UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE MEDICINA

Adriana Aparecida Feltrin Correa

FATORES PREDITORES E PROGNOSTICO DA
AQUISIGAO NOSOCOMIAL DE ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para obtencao
do titulo de Doutora em Doencas
Tropicais

Orientador: Prof. Dr. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Botucatu
2018




Adriana A Feltrin Correa

Adriana Aparecida Feltrin Correa

FATORES PREDITORES E PROGNOSTICO DA
AQUISIGAO NOSOCOMIAL DE ENTEROBACTERIAS
RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS.

Tese apresentada a Faculdade de
Medicina, Universidade  Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho”,
Campus de Botucatu, para obtengao do
titulo de Doutora em Doencas Tropicais

Orientador: Prof. Dr. Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza

Botucatu
2018




Adriana A Feltrin Correa

FICEA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISEO TECNICA DE BIBLICTECA E DOCUMENTACAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: LUCIANA PIZZANI-CRE 8/€772

Correa, Adriana Aparecida Feltrin.

Fatores preditores e progndstico da aquisigéao
nosocomial de enterobactérias resistestes aos
carbapenémicos / Adriana Aparecida Feltrin Correa.
Botucatu, 2018

Tese (doutorado) - Universidade Estadual Paulista
"Jalio de Mesquita Filho", Faculdade de Medicina de
Botucatu

Orientador: Carlos Magno Castelo Branco Fortaleza
Capes: 4010108%¢

1. Enterobactérias. 2. Farmacorresisténcia bacteriana.

3. Antibioticos beta-lactamicos. 4. Fatores de risco.

Palavras—-chave: Carbapenémicos; Enterobactérias; Fatores
preditores; Resisténcia bacteriana.




Adriana A Feltrin Correa

s

Epigrafe




Adriana A Feltrin Correa

“Quando cria harmonia em si proprio, o Ser
Humano provoca harmonia nas coisas d sua
volta. A questdo é perceber que estamos em
rede, que tudo estd conectado e que uma atitude

benéfica transforma o entorno.”

Monja Coen Roshi
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Atualmente, estamos diante de uma notavel presenca de isolados de
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos em um hospital publico do municipio
de Bauru-SP desde outubro de 2012. No entanto, ndo estdo disponiveis estudos
relacionando a epidemiologia e os fatores associados a aquisi¢do de tais isolados.
Este estudo teve como objetivo identificar fatores de risco para aquisi¢do de
Enterobactérias Resistentes aos Carbapenémicos (CRE) em pacientes internados no
Hospital Estadual Bauru, os fatores associados ao desenvolvimento de quadro
infeccioso em uma coorte de pacientes colonizados por CRE e os fatores preditores
de obito. Foram incluidos pacientes do local de estudo que apresentaram colonizagao
do trato digestorio por CRE, de outubro de 2012 a dezembro de 2016, dos quais foram
levantados dados clinicos e demograficos. Os isolados foram identificados por
meétodos fenotipicos e foram testadas as suscetibilidades por concentragao inibitoria
minima (MIC). Realizamos um estudo de caso-controle que incluiu 427 casos e igual
numero de controles. Os fatores de risco observados foram queimadura (HR 3,91;
IC95% 2,36-6,46; p=<0,001), indice de Charlson (HR 1,12; 1C95% 1,05-1,20;
p=<0,001), uso prévio de esteréides (HR 2,79; I1C95% 1,94-4,02; p=<0,001) e
antimicrobianos como as penicilinas/inibidores de beta-lactamases (HR 2,01; 1C95%
1,43-2,82; p=<0,001), cefalosporinas de 32. e 42. gerag¢des (HR 2,45; 1C95% 1,75-
3,44; p=<0,001), quinolonas (HR 1,70; 1C95% 1,75-2,45; p=0,003) e anaerobicidas
(HR 1,63; 1C95% 1,04-2,56; p=0,03). O estudo de coorte incluiu 384 sujeitos
colonizados por CRE, sendo 269 (70,1%) oriundos de internagdo em unidade de
terapia intensiva (UTI), 51 (13,2%) pacientes evoluiram para positividade em culturas
clinicas por CRE. Como fatores associados a progressao para infec¢ao por CRE,
identificamos o uso de sonda vesical de demora (HR 5,56; 1C95% 1,31-23,63; p=0,02)
e os antimicrobianos da classe dos carbapenémicos (HR 1,96; IC95% 1,06-3,62;
p=0,03). Em termos proporcionais, a mortalidade nos grupos foi: Nao carreadores,
32,6%; Colonizados, 47,3%; Infectados, 52,9%. Pudemos observar na analise que
idade, score de Charlson e as categorias colonizado/infectado foram associadas a
maior risco de 6Obito (essas duas ultimas categorias, sem diferenga entre si). Por outro

lado, o status de paciente cirurgico e o uso de alguns antimicrobianos (notadamente
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a Polimixina B) foram associados a melhor prognostico. Nossos achados sugerem que
em setores endémicos para colonizacgdes e infecgdes nosocomiais por CRE, como no
caso das UTI, a abordagem de rastreamento de isolados pode identificar pacientes
com alto risco de infeccdo por CRE e levar a otimizagdo precoce do tratamento

antimicrobiano.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae resistentes aos carbapenémicos, CRE,
resisténcia bacteriana, epidemiologia hospitalar.
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ABSTRACT

Currently, we are facing a remarkable presence of isolates of carbapenem-
resistant enterobacteriacea in Bauru city public hospital, Sdo Paulo state, Brazil, since
october 2012. However no studies are available relating the epidemiology and the
factors associated with acquisition of such isolates. The purpose this study was to
identify risk factors for acquisition of Carbapenem Resistant Enterobacteriaceae in
patients hospitalized at the Bauru State Hospital, factors associated with the
development of infectious disease in a cohort of patients colonized by CLP and factors
predicting death. We included patients from the study site who presented colonization
of the digestive tract by CRE, from October 2012 to December 2016, from which clinical
and demographic data were collected. Isolates were identified by phenotypic methods
and susceptibilities were tested by minimum inhibitory concentration (MIC). We
performed a case-control study that included 427 cases and an equal number of
controls. The risk factors observed were burn (HR 3.91, 95% CIl 2.36-6.46, p = 0.001),
Charlson index (HR 1.12, 95% CI 1.05-1.20, p = <0.001), previous use of steroids (HR
2.79, 95% CIl 1.94-4.02, p = <0.001) and antimicrobials such as penicillins / beta-
lactamase inhibitors (HR 2.01, 95% CI, 43-2.82, p = <0.001), cephalosporins of 3rd.
and 42. (HR 2.45, IC 95% 1.75-3.44, p = 0.001), quinolones (HR 1.70, IC 95% 1.75-
2.45, p = 0.003) and anaerobicides (HR 1, 63, 95% CI 1.04-2.56, p = 0.03). The cohort
study included 384 subjects colonized by CLP, 269 (70.1%) of whom were hospitalized
in an intensive care unit (ICU), 51 (13.2%) of the patients progressed to clinical cultures
by CLP. As factors associated with the progression to CRE infection, we identified the
use of urinary catheter (HR 5.56, 95% CI 1.31-23.63, p = 0.02), and carbapenem class
antimicrobial agents (HR 1, 96, 95% CI 1.06-3.62, p = 0.03). In proportional terms, the
mortality in the groups was: Non-carriers, 32.6%; Colonized, 47.3%; Infected, 52.9%.
We observed in the analysis that age, Charlson's score and the colonized / infected
categories were associated with a higher risk of death (these last two categories, with
no difference between them). On the other hand, the status of surgical patients and
the use of some antimicrobials (notably Polimixin B) were associated with a better
prognosis. Our findings suggest that in the endemic sectors for colonization and
nosocomial infections by CLP, as in the case of ICUs, the isolate screening approach
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may identify patients at high risk for CLP infection and lead to the early optimization of
antimicrobial treatment.

Key words: Carbapenem resistant Enterobacteriaceae, CRE, bacterial resistance,
hospital epidemiology.
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INTRODUGAO

RESISTENCIA BACTERIANA

A prevaléncia de organismos resistentes a multiplos farmacos (MDRO), tem
sido uma grande ameacga a saude publica, continua a aumentar em niveis globais e
esta associada a um aumento significativo da morbidade e da mortalidade’.

Tais MDRO, incluindo Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA),
Enterococcus spp resistentes a vancomicina (VRE) e certos bacilos gram-negativos
(BGN), possuem implicagbes no ambito das atividades de controle das infec¢des
relacionadas a assisténcia em saude e ao passo que aumenta a experiéncia com
estes organismos, também melhora gradativamente a compreensdo das rotas de
transmiss&o e de medidas preventivas eficazes?.

N&o restam duvidas de que a descoberta dos antimicrobianos foi um avango
historico na medicina do século XX, mas a eficacia da maioria deles esta diminuindo
progressivamente e isso podera terminar em uma "era pos-antibidtica”, na qual
infecgbes comuns podem ser letais, sem opgdes de tratamento disponiveis®. Neste
contexto, tomemos o exemplo da Coréia, onde em agosto de 2016, o Ministério da
Saude e Bem-Estar da Coreia estabeleceu o Plano de Agédo Nacional para combater
a resisténcia aos antimicrobianos, o qual tem os seguintes objetivos: promover o uso
prudente de medicamentos antimicrobianos para evitar a propagagéo de resisténcia
aos mesmos; fortalecer o sistema de vigilancia para melhorar a conscientizagao e
fortalecer a pesquisa e o desenvolvimento para melhorar a colaboracgdo internacional

nos estudos das resisténcias®.
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No Brasil, foi dado um importante passo quanto aos cuidados com a
disseminagao da resisténcia bacteriana em maio de 2011, com a Resolugdo da
Diretoria Colegiada da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, RDC n° 20-2011, a
qual dispde sobre o controle dos antimicrobianos, os quais sdo de uso sob prescrigao
meédica, com principios ativos isolados ou em associagéo. Tal resolugdo estabelece
os critérios para a prescrigdo, dispensagao, controle, embalagem e rotulagem de

medicamentos a base de substancias classificadas como antimicrobianos®.

ENTEROBACTERIAS RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS

Entre os microrganismos resistentes aos antimicrobianos, podemos destacar
as Enterobacteriaceae, uma familia de bacilos Gram-negativos (BGN) responsaveis
por uma variedade de infecgdes. Nos BGN, a maior forga motriz da resisténcia € a
presenca de [(B-lactamases, uma lista em rapida expansdo de enzimas hidrolisantes
de antimicrobianos B-lactdmicos’. Muitos desses organismos transportam genes
adicionais transmitidos por plasmideos ativos contra outras classes de antibioticos,
tornando tais bactérias resistentes a mdltiplas drogas®.

A resisténcia aos carbapenémicos encontrada na familia Enterobacteriaceae,
em particular entre as espécies de Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes e
Escherichia coli € um problema emergente em todo o mundo, considerando os varios
mecanismos de resisténcia relatados para contornar a eficacia dos carbapenémicos,
pois as carbapenemases sdo as mais importantes enzimas que neutralizam essa
classe de antimicrobianos, as quais apresentam uma amplitude de espectro

inigualavel comparada a outras B lactamases®.
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Podemos considerar como origem dessa problematica o fato de que nas duas
ultimas décadas, a utilizagédo de antimicrobianos da classe dos carbapenémicos como
0 imipenem e o0 meropenem em tratamentos clinicos tornou-se necessaria devido a
proliferacédo de patdgenos bacterianos multirresistentes em ambientes clinicos’. Esse
aumento no consumo de carbapenémicos foi acompanhado pelo surgimento de
patdgenos Gram-negativos resistentes a carbapenémicos®. De acordo com o relatério
do CDC de 2013, as infec¢des associadas aos cuidados em saude, as quais sdo em
grande parte representadas por CRE e quase a metade dos pacientes hospitalizados
que sofreram de infecgdes de corrente sanguinea por CRE morreram posteriormente.
A cada ano, aproximadamente 600 mortes resultam de infec¢cdes causadas pelos dois
tipos mais comuns de CRE, a saber, Klebsiella spp. e Escherichia coli, ambas
resistentes aos carbapenémicos®.

A infecgdo da corrente sanguinea € um dos tipos mais comuns de infecgéo
associada as CRE, a qual aumenta a taxa de mortalidade em aproximadamente trés
vezes, em comparacgédo com as infecgdes por CRE que ocorrem em outros locais™®. A
pneumonia associada a ventilagdo mecéanica (PAVM) é uma infecgdo nosocomial
conhecida por complicar o curso de pacientes entubados e uma das principais causas
de morte em pacientes graves em todo o mundo, além de ser a primeira causa de
prescricdo de antibidticos em unidades de terapia intensiva (UTI), apesar do
desenvolvimento de “bundles” de prevengao. Tais episddios causados por organismos
resistentes a multiplos farmacos (MDRO) e extensivamente resistentes aos
carbapenémicos agravam ainda mais a situagédo, impondo assim uma consideravel
carga clinica e econOmica, juntamente com a exaustdo dos recursos

antimicrobianos 12,
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O manejo de feridas pode estar associado a aquisicdo ou surgimento de
resisténcia entre bactérias que infectam ou colonizam essas feridas. Frequentemente,
as feridas crénicas ocorrem em pacientes que ja estdo em risco aumentado para o
transporte de organismos resistentes a multiplos farmacos (MDRO), incluindo os
resistentes aos carbapenémicos, devido a presenca de comorbidades clinicas, bem
como exposigdes frequentes a cuidados em salide e a antimicrobianos'3. Além disso,
as feridas crbénicas podem favorecer o surgimento e a persisténcia de MDRO devido
ao baixo suprimento vascular e a producao de biofilme, o que limita a capacidade dos
antimicrobianos de atingir concentragbes terapéuticas dentro do microbioma da

ferida'4.15.16,

ENTEROBACTERIAS PRODUTORAS DE CARBAPENEMASES

Quanto a biologia das Enterobactérias, tratam-se de bacilos Gram-negativos,
0s quais s&o habitantes normais da microbiota intestinal e estdo entre os patdogenos
humanos mais comuns, causando infeccdes que vao desde uma cistite até uma
pielonefrite, septicemia, pneumonia, peritonite, meningite e infecgdes associadas ao
uso de dispositivos invasivos'’. A resisténcia fenotipica aos carbapenémicos é
tipicamente causada por 2 principais mecanismos: (1) atividade das B-lactamases
combinada com mutagdes estruturais e (2) produgdo de carbapenemases, enzimas
que hidrolisam antibiéticos carbapenémicos’.

As B-lactamases de espectro estendido (ESBL), geralmente sdo codificadas
por plasmideos, no entanto as cefalosporinases AmpC, exibem expressdo em

Enterobacteriaceae mais frequentemente associado com hiperproducdo de enzimas
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de genes cromossémicos induzidos ou desreprimidos’. As ESBL e AmpC sé&o
capazes de conferir resisténcia aos carbapenémicos quando combinadas com a
mutacdo de porinas, sendo estas, uma familia de proteinas da membrana externa dos
bacilos Gram negativos que, quando perdida ou alterada, pode retardar a difusao de
antibidticos através da membrana a uma taxa lenta o suficiente para facilitar a agao
das enzimas ESBL e AmpC'®. As Bombas de efluxo de drogas e as alteragbes nas
proteinas de ligagdo a penicilina também sdo mecanismos associados com a
resisténcia aos carbapenémicos em bacilos Gram negativos?°.

As carbapenemases mais importantes sao classificadas como trés tipos de
enzimas: (i) as enzimas do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) primeiro
descritas em os EUA, mas agora encontradas em todo o mundo; (ii) as metalo-3-
lactamases como a VIM (Verona integron metalo-3-lactamase), IMP (imipenemase)
e NDM (New Dehli metallo-B-lactamase); e ainda, (iii) as enzimas do tipo OXA-48 que
circulam entre os paises do Mediterrédneo e, progressivamente, estdo disseminando
para outras areas geograficas?'.

As carbapenemases sao classificadas por suas estruturas moleculares e
pertencem a 3 classes de B-lactamases: classe A, B e D do sistema de classificacdo
de Ambler?? sendo que, as carbapenemases das classes A e D requerem serina no
local ativo, enquanto as classes B, as metalo-B-lactamases (MBL) requerem zinco
para hidrolise de B-lactamicos?3.

O principal tipo de carbapenemase classe A de Ambler € conhecida, entre
outros, como enzimas KPC?*. No entanto, todos os tipos de enzimas desta classe de
carbapenemases hidrolisam uma ampla variedade de [-lactdmicos incluindo

penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e aztreonam por um mecanismo de
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hidrélise envolvendo um sitio ativo de serina na posi¢ao 70 da numeragao de Ambler
da classe A de B-lactamases??.

A primeira linhagem de enterobactérias produtoras de KPC (KPC-1 em K.
pneumoniae) foi identificada em 1996 na parte oriental dos EUA?? 24 Desde entéo, 11
variantes KPC foram identificados (KPC-2 para KPC-12)?".

Atualmente , os produtores de KPC s&do encontrados em todo o mundo , com
relatos da Grécia, Israel, Franga, China e América do Sul?**. No Brasil, a KPC foi
descrita pela primeira vez na regido noroeste , em 200625, e tornou-se um importante
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos, no entanto, a partir de 2008, os
produtores de KPC tornaram-se um desafio e o reconhecimento precoce da
epidemiologia dos isolados produtores de tais enzimas tornou-se necessario devido
as implicagdes clinicas e epidemioldgicas da presenga de tal ameaga ao ambiente
hospitalar. A identificacdo de fatores associados a infecgdo por isolados produtores
de KPC pode auxiliar na terapéutica empirica processo de tomada de decisao e pode
ainda, permitir a rapida implementagcdo de medidas de controle de infecgao
apropriadas?®.

O tipo IMP estava entre os primeiros isolados de metalo-B-lactamases
identificados e foram detectados em Pseudomonas spp., Acinetobater spp. e
enterobactérias?’. A primeira grande descricdo de um gene para a produgdo de
carbapenemase transmissivel em um isolado clinico de Enterobacteriaceae ocorreu
ha mais de duas décadas atras quando um gene, subsequentemente chamado IMP-
1 MBL, foi descoberto em um integron em Serratia marcescens em Okazaki, Japao,
associado a um surto mediado por plasmideo em 7 hospitais japoneses seguido de

uma disseminagao generalizada de Enterobacteriaceae blawp-1em todo o Japdo'.
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Atualmente, existem pelo menos 52 variantes dos genes IMP identificados em
varias espécies com distribuicdo mundial; no entanto, at¢é o momento, as
Enterobacteriaceae contendo IMP tipo MBL sdo endémicas apenas no Japao e na
Tailandia?*. Por exemplo, um estudo tailandés de um hospital de 900 leitos no sul da
Tailandia em 2002 avaliou 9082 isolados clinicos de Enterobacteriaceae (além das
espécies de Klebsiella) para genes de MBL e descobriu que 29 de 1261 isolados de
Enterobacter cloacae (2,9%) abrigaram blamvps, uma variante do blamp2. As
descricdes de IMP MBLs em outros paises séo principalmente de surtos esporadicos
ou relatérios tnicos'®.

Outra familia de metallo-B-lactamases inclui a enzima VIM (Verona integron
metalo-B-lactamase). O gene blavim-1 foi identificado pela primeira vez na Italia, em
199728, e logo apds a variante blaviu-2 foi relatada na Franga a partir de um isolado
Pseudomonas aeruginosa®.

Recentemente, tem ocorrido varios relatos sobre o surgimento de Klebsiella
pneumoniae produtoras de VIM, principalmente no sul da Europa. O epicentro das
Enterobacteriaceae do tipo VIM é a Grécia, onde isolados de espécies de Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli contendo blaviv-1 predominam®°. Um estudo realizado
em unidades de terapia intensiva (UTI) de 3 hospitais de ensino em Atenas, Grécia,
em 2002 recuperou 17 Isolados de Klebsiella pneumoniae albergando blavim-1 durante
um periodo de 3 meses; Pelo menos 12 isolados foram clinicamente relevantes.
Desde entao, varios outros tipos de VIM foram recuperados de bacilos gram-negativos
na Grécia; globalmente, a maioria das regides relatou surtos com Enterobacteriaceae

produtoras de VIM3',
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Foi descoberto em 2008 na Suécia, a partir de um paciente indiano
hospitalizado anteriormente em Nova Deli, um isolado de Enterobacteriaceae
produtora de NDM-1, os quais se tornaram o foco de atengdo mundial®2. Desde
meados de agosto de 2010, isolados produtores de NDM-1 foram identificados em
todos os continentes, inclusive na América Central e do Sul com, na maioria dos
casos, uma ligacéo direta com o subcontinente indiano. Poucos casos foram relatados
a partir dos Estados Unidos e Canada. Achados recentes sugerem que os paises dos
Balcas e do Oriente Médio podem atuar como reservatérios secundarios de isolados
produtores NDM-133, Em 28 de margo de 2013 foram identificados dois casos no
estado do Rio Grande do Sul, com confirmacao laboratorial pela Fundagédo Oswaldo
Cruz (Fiocruz/RJ), um paciente colonizado e outro infectado, sendo que a partir desse
fato, foram instituidas as precaugdes padrio de segregacgdo espacial e de contato®*.

Desde sua primeira detecgdo, as taxas de colonizagdo por bactérias
carreadoras do gene blanom tem sido crescente em varios hospitais indianos e
paquistaneses, onde as taxas de prevaléncia em UTI variam de 2% a 13,5%%. Além
disso, dados do SENTRY Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY) sugerem que
o blanpm pode estar circulando em bactérias na india desde 2006%.

Uma preocupacdo adicional especifica as MBL do tipo NDM € que esta é
disseminada por meio de fontes ambientais, mais especificamente em ambientes
comunitarios de paises de baixa renda. Uma pesquisa de prevaléncia pontual da agua
da torneira publica e da agua filtrada na india em 2011 constatou que impressionantes
4% das amostras de agua potavel e 30% das amostras de agua filtrada continham

bactérias positivas para o genétipo blanpm-12’.
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A classe D das B-lactamases exibe a OXA-48, a qual possui uma significativa
atividade hidrolitica frente aos carbapenémicos, foi identificada a partir de um isolado
de Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos na Turquia, sendo que
nesta cepa, o0 gene blaoxa4s era parte do transposon Tn1999%8. A disseminagéo
mundial das carbapenemases do tipo OXA ¢é atribuida principalmente ao sucesso dos
clones produtores de OXA-48 e, em menor grau, ao OXA-181 em certas regides (por
exemplo, o subcontinente indiano)?- O elemento blaoxa-4s descoberto na Turquia em
2001 em Klebsiella pneumoniae, tornou-se endémico naquele pais, mesmo que outros
varios paises tenham relatado surtos com Enterobacteriaceae produtoras de OXA,
poucos relataram endemicidade como observado na Turquia e por causa dos perfis
de suscetibilidade variavel de OXA — 48, como a heterogeneidade da hidrdlise de
carbapenémicos, cefalosporinas de amplo espectro e falta de inibigdo por EDTA ou
acido clavulamico, a prevaléncia dessas enzimas pode estar subestimada?*.

A figura 1 mostra, de acordo com Logan and Weinstein, 2017", o mapa global
que destaca a dramatica disseminagdo mundial dos genes produtores de
carbapenemase em Enterobacteriaceae, por pais e regido. Enquanto a primeira
identificagdo de genes de carbapenemase baseados em cromossomos foi em bacilos
gram-positivos, em meados da década de 1980, "metaloenzimas", agora conhecidas
como MBL, foram reconhecidas em bactérias gram-negativas nao lactose, isto foi
seguido em breve pela descricdo de outro conjunto de enzimas hidrolisadoras de

carbapenémicos (usando serina no seu local ativo) em Enterobacteriaceae®.
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Figura 1. Distribuicdo global de carbapenemases em Enterobacteriaceae, por pais e regiao
(FONTE: Logan & Weinstein, 2017)".

OPGCOES TERAPEUTICAS

Infecgbes por organismos CRE sao dificeis de tratar e temos como resultado,
infecgbes graves por CRE com significativa morbidade, mortalidade e custos com
assisténcia médica??. A escassez de novos antimicrobianos em desenvolvimento
aumenta o problema da resisténcia antimicrobiana, reduzindo severamente as

escolhas terapéuticas disponiveis, sendo ainda incerta a escolha do tratamento ideal
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de infecgbes por CRE, ja que a maioria dos dados vem de séries de casos
retrospectivos e relatos de casos; sdo poucos os estudos prospectivos ou ensaios
clinicos randomizados publicados sobre este topico. Uma vez que os organismos
produtores de carbapenemases séo frequentemente resistentes a outras classes de
antimicrobianos, além da maioria dos beta-lactdmicos, testes adicionais de
sensibilidade a antimicrobianos, tais como colistina, fosfomicina, tigeciclina,
aztreonam, e rifampicina é necessaria*'#2.

A colistina (polimixina E) € um antibidtico bactericida antigo com propriedades
detergentes catidnicas. Ele rompe a membrana celular externa dos bacilos Gram-
negativos, ligando-se ao componente lipidico A dos lipopolissacarideos, causando
vazamento de contetido citoplasmatico e morte celular bacteriana®?. Estudos recentes
sugerem que doses mais altas de antimicrobiano** ou uma dose de ataque inicial,
seguida por regimes de manutengdo mais elevados, podem ser necessarios para
melhores resultados clinicos*®. Relatos de resisténcia a colistina entre as cepas de
Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC, sdo preocupantes, especialmente para
regimes de tratamento de combinagdo nos quais a colistina é o principal componente
ativo*®,

A polimixina B difere da colistina por um aminoacido*’. Em contraste com a
colistina, no entanto, ela € administrada como sua forma ativa e, assim, alcanca
concentragdes plasmaticas altas mais rapidamente, tornando a necessidade de uma
dose de ataque menos rigorosa®s. A polimixina B ndo é depurada pelo rim e, portanto,
ndo requer ajuste da dose em pacientes com doenga renal*®. A experiéncia clinica
com a polimixina B no tratamento de infecgdes por CRE ¢é limitada a pequenas séries

de casos. Lee e colaboradores*® descreveram o surgimento de resisténcia a polimixina
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B em trés de 12 pacientes tratados com polimixina B de suas infec¢des por Klebsiella
pneumoniae produtoras de KPC; em contraste, nenhum dos quatro pacientes tratados
com polimixina B em combinagdo com tigeciclina desenvolveu resisténcia durante o
tratamento®.

Os carbapenémicos tém sido usados, embora contra-intuitivamente, no
tratamento de infecgbes com CRE, geralmente como o componente adjuvante de um
regime de drogas combinadas. Esta estratégia € potencialmente util somente quando
as MIC dos organismos resistentes a carbapenémicos infectantes ainda sao
relativamente baixas®'.

A tigeciclina demonstrou ter atividade in vitro contra isolados de
Enterobacteriaceae multirresistentes em infecgdes de pele e partes moles®?, tem sido
usada nesses tratamentos principalmente como uma droga adjuvante em terapia
combinada®®. No entanto, a experiéncia clinica com a tigeciclina tem sido um pouco
decepcionante, especialmente para infecgdes graves, como infec¢gdes da corrente
sanguinea ou pneumonias nosocomiais, para as quais a droga nao tem aprovagao da
Food and Drug Administration (FDA)%*%. A preocupagdo de segurancga do uso da
tigeciclina mais forte em 2013, apds a analise de 10 ensaios clinicos de uso de
tigeciclina para indicagdes aprovadas pelo FDA, incluindo ensaios conduzidos apos a
aprovacdo do medicamento, ainda mostrou um risco maior (0,6%) de morte em
pacientes tratados com tigeciclina versus outros antimicrobianos®. Como resultado,
muitos clinicos escolheram esquemas baseados em tigeciclina somente quando
outras terapias ndo estavam disponiveis. A baixa concentragao de tigeciclina na urina
limita ainda mais o uso deste antimicrobiano para o tratamento de ITU. A menos que

evidéncias mais convincentes de melhores resultados clinicos em estudos bem
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desenhados de tigeciclina em altas doses estejam disponiveis, a monoterapia com
tigeciclina ndo é rotineiramente recomendada para infecgbes graves, como
bacteremias ou pneumonias adquiridas em hospitais*°.

A fosfomicina € outro antibiético de amplo espectro que inibe a sintese da
parede celular bacteriana e tem atividade in vitro contra o CRE*®. A formulagdo oral
alcancga altas concentragdes na urina e geralmente é eficaz no tratamento de ITU n&o
complicadas®’.

A combinacdo recentemente aprovada de ceftazidima e avibactam foi
desenvolvida para combater a resisténcia bacteriana causada por produgao de ESBL
e de carbapenemases. O avibactam inibe as beta-lactamases de classe A e C de
Ambler e alguns membros da classe D. Estudos in vitro demonstraram eficacia (até
98%) de ceftazidima / avibactam contra enterobactérias resistentes a carbapenémicos
com carbapenemases de KPC e OXA-48. Estes sao os tipos mais frequentes de
enterobactérias na Alemanha; alguns patogenos, no entanto, possuem
carbapenemases do tipo B (VIM, NDM), que ndo s&o inibidos pelo avibactam %%, A
ceftazidima / avibactam também é eficaz contra algumas estirpes de P. aeruginosa
resistente a carbapenem®.

Nenhum dos antimicrobianos atualmente em desenvolvimento tem atividade
contra todo o espectro de bactérias Gram-negativas produtoras de carbapenemases.
A mortalidade associada as taxas de falha das atuais terapias de resgate destacadas
acima é desconcertante. O tratamento de infec¢gdes graves com CRE continua sendo
um enorme desafio. Um compromisso global para o wuso inteligente de

antimicrobianos, melhor administracdo de antibidticos, a implementacdo de




41

Adriana A Feltrin Correa

estratégias eficazes de controle de infecgdo e o desenvolvimento de terapias mais

eficazes sdo desesperadamente necessarios*.

JUSTIFICATIVA DO ESTUDO

Considerando todo o exposto, uma identificacdo rapida e precisa do
carreamento de isolados produtores de carbapenemases, ainda € a melhor e mais
eficaz ferramenta disponivel. A identificagdo de fatores associados ao carreamento de
tais isolados adicionada da implementagcdo de meétodos microbiolégicos para a
deteccdo de produtores carbapenemase deve ser considerada uma ferramenta
fundamental para qualquer protocolo de vigilancia destinado a identificar rapidamente
a propagacao de enterobactérias resistentes aos cabapenémicos, permitindo que
sejam reforgadas todas as medidas de controle de infec¢ao, incluindo o treinamento
dos profissionais de saude e melhoria da higiene das méos.

Atualmente, estamos diante de uma notavel presenca de isolados de
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos em um hospital publico do municipio
de Bauru-SP, desde o primeiro isolado em outubro de 2012, no entanto, ndo estao
disponiveis estudos relacionando a epidemiologia e os fatores associados a aquisicéo
de tais isolados.

A realizagdo de um estudo epidemioldgico em busca dos fatores preditores do
carreamento de isolados produtores de carbapenemases, contemplando ainda o
prognostico das infecgdes por CRE, visa facilitar o desenvolvimento de novas

estratégias clinicas destinadas a evitar e tratar tais infecgdes.
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OBJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

Investigar os fatores preditores e prognostico da aquisicdo de
Enterobactérias Resistentes aos Carbapenémicos (CRE) em pacientes
internados no Hospital Estadual Bauru, um hospital publico administrado pela
Fundacédo para o Desenvolvimento Médico e Hospitalar — FAMESP, durante o

periodo de outubro de 2012 a dezembro de 2016.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ |dentificar a incidéncia dos isolados de CRE no Hospital Estadual Bauru
(HEB), um hospital publico administrado pela Fundagdo para o
Desenvolvimento Médico e Hospitalar — FAMESP, uma Organizagao Social

de Saude;

v’ Selecionar pacientes com colonizagdo nosocomial por CRE e observar a
ocorréncia de infecgéo clinica contemplando pacientes com internagédo em

UTI e Enfermairia;

v’ Definir os fatores individuais preditores aquisicdo nosocomial de CRE no
hospital de estudo. Analisar a relagéo entre o os dados demograficos, dados
de internacdo, comorbidades e o uso de antimicrobianos com a aquisigao

nosocomial e o desenvolvimento de infecg¢ao clinica por CRE.
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METODOLOGIA

LOCAL, PERIODO E PRINCiPIOS OPERACIONAIS DO ESTUDO

O Estudo foi realizado no Hospital Estadual Bauru (HEB), que possui 335 leitos
de internagéo, sendo 284 em enfermarias e 51 em Unidades de Terapia Intensiva
(UTI). E referéncia de atendimento terciario para uma regido de aproximadamente um
milhdo de habitantes. Possui Comissdo de Controle de Infecgdo Hospitalar (CCIH)
constituida nos termos da Portaria Ministerial 2.616 de 1998 e laboratorio de
microbiologia proprio. Culturas de vigilancia para identificagdo de CRE sao realizadas
por swabs retais, coletados nas seguintes circunstancias: (1) semanalmente nas UTIs;
(2) a admissao em UTlIs quando o paciente ja se encontrava internado em outro setor
ou hospital ha mais que 48 horas; (3) em unidades de internagao, apos a identificagéo

de CRE em cultura clinica de pelo menos um paciente, para pacientes contactantes.

DESENHO DO ESTUDO

Trés estudos foram realizados. O primeiro teve delineamento tipo caso-controle
e objetivo de identificar fatores associados a aquisicdo de CRE. No segundo, a coorte
de pacientes colonizados com CRE foi estudada para analisar fatores associados ao
desenvolvimento de infec¢cdo. Por fim, no ultimo estudo analisamos uma coorte
pareada de sujeitos colonizados/infectados por CRE e grupo de comparagao (n&o

portadores de CRE) tendo como desfecho de interesse o 6bito.
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PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS

A técnicas utilizadas seguiram, principalmente, a ANVISA — Nota Técnica n°.
01/2013, a qual estabelece as medidas de prevencéo e controle de infecgbes por
enterobactérias multirresistentes® e os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
seguiram as diretrizes do CLSI (do inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute)

atualizadas para cada ano correspondente®’.

Obtencao das amostras

As amostras das quais foram isoladas as espécies CRE incluidas neste estudo,
foram principalmente coletadas através de swabs retais para as culturas de Vigilancia
do Hospital Estadual Bauru, e ainda, amostras clinicas dos pacientes infectados, como
urina, sangue e secregao traqueal, entre outros.

A técnica de coleta das amostras retais para a realizacdo das culturas de
vigilancia inclui a umidificacdo do swab com solugao fisiologica a 0,9% (técnica estéril)
e introducdo no esfincter retal, fazendo movimentos rotatérios. Ao retirar o swab,
certifica-se de que existe coloragao fecal no algodao, o mesmo foi inserido em meio
Stuart e transportado para o Laboratorio Clinico do Hospital Estadual Bauru no setor
de Microbiologia para a realizagdo de semeadura e procedimentos de detecgéo e
identificagdo dos microrganismos isolados.

Para as culturas bacteriolégicas a partir de espécimes clinicos, foram

considerados os seguintes procedimentos:

e Amostras para urocultura foram obtidas, quando através de miccao

espontanea, apods higiene intima com agua e sab&o neutro, coleta do jato
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meédio urinario em frasco universal estéril; quando o paciente estava invadido
por Sonda Vesical de Demora (SVD), a coleta é realizada diretamente do
cateter apos desprezar de 5 a 10 ml de urina com o objetivo de desconsiderar

o conteudo urinario que ja estava na canula;

Para a Hemocultura, as amostras de sangue total foram obtidas por técnica
asseéptica pela equipe de enfermagem, com os cuidados necessarios para
evitar principalmente microrganismos contaminantes de pele, em frascos
contendo Meio de Cultura Biomerieux - BacT/ALERT® (Marcy-I'Etoile,

Franga);

Os espécimes de secrecao traqueal foram obtidos por técnica de aspiracao,
realizada pela equipe de enfermagem ou de fisioterapia, e acondicionados
em frascos estéreis especificos para essa finalidade (frascos para coleta de

aspirado traqueal);

Visando as analises de liquidos cavitarios, principalmente liquido pleural e
peritoneal, a obteng&o das amostras seguiram as técnicas de toracocentese
e paracentese, tais amostras foram acondicionadas em tubo falcon estéril e

encaminhadas ao laboratério de microbiologia.
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Triagem bacteriolégica de vigilancia

No laboratério de bacteriologia as amostras foram inoculadas em meio liquido
(caldo TSB) adicionado um disco de ertapenem (10 pg) a 10 ml de caldo
imediatamente antes do uso. A seguir as culturas foram incubadas por 18 a 24 horas
a 36°C (£1°C) antes do repique para meio solido. Os isolados que apresentaram
crescimento em TSB na presengca de ertapenem foram subcultivados em agar
MacConkey por esgotamento, aplicando sobre a superficie do meio ja semeado discos
de ertapenem no inicio e no final das estrias. Houve nova incubacao por 18 a 24 horas
a 36°C (x1°C) em ar ambiente (atmosfera de aerobiose)**. Foram identificadas por
testes fenotipicos e submetidas a teste de sensibilidade as colénias com
caracteristicas de microrganismo fermentador da lactose em meio diferencial e
seletivo agar MacConkey e que apresentaram crescimento dentro de um halo com

didmetro igual ou menor que 27 mm ao redor do disco de ertapenem®?.

Triagem bacteriolégica de espécimes clinicos

Os espécimes foram semeados em Agar MacConkey, sendo este, um meio
seletivo para microrganismos com caracteristicas tintoriais gram negativas, permitindo
a diferenciacdo de bacilos Gram negativos fermentadores e ndo fermentadores da
lactose®. As coldnias com crescimento em agar MacConkey com caracteristicas de
fermentadores da lactose, foram conduzidas para a realizacdo da identificacédo

fenotipica e teste de sensibilidade aos antimicrobianos.
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Caracterizagao fenotipica dos isolados

Até julho de 2014, os isolados que apresentaram resisténcia ao ertapenem nos
testes de triagem de vigilancia ou que apresentaram crescimento nos procedimentos
de triagem, foram caracterizadas como Enterobactérias por testes bioquimicos
convencionais para tais tipos de isolados, sendo TSI (triplice agucar ferro), Agar
Citrato Simmons, Agar base uréia (christensen), SIM (sulfato/indol/motilidade agar) e
Lisina. O controle de qualidade foi realizado através de cepas Escherichia coli (ATCC
24.922)83,

Apo6s julho de 2014, os testes de identificacdo fenotipica passaram a ser
realizados através de metodologia automatizada, equipamento Biomerieux — VITEK®
2 e através de cartbes de identificacdo de bacilos Gram negativos (Biomerieux —

VITEK® 2 ID GN cards).

Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foram realizados para todos
os isolados identificados fenotipicamente como Enterobactérias, até julho de 2014,
através da técnica de Kirby-Bauer (disco difusdo) e por Etest® - Biomerieux para
ertapenem e imipenem; apds esse periodo, passaram a ser realizados por
metodologia automatizada Biomerieux — VITEK® 2. Todas as metodologias seguiram
as orientagdes do CLSI (do inglés, Clinical and Laboratory Standards Institute)

atualizadas para cada ano correspondente®’.
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A técnica de Etest® - Biomerieux, consiste de um gradiente predefinido de
concentragdes de antibiético em uma tira de plastico e é utilizada para determinar a
Concentragao Inibitéria Minima (MIC) através da difusdo da droga em agar.

Para o preparo dos in6culos que foram utilizados para as técnicas de Kirby-
Bauer e de Etest®, foram preparadas culturas em caldo BHI (do inglés, Brain Heart
Infusion), previamente incubadas por 4 a 6 horas e ajustadas com a turbidez da escala
0.5 de Macfarland (corresponde a aproximadamente 15 x 108 Unidades Formadoras
de Coldnia — UFC/ml). Uma vez ajustada a densidade do in6culo, a semeadura sera
feita através de swab estéril na superficie de Agar Mueller Hinton, e a seguir aplicada
tira de Etest® para ertapenem e imipenem e os discos de imipenem e meropenem
impregnados com as drogas®.

As placas foram incubadas a temperatura de 36°C (x1°C) por 18 a 24 horas
sendo a atividade antimicrobiana avaliada apds a incubacdo. No momento do
crescimento visivel, é realizada a leitura do valor de CIM (ou MIC) para ertapenem e
imipenem no ponto de intersec¢do entre o halo e a fita Etest®. Havendo crescimento
ao longo da fita (nenhuma inibicdo eliptica visualizada), a MIC deve ser reportada
como valor maximo da escala, e quando a inibigédo eliptica esta abaixo da fita (zona
de inibicdo ndo intersecciona), a MIC é reportada como valor minimo da escala.

Quanto ao ertapenem, a leitura é realizada pelo diametro do halo de inibigao®3.
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ESTUDO DE CASO-CONTROLE

Para cada sujeito colonizado/infectado por CRE, foi associado um controle
selecionado entre pacientes internados na mesma enfermaria. Foram coletados os
dados de prontuario e arquivos laboratoriais, incluindo informag¢des demograficas e
comorbidades de acordo com o indice de Charlson®. Dados sobre procedimentos,
dispositivos invasivos e uso de antimicrobianos foram coletados somente para o
“tempo sob risco” — definido como o intervalo de dias entre internagdo e coleta da
cultura positiva para CRE (para os casos) e entre internagdo e saida (para os
controles).

Os dados foram analisados no software SPSS 20 (©IBM, Armonk, NY, USA).
Na etapa univariada, utilizamos os testes do Chi-quadrado ou Exato de Fisher para
variaveis dicotdmicas, e teste U de Mann-Whitney para variaveis continuas. Em etapa
multivariada, construimos modelos de regressao logistica, utilizando estratégia de
selecdo de variaveis por avangos (stepwise forward). Os critérios para entrada e
permanéncia nos modelos foram p-valor de 0,05 e 0,1, respectivamente. Além da
analise inicial, realizamos sub-analises estratificadas por ano de aquisicao de CRE,

utilizando procedimento semelhante.
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ESTUDO DE COORTE DE COLONIZADOS

No segundo estudo, foi seguida a coorte de sujeitos colonizados por CRE. O
desfecho de interesse foi o desenvolvimento de infecgéo (definida pela presenga de
cultura clinica positiva). Os procedimentos de coleta de dados foram semelhantes aos
decritos no item anterior, exceto que levamos em consideragcdo os dados
(procedimentos, uso de dispositivos e de antimicrobianos) referentes ao periodo
posterior a primeira cultura de vigilancia positiva. O tempo de seguimento do estudo
foi realizado durante a internacédo do paciente participante do estudo.

A analise foi realizada em software SPSS 20 (©IBM, Armonk, NY, USA) e
consistiu em modelos uni e multivariados de Regresséo de Cox, com o tempo até
evento definido como intervalo de dias entre cultura de vigilancia (marcador de
colonizagao) e o diagndstico de infecgdo. Também foram utilizadas curvas de Kaplan-
Meier, com analise pelo teste de Log-rank. A selec&o de variaveis seguiu estratégia
de avangos (stepwise forward) com p-valores de 0,05 e 0,1 como critérios para entrada

e permanéncia nos modelos.
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ESTUDO DOS FATORES PREDITORES DE OBITO

Nesta etapa, foram selecionados sujeitos colonizados/infectados por CRE e um
grupo de pacientes nado portadores dessa bactéria, identificados nas mesmas
enfermarias e mesmo periodo que os demais. A coorte foi acompanhada tendo como
desfecho o 6bito e como variaveis de exposicdo as mesmas descritas nas etapas
anteriores.

A analise foi realizada em software SPSS 20 (©IBM, Armonk, NY, USA) e
consistiu em modelos uni e multivariados de Regressdo de Cox, com o tempo até
evento definido como intervalo de dias entre admissdo e saida (alta ou oObito). A
selecdo de variaveis seguiu estratégia de avancgos (stepwise forward) com p-valores

de 0,05 e 0,1 como critérios para entrada e permanéncia nos modelos.




54

Adriana A Feltrin Correa

Resultados
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RESULTADOS

DESCRIGCAO DOS CASOS

Ao todo, foram identificados 427 sujeitos colonizados/infectados. A distribuicao

entre autéctones e importados é mostrada na Figura 2.

Importados
15%

~——— Autdctones
85%

Figura 2. Proporgdo de casos autéctones e importados de CRE isolados de pacientes

internados no HEB durante o periodo de outubro de 2012 a dezembro de 2016..

Os sujeitos incluidos neste estudo, os quais apresentaram colonizagao por
Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos foram representados por 255
(59,7%) individuos do sexo masculino e 172 (40,3%) do sexo feminino e a idade variou

entre 0 a 96 anos.

No que tange aos microrganismos isolados como colonizantes e nos quais foi
detectada a resisténcia aos antimicrobianos da classe do carbapenémicos, puderam

ser distribuidos como mostrado na Figura 3.
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Enterobacter spp Escherichia coli

2% !

R

Klebsiella
~————__pneumoniae
87%

Figura 3. Distribuicdo proporcional das espécies de CRE identificadas no estudo.

conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Unidades hospitalares em que os casos foram identificados.

- CEofermarias
| UnidadesdeTerpiamensva

Nota-se claramente que a maior parte dos sujeitos foi identificada nas UTI
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ESTUDO DE CASO-CONTROLE

Foram incluidos no estudo 427 casos e um numero igual de controles. Os

resultados de analises uni e multivariada sao apresentados na Tabela 2. Como se

pode observar, os preditores independentes de aquisicao de CRE foram: pacientes

qgueimados, indice de comorbidades de Charlson, e 0 uso de esteroides, penicilinas

com inibidores de B-lactamase, cefalosporinas de 32/42 geragbes, quinolonas e

anaerobicidas.
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Casos Controles

(427) (427)
Sexofeminina | 172(403) 170(39,8
| Idade, mediana (quartis) | 61(45-73) 60 (44-71)
|DoengaCardiaca | 131(30,7) 116(27,2)
DoengaPulmonar | 21(s18) 168(29,3)
aengaenal | 154(363) 109 (259
‘Doensabepitia | 3767 35062
biabetesmelifus | 103(261) 690162
Weoplasiasalidal 0 55 (131) 530124
Linfoma/Leucemia | 8(19)  6(14)
WS 09 1003
Trama | 2@e 179
\Queimadura | 69(152)  64(140)
Weutrapenia | aa(103) 26061
Usodeesterdides | 161(377) 770150
| Ventilagdo Mecanica | 238(55,7) 189 (44,3)

OR (1C95%)

1,02 (0,78-1,34)

1,19 (0,88-1,60)
1,65 (1,26-2,17)
1,65 (1,23-2,21)
1,06 (0,66-1,72)
1,65 (1,17-2,32)

1,64 (1,15-2,34)

1,07 (0,71-1,59)
1,34 (0,46-3,89)
0,80 (0,31-2,04)
0,70 (0,33-1,48)
1,09 (0,76-1,58)

1,77 (1,07-2,94)
2,75 (2,01-3,77)
1,59 (1,21-2,08)

P OR (1C95%)

0,89
0,22

0,26
<0,001
0,001
0,81
0,004

0,006

0,59
0,59
0,63
0,35

0,64 3,91 (2,36-6,46)

<0,001 1,12 (1,05-1,20)
<0,001

0,03
<0,001
0,001

2,79 (1,94-4,02)

<0,001

<0,001

<0,001




Adriana A Feltrin Correa

58

275 (64,4)
323 (75,6)
16 (3,7)
213 (49,9)
23 (5,4)

27 (6,2)

190 (44,5)
42(9,8)

210 (24,6)

96 (22,5)
95 (22,2)
132 (30,9)
90 (21,1)
11 (2,6)
16 (3,7)
36 (8,4)
40 (9,4)

222 (52,0)
267 (62,5)
16 (13,7)
276 (65,3)
20 (4,7)

23 (5,4)

158 (37,0)
46 (10,8)

143 (16,7)

80 (18,7)
85 (19,9)
117 (27,4)
57 (13,3)
22(5,2)
41 (9,6)
19 (4,4)
53 (12,4)

1,67 (1,27-2,20)
1,86 (1,39-2,50)
1,00 (0,49-2,03)
0,53 (0,40-0,70)
1,16 (0,63-2,14)

1,19 (0,67-2,10)

1,37 (1,04-1,80)
0,90 (0,58-1,41)

1,92 (1,56-2,53)

1,26 (0,90-1,18)
1,15 (0,83-1,60)
1,19 (0,88-1,59)
1,73 (1,21-2,49)
0,48 (0,23-1,01)
0,37 (0,20-0,66)
1,98 (1,12-3,51)
0,73 (0,47-1,13)

<0,001

<0,001
1,00

<0,001
0,64

0,56

0,03

0,65

<0,001

0,18
0,4
0,26
0,003
0,05
0,001
0,02
0,15

2,01 (1,43-2,82)

2,45 (1,75-3,44)

1,70 (1,75-2,45)
1,63 (1,04-2,56)

<0,001

<0,001

0,003
0,03

Nota. Dados em numeros (%) exceto quando especificado. OR, Odds Ratio; IC, Intervalo de

Confianga.

Curiosamente, quando realizamos sub-andlises baseadas nos anos de

aquisicao de CRE, os antimicrobianos variam, enquanto outros fatores de risco

permanecem mais estaveis (Tabela 3).
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Tabela 3. Fatores de risco para aquisicdo de CRE, estratificados por ano de aquisigéao (analise

multivariada).

0,43 (0,27-0,81)
3,50 (1,66-7,36)
2,95 (1,55-5,60)
0,06 (0,01-0,72)

1,88 (1,05-3,36)
1,93 (1,05-3,53)
0,48 (0,27-0,85)
3,25(1,51-7,03)
0,20 (0,04-0,95)

3,21 (4,25-8,26)
3,78 (1,74-8,23)
2,75 (1,45-5,22)

0,27 (0,11-0,78)
3,81 (1,86-7,78)
1,33 (1,18-1,59)
0,50 (0,27-0,93)

0,01
0,001
0,001

0,03

0,03
0,03
0,01
0,003
0,04

0,02
0,001
0,002

0,01
<0,001
<0,001

0,03




60

Adriana A Feltrin Correa

ESTUDO DE COORTE DE COLONIZADOS

Nesta analise foram incluidos 384 sujeitos colonizados, dos quais 51 (13,2%)
apresentaram alguma cultura clinica com positividade para CRE. Os espécimes séo

mostrados na Figura 4.

LIQUIDO PERITONEAL LIQUIDO PLEURAL

o 2%

\ PONTA DE CATETER
16%
SANGUE
/ 10%

\ SECRECAOQ DE PELE

4%

URINA
39%

~———_ SECRECAO TRAQUEAL
25%

Figura 4. Espécimes de culturas clinicas nos 51 sujeitos que progrediram para infecgao.

A Figura 5 mostra os locais de internagdo dos pacientes que desenvolveram
positividade para CRE em culturas clinicas apods a deteccao de colonizacao pelo

mesmo tipo de isolado, apenas diferenciando internacbes em UTI e enfermarias.
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mUTI

W Enfermarias

Figura 5. Distribuicdo dos locais de internagéo dos pacientes que desenvolveram positividade
para CRE em culturas clinicas, apenas diferenciando internagbes em UTI e enfermarias.

Considerando a importancia dos organismos resistentes a multiplas drogas
(MDR) observamos, nos 51 isolados causadores de infec¢des clinicas, as demais
resisténcias aos antimicrobianos e detectamos que todos os CRE também
apresentaram resisténcia as cefalosporinas de 32 e 42 geragbes e ainda, foram
detectados organismos resistentes a Tigeciclina e a Polimixina B. Tais informagdes

estéo exibidas na Figura 6.
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Resisténcias detectadas em Isolados Clinicos

CRE CEFALOSPORINAS DE 3A. E 4A. TIGECICLINA POLIMIXINA B
GERAGOES

Figura 6. Demais resisténcias encontradas em isolados de culturas clinicas nos 51 sujeitos
que progrediram para infecgao.

O estudo dos fatores associados ao desenvolvimento de infecgao clinica apés
a colonizacado por CRE apresentou os resultados das analises uni e multivariadas

demonstrados através da Tabela 4.




63

Adriana A Feltrin Correa

Tabela 4. Analises uni e multivariada de Regresséo de Cox para fatores preditores de infecgao

(isolamento em amostra clinica) em coorte de pacientes colonizados por CRE.

HR (1C95%) p HR(IC95%) p
145 (37,8) 1,41(0,81-2,44) 0,23
61 (45-73) 1,00 (0,99-1,02) 0,60
117 (30,5) 1,52 (0,87-4,23) 0,08
202 (52,6) 1,52 (0,87-2,66) 0,14
134 (34,9) 0,91(0,51-1,64) 0,76
29 (7,6) 0,69 (0,21-2,23) 0,53
87 (22,7) 1,03 (0,52-2,07) 0,93
84 (21,9) 1,10 (0,59-2,05) 0,76
51 (13,3) 1,76 (0,89-3,47) 0,10
7(1,8) 1,37 (0,19-9,96) 0,76
8(2,1) 0,64 (0,08-4,66) 0,66
11(2,9) 0,05 (0,00-178,58) 0,47
3 (1-5) 1,08 (0,98-1,19) 0,11
232 (60,2) 0,89 (0,51-1,70) 0,69
11 (6-19) 0,99 (0,98-1,01) 0,65
269 (70,1) 1,99 (0,93-4,23) 0,08
38(9,9) 1,15(0,49-2,72) 0,75
151 (39,3) 0,98 (0,56-1,17) 0,93
141 (36,7) 1,60 (0,90-2,84) 0,11
20 (5,2) 1,37(0,48-3,35) 0,56
203 (52,9) 2,95 (1,47-5,90) 0,002
252 (65,6) 3,72(1,47-9,39) 0,005

276 (71,9) 7,57 (1,84-31,21) 0,005 5,56 (1,31-23,63) 0,02

6 (1,6) 0,90 (0,12-6,50) 0,91
102 (26,6) 0,68 (0,35-1,30) 0,24
12 (3,1) 0,61 (0,08-4,45) 0,63
80 (20,8) 1,66 (0,93-2,96) 0,09
135 (35,1) 2,49 (1,38-4,50) 0,002 1,96 (1,06-3,62) 0,03
105 (27,3) 1,61 (0,92-2,82) 0,10
33 (8,6) 0,79 (0,28-2,19) 0,65

34(8,9) 1,95 (1,02-3,72) 0,04
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Nota. Caracteristicas da coorte apresentadas em numero(%) exceto quando especificado.
HR, Hazzard Ratio; IC, Intervalo de Confianga. Associagbes significantes sdo mostradas em
negrito. *Dias de internagao prévios a colonizagao; **Pelo menos uma contagem de neutrdfilos
abaixo de 500/mm3 durante seguimento; ***Metronidazol e clindamicina.

Como se pode observar, os fatores independentemente associados com
desenvolvimento mais frequente e precoce de infecgao (definida como cultura clinica
positiva) foram o uso de sonda vesical de demora e de antimicrobianos da classe dos
carbapenémicos. As Figuras 7 e 8 mostram curvas de Kaplan-Meier dessas

variaveis.
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Survival Functions
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Figura 7. Curva de Kaplan-Meier®® para desenvolvimento de infecgdo em individuos
colonizados, estratificada para uso de sonda vesical de demora (Log-Rank test, p=0,001).
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Figura 8. Curva de Kaplan-Meier®® para desenvolvimento de infecgdo em individuos
colonizados, estratificada para uso de carbapenémicos (Log-rank test, p=0,001).
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ESTUDO DOS FATORES PREDITORES DE OBITO

A Tabela 5 apresenta os resultados de preditores de obito na coorte de 854
sujeitos (50,0% nao carreadores, 44,0% colonizados e 6,0% infectados). Em termos
proporcionais, a mortalidade nos grupos foi: Nao carreadores, 32,6%; Colonizados,
47,3%; Infectados, 52,9%.

Observa-se na analise que idade, score de Charlson e as categorias
colonizado/infectado foram associadas a maior risco de 6bito (essas duas ultimas
categorias, sem diferenga entre si). Por outro lado, o status de paciente cirurgico e o
uso de alguns antimicrobianos (notadamente a Polimixina B) foram associados a
melhor prognostico.

O grafico de sobrevida (Kaplan-Meier) para categorias, pode ser visto na

Figura 9.

Tabela 5. Analises uni e multivariada (Regressao de Cox) de preditores de 6bito na coorte.

HR (1C95%) p HR (1C95%) p
_ 427 (50,0) Referéncia . Referéncia
_ 376 (44,0) 2,58 (2,05-3,24)  <0,001 2,13 (1,66-2,72) <0,001
_ 51 (6,0) 2,17 (1,43-3,29) <0,001 1,74 (1,1-2,66) 0,01
_ 342 (40,0) 1,00 (0,81-1,25) 0,98
_ 61 (45-72) 1,03 (1,02-1,03)  <0,001  1,01(1,01-1,02) <0,001
_ 247 (28,9) 1,51 (1,21-1,87)  <0,001
_ 389 (45,5) 1,79 (1,43-2,23)  <0,001
_ 263 (30,8) 2,06(1,67-2,55)  <0,001
Doemahepdtia | 764 1m0 oz
_ 172 (20,1) 1,36 (1,06-1,74) 0,02
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155 (18,1)

109 (12,8)
14 (1,6)
18 (2,1)
29 (3,4)

133 (15,6)
3 (1-5)

690 (80,8)
446 (52,2)

70 (8,2)
238 (27,9)
427 (50,0)
497 (58,2)
590 (69,1)

43 (5,0)
32(3,7)
492 (57,6)

50 (5,9)
348 (40,7)

88 (10,3)
353 (41,3)

176 (20,6)
180 (21,1)
249 (29,2)
147 (17,2)
33(3,9)
57 (6,7)

a9
>
8
=
)
a
3
=
2.
=
Q
3
a

1,75 (1,39-2,21)

1,63 (1,25-2,12)
2,63 (1,40-4,94)
1,37 (0,68-2,77)
0,94 (0,52-1,72)
0,13 (0,07-0,22)
1,16 (1,12-1,20)

1,17 (0,90-1,54)
1,07 (0,87-1,33)

1,41 (0,99-2,01)
1,45 (1,15-1,81)
1,99 (1,55-2,56)
2,65 (1,96-3,57)
3,88(2,56-5,89)

1,05 (0,69-1,60)
1,24 (0,83-1,85)
0,27 (0,21-0,34)

0,18 (0,08-0,37)
0,78 (0,63-0,97)

0,61 (0,40-0,93)
1,28 (1,03-1,59)

0,92 (0,73-1,16)
0,83 (0,66-1,06)
0,68 (0,54-0,86)
1,24 (0,97-1,59)
0,40 (0,23-0,70)
0,39 (0,26-0,58)

<0,001

<0,001
0,003
0,38
0,85

<0,001

<0,001 1,06 (1,02-1,10)

0,25
0,53

0,06
0,001
<0,001
<0,001
<0,001

1,78 (1,21-2,61)
2,36 (1,40-3,98)

0,82
0,30
<0,001 0,36 (0,28-0,47)
<0,001
0,03

0,29 (0,13-0,62)
0,78 (0,62-0,97)

0,02
0,03

0,47
0,13
0,001
0,09
0,001
<0,001

0,78 (0,62-0,99)

0,52 (0,33-0,80)

0,004

0,003
0,001

<0,001

0,001
0,03

0,04

0,003

Nota. Caracteristicas da coorte sdo mostradas em numero(%), exceto quando especificado.

HR, Hazzar Ratio. IC, Intervalo de Confianca.
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DISCUSSAO

O estudo de caso-controle evidenciou diferentes fatores que expdem pacientes
ao risco de colonizagao e/ou infecgao por CRE. No que diz respeito a condigéo clinica
do paciente, encontramos a queimadura (médios e grandes queimados) como um dos
fatores que favoreceu a aquisicdo nosocomial de CRE na populagdo estudada. Em
nossa busca ativa por evidéncias na literatura desta condicdo, encontramos a
publicacdo de Kanamori et al, 2016, os quais estudaram um surto prolongado de CRE
(Enterobacter cloacae e Klebsiella pneumoniae) durante um periodo de 3 anos em um
grande centro académico de tratamento de queimaduras e apesar de medidas
rigorosas de controle de infecgdo, vinte e dois isolados clinicos de CRE foram
sequenciados e analisados geneticamente. O estudo revelou que este surto, que
parecia epidemiologicamente desvinculado, estava de fato ligado geneticamente
durante um periodo prolongado®. Este achado em comparagdo com nosso estudo,
reforca que sao inumeros os desafios para prevencao de infeccdo e medidas de
controle contra CRE em pacientes vitimas de extensas queimaduras e submetidos a
servicos referenciados neste tipo de assisténcia em saude.

Os indices de Comorbidades de Chalson confirmaram a existéncia de uma
maior vulnerabilidade dos pacientes com indices mais elevados a aquisi¢dao de CRE
e em algumas vezes, o desenvolvimento de infecgdes clinicas. Portanto, entendemos
que pacientes mais acometidos de comorbidades e com uma condi¢ao clinica mais
desfavoravel, também sao mais expostos ao risco da aquisicdo nosocomial de CRE,
tanto que podemos reforgar esse fato com a informacado de que 173 (40,5%) dos

casos de CRE foram identificados em unidades de terapia intensiva (tabela 1).
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Comparativamente, o estudo que avalia o desempenho de drogas associadas a
inibidores de beta-lactamases realizado por Katchanov et al, 2018, encontrou 55% dos
casos de CRE oriundos de UTI®?, e ainda, o estudo de Lee et al, 2013, identificou
fatores de risco como exposi¢cao aos antimicrobianos da classe dos carbapenémicos
e admissdo em UTI®E,

Em um estudo de caso-controle realizado por Mills et al, 2016, com pacientes
de um Hospital de cuidados intensivos de longa permanéncia, de 2008 a 2013, os
casos foram definidos como todos os pacientes com culturas clinicas positivas para
Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos (CRKP) e os controles foram
aqueles com culturas clinicas positivas para Klebsiella pneumoniae suscetivel a
carbapenémicos (CSKP). Na analise multivariada, a colonizagdo ou infec¢ado por
CRKP associou-se significativamente com as seguintes comorbidades: transplante de
orgao soélido ou hematopoiético, ventilagdo mecanica, comprometimento cognitivo,
traqueostomia e incontinéncia fecal. Houve também uma associagéo entre CRKP e
uso de esterdides, vancomicina, cefepima, meropenem e metronidazol (anaerobicida)
nos ultimos 30 dias®®.

Este estudo também demonstrou o uso de esteréides como uma terapéutica
que favoreceu a colonizacgdo ou a infecgado por CRE corroborando com o raciocinio de
que drogas supressoras dos processos imunolégicos também expdem os pacientes a
organismos MDRs.

No que se refere ao uso prévio de antimicrobianos, a analise multivariada de
Cox exibiu 4 classes de antimicrobianos como fatores de risco independentes tanto
para a colonizacdo quanto para a infecgdo por CRE, sendo elas, penicilinas

associadas a inibidores de beta-lactamases, cefalosporinas de 32. e 42. geracao,
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quinolonas e os anaerobicidas. Curiosamente, a populacdo estudada ndo mostrou
qualquer influéncia do uso prévio de carbapenémicos na aquisicao de CRE no hospital
de estudo, como por exemplo, ainda considerando o estudo de Mills et al ©, a
administragdo prévia dos seguintes antibidticos (30 dias anteriores) também foi
significativamente associada ao isolamento da CRKP: o carbapenémico meropenem
(OR 3,55; 95% ClI, 1,04 - 12,1, P = 0,04), o glicopeptideo vancomicina (OR, 2,94; IC
95%, 1,18 - 7,32 , P = 0,02) e 0 anaerobicida metronidazol (OR, 4,22; 1C95%, 1,28 -
14,0, P = 0,02).

A estratificacao dos fatores risco para aquisi¢cdo de Enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos por ano de aquisicdo, mostrou uma maior variabilidade das
drogas antimicrobianas a cada ano, enquanto que a deteccg&o de fatores de risco como
o uso de esterdides e transferéncia imediata foram mais consistentes. Mesmo
estratificando por ano de aquisicdo (mais especificamente em 2014 e 2016) ou
considerando a analise total dos dados de caso-controle, de forma interessante e até
mesmo inesperada, os pacientes submetidos a procedimentos cirurgicos mostraram
uma tendéncia em nao adquirir CRE, seja como colonizante ou agente causador de
infecgdo clinica.

A colonizacgao retal por CRE, de acordo com o recente estudo de McConville et
al, 20177°, pode ser identificada como um importante fator de risco epidemioldgico
para o desenvolvimento de infecgcdo subsequente por CRE. Em uma metanalise
realizada em 2016, os pacientes colonizados tiveram uma taxa cumulativa de infeccéo
de 16,5%’'. Comparativamente, este estudo, encontrou uma taxa de 13,2% de
desenvolvimento de infec¢des associadas aos cuidados de saude causadas por CRE

(CRE-IACS), as quais acometeram pacientes previamente colonizados no trato
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digestorio por tais isolados, e ainda, foram principalmente internados em unidades de
terapia intensiva (UTI), fato que reforga a necessidade de um cuidadoso
monitoramento dos pacientes colonizados em UTI.

Nosso estudo foi conduzido em um cenario de recente emergéncia e rapida
progresséo para hiperendemicidade - quadro frequente entre hospitais no Brasil e em
outros paises’®. Nossas descobertas podem ser aplicaveis a configuragdes
semelhantes.

Ao considerarmos o uso de dispositivos invasivos como fatores associados ao
desenvolvimento de infecgdes clinicas em pacientes com colonizagdo do trato
digestorio por CRE, embora na fase de analise univariada, tanto o uso de ventilagdo
mecanica como o de cateter venoso central e sonda vesical de demora tenham
apresentado significancia estatistica, a analise multivariada revelou o uso de sonda
vesical de demora como fator que pode favorecer o desenvolvimento de infec¢ao
clinica por CRE.

Concomitantemente pudemos observar que dentre as culturas clinicas
positivas para CRE no presente estudo de coorte, de forma complementar ao achado
supracitado, demonstrou que infec¢des do trato urinario foram as mais prevalentes.
Ora, a infecgao do trato urinario (ITU) é a segunda infecgdo mais prevalente no que
diz respeito as infecgbes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) em hospitais
norte-americanos e no Brasil, a ITU é em média, responsavel por 40% das infec¢oes
adquiridas em hospitais’.

Considerando que pacientes portadores de Enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, ao serem submetidos a cuidados hospitalares ou a outros cuidados

relacionados a assisténcia em saude, muitas vezes necessitam ser invadidos por




74

Adriana A Feltrin Correa

sonda vesical de demora (SVD). Considerando ainda que, as caracteristicas
anatdmicas humanas exibem uma proximidade importante entre cavidades do sistema
digestorio e do trato génito-urinario, as quais favorecem o carreamento de
microrganismos entre estes. Embora existam medidas profilaticas de higiene e
antissepsia local que antecedem a insergcéo da SVD ao paciente, esta, pode favorecer
o arraste de microrganismos para o interior do trato urinario, causando infec¢des
importantes, principalmente quando se tratam de microrganismos resistentes.

Ao levarmos este cenario para as unidades de terapia intensiva (UTI), as quais
aparecem em nosso estudo como o local de internagdo mais frequente de pacientes
com colonizagéo e infec¢des clinicas por CRE (Tabela 1 e Figura 5), este risco torna-
se ainda maior. Kim et al, 2016, chegaram a encontrar uma prevaléncia de CRE de
7,5% de cultura de fezes na UTI de um hospital de referéncia universitario terciario da
Coréia em 201374,

No estudo de Lee et al, 2016, os resultados clinicos dos pacientes com CRE
mostrou progressédo da doenga mais grave do que aqueles dos grupos de pacientes
com infec¢cdo por Enterobactérias sensiveis aos carbapenémicos (CSE). Apenas
56,3% dos pacientes receberam antibi6ticos suscetiveis para o CRE quando houve
suspeita de infecgdo. Os pacientes com CRE eram mais propensos a experimentar
um nivel reduzido de consciéncia, usar um vasopressor, estar sob tratamento
intensivo e sofrer de lesdo renal aguda’. Neste estudo ndo houve significancia
estatistica quanto ao ICC (indice de Comorbidade de Charlson) para estabelecermos
a gravidade de pacientes que desenvolveram infecgao clinica por CRE, no entanto,

houve a maior prevaléncia de pacientes internados em UTI.
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Notavelmente, assim como no estudo de McConville et al, 20177°, pudemos
observar que entre os pacientes colonizados com CRE que passaram a desenvolver
uma infeccéo por CRE, o organismo colonizador e infectante, na maioria das vezes,
era da mesma espécie. Isso pode ter implicagdes importantes para a selecdo de
antibioticos empiricos em pacientes colonizados.

No que diz respeito ao uso prévio de antimicrobianos, entre os principais
mecanismos que causam a resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacteriaceae,
a aquisicao de genes especificos que codificam as carbapenemases desempenha o
papel mais importante'”. Muitos trabalhos de pesquisa mostram que os genes que
codificam as carbapenemases s&o na maioria das vezes localizados em plasmideos
e associados a varias estruturas genéticas moveis, como transposons ou integrons’®.
Esta caracteristica, ndo somente acelera a disseminacao inter e intra-espécies dos
genes produtores de carbapenemases, como também tais plasmideos carregam em
si, genes de resisténcia a multiplas drogas antimicrobianas. Portanto, a alta
prevaléncia de microrganismos produtores de ESBL e as opg¢des terapéuticas
limitadas para infecgbes por MDR aumentam o consumo de carbapenémicos.

Podemos afirmar que as espécies de CRE sdo os produtos “bem sucedidos”
quando se refere a pressao seletiva das drogas. Outros fatores, como as viagens
internacionais e o turismo médico, a hospitalizagado prolongada e o uso frequente de
dispositivos médicos invasivos como ja comentado nesta discussdo, também
alimentaram o rapido aumento resisténcia a carbapenémicos®.

Ao eliminarmos os fatores confundidores através da analise multivariada,

somente o uso prévio de carbapenémicos foi confirmado como fator que esta
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associado ao desenvolvimento de infecgdes clinicas por CRE apds a colonizagao
nosocomial, na populagao participante deste estudo.

Os preditores da coorte sdo coerentes com os locais de infeccédo. A associagao
de cateter urinario e infecg¢ao clinica por CRE era esperada, uma vez que quase 40%
das infecgdes detectadas foram em UTIs frente a descoberta sobre o uso de
carbapenémicos, a qual € menos direta. Deve-se notar que esta associacido foi
detectada para o uso de carbapenémicos apos o diagnostico de colonizagéo e,
portanto, ndo € devido ao fato de os carbapenémicos serem fatores de risco habituais
para a aquisicdo da CRE" 77. Em vez disso, aponta para um papel dos antimicrobianos
na progressdo da colonizagdo para a infeccdo. Uma possivel explicagdo € a
eliminagdo de patdégenos concorrentes, levando a um aumento da carga bacteriana e
invasividade do CRE 7. Mas n&o podemos descartar a possibilidade de que o uso de
carbapenémicos fosse uma proxy da gravidade da doenga ou de outro fator de risco
nao abordado no estudo.

As infec¢des do trato urinario sdo um dos motivos mais comuns para o uso de
antimicrobianos em idosos, € o uso inadequado de antibidéticos leva ao
desenvolvimento de organismos resistentes a multiplos medicamentos (MDRO)
considerando, principalmente, os motivos ja descritos neste estudo. A alta taxa de
bacteriurias assintomaticas em idosos, particularmente residentes de instituicdes de
cuidados em saude de longa permanéncia, muitas vezes leva ao tratamento excessivo
com antibidticos e, assim, promove o desenvolvimento de patdgenos resistentes
nessa populagdo. Um estudo recente em residentes de instituicdes de cuidados em
saude de longa permanéncia (conhecidas como “casas de repouso” encontrou uma

associagao significativa entre o aumento nos episddios de bacteriurias assintomaticas
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e a recuperagao de isolados de bacilos gram-negativos resistentes a multiplos
farmacos’®.

Embora os microrganismos MDR sejam mais comuns em contextos de
cuidados de saude, a prevaléncia de patdogenos urinarios resistentes a antibioticos
encontrados na comunidade é uma populagdo de microrganismos também esta em
franco crescimento®,

Considerando todo o exposto acima e comparando com este estudo de coorte,
podemos observar que a carga do uso excessivo de drogas antimicrobianas
desempenha um importante papel no desenvolvimento de resisténcia bacteriana, a
qual tem sido uma importante ameaga a saude mundial, pois, o crescimento gradativo
de tais resisténcias nos tem levado a pensar em uma iminente era “pds-antibiotica”,
onde estamos voltando a nos deparar com a mortalidade como resultado da
ineficiéncia e ineficacia dos antimicrobianos.

Em um estudo de coorte realizado por Kalpoe et al, 2012, pacientes submetidos
ao transplante hepatico em um centro especializado em Nova lorque (EUA) foram
acompanhados por um ano apos o transplante. Tal estudo constatou que 71% dos
pacientes infectados com Kilebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos
(CRE) morreram em comparagéo com 14% dos pacientes nao infectados (log rank p
<0,001). Com base na analise multivariada dos fatores preditores, a mortalidade em
um ano foi significativamente maior em pacientes que desenvolveram infec¢des por
CRE em comparagido com pacientes ndo infectados®'.

Nosso estudo comparou individuos nado-carreadores, colonizados e infectados
por CRE e mostrou que, tanto a colonizagdo quanto o desenvolvimento de infecgcao

por CRE foram responsaveis por um risco de morte cerca de 2 vezes maior que em
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individuos n&o-carreadores. Um estudo multicéntrico (realizado em 8 hospitais da
cidade de Detroit — EUA) publicado no American Journal of Infection Control por Bogan
et al, 2014, os pacientes com e sem infec¢goes foram pareados por hospital, unidade
de internag&o, ano e tempo sob risco (ou seja, da admissao hospitalar a coleta da
cultura). E embora os autores encontraram maiores taxas de mortalidade entre os
pacientes com CRE em comparacido com os controles n&o infectados, a diferenga nao
foi estatisticamente significativa®?. No entanto, o estudo de caso-controle de Israel
descobriu que, apds o ajuste para gravidade da doenga, pacientes com infecgdes por
K. pneumoniae resistentes aos carbapenémicos tinham 4 vezes mais risco de morte
do que pacientes infectados com K. pneumoniae suscetivel a carbapenémicos®.

No estudo de Mills et al, 2016, dentre 93 isolados de CRKP, 16 (17%) tinham
uma MIC de meropenem de 1 ug/ mL e 17 (18%) de isolados tinham uma MIC de
meropenem de 2 ug / mL, os demais 60 isolados de CRKP apresentaram uma MIC>
2 ug / mL. No geral, houve uma taxa relativamente baixa de resisténcia a amicacina
(31%). Cinquenta e dois dos isolados de CRKP foram submetidos ao teste de
sensibilidade a tigeciclina, com a maioria (83%) identificada como suscetivel.
Quarenta e nove (94%) dos 52 isolados de CRKP testados foram suscetiveis a
colistina ou polimixina B®°. Neste contexto e de forma interessante, o presente estudo
mostrou o efeito protetor das polimixinas em relacdo ao ébito, assim como das
penicilinas administradas isoladamente ou em associagdo com inibidores de beta-
lactamases e as quinolonas.

E importante salientar que este estudo, apesar de sua importancia dentro do
contexto ao qual se refere, também apresenta limitagdes importantes como a

necessidade de compararmos com os individuos infectados com CRE e que nao
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apresentaram colonizagao prévia e principalmente, e ainda, uma limitagao foi a falta
de tipagem de isolados, como os estudos moleculares epidemiologicamente
relevantes Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) e Multi-Locus Sequence Typing
(MLST), os quais poderiam associar mais conclusivamente clones causando
colonizagéao e infecgao. Além disso, as regras para a coleta de swabs retais em nossa
instituicdo podem ter influenciado os resultados, especialmente pela superinclusdo de
pacientes na UTI.

No entanto, o numero de individuos incluidos no estudo, o periodo de estudo
que abrange o periodo de emergéncia de CRE no hospital de estudo e a definicdo dos
fatores de risco identificados alcangam a importancia de contribuir com medidas de
contencdo do carreamento da resisténcia bacteriana estudada. E por outro lado,
nossa coorte foi maior do que a maioria dos estudos incluidos na revisao sistematica
realizada por Tischendorf et al, 20167", e realizamos uma extensa analise dos fatores

de risco potenciais.
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CONCLUSOES

v' Sumariamente, nosso estudo caso-controle detectou que pacientes
vitimas de média e grandes queimaduras apresentam um risco cerca de 4 vezes maior
de adquirir Enterobactérias resistentes aos carbapenémicos, assim como o indice de
comorbidades de Charlson mais elevados sdo preditores dessa aquisicdo na
populacao de estudo. A terapéutica com esteroides e o uso prévio de antimicrobianos
como as penicilinas associadas a inibidores de beta-lactamases, cefalosporinas de 32.

e 42. geragao, quinolonas e os anaerobicidas.

v’ Através do estudo de coorte detectamos que principalmente em
pacientes sob cuidados intensivos em unidade, a colonizag&o do trato digestorio por
CRE levou parte da populagado estudada a desenvolver infeccdo subsequente por
CRE e dentre os fatores associados para o desenvolvimento de tais infecgoes
clinicamente relevantes, encontramos o uso de sonda vesical de demora como
procedimento invasivo provavelmente carreador de tais isolados resistentes. Quanto
ao uso prévio de drogas antimicrobiana e a luz de nossos achados apds analise
estatistica multivariada, o uso de carbapenémicos puderam ser relacionados como

preditores do desenvolvimento da infecg¢ao clinica por CRE neste contexto.

v" Nossos achados do estudo de coorte para analise dos preditores de
obito detectaram que tanto a colonizacdo como o desenvolvimento de infecgao por
CRE séao fatores de risco independentes de morte, a idade e o indice de Charlson
foram significantes como preditores de um progndstico desfavoravel, assim como o

uso de dispositivos como cateter venoso central e sonda vesical de demora. Pacientes
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submetidos a procedimentos cirurgicos e em uso de antimicrobianos como as
polimixinas, assim como das penicilinas administradas isoladamente ou em
associacdo com inibidores de beta-lactamases e as quinolonas, apresentaram

prognostico mais favoravel.

v" Futuramente, mais estudos sdo essenciais para testar estratégias de
descolonizacdo, como novas combinagdes antimicrobianas ou procedimentos como
transplante microbiano fecal, visando a diminuicdo do risco de infecgbes e de

desfechos indesejaveis em pacientes graves.
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Numero do Parecer: 1.375.165

Apresentagao do Projeto:

Este estudo tem por objetivo investigar a epidemiologia, identificando os fatores preditores individuais e o
desfecho da aquisigdo nosocomial de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (CRE),
contemplando as variantes genotipicas relevantes, em pacientes de um hospital pablico no municipio de
Bauru - SP (Hospital Estadual Bauru - HEB). A amostra sera estimada em 500 pacientes com aquisigéo
nosocomial de CRE no periodo de outubro de 2012 a dezembro de 2015, adicionada da selegdo de 2
controles para cada caso (proporgdo 2:1), totalizando a inclusdo de cerca de 1500 pacientes no estudo
retrospectivo e 300 pacientes em estudo prospectivo (janeiro de 2016 a dezembro de 2016), totalizando
1800 pacientes no estudo. Trata-se de um estudo de delineamento misto, sendo em parte de "caso-
controle”, para estudo da epidemiologia, fatores associados e o desfecho da aquisi¢gdo nosocomial de CER
e estudo de "caso-caso”, no qual serdo investigados fatores preditores para a aquisi¢édo dos diferentes
genotipos de resisténcia de microrganismos

produtores de carbapenemases. Durante o periodo prospectivo, a incluséo dos pacientes se dara mediante
assinatura do TCLE, pelo préprio paciente ou familiar e o estudo contemplara o acompanhamento dos
contactantes domiciliares, ap6s 30 dias da alta hospitalar do paciente

Enderego: Chacara Butignolii , a/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
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portador de CRE para verificagdo de carreamento domiciliar e a investigagdo sera realizada através da
analise de coproculturas. As amostras das quais sdo isoladas as cepas de CRE para incluséo neste projeto
sdo principalmente coletadas através de swabs retais da triagem de Vigilancia do HEB. Para a analise dos
contactantes domiciliares, seréo realizadas amostras fecais para realizagéo de coprocultura. As espécies
sdo identificadas por testes laboratoriais de rotina e os testes de suscetibilidade antimicrobiana séo
realizados para todos os isolados obtidos através da técnica de concentragdo inibitéria minima. A
identificagdo da resisténcia sera realizada por PCR, considerando a pesquisa de alguns genes e 0s
fenotipos de resisténcia definidos por PFGE. Serdo colhidos em prontuarios dados demogréaficos, tempo de
internag&o, doenca de base, comorbidades, procedimentos, uso de dispositivos e uso de antimicrobianos. A
analise de prognostico tera "6bito™ como desfecho e "aquisi¢do nosocomial por CRE" como um dos
possiveis fatores preditores. Analises estatisticas envolverdo modelos uni e multivariados.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo primario: estudar epidemiologia, identificando os fatores preditores individuais e o desfecho da
aquisigdo nosocomial de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (CRE), contemplando as variantes
genotipicas relevantes, em pacientes de um hospital pablico no municipio de Bauru - SP.

Objetivos secundarios: identificar a incidéncia dos isolados de CRE no Hospital Estadual de Bauru (HEB);
selecionar a amostra através da metodologia de amostragem sistematica, para caracterizagéo molecular,
contemplando pacientes com internagdo em UTI e enfermaria; realizar a caracterizagéo genotipica de
resisténcia dos isolados de CRE, identificando os genétipos relevantes por técnica de PCR; identificar
fatores individuais associados a aquisi¢do nosocomial de cada genétipo de CRE no hospital de estudo;
analisar a relagdo entre os dados demograficos, dados de internagdo, comorbidades e o uso de
antimicrobianos com a aquisicdo nosocomial de cada genétipo de resisténcia de CRE; realizar a
caracterizagao de isolados formadores de clusters por técnica de PFGE para cada gen6tipo de resisténcia
de CRE, identificando os fatores associados a disseminagdo por transmissdo cruzada e determinar o
impacto da aquisicdo nosocomial de CRE sobre a mortalidade de pacientes internados no hospital do
estudo.

Avaliagédo dos Riscos e Beneficios:
Riscos: minimos, por se tratar de estudo observacional (nenhum exame sera coletado por causa do estudo)
e os pesquisadores manterdo a confidencialidade.
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Beneficios: indiretos, pois a realizagdo de um estudo epidemiol6gico em busca dos fatores preditores do
carreamento de isolados produtores de carbapenemases, contemplando suas variantes genotipicas, visa

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:
A pesquisa apresenta titulo adequado ao tema, objetivos claros, metodologia bem descrita, avaliagdo de
riscos/beneficios, sendo um estudo clinicamente relevante.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

- Folha de rosto: o naimero de participantes no estudo foi corrigido para 1800 participantes;

- Projeto: foi corrigido o periodo prospectivo para janeiro de 2016 a dezembro de 2016 e no cronograma de
execucao no final do projeto, foi corrigida a data de selegdo dos casos e do grupo controle e coleta das
amostras para fevereiro de 2016 a dezembro de 2016;

- Declaragdo de autorizagédo do desenvolvimento da pesquisa no Hospital Estadual Bauru (HEB): anexada;

- Declaragao da Comissdo Cientifica da FAMESP: aprovado com pendéncia de enviar o parecer do CEP a
Comisséo Cientifica FAMESP;

- TCLE: foi inserida a garantia do sigilo;

- Cronograma de execugdo: esta adequado.

Recomendagoes:
Nao se aplica

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:

Aprovado sem pendéncias.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Projeto de pesquisa APROVADO, deliberado em reunido extraordinaria do CEP de 18/12/2015, sem
necessidade de envio & CONEP.

Lembramos que ao final da execugéo do projeto, & necessario enviar o “Relatorio Final de Atividades”.
Essa documentagéo deve ser enviada via Plataforma Brasil na forma de “NOTI FICACAO"

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Enderego: Cha Butignolli , a/n
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UF: SP Municipio: BOTUCATU

Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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Anexo 3 (continuagdo) — Parecer consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa
(pagina 4-4)

' FACULDADE DE MEDICINA DE Plabaforma
BOTUCATU -UNESP %cvl
Pap® ek o Mreterw s Lesm

-0 e et Y

Continuagao do Parecer: 1.373.165

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/12/2015 Aceito
do Projeto ROJETO_529973.pdf 17:05:11
Folha de Rosto FolhaDeRosto_atualizada.pdf 09/12/2015 | Adriana Aparecida Aceito

17:03:53 | Feltrin Correa
Projeto Detalhado / | ProjetoCRE_Atualizado.docx 08/12/2015 | Adriana Aparecida Aceito
Brochura 15:41:21 | Feltrin Correa
Investigador
TCLE/Termosde |TCLE_atualizado.docx 08/12/2015 | Adriana Aparecida Aceito
Assentimento / 13:27:57 |Feltrin Correa
Justificativa de
Auséncia
Qutros Consideracoes_pesquisador.docx 08/12/2015 |Adriana Aparecida Aceito
13:27:15 | Feltrin Correa
Declaragéo de ParecerCCFAMESP .pdf 13/11/2015 | Adriana Aparecida Aceito
Instituigéo e 15:15:31 | Feltrin Correa
Infraestrutura
Declaragéo de DECLARACAOINSTITUICAOHEB.pdf 13/11/2015 | Adriana Aparecida Aceito
Instituigéo e 15:14:40 |Feltrin Correa
Infraestrutura
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagdo da CONEP:
Néo

BOTUCATU, 18 de Dezembro de 2015

Assinado por:
SILVANA ANDREA MOLINA LIMA
(Coordenador)
Enderego: Chacara Butignolli , a/n
Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio: BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capeliup@fmb.unesp.br
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Anexo 4 -

Notificagdo de mudanga de Titulo em Projeto de Pesquisa

£30 - BU sIREY 13 w10 N AN DG 21809 $11g|

Cargus v Dotucaty

MUDANGA DE TiTULO EM PROJETO DE PESQUISA*

Objetivo Académico: Tese de Doutorado

Titulo constante no parecer de aprovacdo:
FATOREE PREDITORES E PROGNOSTICO DA AQUISICAC NOSOCOMAL OE ENTERCBACTERWS RESISTENTES
ADS CARBAPENEMICOS ESTUDO DA EMERGENGIA DE GENOTIPOS DE RESISTENCA EN UN HOSPITAL

PLUBLICO LO MUNICIPIO DE BAURU-SP

Tltulo final do trabalho (constante na capa da tese);
FATORES PREDITORES £ PROSNOSTION DA AQUISIGAD NOSOOOMAL DF ENTEROBACTERIAS RESISTENTES

ADS CARBAPENEMICOS

Data da reunido do CEP que aprovou o parecer inicial: 18/12/2015

Declaramos que o trabalho nac sofreu alteragdes nos objetivos elou conteddo
metodolégico da época de apresentagdo para andlise do CEP,

"
Cﬁ?&"’vﬁ Feltin Correa

0. &
L. Rus ¢
Ovientador: Carlos Magno C 8. F

* Projetas submetilos via Plataforma Brasil: preeacher o formulirio, digitalizar ¢ postar
no sistema Plataforma Brasil (em Projeto Aprovado clicar em Notificacio): o seguir
protecolar o formuldio no CEP que emitin o Parecer inicial de aprovagio;

* Projetos submetidos anteriormente 3 Plataforma Brasil: precncher o formulario em duas
vius ¢ protocolar no CEP que emitiu o Parecer inicial de aprovagio.
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Anexo 5 - indice de comorbidades de Charlson (ICC)

PESO DO ICC CONDICA O CLINICA (ICC)

Infarto do miocardio
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Doenga vascular periférica
Doenga cérebro vascular
Deméncia
Doenga pulmonar cronica
Doenga do tecido conjuntivo
Ulcera

Doenga cronica do figado e cirrose
Diabetes sem complicagdo

Hemiplegia ou paraplegia
Doenga renal severa ou moderada
Diabetes com complicagdo
Tumor

Leucemia
Linfoma

Doenga do figado severa ou
moderada

Tumor maligno e metastase
AIDS
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Summary

Colonization with Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) precedes invasive
infections. However, neither the actual risk for the latter nor the route between the two
stages are completely clear. We studied a non-concurrent hospital-wide cohort of 384
inpatients with CRE colonization diagnosed in surveillance cultures (rectal swabs). The
incidence of CRE healthcare-associated infections was 13.2%. Predictors for that
outcome were insertion of urinary catheter (Hazzard Ratio [HR], 5.56; 95%Confidence
Interval[Cl], 1.31-23.63) and the use of carbapenems (HR, 1,96; 95%CI, 1.06-3.62).
Infection prevention strategies in CRE-colonized patients should include special

attention to invasive devices, as well as antimicrobial stewardship.

Introduction

Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae (CRE) emerged in the past decade
and spread worldwide [1]. They are presently one of the most challenging threats to
patient safety in many countries, including Brazil [2]. Infections caused by CRE have
few therapeutic options and attributable mortality rates reaching 44% [3].

Patients colonized with CRE contribute for the spread of this agent within
healthcare settings [4]. They are also at greater risk of developing invasive infections
[5]. In hospitals that perform active search through surveillance cultures, those
colonized persons can be identified and placed under precautions for contact
transmission. Importantly, those cultures also identify cohorts of patients for whom
special care should be taken to prevent healthcare-associated infections (HCAIs). The
identification of predictors for CRE-HCAIs among colonized patients may be helpful in

directing preventive measures for this population.
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Methods

We studied a non-concurrent cohort of CRE-colonized patients in Bauru State
Hospital (350 beds), a tertiary care facility in the city of Bauru, inner Brazil. In that
hospital, CRE was first reported in February 2013. Since then, surveillance cultures
(rectal swabs) were collected in the following situations: (i) upon admission and weekly
for patients in intensive care units (ICU) and burn wound wards; (ii) upon admission for
patients transferred from other hospitals; (iii) for all patients in units where a case of
colonization or infection was detected.

The study enrolled patients admitted to the hospital in years 2013 through 2016.
Subjects were enrolled in the cohort if they had a positive surveillance culture in the
absence of infection (either community or healthcare-associated). Any positivity in
clinical cultures within 24-hours of the surveillance culture was a criterium for exclusion
of the cohort. The outcome of interest was the acquisition of CRE-HCAI, defined as: a
patient meeting National Healthcare Safety Network (NHSN) surveillance definitions
[6] for any HCAI plus clinical culture from specimens in the infection site positive for
CRE (the same species found in surveillance cultures).

An extensive chart review was performed to record demographic data,
comorbidities (including the Charlson Comorbidity score [7]), invasive procedures,
devices and use of antimicrobials. “Time of follow up” was defined as days counted
from the date of first positive surveillance culture up to the day of CRE-HCAI diagnosis
or discharge from the hospital. Statistical analysis was performed in SPSS 20 (IBM,
Armonk, NY, USA). Univariate and multivariable models of Cox regression were used
to identify predictors for the outcome of interest. In the multivariable step, a forward

strategy of variable selection was applied, with P-values of 0.05 and 0.10 for inclusion
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and removal of variables in the models. Kaplan-Meier survival curves (with log-rank

test) were used for graphical expression of independent predictors.

Results

We enrolled 384 CRE-colonized patients in the cohort. Microorganisms isolated
were Klebsiella pneumoniae (85.7%), Enterobacter spp (13.3%) and Escherichia coli
(1.0%). Among those patients, 51 (13.2%) progressed to CRE-HCAIs. The incidence
of infection was 16.0% in Intensive Care Units (ICUs) and 7.0% in other wards
(P=0.02). The median time from colonization to infection was 11 days (range, 2 to 174
days). Infection sites were distributed as follows: urinary tract infections (UTls), 20
patients; pneumonia, 14; bloodstream infections (BSI), 13; surgical site infections

(SSI), 2; skin and Soft tissue infections (SST), 2.

Table | presents univariate and multivariable analysis of predictors of CRE-HAIs
in the cohort. Briefly, urinary catheter and the use of carbapenems were independently
associated with the outcome of interest. Survival curves for those predictors are

presented in Figure 1.

Discussion

Colonization has long been recognized as a stage preceding infection [8].
However, neither the actual risk for the latter nor the route between the two stages are
completely clear. Actually, those aspects may vary between outbreaks and endemic

settings [5,9].
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Our study was conducted in a setting of recent emergence and rapid
progression to hyperendemicity — a picture that is frequent among hospitals in Brazil
and other countries [2]. Our findings may be applicable to similar settings.

The incidence of CRE-HCAIs in the cohort was 13.2%. A recent systematic
review reported an aggregate risk of 16.5% [5]. That review is limited by relevant
heterogeneity among studies — regarding population characteristics and admission
settings. Not surprisingly, the incidence of HCAIs in those studies ranged from zero to
89%. It is worth noting that our result may be underestimated by our outcome
definitions. In requiring a clinical culture positive for CRE, we valued specificity over
sensitivity.

Predictors in the cohort are coherent with the infection sites. The association of
urinary catheter and CRE-HCAIs was expected, since nearly 40% of detected
infections were UTls. The finding regarding use of carbapenems is less
straightforward. One should notice that this association was detected for the use of
carbapenem after the diagnosis of colonization, and therefore it is not due to the fact
that carbapenems are usual risk factors for CRE acquisition [1,4]. Instead, it points to
a role of antimicrobials in the progression of colonization to infection. A possible
explanation is the elimination of competing pathogens, leading to an increase in
bacterial load and CRE invasiveness [10]. But we can not rule out the possibility that
carbapenem use was a proxy of severity-of-illness or other risk factor not addressed
in the study.

One limitation of our study was the lack of strain typing, which could associate
more conclusively clones causing colonization and infection. Also, the rules for

collecting rectal swabs in our institution may have influenced results, especially by
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overinclusion of ICU patients. On the other hand, our cohort was greater than most
studies included in the systematic review cited above [5], and we performed extensive
analysis of potential risk factors.

In conclusion, a relevant proportion of CRE-colonized patients will progress to
infection. Predictors for that outcome were urinary catheter and the use of
carbapenems. Infection prevention strategies in CRE-colonized patients should
include special attention to invasive devices. Antimicrobial stewardship, preventing
overuse of carbapenems, may also contribute to prevent CRE-HCAIs in that

population.
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Table 1. Univariate and multivariable Cox regression analysis of predictors of
progression of Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae colonization to Healthcare-
associated infections.

Cohort Univariate analysis Multivariable analysis
Risk Factors characteristics
(384 subjects) HR (95%Cl) P HR (95%Cl) P
Demographic data
Female gender 145 (37.8) 1.41 (0.81-2.44) 0.23
Age, median (quartiles) 61 (45-73) 1.00 (0.99-1.02) 0.60
Comorbidities
Heart disase 117 (30.5) 1.52 (0.87-4.23)  0.08
Pulmonary disease 202 (52.6) 1.52 (0.87-2.66) 0.14
Renal disease 134 (34.9) 0.91 (0.51-1.64) 0.76
Liver disease 29 (7.6) 0.69 (0.21-2.23) 0.53
Diabetes mellitus 87 (22.7) 1.03 (0.52-2.07) 0.93
CNS disease 84 (21.9) 1.10 (0.59-2.05)  0.76
Solid malignancy 51 (13.3) 1.76 (0.89-3.47) 0.10
Lymphoma/Leukemia 7 (1.8) 1.37 (0.19-9.96) 0.76
AIDS 8(2.1) 0.64 (0.08-4.66)  0.66
Trauma 11 (2.9) 0.05 (0.00-178.58)  0.47
Charlson comorbidity score 3(1-5) 1.08 (0.98-1.19) 0.11
Admission data
Transfer from other hospital 232 (60.2) 0.89 (0.51-1.70) 0.69
Previous time of admission* 11 (6-19) 0.99 (0.98-1.01) 0.65
Admission to ICU 269 (70.1) 1.99 (0.93-4.23)  0.08
Neutropenia** 38(9.9) 1.15 (0.49-2.72) 0.75
Use of steroids 151 (39.3) 0.98 (0.56-1.17) 0.93
Invasive procedures/devices
Surgery 141 (36.7) 1.60 (0.90-2.84)  0.11
Surgical drains 20 (5.2) 1.37 (0.48-3.35) 0.56
Mechanical ventilation 203 (52.9) 2.95 (1.47-5.90) 0.002
Central venous catheter 252 (65.6) 3.72 (1.47-9.39) 0.005
Urinary catheter 276 (71.9) 7.57 (1.84-31.21)  0.005 5.56 (1.31-23.63) 0.02
Use of antimicrobials
Penicillins 6 (1.6) 0.90 (0.12-6.50)  0.91
Penicillins+ B-lactamase inhibitors 102 (26.6) 0.68 (0.35-1.30) 0.24
Cephalosporins, 1st/2nd generations 12 (3.1) 0.61 (0.08-4.45) 0.63
Cephalosporins, 3rd/4th generations 80 (20.8) 1.66 (0.93-2.96) 0.09
Carbapenems 135(35.1) 2.49 (1.38-4.50)  0.002 1.96 (1.06-3.62) 0.03
Glicopeptides 105 (27.3) 1.61(0.92-2.82)  0.10
Quinolones 33(8.6) 0.79 (0.28-2.19)  0.65
Aminoglycosides 34 (8.9) 1.95 (1.02-3.72) 0.04
Anti-anaerobe drugs*** 37 (9.6) 1.66 (0.80-3.42) 0.17

Antifungals 60 (15.6) 1.81(1.00-3.27)  0.05
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Note. Cohort characteristics are presented in number(%), except when specified.
*Time of hospital admission previous to the diagnosis of colonization.

**Any neutrophile count beloow 500/mm3 during follow up.

***Clindamycin and Metronidazole.

HR, Hazzard Ratio; Cl, Confidence Interval; CNS, Central Nervous System; ICU, Intensive Care Unit.
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Figure 1a e 1b. Survival curves (Kaplan-Meier) for significant predictors of
Carbapenem-resistant Enterobacteriaceae colonization to Healthcare-associated
infections: A-Insertion of urinary catheter; B-Use of carbapenems.

Note. In Log-Rank test, P=0.001 for both predictors.




