da posigéo das bandas
e a otimizagéo ajustada para 1,5% e 1%, respectivamente. O coeficiente de similaridade de Dice
>80% foi escolhido para determinacdo dos clusters. Agrupamentos com trés ou mais isolados

com similaridade maior ou igual a 80% foi considerado um cluster.


http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER0681
http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER0681
http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER0681
http://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ER0681
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4 ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados foi utilizado o software SPSS versdo 20.0 (IBM, Armonk, NY,
USA). Empregou-se uma analise uni e multivariada de regressdo de Cox para fatores de risco
associados a colonizacdo de neonatos por Enterobactérias e/ou bacilos Gram-negativos ndo
fermentadores. Para sele¢do das varidveis incluidas na analise multivariada a estratégia de
selecdo Forward foi utilizada, com as varaveis incluidas no modelo de forma sequencial

conforme p-valor crescente. O critério para permanéncia no modelo foi p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Amostras

Foram estudados 179 neonatos da UTIN do Hospital das Clinicas (HC) da Faculdade de
Medicina de Botucatu (FMB), destes, 97 (54,2%) RNs estavam colonizados por micro-
organismos Gram-negativos e seis (3,3%) infectados por espécies de bactérias Gram-negativas
(Figura 1 e 2). As amostras foram coletadas no periodo compreendido entre novembro de 2013
e novembro de 2014 em trés sitios em cada recém-nascido incluido no estudo: mucosa nasal

(MN), mucosa anal (MA) e aspirado traqueal (AT).

179 Neonatos

Colonizados por micro-organismos Gram-negativos

Colonizados MN Colonizados MA Colonizados AT

Figura 1 - Numero de recém-nascidos colonizados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.
MN: mucosa nasal, MA: mucosa anal, AT: Aspirado traqueal.
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Colonizados por micro-organismos Gram-negativos

Infectados

Infeccédo da Infecgéo do trato Pneumonia
corrente sanguinea urinério

n=3

Figura 2 - Numero de recém-nascidos infectados em Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

5.2 Caracteristicas da populacéo estudada

A Tabela 1 descrita abaixo demontra as caracteristicas dos RNs incluidos no estudo.

Tabela 1 - Caracteristicas dos neonatos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital

das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu incluidos no estudo.

Caracteristicas Frequéncia”

Sexo masculino 54 (55,7)
Idade gestacional (semanas)™ 28,5 (27,0-34,0)
Peso (x100g)™ 13,0 (10,0-18,5)
Parto cesareo 59 (60,8)
Cateter umbilical 43 (44,3)
Cateter central de insercéo periférica (PICC) 68 (70,1)
Intracath 7(7,2)
Acesso venoso periférico 64 (66,0)
Nutricdo parenteral 72 (74,2)
Cirurgia 18 (18,6)
Ventilagdo mecénica 81 (83,5)
Uso de antibi6tico nas primeiras 72 horas++ 45 (46,4)

“Dados em n (%) exceto para variaveis com dois asteriscos
™ Mediana (quartis)
***Penicilina, Ampicilina, Gentamicina
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5.3 Identificacdo dos Micro-organismos

Durante o periodo do estudo 600 amostras apresentaram morfologia e coloracéo
especifica para bacilos Gram-negativos. Destas, 350 (58,3%) foram submetidas a identificacdo
genotipica por PCR (Tabelas 2 e 3). As bactérias que ndo puderam ser identificadas pela técnica
de PCR foram submetidas a identificacdo por Espectrometria de Massa (MALDI-TOF: Matrix
Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight) no equipamento VITEK MS
(bioMeérieux).

Tabela 2 - Enterobactérias isoladas da Mucosa Nasal, Mucosa Anal e Aspirado Traqueal de
neonatos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu.

Total de Mucosa Mucosa Aspirado
Isolados Nasal Anal Traqueal
N (%) N (%) N (%) N (%)
Enterobacter cloacae 135 (45) 30 [(22,2)| 101 ((74,9) 4 (2,9)
Serratia marcescens 73 1 (24,3) | 16 [(21,9)| 53 |(72,6) 4 (5,5
Escherichia coli 45 | (15) 14 ((3L,1)( 29 |[(64,4) 2 (4,5
Klebsiella aerogenes” 17 | (5,7) 1 (5,9) 16 |(94,1) - -
Klebsiella oxytoca” 12 4 - - 10 | (83,3) 2 (16,7)
Citrobacter freundii” (2,3) - - (100) - -
Klebsiella pneumoniae (1,3) - - (50) 2 (50)

7 7
4 2
Citrobacter diversus” 2 | (0,7 - - 2 (100)
Proteus mirabilis 2 (0,7) - - 2 (100)
1 1
1 1
1 1

Raoultella planticola”® (0,3) - - (100) - -
Raoultella ornithinolitica® (0,3) - - (100) - -
Cedecea neteri” (0,3) - - (100) - -
TOTAL 300 | (100,0)| 61 [(20,3)| 225 | (75) 14 (4,7
N: nimero de amostras

*Micro-organismos identificados por Espectrometria de Massa - MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight) no equipamento VITEK MS (bioMérieux).
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Tabela 3- Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores isolados da Mucosa Nasal, Mucosa Anal

e Aspirado Traqueal de neonatos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal do Hospital das

Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Total de Mucosa Mucosa Aspirado
Isolados Nasal Anal Traqueal
N % N % N % N %
Pseudomonas aeruginosa 38 (76) 16 | (42,1) | 22| (57,9) | - -
Acinetobacter baumannii 10 (20) 2 (20) 7 (70) 1| (10)
Acinetobacter lwoffii* 2 (4) - - 2 | (100) | - -
TOTAL 50 | (100,0) | 18| (36,0) | 31| (62) [ 1 | (2,0)

N: nimero de amostras

“Micro-organismo identificado por Espectrometria de Massa - MALDI-TOF: Matrix Assisted Laser Desorption
lonization — Time of Flight) no equipamento VITEK MS (bioMérieux).

5.4 Determinacéao da colonizacédo e infeccdo em recém-nascido

5.4.1 Colonizacéao

Foi realizada a determinacdo da colonizacdo do RN pelos micro-organismos isolados

nas coletas, sendo constatada maior frequéncia de colonizacdo por micro-organismos Gram-

negativos principalmente na MA, MN e AT, respectivamente (Tabela 4).
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Tabela 4 - Frequéncia de colonizagdo por micro-organismos Gram-negativos isolados da
mucosa anal, mucosa nasal e aspirado traqueal de recém-nascidos da Unidade de Terapia

Intensiva Neonatal.

Espécies MN (N=40") MA (N=97) AT(N=11)
RN % RN % RN %
Enterobacter cloacae 17 (42,5) 31 (31,9) 3 (27,3)
Serratia marcescens 10 (25,0) 15 (15,5) 3 (27,3)
Escherichia coli 8 (20,0) 13 (13,4) 2 (18,2)
Klebsiella aerogenes 1 (2,5) 10 (10,3) - -
Klebsiella oxytoca - - 8 (8,2) 1 (9,1)
Citrobacter freundii 1 (2,5) 3 (3,2) - -
Klebsiella pneumoniae - - 1 (1,0) 1 9,1)
Citrobacter diversus - - 2 (2,0) - -
Proteus mirabilis - - 2 (2,0) - -
Raoultella planticola - - 1 (1,0) - -
Raoultella ornithinolitica - - 1 (1,0) - -
Cedecea neteri - - 1 (1,0) - -
Pseudomonas aeruginosa 5 (12,5) 6 (6,2) - -
Acinetobacter baumannii 3 (7,5) 1 (1,0) 1 (9,1)

Acinetobacter Iwoffii 1 (2,5) 2 (2,0) - -

RN: recém-nascido; MN: mucosa nasal; MA: mucosa anal; AT: aspirado traqueal. "Seis RNs estavam colonizados na MN por

mais de um micro-organismo concomitantemente.

A andlise do tempo em dias da data da admissdo e posterior coloniza¢do por micro-
organismos Gram-negativos, revelou maior nimero de RNs colonizados em até 16 dias da

admissdo (Tabela 5).

Tabela 5 - Tempo em dias de colonizacdo de neonatos por patdgenos Gram-negativos.

Admissao 8 dias 16 dias 24 dias >32 dias

2 24 48 11 12

5.4.2 Infeccéo

Durante o seguimento dos RNs, constatou-se 34 (36,5%) criancas com infeccdo ao
longo do periodo de internacdo. Dos 97 RNs colonizados, seis (6,2%) foram confirmados com
infeccdo com cultura microbiolégica. Entre os patdgenos Gram-negativos isolados dos
materiais clinicos pdde ser constatado duas Klebsiella pneumoniae e um Acinetobacter
baumannii isolados de hemocultura, um Proteus mirabilis encontrado em cultura de urina, duas

Serratia marcescens e uma Klebsiella oxytoca isoladas de aspirado traqueal (Tabela 6).
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Tabela 6 - Frequéncia de infeccdo por micro-organismos isolados de hemocultura, aspirado
traqueal e cultura de urina de recém-nascidos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

Espécies ICS P ITU
RN % RN % RN %
Klebsiella pneumoniae” 1 16,7 - - - -
Acinetobacter baumannii 1 16,7 - - - -
Serratia marcescens - - 2 33,3 - -
Klebsiella oxytoca - - 1 16,7 - -
Proteus mirabilis - - - - 1 16,7

RN: recém-nascido; ICS: Infecgdo da corrente sanguinea; P: pneumonia; ITU: infeccdo do trato urinario.” Duas amostras de K.
pneumoniae foram isoladas de duas hemoculturas do mesmo RN.

No decorrer de 24 dias foram observados 7 casos de infeccdo, destes, 3 (42,8%) estéo
relacionados a hemoculturas, 1 (14,4%) caso relacionado a cultura de urina e 3 (42,8%) casos
associados a pneumonia (Tabela 7).

Tabela 7 - Determinacdo de quanto tempo (em dias), posteriormente a colonizacdo, pode ser

constatado o desenvolvimento de infecgdo por micro-organismos Gram-negativos.

1dia 8 dias 16 dias 24 dias
1 3 2 1

5.5 Producéo de biofilme

A determinacdo da producao de biofilme foi realizada em 350 bacilos Gram-negativos,
destes 335 (95,7%) foram produtores de biofilme.

A producdo de biofilme foi classificada em forte, meédia ou fraca, de acordo com a
densidade Optica obtida. Dentre as enterobactérias 285 (95%) foram produtoras, houve 22
(7,7%) fortes produtoras, 81 (28,4%) medias e 182 (63,8%) fracas produtoras. No grupo dos
bacilos gram-negativos ndo fermentadores, 50 (100%) dos isolados foram produtores, sendo
constatado 23 (46%) fortes produtores, 11 (22%) médios produtores e 16 (32%) fracos
produtores de biofilme.

Enterobacter clocae foi a espécie que apresentou maior taxa de producdo de biofilme
(96,3%) quando comparada as outras Enterobactérias. Ja no grupo dos bacilos Gram-negativos
ndo fermentadores de glicose, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumanni foram

fortes produtores em 100% dos seus isolados (Tabela 8).
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Tabela 8 - Determinagdo da producdo de biofilme em micro-organismos Gram-negativos
isolados de recém-nascidos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

NuUmero de Fortes Médios Fracos
isolados produtores | Produtores | Produtores | Produtores
N (%) N (%) N (%) N (%)
Enterobacter cloacae 130 (96,3) 6 (4,6) 23 (17,7) 101 (77,7)
Serratia marcescens 73 (100) 11 (15,0) 41 (56,2) 21 (28,8)
Escherichia coli 38 (84,4) - 1(2,6) 37 (97,4)
Klebsiella aerogenes 14 (82,3) 1(7,2) 5 (35,7) 8 (57,1)
Klebsiella oxytoca 12 (100) 2 (16,7) 7 (58,3) 3 (25)
Citrobacter freundii 7 (100) 1(14,3) 6 (85,7)
Klebsiella pneumoniae 4 (100) 2 (50) 1 (25) 1 (25)
Citrobacter diversus 2 (100) - - 2 (100)
Proteus mirabilis 2 (100) - 2 (100) -
Raoultella planticola 1 (100) - - 1 (100)
Raoultella ornithinolitica 1 (100) - - 1 (100)
Cedecea neteri 1 (100) - - 1 (100)
Pseudomonas aeruginosa 38 (100) 21 (55,2) 11 (29) 6 (15,8)
Acinetobacter baumannii 10 (100) 2 (20) - 8 (80)
Acinetobacter lwoffii 2 (100) - - 2 (100)
Total de amostras 335 45 92 198

N: numero de isolados positivos.

5.6 Producdo de p- lactamases de espectro estendido (ESBL)

O teste de aproximacdo de discos foi realizado para as 300 enterobactérias isoladas.

Destas, 16 (5,3%) demonstraram o aparecimento da zona fantasma, distor¢do do halo ao redor

do disco B-lactamico, indicando a producdo de ESBL. Os genes dos tipos blaTEM, blaSHV,

blaCTX do grupo 9, blaCMY-2 foram detectados em alguns desses isolados (Tabela 9). Dentre

0s 16 isolados produtores de ESBL fenotipicamente, seis apresentaram genes de resisténcia,

destes, quatro (66,7%) apresentaram o gene blaCTX-M do grupo 9, trés (50%) apresentaram o
gene blaTEM e um (16,7%) foi positivo para o gene blaSHV e blaCMY-2.
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Tabela 9 - Genes de resisténcia observados em enterobactérias isoladas da mucosa nasal, anal
e de hemocultura de recém-nascidos da Unidade de Terapia Intensiva Neonatal.

Amostras Espécies Genes de resisténcia
21A/1G/24/12 Klebsiella aerogenes -

107A/17/4 Klebsiella aerogenes blaCTX-M do grupo 9,blaTEM

107AJ8/5 Klebsiella aerogenes blaCTX-M do grupo 9,blaTEM

166A/16/9 Klebsiella aerogenes -

78A/11/3 Enterobacter cloacae -

78A/20/3 Enterobacter cloacae -

69A/4/3 Enterobacter cloacae blaCTX-M do grupo 9

107A/24/4 Enterobacter cloacae blaSHV

107A/15/5 Enterobacter cloacae blaTEM

167A/14/8 Enterobacter cloacae blaCTX-M do grupo 9

182A/7/10 Enterobacter cloacae -

44N/16/1 Enterobacter cloacae -

147N/31/7 Enterobacter cloacae -

166N/19/8 Enterobacter cloacae -

107H/22/4 Klebsiella pneumoniae -

107H/24/4 Klebsiella pneumoniae -

G: recém-nascido gemelar; N: mucosa nasal; A: mucosa anal; AT: aspirado traqueal; H: hemocultura

5.7 Determinacio da producio de p- lactamases AmpC

O teste de aproximacao de discos foi realizado para os 350 micro-organismos Gram-
negativos estudados, destes, 23 produziram B-lactamases do Tipo AmpC, sendo 13 (56,5%)
isolados de Pseudomonas aeruginosa, seis (26,1%) isolados de Escherichia coli, dois (8,7%)
isolados de Enterobacter cloacae, um (4,3%) de Klebsiella aerogenes e um (4,3%) de Serratia

marcescens.

Dentre os 20 isolados produtores de B-lactamases do Tipo AmpC, dois apresentaram o
0 gendtipo EBC, sendo um isolado de Pseudomonas aeruginosa e um de Enterobacter cloacae.

Um isolado de Enterobacter cloacae também apresentou o gene blaCMY-2.

5.8 Producdo de Carbapenemases

Nos 350 micro-organismos Gram-negativos estudados ndo foi possivel observar a
producdo de carbapenemases, todos os isolados quando submetidos aos testes iniciais de

triagem apresentaram sensibilidade ao imipenem, ertapenem e meropenem.
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5.9 Perfil de viruléncia dos isolados de P. aeruginosa

A determinagdo genotipica de marcadores de viruléncia foi realizada nos 38 isolados de
P. aeruginosa.

A avaliacdo demonstrou que 38 (100%) das amostras foram positivas para o gene do
alginato D, 21 (55,3%) para o gene que codifica a exoenzima S, 38 (100%) para o0 gene da
fosfolipase C hemolitica, 34 (89,5%) para o gene codificador da fosfolipase C ndo hemolitica,
38 (100%) para o gene da exotoxina A, 38 (100%) para o gene da protease alcalina, 38 (100%)
para o gene da elastase e 38 (100%) para o gene que codifica os ramnolipideos (Figura 3).
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Figura 3 - Frequéncia de genes que codificam fatores de viruléncia especificos para P.
aeruginosa encontrados em isolados na mucosa nasal (MN), anal (MA) e aspirado traqueal
(AT) de neonatos da UTIN do HC da FMB.

5.10 Perfil clonal dos isolados — Pulsed Field Gel Electrophoresis

Foram analisadas 186 enterobactérias pela técnica de PFGE. Destas, 70 (37,6%)
correspondem a isolados de Enterobacter cloacae, 44 (23,5%) de Serratia marcescens, 33
(17,4%) de Escherichia coli, 14 (7,5%) de Klebsiella aerogenes, 11 (5,9%) de Klebsiella
oxytoca, cinco (2,7%) de Klebsiella pneumoniae, quatro (2,1%) de Citrobacter freundii, trés

(1,6%) de Proteus mirabilis e dois (1,1%) de Citrobacter diversus. Dentres os Bacilos Gram-
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negativos ndo fermentadores 16 foram submetidos a tipagem molecular, sendo 11 (68,7%)
isolados de Pseudomonas aeruginosa e 5 (31,3%) isolados de Acinetobacter baumanni.

Na andlise do perfil clonal de Enterobacter cloacae (Figura 4) foi possivel observar a
presenca de dez clusters com similaridade >80%, que foram nomeados de A-J. No cluster B,
com treze amostras, é possivel observar a presenca de isolados com perfis idénticos ou alta taxa
de similaridade em diferentes RNs, o que demonstra uma possivel transmissdo entre eles.
Também se observa a presenca de isolados provenientes da mucosa nasal, anal e traqueal do
mesmo neonato, evidenciando o fato do RN ser colonizado em sitios diferentes pela mesma
linhagem, este fato também pode ser evidenciado no cluster C.

De forma semelhante aos dados citados acima, os clusters A, D, E, F, G, H, I e J
demonstram a presenca de isolados idénticos provenientes de RNs diferentes.
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Nota: ** Amostras produtoras de ESBL pela técnica de disco aproximagdo, ***Isolados produtores de ESBL que
apresentaram genes de resisténcia; NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més); A: anal; T:

traqueal.

Figura 4 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizacdo: 1% e Tolerancia:

1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Enterobacter cloacae

carreados por recém-nascidos.



52

NP/SC/DC Genes de Resisténcia
' 18A/14/1
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s 118AG29/7
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= 132N/12/6
13A128/8
se1 173A/11/9 J
508 107AJ15/5  ***plaTEM
577 107AR24/4  ***blaCMY-2, blaSHV
106N/27/5
| 185A/16/9
| 185A/2/10

Nota: ** Amostras produtoras de ESBL pela técnica de disco aproximacgdo, ***Isolados produtores de ESBL que
apresentaram genes de resisténcia; NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més); A: anal; T:
traqueal.

Figura 4 - Continuacdo- Dendrograma gerado pela anélise Dice/UPGMA, Otimizacgédo: 1% e
Tolerancia: 1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de

Enterobacter cloacae carreados por recém-nascidos.

O dendograma dos 44 isolados de Serratia marcescens (Figura 5) revelou trés clusters
identificados de A-C, com o agrupamento de nove a 14 isolados. No cluster A é possivel
observar o agrupamento de 14 isolados com alta taxa de similaridade em diferentes RNs, destes,
dois (14,3%) foram isoladas da mucosa nasal, dois (14,3%) do aspirado traqueal e o restante da

mucosa anal.

O cluster C, composto por 12 isolados revelou alta taxa de similaridade entre Serratia
marcescens isoladas de diversos sitios e provenientes de diferentes neonatos, evidenciando a
disseminacdo dessa linhagem na UTI neonatal. Esse cluster merece destaque pelo fato de uma
amostra isolada de aspirado traqueal ter causado pneumonia nos RNs, demonstrando a

capacidade de colonizacao e infeccdo deste micro-organismo.

Vale ressaltar que dois isolados presentes neste dendrograma causaram pneumonia em
RNs.
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Nota: ** Amostras produtoras de AmpC pela técnica de disco aproximagao ; * Isolado causador de infecgdo; NP:

numero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més); A: anal; T: traqueal; G: gemelar

Figura 5 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizacdo: 1% e Tolerancia:

1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Serratia marcescens

carreados por recém-nascidos.
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Em relacdo aos isolados de Escherichia coli (Figura 6) obteve-se a formacao de quatro
clusters, com o agrupamento de 18 isolados de diferentes RNs no cluster A, diversos isolados
apresentando 100% de similaridade. J& nos clusters B, C e D é possivel observar o agrupamento
de isolados com 100% de similaridade colonizando neonatos distintos e isolados idénticos

colonizando 0 mesmo RN em coletas diferentes.
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Nota: ~~ Amostras produtoras de AmpC pela técnica de disco aproximagéo; NP: niimero do paciente; SC: sitio de
coleta; DC: data da coleta (dia, més); A: anal; T: traqueal; G: gemelar

Figura 6 - Dendrograma gerado pela anélise Dice/lUPGMA, Otimizagdo: 1% e Tolerancia:
1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Escherichia coli

carreados por recém-nascidos.
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O dendrograma dos isolados de Klebsiella oxytoca (Figura 7) evidenciou a presenca de
dois clusters, no cluster A com oito isolados pdde ser constatado colonizagdo e posterior
infeccdo pelo mesmo micro-organismo. O cluster B apresentou isolados com alta taxa de

similaridade colonizando RNs diferentes.
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Nota:* Isolado causador de infeccdo; NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més);
A: anal; T: traqueal; G: gemelar

Figura 7 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizacgdo: 1% e Tolerancia:
1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Klebsiella oxytoca

carreados por recém-nascidos.

O perfil clonal das amostras de Klebsiella pneumoniae (Figura 8) demonstrou a
presenca de um cluster com quatro isolados com alta taxa de similaridade (94,1%), destes dois
foram obtidos de hemocultura, um da mucosa anal e um do aspirado traqueal (100% de
similaridade) de RNs diferentes, portanto esta linhagem estava presente na UTI-neonatal
colonizando ou infectando RNs diferentes, com destaque para a producdo de ESBL nos

isolados das hemoculturas.
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Nota:* Isolados causadores de infeccdo; ** Amostras produtoras de ESBL pela técnica de disco aproximacao;
NP: ndmero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més); A: anal; T: traqueal; G: gemelar

Figura 8 - Dendrograma gerado pela anélise Dice/lUPGMA, Otimizacdo: 1% e Tolerancia:
1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Klebsiella

pneumoniae carreados por recém-nascidos.

A analise dos trés isolados de Proteus mirabilis (Figura 9) mostrou 100% de

similaridade entre os isolados obtidos de colonizacéo e infeccéo urinaria de RNs diferentes.
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Nota: * Isolado causador de infec¢do; NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia,
més);

Figura 9 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizacdo: 1% e Tolerancia:
1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Proteus mirabilis

carreados por recém-nascidos.

Na analise do perfil clonal dos isolados de Klebsiella aerogenes (Figura 10) pode ser

observado um agrupamento de quatro isolados provenientes de dois RNs evidenciando 94,1%

de similaridade.
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NP/SC/DC Genes de Resisténcia
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S5AI7I111

w[: 5A/21/11

97AI2G/8/4
97AI3G/8/4
139N/10/6
118A/22/7
118A/15/7

166A/16/9 * %
107A/17/4 % % % bIaCTX-M-Q, blaTEM

107A/8/5 x+% plaCTX-M-9, blaTEM

21A1G/24/12
i T4AI2712

7.5
85 { 135A/24/6

— 67A/2G/18/3

Nota:** Amostras produtoras de ESBL pela técnica de disco aproximacado, ***Isolados produtores de ESBL
que apresentaram genes de resisténcia;NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia,
més); A: anal; N: nasal; G: gemelar
Figura 10 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizacdo: 1% e Tolerancia:
1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Klebsiella aerogenes

carreados por recém-nascidos.

Nos dendrogramas de Citrobacter freundii e Citrobacter diversus (Figuras 11 e 12) ndo
foi possivel observar a formacéo de clusters embora alguns isolados tenham apresentado alta
similaridade, demonstrando uma maior variabilidade genética, com diferentes linhagens

isoladas de RNs.
PFGE PFGE

NP/SC/DC

| 3A/26/11

l ‘ ] 10A/26/11

! 70N/2G/18/2
l , 7AN2/11

Nota: NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més); A: anal; N: nasal; G: gemelar
Figura 11 - Dendrograma gerado pela analise Dice/UPGMA, Otimizacdo: 1% e Tolerancia:
1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Citrobacter freundii

carreados por recém-nascidos.
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PFGE PEGE

NP/SC/DC

-100

135A/16/6
132A/3/6

Nota: NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més); A: anal

Figura 12 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizagdo: 1% e Tolerancia:

1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Xbal de isolados de Citrobacter diversus
carreados por recém-nascidos.

O perfil clonal das amostras de Pseudomonas aeruginosa (Figura 13) demonstrou a
presenca de dois clusters com cinco isolados provenientes da colonizacdo da MA e MN
apresentando alta taxa de similaridade (92,4% e 94,7%). Em ambos os clusters pode ser
evidenciado RNs diferentes colonizados pelo mesmo patdgeno.

PFGE_Spel

5 _; s 5 8 PFGE Spel NP/SC/DC Gene de Resisténcia
105A/1/5
67N/1G/25/3 **%
186N/25/9 **
157A/5/8
186A/18/9 **
111A22/4 %%
166N/14/8  **
109N/B/5
87N/8/8 ok B
197TA910 s

S8.7

Nota: ** Amostras produtoras de AmpC pela técnica de disco aproximagdo; ***Isolado produtor de AmpC

que apresentou gene de resisténcia; NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia, més);
A: anal; N: nasal; G: gemelar

Figura 13 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizacdo: 1% e Tolerancia:

1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Spel de isolados de Pseudomonas
aeruginosa carreados por recém-nascidos.

Na analise do perfil clonal dos isolados de Acinetobacter baumannii (Figura 14) pode

ser observado dois agrupamentos de dois isolados provenientes de RNs diferentes. Vale
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ressaltar que em um dos grupos pode ser evidenciado 0 mesmo patdgeno presente na

colonizacdo traqueal e causando Infeccdo da corrente sanguinea em RNs,

FRGE Aodl PFGE Apal
B85 5 NP/SC/DC
o . B RERLE 0 37A/1GI24/12
s L ! §gi 10N21/11
Mmrran I|-!‘ L0 e
P . 105T/6/5
- I 39H25/2 *

Nota: * Isolado causador de infeccdo; NP: nimero do paciente; SC: sitio de coleta; DC: data da coleta (dia,
més); A: anal; N: Nasal; T: Traqueal; H: hemocultura
Figura 14 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA, Otimizagdo: 1% e Tolerancia:
1,5% (Bionumerics Applied Maths) dos perfis PFGE-Spel de isolados de Acinetobacter

baumannii carreados por recém-nascidos.

5.11 Analise dos fatores de risco

Empregou-se uma analise uni e multivariada de regressdo de Cox para verificar 0s
fatores de risco de colonizacdo por micro-organismos Gram-negativos. Os resultados da analise
multivariada revelaram que, a cada semana a mais na idade gestacional, aumenta o risco diario
em 7,0% para a colonizacdo do RN por bacilos Gram-negativos, enquanto o uso de
antimicrobianos nas primeiras 72 horas, diminui o risco diario em 35% de colonizagéo por esses

patogenos (Tabela 10).
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Tabela 10 - Andlise Uni e Multivariada (Regressdo de Cox) para preditores de colonizagdo por
Enterobactérias e Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores em neonatos da Unidade
Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Preditores Andlise Univariada Andlise Multivariada
HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P

Sexo Masculino 1,58 (1,03 - 2,43) 0,04

Peso ao nascer (g x 100) 1,03 (1,01 -1,05) 0,04

Parto Cesareo 0,076 (0,50 -1,14) 0,19

Idade Gestacional (semanas) 1,08 (1,02-1,13) 0,003 1,07 (1,02-1,12) 0,007

Cateter Umbilical 0,69 (0,46 — 1,04) 0,07

ﬁlzt:rtggoclggrtirgr?cea (PICC) 0.73 (0,47 -114) 0,17

Intracath 1,24 (0,57 — 2,69) 0,58

Acesso Venoso Periférico 1,22 (0,79 — 1,87) 0,38

Nutrigdo Parenteral 0,78 (0,49 — 1,24) 0,29

Cirurgia 0,89 (0,53 - 1,49) 0,66

VentilacdoMecéanica 0,59 (0,34 - 1,03) 0,06

Uso de Antimicrobianos nas

primeiras 72 horas*** 0,61 (0,40 - 0,92) 0,02 0,65(0,43-0,98) 0,04

HR: Hazard Ratio; 1C95%: Intervalo de confianga 95%.
***penicilina, Ampicilina, Gentamicina

A analise multivariada para preditores de colonizacdo por enterobactérias revelou que
cada semana a mais na idade gestacional do neonato, aumenta o risco diario em 23% para

colonizacédo por Enterobactérias (Tabela 11).
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Tabela 11- Analise uni e multivariada (Regressdo de Cox) para preditores de colonizacdo por
Enterobactérias em neonatos da Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu.

Preditores Andlise Univariada Andlise Multivariada
HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P

Sexo Masculino 1,24 (0,81 -1,91) 0,32

Peso ao nascer (g x 100) 1,03 (1,00 — 1,06) 0,02

Parto Cesareo 0,097 (0,63 -1,50) 0,89

Idade Gestacional (semanas) 1,08 (1,03-1,14) 0,002 1,23(1,06-1,44) 0,008

Cateter Umbilical 0,075 (0,49-1,15) 0,19

Cateter Central de Insercéo

Periférica (PICC) 068 (0.43-107) 01

Intracath 1,16 (0,50 — 2,66) 0,73
Acesso Venoso Periférico 1,11 (0,72 -1,73) 0,64
Nutrigdo Parenteral 0,69 (0,43 —1,09) 0,11
Cirurgia 0,93 (0,55 -1,59) 0,79
VentilacdoMecéanica 0,55 (0,32 - 0,96) 0,04

Uso de Antimicrobianos nas
primeiras 72 horas*** 065(037-117) 015

HR: Hazard Ratio; 1C95%: Intervalo de confianga 95%.
***penicilina, Ampicilina, Gentamicina

A analise multivariada realizada para verificar os fatores de risco de colonizacdo por
Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, demonstrou que 0 uso de antimicrobianos nas
primeiras 72 horas diminui em 72,0% o risco diario de colonizacao por bacilos Gram-negativos

ndo fermentadores de glicose (Tabela 12).
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Tabela 12- Anélise Uni e Multivariada (Regressdo de Cox) para preditores de colonizagao por
Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores em neonatos da Unidade Neonatal do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Preditores Andlise Univariada Andlise Multivariada
HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P

Sexo Masculino 1,59 (0,49 -5,15) 0,44

Peso ao nascer (g x 100) 1,05(0,098-1,12) 0,18

Parto Cesareo 0,55(0,18-1,66) 0,29

Idade Gestacional (semanas) 1,09 (0,94 -1,27) 0,27

Cateter Umbilical 0,74 (0,24 — 2,26) 0,6

Cateter Central de Insercéo

Periférica (PICC) 048(0,15-157) 023

Intracath 2,26 (0,29 -17,93) 0,44

Acesso Venoso Periférico 1,22 (0,37-3,99) 0,74

Nutrigdo Parenteral 2,55(0,33-19,62) 0,37

Cirurgia 0,36 (0,05-2,78) 0,33

VentilacdoMecéanica 0,40 (0,08-1,99) 0,26

Uso de Antimicrobianos nas

primeiras 72 horas *** 0,34 (0,11-1,06) 0,06 0,28 (0,09 -0,90) 0,03

HR: Hazard Ratio; 1C95%: Intervalo de confianga 95%.
***Penicilina, Ampicilina, Gentamicina

Na Tabela 13 os resultados da analise multivariada demonstram que a producéo de
biofilme pelos bacilos Gram-negativos apresenta associagdo com a persisténcia da colonizacéo

do RN pelo mesmo patégeno, com aumento no risco diario de 3,68 vezes.
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Tabela 13 - Anélise Uni e Multivariada (Regressdo de Cox) para preditores de persisténcia da
colonizacdo por Bacilos Gram-negativos em neonatos da Unidade Neonatal do Hospital das
Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Preditores Andlise Univariada Andlise Multivariada
HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P

Sexo Masculino 0,77 (0,44 - 1,35) 0,37

Peso ao nascer (g x 100) 1,01 (0,96 - 1,06) 0,73

Parto Cesareo 0,79 (0,45 - 1,40) 0,43

Idade Gestacional (semanas) 0,98 (0,89 - 1,07) 0,68

Cateter Umbilical 0,79 (0,45 - 1,39) 0,41

Intracath 0,04 (0-6,92) 0,22

Acesso Venoso Periférico 1,03 (0,58 - 1,83) 0,91

Nutricdo Parenteral 0,93 (0,43 - 1,98) 0,84

Cirurgia 0,63 (0,28 - 1,42) 0,26

VentilacdoMecéanica 0,49 (0,22 - 1,05) 0,07

Uso de Antimicrobianos nas 0,81 (0,47 - 1,41) 0,46

primeiras 72 horas***
Biofilme

ESBL

3,29 (0,99 - 10,85)
0,89 (0,12 - 6,55)

0051 368 (1,10-12,37) 0,04
0,91

HR: Hazard Ratio; 1C95%: Intervalo de confianga 95%.
***penicilina, Ampicilina, Gentamicina

A analise multivariada para preditores de colonizacdo por Enterobactérias e Bacilos
Gram-negativos ndo fermentadores produtores de biofilme também mostrou que o uso de
antimicrobianos nas primeiras 72 horas, diminui em 38% o risco diario do RN ser colonizado

por esses micro-organismos produtores de biofilme (Tabela 14).
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Tabela 14 - Andlise Uni e Multivariada (Regressdo de Cox) para preditores de colonizagdo por
Enterobactérias e Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores produtores de biofilme em
neonatos da Unidade Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Preditores Analise Univariada Analise Multivariada
HR (IC 95%) P HR (I1C 95%) P

Sexo Masculino 1,40 (0,90 — 2,16) 0,13

Peso ao nascer (g x 100) 1,02 (0,99 — 1,04) 0,21

Parto Cesareo 0,85 (0,56 -1,30) 0,45

Idade Gestacional (semanas) 1,06 (1,01-1,12) 0,02

Cateter Umbilical 0,73 (0,48 -1,12) 0,15

Cateter Central de Insergéo 0,70 (0,44 — 1,09) 0,12

Periférica (PICC)

Intracath 1,10 (0,51 - 2,39) 0,81

Acesso Venoso Periférico 1,03 (0,11 - 1,58) 0,91

Nutrigdo Parenteral 0,89 (0,55 - 1,42) 0,61

Cirurgia 0,69 (0,40 -1,19) 0,18

VentilacdoMecéanica 0,55 (0,31 - 0,95) 0,03

Uso de Antimicrobianos nas 058(038-0,88) 001  062(041-096) 0,03

primeiras 72 horas ***

HR: Hazard Ratio; IC95%: Intervalo de confianga 95%.
***Penicilina, Ampicilina, Gentamicina

Empregou-se tambem uma analise uni e multivariada de regressao de Cox para verificar
os fatores de risco de infec¢do por micro-organismos Gram-negativos. Os resultados da analise
multivariada revelaram que a capacidade de producdo de biofilme pelo micro-organismo
aumenta a chance diaria em 1,75 vezes (75%) para o neonato evoluir para infeccdo. Assim
como a producdo de ESBL por esses patdgenos, que aumenta a chance diaria de infeccdo em
46,8 vezes (Tabela 15).
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Tabela 15 - Anédlise uni e multivariada (Regressdo de Cox) para preditores de infec¢do por
Enterobactérias e Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores em neonatos da Unidade
Neonatal do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Preditores Andlise Univariada Andlise Multivariada
HR (IC 95%) P HR (IC 95%) P

Sexo Masculino 0,59 (0,10 — 3,43) 0,56

Peso ao nascer (g x 100) 0,81 (0,61 —1,02) 0,16

Parto Cesareo 0,94 (0,16 — 5,63) 0,95

Idade Gestacional (semanas) 0,80 (0,59 — 1,09) 0,16

Cateter Umbilical 4,79 (0,55 - 42,06) 0,16

g:rtfftefrri;e(“;fé Cd)e Insercao 181(021-1584) 059

Intracath 0,04 (0,00 -...) 0,64

Acesso Venoso Periférico 0,20 (0,04 — 1,13) 0,07

Nutricdo Parenteral 33,74 (0,01 -..) 0,38

Cirurgia 0,59 (0,07 — 5,25) 0,64

VentilacdoMecéanica 20,06 (0,00 -..) 0,54

4ss0s0-23 o5

Biofilme 1,69 (0,99 — 2,90) 0,053 1,75 (1,10-3,04) 0,048

ESBL 42,10 (3,80 -463,13) 0,002 46,79 (4,18 -523,72) 0,002
HR: Hazard Ratio; IC95%: Intervalo de confiangca 95%; ESBL: B-lactamases de espectro estendido
***Penicilina, Ampicilina, Gentamicina
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6 DISCUSSAO

Bactérias produtoras de ESBL representam um problema mundial, especialmente em
paises da América Latina e particularmente no Brasil, onde elevadas propor¢des de micro-
organismos produtores de ESBL tem sido evidenciada.®?

Em decorréncia da escassez de dados da literatura brasileira relacionados a populagao
neonatal, este estudo foi realizado visando a obtencdo de informacbes consistentes e
representativas a respeito das caracteristicas genotipicas e epidemiolégicas de micro-
organismos Gram-negativos isolados de colonizagédo e infeccdo de neonatos pertencentes ao
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Botucatu.

Durante o periodo do estudo 54,2% dos RNs foram colonizados e 3,3% foram infectados
por micro-organismos Gram-negativos.  Enterobactérias foram  micro-organismos
predominantemente isoladas dos sitios de colonizacdo e infeccdo. Este trabalho demonstrou
maior colonizacdo da MA seguida pela MN. Nossos resultados apontam que Enterobacter
cloacae foi a bactéria isolada com maior frequéncia em amostras colonizantes. Goldman et al.®®
ainda na década de 1970 observaram que 52,0% dos neonatos foram colonizados por este
micro-organismo, esses mesmos resultados sdo compativeis com os encontrados em 2019 por
Baier et al.®* e se assemelham aos encontrados no presente estudo (45,0%).

Os dados aqui encontrados revelaram maiores indices de infeccao por Klebsiella spp. e
Serratia marcescens, causando infecgdo da corrente sanguinea e pneumonia, respectivamente.
Sabe-se que K. pneumoniae causa infec¢cdes nosocomiais em Neonatos prematuros e Vvarios
surtos foram relatados nos Gltimos anos.®® Esse patdgeno € altamente resistente a diversos
agentes antimicrobianos, se relaciona etiologicamente a infeccdes oportunistas graves e surtos
nosocomiais, se aloja na microbiota do trato gastrintestinal dos neonatos e, ultimamente,
responde cada vez menos a terapia antimicrobiana em decorréncia da existéncia de cepas
produtoras de ESBL, a qual degrada um elevado nimero de antimicrobianos.®® Serratia
marcescens é um micro-organismo nosocomial importante, principalmente em UTIN, podendo
ocasionar processos infecciosos graves englobando meningite, bacteremia e pneumonia, com
associacdo significativa entre morbidade e mortalidade em neonatos.®” Um estudo realizado em
UTIN de um Hospital Universitario de Madrid para elucidar a frequéncia de colonizagdo por
Serratia marcescens em recém-nascidos demonstrou que 75% das criangcas estavam
colonizadas na mucosa anal por este micro-organismo.%® Estes dados sio compativeis com 0s
evidenciados neste trabalho que mostrou uma taxa de colonizagcdo da mucosa anal de 74,9%.

Esta frequéncia de colonizacgdo elevada, juntamente com a imaturidade do sistema imunologico
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de RNs e alteracdo da microbiota intestinal, predispde ao desenvolvimento de infecgdes por
estes patdgenos.®

Nesta pesquisa, pode ser observada elevada producdo de biofilme, sendo que 95,0% das
enterobactérias e 100% dos BGNF foram produtores, com maior propor¢do de enterobactérias
mostrando média producdo de biofilme, enquanto os BGNF demonstraram em sua maioria
serem fortes produtores. Pseudomonas aeruginosa apresenta grande capacidade de produgéo
de biofilme nas superficies de dispositivos médicos,”® incluindo superficies metalicas, plasticos
e superficies bidticas, e tal fato prejudica a eliminacdo desses micro-organismos no ambiente
hospitalar e dificulta o tratamento antimicrobiano, favorecendo o prolongamento das condi¢des
criticas do paciente.” Um estudo realizado em quatro hospitais entre 2016 e 2017 com isolados
provenientes de colonizacdo e infecgdo revelou que Pseudomonas aeruginosa também
apresenta maiores taxas de producéo de biofilme quando comparado as enterobactérias.”® A
prescricdo do antimicrobiano adequado é fundamentada na concentracdo inibitoria minima
(MIC) do farmaco para células planctonicas. Assim, a atividade dos antimicrobianos pode ser
influenciada por diversos fatores, como o modo de crescimento bacteriano ou o ambiente.
Usualmente, as células planctdnicas sdo mais sensiveis aos agentes antimicrobianos do que na
forma séssil em um biofilme, tornam-se resistentes ou tolerantes aos antibioticos, fenémeno
designado "tolerancia” fenotipica. No entanto, ndo totalmente compreensivel, a tolerancia ao
biofilme € multifatorial e para biofilmes bacterianos, entende-se que esteja relacionada a
diminuicdo da penetracdo de alguns antibioticos, sistemas relacionados a regulacdo da
expressao génica em resposta a densidade celular critica (quorum sensing), troca mais acelerada
de material genético e a presenca de células persistentes.”

Através da pesquisa dos genes que codificam fatores de viruléncia especificos para
Pseudomonas aeruginosa foi possivel observar que a maioria dos isolados apresentaram genes
que codificam o alginato; associado a aderéncia bacteriana e producédo de biofilme; fosfolipase
C hemolitica, relacionada a destruicdo de membranas celulares e funcdo osmoproterora;
exotoxina A, associada a destruicdo tecidual e inibicdo da resposta macrofagica; protease
alcalina, relacionado a lesdo tecidual e inativacdo da IgG; elastase, fator de degradacdo de
imunoglobulinas e fatores do complemento e ramnolipideos, agente surfactante e associado a
aderéncia bacteriana.”

Ao compararmos a viruléncia de P. aeruginosa isoladas de RNs com outros dados
evidenciados em outro estudo realizado pelo nosso grupo de pesquisa com P. aeruginosa
isoladas de peritonites em pacientes submetidos a dialise peritoneal foi possivel observar

resultados semelhantes. Outras evidéncias demonstram o mesmo perfil de viruléncia em P.
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aeruginosa provenientes de pacientes com fibrose cistica,®°diferindo de isolados oriundos de
infeccBes urinarias, agua e solo,”® que evidenciam menor frequéncia desses genes de
viruléncia. Um estudo realizado pela Universidade de Ciéncias Médicas de Tehran com
criancas submetidas a tratamento intensivo também foi encontrado alta frequéncia de isolados
de P. aeruginosa em amostras de urina carreando 0s genes exoS (92,95%), lasB (91,54%) e
plcH (70,42%).”"

Quanto a producdo de ESBL, o presente estudo demonstrou que 5,3 % dos patdégenos
isolados apresentaram producdo fenotipica dessas enzimas. Vale ressaltar que a maior parte
desses micro-organismos foram provenientes de sitios de colonizacdo e compreendem espécies
de Enterobacter cloacae, Klebsiella aerogenes e dois isolados de Klebsiella pneumoniae que
causaram infeccdo da corrente sanguinea. Os quatro isolados de Klebsiella aerogenes
produtores de ESBL foram provenientes da mucosa anal, e entre os Enterobacter cloacae, sete
foram oriundos da mucosa anal e trés da mucosa nasal. Esses micro-organismos fazem parte da
microbiota intestinal e podem se comportar como patdgenos oportunistas causando infeccoes
nosocomiais graves. Evidéncias apontam que Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae
produtores de ESBL estdo frequentemente envolvidos em surtos em UTIN apresentando
potencial epidemioldgico emergente.’®

As enterobactérias produtoras de ESBL merecem destaque pela rapida disseminacao e
0 surgimento recorrente de novas variantes.”® As enzimas pertencentes a familia CTX-M s&o
predominantes na América do Sul, assim como na Espanha e no Leste Europeu.®’ No Brasil,
infere-se que variantes do tipo CTX-M sejam predominantemente encontradas quando
comparadas as enzimas do tipo TEM e SHV, mais prevalentes na América do Norte e no Oeste
Europeu, respectivamente.®! Dentro da familia CTX-M, as ESBLs isoladas com maior
frequéncia no Brasil incluem os grupos CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-9. Nossos achados sdo
concordantes com esses dados, dentre os 16 (5,3%) isolados que produziram ESBL, seis
apresentaram genes de resisténcia, destes, quatro (66,7%) apresentaram o gene codificador da
enzima CTX-M do grupo 9, trés (50%) apresentaram o gene de TEM e um (16,7%) foi positivo
para o gene de SHV.

Portanto, neste estudo o tipo mais frequente de gene de ESBL foi 0 CTX-M do grupo 9.
Um estudo multicéntrico realizado no estado do Rio de janeiro revelou que essas taxas
corresponderam a 87%. E possivel que esta frequéncia elevada esteja relacionada a
disseminacdo de plasmideos codificadores de CTX-M situados em elementos genéticos

méveis.8?
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Um estudo realizado em Madagascar com RNs internados em UTIN revelou que todos
0s RNs com suspeita de infeccdo neonatal precoce foram tratados com ceftriaxona em
decorréncia da falta de carbapenémicos e consequentemente houve uma elevagédo das taxas de
mortalidade. Os patdgenos envolvidos neste processo incluiram Enterobacter cloacae e
Klebsiella pneumoniae produtores de ESBL, todas as cepas carreavam o gene CTX-M do grupo
15,8 juntamente com nossas descobertas estas evidéncias reforcam a predominancia da familia
CTX-M.

Diversos estudos apresentam diferentes taxas de colonizagdo por micro-organismos
multirresistentes. Por exemplo, Mammina et al.®* evidenciaram uma taxa de 55,2% em RNs
colonizados por micro-organismos Gram-negativos resistentes durante um estudo de coorte
realizado em uma UTIN da Italia. Entretanto, Rybczmiska et al.%% em uma pesquisa sobre
colonizagdo por enterobactérias produtoras de ESBL em uma unidade neonatal da Suécia
revelou uma taxa de 1,77%. Tfifhaet al.2® estudando uma UTIN na Tunisia, revelou que esses
valores se aproximam de 4,9% durante a hospitalizagdo, aumentando para 7,84% no momento
da alta. Nossos resultados evidenciam uma taxa de 5,3%.

O frequente isolamento de estirpes produtoras de ESBL e o risco de falha terapéutica
pela administragdo de cefalosporinas tém conduzido ao maior uso de antibioticos
carbapenémicos.®’” Consequentemente, carbapenemases do tipo KPC-2, SPM-1, OXA-23,
IMP-1 e OXA-143 tém se disseminado no pais, especialmente em micro-organismos associados
as IRAS.% Um resultado importante encontrado no presente estudo é a auséncia de isolados
produtores de carbapenemases, a UTIN em questdo utiliza terapia antimicrobiana com
carbapenémicos apenas em casos esporadicos.

Além dessas enzimas, p-lactamases do Tipo AmpC estdo relacionadas a resisténcia a
uma variedade de antimicrobianos p-lactamicos, exceto carbapenémicos e cefepime.®®%° Sio
clinicamente significativas pois apresesentam capacidade de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas (como ceftazidime, cefotaxime e ceftriaxona) e cefamicinas (cefoxitina e
cefotetan)®:2, Elas diferem das ESBL por sua capacidade de hidrolisar cefamicinas e por ndo
ser afetada por inibidores de p-lactamases.®® °* 92 No presente estudo, o teste de sinergismo
realizado para deteccdo de B-lactamases do Tipo AmpC demonstrou que 23 (6,6%) isolados
produziram esta enzima, destes, dois apresentaram o genotipo EBC, sendo um isolado de
Pseudomonas aeruginosa e um de Enterobacter cloacae, outro isolado de Enterobacter cloacae
carreava o gene blaCMY-2.

Um estudo realizado em um Hospital terciario da India com isolados de hemocultura

evidenciou que p-lactamases do Tipo AmpC foram evidenciadas em 6,1% dos isolados.®® Outra
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pesquisa realizada em um hospital infantil no Paquistdo revelou que esta taxa corresponde a
22,0%.%* Outro estudo realizado em um hospital universitario para deteccdo de B-lactamases do
Tipo AmpC em micro-organismos Gram-negativos isolados de diversos materiais clinicos para
diagnostico de infeccio, revelou que esta frequéncia corresponde a 20,7%.%

Infecgdes neonatais causadas por micro-organismos produtores de 3-lactamases do Tipo
AmpC proporciona falha no tratamento e elevagdo das taxas de morbidade e mortalidade. Para
diminuir o risco de complicacdes é fundamental que o uso de cefalosporinas de amplo espectro
seja restrito a fim de reduzir o surgimento de bactérias produtoras de AmpC.%

A andlise do perfil de macrorrestricdo do DNA cromossdmico das enterobactérias
provenientes de colonizacdo e infeccdo dos RNs, permitiu identificar a caracteristica de
persisténcia e disseminacdo de algumas cepas dentro da unidade.

O perfil clonal de Enterobacter cloacae revelou a presenca de dez clusters que foram
nomeados de A-J. Em todos os clusters foi possivel observar a presenca de RNs diferentes com
a mesma linhagem de Enterobacter cloacae em sitios distintos de colonizagdo. O cluster J
agrupou quatro isolados oriundos da mucosa anal, e um dos isolados foi produtor de ESBL no
teste fenotipico e carreava o gene de TEM, outro isolado deste mesmo cluster carreava 0s genes
de CMY-2 e de SHV. Em contrapartida, neste mesmo dendrograma foi verificado a presenca
dos genes blaCTX-M do grupo 9 em dois isolados com 100% de similaridade e obtidos de RNs
diferentes. Um estudo realizado com criangas em um Centro de Emergéncia Pediatrica de Doha,
Catar, investigou a presenca de producdo fenotipica de ESBL e de genes de resisténcia em
enterobactérias isoladas de amostras de urina, os dados obtidos revelaram uma combinacéo de
dois ou mais tipos de enzimas, que compreendem os genes blaCTX-M, blaTEM e blaSHV.%®A
maioria desses isolados (59%) apresentaram resisténcia devido ao gene blaCTX-M, esses fatos
se assemelham aos resultados encontrados no presente estudo que evidenciou isolados
carreando mais de um gene de resisténcia, como predominancia do gene blaCTX-M do grupo
9. A presenca do gene blaCTX-M nesta populacdo sugere elevada capacidade de transmissao
por plasmideo, fato que contribui para transferéncia horizontal dos genes codificadores dessas
enzimas. Atualmente, os servicos de salde apresentam alta rotatividade de pacientes
favorecendo esta disseminag&o.®’

Vale ressaltar que no cluster D em que houve o agrupamento de cinco amostras de
Enterobacter cloacae isolados de fevereiro a outubro, de diferentes RNs, foi verificada a
deteccdo fenotipica de ESBL em trés isolados de Enterobacter cloacae que agruparam com alta
taxa de similaridade, revelando ser a mesma linhagem que possivelmente adquiriu essa

resisténcia durante sua permanéncia na UTIN. Uma pesquisa realizada com isolados de
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Enterobacter spp. obtidos de diferentes pacientes internados em trés hospitais de ensino revelou
que dos 30 isolados que demonstraram producdo fenotipica de ESBL, 27 apresentaram 0s genes
de resisténcia blaCTX-M, blaTEM e blaSHV.%® Em uma pesquisa realizada por Kanamori et
al.*® no Japao, 11 de 22 amostras produtoras apresentaram tais genes.

A analise do perfil clonal de Serratia marcescens revelou a formacédo de trés clusters,
todos demonstrando a transmisséo cruzada de micro-organismos. No cluster C, foi verificado a
presenca de RNs diferentes com isolados idénticos ou alta taxa de similaridade, colonizando e
causando pneumonia em RNs. A linhagem associada com infec¢do apresentou forte producdo
de biofilme. Tal patégeno é comumente encontrado em hospitais causando infec¢des. Apresenta
elevada capacidade de aderéncia em dispositivos médicos em decorréncia da producdo de
biofilme favorecendo o desenvolvimento de processos infecciosos. Um estudo realizado em
uma UTIN do México com isolados de sangue, pontas do cateter, liquido peritoneal, liquido
pleural e abscesso abdominal demonstrou transmissdo cruzada entre pacientes em UTIN e
outras enfermarias. Duas linhagens distintas foram responsaveis por dois surtos, a investigacao
ambiental ndo conseguiu identificar uma fonte de Serratia marcescens de superficies, agua,
solugdes, sistema de ventilagdo, estetoscopios ou méos da equipe. A contaminacéo transitoria
das maos dos profissionais de saude foi evidenciada como fator importante na transmissao.
Acredita-se que a transferéncia dos RNs da UTIN para as enfermarias possa ter contribuido

para a disseminac&o dentro do hospital. 1%

O perfil clonal de Escherichia coli demonstrou a formacéao de quatro clusters. No cluster
A foi possivel observar o agrupamento de 18 isolados colonizando diferentes sitios de um
mesmo neonato e de RNs distintos, a maior parte das amostras apresentaram 100% de
similaridade. Outro dado importante deste cluster esta relacionado a producéo de p-lactamases
do Tipo AmpC, varios isolados com perfis idénticos produziram esta enzima fenotipicamente.
Vale ressaltar que no periodo de aproximadamente oito meses esta mesma cepa colonizou cinco
RNs em diferentes sitios demonstrando sua caracteristica de persisténcia na UTIN. Outro fato
importante neste cluster é a presenca de RNs gemelares sendo colonizados pelo mesmo micro-
organismo. Escherichia coli é usualmente um comensal inofensivo do trato gastrointestinal
humano.!%! Entretanto existem algumas cepas altamente virulentas capazes de causar infecgdes
intestinais, do trato urinario, meningite, infeccdo intra-abdominal, pneumonia, infec¢do de
dispositivos intravasculares, osteomielite e bacteremia.'>% E um dos principais micro-
organismos presentes no trato genital materno em decorréncia da proximidade entre a regido

anal e perineal, e a colonizac&o vaginal por este micro-organismo pode ser detectada em 7% a
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13% das gestantes. %1% Um estudo realizado na Clinica de Obstetricia e Ginecologia e Clinica
de Neonatologia do Hospital da Universidade Lituana de Ciéncias da Salde revelou que a
capacidade de transmissdo da mde para o bebé correspondem a 21,3%% Outros estudos

revelam que esta taxa corresponde a 50%.107:108

Através da andlise do perfil clonal de Klebsiella aerogenes foi possivel observar
formacdo de um cluster, com quatro isolados provenientes de dois RNs diferentes evidenciando
94,1% de similaridade. Entre os 14 isolados submetidos a tipagem, quatro produziram ESBL
fenotipicamente, destes, duas amostras provenientes de um mesmo RN coletadas em datas
diferentes carreavam os genes CTX-M do grupo 9 e o0 gene TEM e apresentaram 100% de
similaridade. As ESBLs nesta espécie representam um grande problema em decorréncia da
potencial transmissdo de genes de resisténcia a outras espécies bacterianas, e também pelo fato
da maioria das ESBLSs serem codificadas por plasmideos que também transportam genes que
conferem resisténcia a outros antimicrobianos ndo B-lactdmicos, como os aminoglicosideos.%®
Um estudo realizado com a populacéo pediatrica do Hospital de Vara, localizado no Oeste da
Bulgaria revelou predominancia da enzima CTX-M do grupo 3 presentes em clones de
Klebsiella aerogenes detectados em duas epidemias. Esta descoberta é semelhante com o0s
dados encontrados nesta pesquisa e com outras investigacdes que encontram clones de
Klebsiella aerogenes portadores da enzima CTX-M. Um outro estudo, realizado por Ghanavati
et al. demonstrou que blaCTX-M e blaTEM foram o0s genes de resisténcias mais comuns
encontrados nesta espécie.%

Nos isolados de Klebsiella oxytoca foi observado a formacgéo de dois clusters, o cluster
A, evidenciou amostras provenientes de colonizacdo anal e isolado do aspirado traqueal
associado também com pneumonia. Vale ressaltar que o isolado causador de infeccdo
apresentou forte producdo de biofilme. Klebsiella oxytoca é um patdgeno oportunista que causa
frequentemente pneumonia, bacteremia, infecgOes do trato urinério e enterocolite. %! Uma
pesquisa realizada no Japao realizou andlise do perfil genético destes micro-organismos
envolvidos em um surto com duracdo de um ano e seis meses e também revelou isolados
idénticos, o que indica que o surto foi causado pela mesma linhagem.*2

O perfil genético de Klebsiella pneumoniae demonstrou a presenca de um cluster
contendo isolados de colonizacdo e isolados de hemocultura associados com infeccdo da
corrente sanguinea. Estas amostras apresentaram producao fenotipica de ESBL e forte producéo
de biofilme. Uma pesquisa realizada com materiais clinicos coletados de pacientes internados

em UTIN, UTI Pediatrica, Adulto e Coronariana, no Sul do Chile através da analise do perfil
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genético também demonstrou alta taxa de similaridade entre os isolados, alem disso pdde ser
constatada amostras produtoras de ESBL fenotipicamente com auséncia de genes de
resisténcia.!!® Klebsiella pneumoniae ¢ frequentemente isolada em ambientes destinados a
prestacdo de cuidados, colonizando e causando infec¢des do trato respiratorio, sepse e infeccdes
do trato urinario.**% Um dos seus principais fatores de viruléncia incluem a producio de
biofilme, favorecendo o processo de aderéncia a dispositivos médicos e dificultando o
tratamento dos processos infecciosos, através de suas interagGes fisioldgicas e genéticas.1®

Os isolados de Proteus mirabilis submetidos a analise do perfil de macrorrestricdo do
DNA cromossomico revelou 100% de similaridade em isolados de colonizagéo anal e infec¢ao
do trato urinario provenientes de RNs diferentes. Isolados de colonizagdo e infeccédo
apresentaram média producédo de biofilme. Proteus mirabilis causa infecgdes sintomaticas do
trato urinario, incluindo cistite e pielonefrite e esta presente em casos de bacteridria
assintomatica, apresenta alguns fatores de viruléncia envolvidos neste processo, dentre eles a
capacidade de produzir biofilme, 17118

O perfil clonal dos isolados de Pseudomonas aeruginosa demonstrou a presenca de dois
clusters com cinco isolados provenientes de colonizacdo da MA e MN com alta taxa de
similaridade. Em ambos os clusters pode ser evidenciado RNs diferentes colonizados pelo
mesmo patdgeno, como também podemos perceber a caracteristica de persisténcia destas cepas
dentro da UTIN, colonizando RNs durante grande parte do estudo. A maioria dos isolados
evidenciados no dendrograma produziram B-lactamases do Tipo AmpC fenotipicamente.
Pseudomonas aeruginosa é um micro-organismo responsavel por uma ampla variedade de
infeccdes em UTIN, incluindo sepse, pneumonia, meningite, diarreia, conjuntivite e infeccdes
de pele.!'® A transmissdo deste patdgeno estd frequentemente associada a reservatorios
ambientais e as méos dos profissionais de sadde, 12 1?1 122123 Dyrante uma epidemia de 15
meses que aconteceu em uma UTIN de um hospital infantil pdde ser evidenciado a presenca de
trés clusters formados por isolados de infeccdo da corrente sanguinea, colonizagdo traqueal,
ambiente e maos de profissionais de sadde.*??> Foca et al.}?* em um estudo realizado em uma
UTIN de um hospital universitario de Nova York também demonstraram um clone principal
com isolados provenientes de materiais clinicos de RNSs, profissionais de salde e ambiente.
Outro estudo realizado por um periodo de 24 meses em uma UTIN da Italia com amostras de
colonizacéo e infeccdo de RNs revelou que 36% das infecces e 35% da colonizacdo foram
causadas pelo mesmo patdgeno, com o mesmo perfil genético também evidenciado no

ambiente.1?°
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Apesar do perfil policlonal apresentado por Acinetobacter baumannii, pdde ser
observado dois agrupamentos de dois isolados provenientes de RNs diferentes. Vale ressaltar
que em um dos grupos ele estava presente na colonizacao traqueal e como agente de infecgéo
da corrente sanguinea. Com o passar dos anos, Acinetobacter baumanni tornou-se uma das
principais causas de surtos nosocomiais. A utilizagdo de tratamento com antibiéticos de amplo
espectro de acdo, procedimentos invasivos como tubo endotraqueais, cateteres intravenosos e
cateteres urinarios favorecem a colonizagéo e infecgio por estes patdgenos.t?6:12

Em um surto que ocorreu durante seis meses em uma UTIN indiana , Acinetobacter spp.
foram isolados de bacias e cateteres intravenosos.'?® Uma pesquisa realizada em Taiwam,
demonstrou que este micro-organismo esta sendo transmitido possivelmente através das méaos
dos profissionais de salde.'?® Dados de um estudo realizado em uma UTIN da Turquia
revelaram através da técnica de PFGE que as mesmas cepas isoladas dos dispositivos invasivos
e amostras clinicas também estavam evidentes nas maos dos profissionais de saude, afirmando
a hipdtese de que o ambiente pode ter sido o potencial reservatério e que, possivelmente a
transmissdo ocorreu através das mios dos profissionais.**® No presente estudo, isolados
similares de Acinetobacter baumannii permaneceram dentro da unidade colonizando e
infectando RNs por um periodo de 71 dias. A higienizacdo das maos continua sendo fator
preponderante na prevencdo de infecgdes em UTIN. 13

Empregou-se uma analise uni e multivariada de regressdo de Cox para verificar os
fatores de risco de colonizacdo e infeccdo por micro-organismos Gram-negativos. Os resultados
da analise multivariada para colonizacdo por bacilos Gram-negativos revelaram que, a cada
semana a mais na idade gestacional, aumenta o risco diario em 7,0% para a colonizacéo do RN,
enquanto o uso de antimicrobianos nas primeiras 72 horas, diminui o risco diario em 35% de
colonizacéo por esses patdgenos. A analise multivariada para determinacdo dos fatores de risco
para colonizacao por enterobactérias também mostrou a idade gestacional como fator de risco,
aumentando o risco diario em 23% a cada semana a mais na idade gestacional do RN. Este dado
pode ser explicado pelo fato dos RNs prematuros serem colonizados predominantemente por
micro-organismos Gram-positivos,* em especial os Staphylococcus spp., membros da
microbiota normal da pele que colonizam o RN nos primeiros dias de vida, e podem ocasionar
inimeros processos infecciosos que se manifestam com diversas sintomatologias clinicas,
englobando patologias localizadas até quadro sistémico, 132133134

Quanto ao uso de antimicrobianos nas primeiras 72 horas, a andlise multivariada dos
fatores de risco para colonizagdo por micro-organismos Gram-negativos ndo fermentadores de

glicose, também mostra uma reducgéo diaria de 72% no risco de colonizagdo por esses micro-
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organismos. Além desses resultados, outra analise multivariada mostra que a antibioticoterapia
prévia diminui 38% o risco diario do RN ser colonizado por micro-organismos Gram-negativos
produtores de biofilme. Outros autores também detectaram que os antibiéticos diminuem a
diversidade microbiana, porém enfatizaram que este fato pode ndo apresentar relevancia
clinica.13>138137.138 posteriormente ao nascimento, os RNs sdo expostos a colonizagdo de
superficies mucosas, este processo varia de acordo com o tipo de parto, dieta e exposicdo ao
meio ambiente. 139140141 A prescricdo de antibioticos de forma precoce aumenta o risco de
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos, em especial micro-organismos Gram-
negativos produtores de ESBL, através da pressdo seletiva, oferencendo vantagens para a
expressido de genes de resisténcia pela bactéria.#?

A producdo de biofilme também apresentou associacdo com a persisténcia da
colonizacéo do RN pelo mesmo patégeno, com aumento no risco diario de 3,68 vezes. A matriz
do biofilme apresenta fator preponderante relacionado a esta persisténcia.}**'* Alguns
componentes estdo presentes nesta matriz, como proteinas, polissacarideos, lipideos e acidos
nucleicos e variam de acordo com as condi¢gdes ambientais e com 0S Micro-organismos
produtores de biofilme.!*® Algumas bactérias também segregam fatores de viruléncia que
eliminam micro-organismos competidores, favorecendo o crescimento das bactérias do
biofilme, destruindo a concorréncia para utilizagdo de nutrientes.'*® Na presenca de biofilme as
bactérias sesséis também se comportam de forma mais eficaz aos desafios, como por exemplo
a terapia antimicrobiana, favorecendo a persisténcia da colonizagfo 4”148

Empregou-se tambem uma analise uni e multivariada de regressao de Cox para verificar
os fatores de risco de infec¢do por micro-organismos Gram-negativos. Os resultados da analise
multivariada revelaram que a capacidade de producdo de biofilme pelo micro-organismo
aumenta a chance diaria em 1,75 vezes (75%) para o neonato evoluir para infeccdo. Sabe-se
que o biofilme é a causa de grandes porporc¢des de infecgGes nosocomiais.*® Esse aumento na
chance de evoluir para infecgdo pode estar relacionado a resisténcia aos antimicrobianos*® que
ocorre pela diminuicdo da penetracdo do antibiotico pela matriz do biofilme, modificacdo da
taxa de crescimento dos patdgenos que o compde, >t bem com alterag@es fisioldgicas, incluindo
a expressdo de possiveis genes de resisténcia.’®> As infeccbes ocasionadas por micro-
organismos com capacidade de produzir biofilme sdo frequentemente dificeis de erradicar,
transformando-se em infecgBes recorrentes,’>'° se tornando um problema extremamente
grave especialmente na populacdo neonatal que apresenta debilidade do sistema imunoldgico e
exposicdo frequente a diversos procedimentos invasivos. Diversos estudos compararam a

propor¢do de mortes de bactérias em suspensdo e em biofilme, sendo que as produtoras de
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biofilme apresentaram taxa de resisténcia elevada a diversos antimicrobianos. %1%

Assim como o biofilme, no presente estudo a producdo de ESBL também aumentou a
chance diaria em 46,8 vezes para 0 RN evoluir para infeccdo. As IRAS causadas por micro-
organismos produtores de ESBL é uma preocupacao crescente em UTIN e estdo frequentemente
associadas a surtos hospitalares.'®’ Estudos demonstram que tempo de internacéo dos RNs esta
frequentemente associado ao desenvolvimento de infec¢des por bactérias produtoras de ESBL,
bem como a imaturidade do sistema imunoldgico, utilizacdo frequente de dispositivos
invasivos e 0 ambiente.*>® 1¥Além disso, o0 uso empirico de antimicrobianos podem favorecer
a presséo seletiva e consequentemente elevar as taxas de colonizagéo e infecgdo por micro-
organismos produtores de ESBL.®

Os dados desta pesquisa sdo de fundamental importancia para salde publica, pois
permitem o0 conhecimento da epidemiologia molecular de espécies importantes de
enterobactérias na UTIN de um hospital universitario terciario de alta complexidade,
permitindo assim a intensificacdo do monitoramento e implantacdo de medidas de controle e
precaucao.

O conhecimento dos mecanismos de resisténcia aplicados, associados ao rapido
diagnostico laboratorial de cepas multirresistentes € fundamental para escolha da
antibioticoterapia adequada e consequente controle da disseminacéo da resisténcia bacteriana.

As evidéncias aqui demonstradas reforcam a importancia das acdes de vigilancia,
prevencdo e controle das IRAS em UTINSs, fornecendo diretrizes para elaboracdo de novos
protocolos novas abordagens a equipe multidisciplinar, contribuindo para reducéo das taxas de
morbidade e mortalidade visando uma melhor qualidade da assisténcia prestada a populacéo

neonatal.
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7 CONCLUSAO

e Apesar da alta frequéncia de isolamento de colonizacdo de RNs por Enterobactérias,
poucos RNs apresentaram infeccdo, com maior frequéncia de colonizagdo por
Enterobacter cloacae e infeccdo por Klebsiella spp. e Serratia marcescens.

e Producdo elevada de biofilme com maior proporcdo de enterobactérias mostrando
média producdo de biofilme, enquanto os BGNF demonstraram em sua maioria serem
fortes produtores.

e Alta frequéncia de genes que codificam fatores de patogenicidade em isolados de
Pseudomonas aeruginosa.

e Predominancia de Enterobacter spp. isolados de colonizacdo e Klebsiella spp. isoladas
de infecgéo, produtores de ESBL, e maior frequéncia do gene blaCTX-M do grupo 9,
seguido de blaTEM e blaSHV.

e Deteccdo de Enterobacter cloacae e Pseudomonas aeruginosa produtores de f-
lactamases do Tipo AmpC, carreando o gendétipo EBC.

e Auséncia de enterobactérias e BGNF produtores de carbapenemases.

e Evidéncias de linhagens idénticas de enterobactérias em diferentes sitios de RNs
distintos, demonstrando possivel transmissé@o cruzada e identificacdo da persisténcia de
algumas linhagens de enterobactérias na UTIN.

e Aumento do risco diario de colonizagdo por micro-organismos Gram-negativos a cada
semana a mais na idade gestacional e reducdo do risco diario de colonizagéo por micro-
organismos Gram-negativos com a utilizacdo de terapia antimicrobiana nas primeiras
72 horas.

e A producdo de biofilme pelo micro-organismo aumenta o risco diario de persisténcia de
colonizacdo do RN pelo mesmo patogeno.

e A capacidade de producdo de biofilme e ESBL pelo micro-organismo aumenta a chance

diaria do RN evoluir para infec¢éo.
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ANEXOS

ANEXO A. Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: a ser assinado em duas vias, uma, para o

sujeito, e, outra, para o pesquisador.

Voceé esta sendo convidado a colaborar com o projeto de pesquisa chamado “Incidéncia
de colonizacdo e infeccdo por micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos em Unidade
de Terapia Intensiva Neonatal.” Leia atentamente o texto abaixo e faga qualquer pergunta que
achar necessario. Texto: A necessidade de um recém-nascido permanecer em uma Unidade de
Terapia Intensiva Neonatal (UTIN), mais o contato com a mde no momento do nascimento, ou
da amamentacdo, ou com os profissionais de salde representam fatores que podem levar a
crianca a ter determinadas bactérias no corpo. Essas bactérias podem conseguir ou ndo provocar
infeccdo no bebé, sendo que criancas que precisam ficar por mais tempo em uma UTIN
apresentam riscos maiores de ter infeccdo. O objetivo da nossa pesquisa € identificar quais

bactérias que os bebés carregam.

Para isso, precisamos colher secre¢éo traqueal (quando o bebé estiver intubado), nasal
e anal e realizar exames. A coleta da secre¢éo traqueal se faz através da aspiracdo, sendo esta
um procedimento de rotina da UTIN, a coleta nasal e anal é realizada por meio de uma espécie
de “cotonete”. Isso ¢ feito de forma suave e ndo causa dor, pode causar apenas um rapido
desconforto. Na secrecdo colhida, serdo feitos exames para identificar quais bactérias estao
presentes. Também serdo realizados exames para identificar a possibilidade de essa bactéria
causar doenca. VVocé ficara sabendo do resultado através do pesquisador, que entrara em contato
com a equipe médica da UTIN. Além disso, participando da pesquisa, vocé ira colaborar com
0 conhecimento sobre as bactérias, e sua distribuicdo em meio aos recém-nascidos,
possibilitando um melhor cuidado aos bebés, através medidas de prevencdo e tratamento de
infeccBes. E importante vocé saber que em nenhum momento serd divulgado seu nome ou
qualquer informacdo que permita a identificacdo de seu filho (a). Além disso, vocé podera
retirar sua participacdo da pesquisa quando quiser, bastando para isso entrar em contato com o
pesquisador, e, se ndo se sentir atendido, com o Chefe do Departamento de Doencas Tropicais

da Faculdade de Medicina de Botucatu.
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Quaisquer outras duvidas podem ser esclarecidas junto ao Comité de Etica em Pesquisa
da Faculdade de Medicina de Botucatu (Fone: 14-3880 1608 ou 1609). Este documento deve
ser assinado em duas vias, uma das quais ficara com vocé e, a outra, com os pesquisadores do

projeto.
Declaro que li o texto acima e concordo em participar do projeto de pesquisa.

ASS.: Nome:

Assinatura do Pesquisador :

Thais Alves Barbosa



ANEXO B: Questionario de coleta de dados clinicos

Datadacoleta: / / DatadaAdmissdo: / |/ Datadaalta: /[

NOME: ..ot RGieen Data do nascimento: [/ /

Sexo: (.)M (.)F Peso ao nascer............. Peso atual:........ccccvvviivennnne
[dade por 0CASIA0 A CUIUIA:........c..ooviiicie s
Tipo de parto:......ccooeevieienine e Idade gestacional (IG) no parto:...........cccoeueeee.
Ruptura prolongada de membrana (> 24 horas):.......cccovveverieeresenesieese e se e
Pontuacdo do Apgar N0 5 OMINULD:........ceeiiiiiieiee e
Procedéncia da crianga:.........c.cccceevnee. Duracéo da hospitalizagdo (dias):.................
Internagdo Na UT . ..o Duragao(dias):.......ccoerverervirerennnnn
Data da Cateterizagdo:........ccvveeereereerieeie e see e see e Duracgéo (dias):..............

Cateterizacdo: (...) Arterial (...) Venosa
Tipo de cateter:
(...) Umbilical

(...) Flebotomia

(..)PICC
(...) Intracath
[ T L1 (o LSRR
Data da remoGa0 O CALELE: .........ccveieiiecie e eree s

Causas da remocao do cateter:
(...) Infecciosa
(...) Suspeita de infeccédo
(...) Mecanica (Obstrucdo, translocacdo, sangramentos)

G O 11 £ - ORI
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Nutricdo parenteral: (...) SIM  (...) NAO
Ventilagdo mecanica: (...) SIM  (...) NAO

Procedimentos cirtirgicos: (...) SIM  (...) NAO

Dialise peritoneal: (...) SIM  (...) NAO
Antibioticoterapia prévia: (...) SIM  (...) NAO

Amamentacio predominante: (...) SIM  (...) NAO

Dados laboratoriais

Hemograma:

Leucocitose: (...) SIM  (...) NAO
Leucopenia: (...) SIM  (...) NAO
Neutropenia: (...) SIM  (...) NAO
Neutrofelia: (...) SIM  (...) NAO
Plaquetopenia: (...) SIM  (...) NAO

Desvio & esquerda: (...) SIM  (...) NAO
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ANEXO C: Escore Hematologico

Na tentativa de melhorar a acurécia diagndstica, RODWELL et al. desenvolveram um

escore hematoldgico, que considera um ponto para cada uma das seguintes caracteristicas:

* Leucocitose ou leucopenia (considerar leucocitose > 25.000 ao nascimento ou > 30.000
entre 12 e 24 horas ou acima de 21.000 > 48 horas. Considerar leucopenia < 5.000) °

Neutrofilia ou neutropenia;

* Elevacgdo de neutréfilos imaturos;

« Indice neutrofilico aumentado:;

* Razdo dos neutrofilos imaturos sobre os segmentados > a 0,3;

* Alteragdes degenerativas nos neutrofilos com vacuolizagao e granulacao toxica;
« Plaquetopenia (< 150.000/mm?).

Um escore > 3 oferece sensibilidade de 96,0% e especificidade de 78%, e um escore
de 0, 1 ou 2 fornece valor preditivo negativode 99,0%. Embora Util, néo se constituiu
isoladamente ainda em um teste definitivo para diagnostico de sepse, uma vez que ndo

identifica todos 0s neonatos sépticos.



Quadro 3. Valores de neutréfilos (por mm?) em Recém-nascidos

95

Neutropenia | Neutrofilia Neutrofilos Imaturos

PN<1,5Kg* |PN>15Kg PN<15Kg* PN>15Kg Imaturos* Totais*
Nascimento < 500 < 1800 > 6300 > 5400 > 1100 >0,16
12 horas < 1800 < 7800 > 12400 > 14500 > 1500 >0,16
24 horas < 2200 < 7000 > 14000 >12600 > 1280 >0,16
36 horas <1800 < 5400 > 11600 >10600 > 1100 >0,15
48 horas <1100 <3600 > 9000 > 8500 > 850 >0,13
60 horas <1100 <3000 > 6000 > 7200 > 600 >0,13
72 horas <1100 <1800 > 6000 > 7000 > 550 >0,13
120 horas <1100 < 1800 > 6000 > 5400 > 500 >0,12
4°3028°d <1100 <1800 > 6000 > 5400 > 500 > 0,12

Manroe et al., 1979; *Mouzinho et al., 1994.



