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INTRODUCAO

Resumo

Objetivo: Verificar a presenca e o perfil de resisténcia de enterobactérias frente a
antimicrobianos, oriundas de secregéo traqueal e hemocultura de uma Unidade de Terapia
Intensiva (UTI). Métodos: Utilizaram-se Agar Mac Conkey, testes bioquimicos e colora-
¢ao de Gram para identificagdo bacteriana. A identificacao da resisténcia antimicrobiana
ocorreu pelo método de disco-difuséo e realizaram-se os testes de aproximagéo de disco
e Hodge modificado para verificagéo da produgédo de ESBL e KPC, respectivamente. Re-
sultados: Foram identificados nove isolados oriundos de secregao traqueal e oito de
hemocultura: Proteus mirabilis (41%), Serratia rubidaea (17%), Enterobacter aerogenes
(12%), Enterobacter sakazaki (6%), Providencia rettgeri (6%), Klebsiella oxytoca (6%),
Klebsiella pneumoniae (6%) e Escherichia coli (6%). O teste de resisténcia antimicrobiana
mostrou isolados com multirresisténcia: 35,3% foram produtores de ESBL e 41,1% de
KPC. Conclusao: Aidentificacao desses patdgenos multirresistentes e de seus mecanis-
mos de resisténcia é muito importante para que seja possivel um tratamento eficaz e uma
recuperagdo mais rapida para os pacientes.
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se as bactérias Gram negativas multirresistentes, sendo fun-
damental a identificagdo laboratorial destes como uma

Pacientes de uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
apresentam estados criticos de saide e encontram-se mais
susceptiveis a adquirir infec¢des relacionadas a assistén-
cia a saude (IRAS). Estas infecgdes possuem caracteres
multifatoriais, sejam eles intrinsecos, como a saude do pa-
ciente, ou extrinsecos, como o tempo de internagéo. Den-
tro do ambiente hospitalar, a UTI é o local que mais apre-
senta taxas de IRAS, consequentemente também apresenta
os maiores indices de mortalidade. Amostras destes paci-
entes apresentam um alto padréo de resisténcia, principal-
mente urina, secrecao traqueal e sangue, além dos proce-
dimentos invasivos que contribuem significativamente para
o aumento dos indices de infecgédo hospitalar. Como prin-
cipais agentes etiol6gicos envolvidos nas IRAS, destacam-

maneira de contribuir no direcionamento da antibiotico-
terapia.(™

A secrecdo traqueal € um dos principais sitios de iso-
lamento de microrganismos e trata-se da amostra biologi-
ca mais utilizada para o diagnéstico das infecgdes relacio-
nadas com o trato respiratério, apresentando grande posi-
tividade para bactérias Gram negativas do grupo das entero-
bactérias.®

As hemoculturas sédo os exames realizados para ob-
servacao da presenca de microrganismos na corrente san-
guinea e tratam-se de uma forma de diagnéstico de alta
sensibilidade e especificidade, sugerindo, quando positi-
vas, a disseminacdo de um processo infeccioso.®® Silva
et al.(” destacam o isolamento de bactérias Gram positi-
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vas nos quadros de bacteremia, entretanto, quando ocorre
identificacdo de Gram negativas tém-se a prevaléncia das
enterobactérias e podem apresentar um quadro de multirre-
sisténcia aos antimicrobianos com significativa piora do
quadro clinico dos pacientes.

As enterobactérias estdo comumente relacionadas
nas IRAS, destacando-se: Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Proteus mirabilis, Enterobacter spp., Salmonella spp.,
Citrobacter spp., predominando Escherichia coli, Klebsiella
spp. e Enterobacter spp..®

A resisténcia antimicrobiana dessa familia € um gran-
de problema de saude publica, sendo um fato que aumen-
ta o tempo de internagdo dentro das UTls.®® Segundo o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), a re-
sisténcia aos antimicrobianos é um fenémeno relacionado
a formacao de isolados de microrganismos que séo capa-
zes de se desenvolver na presenca de elevada concentra-
¢éo antimicrobiana. Ha varios mecanismos de resisténcia
envolvidos, destacando-se a produgéo de -lactamases de
espectro estendido (Extended-Spectrum Beta-Lactamase,
ESBL) que tem sido o0 mais comum e importante mecanis-
mo de resisténcia das enterobactérias, além da producao
de carbapenemases e resisténcia a polimixina B.("?

Neste contexto, objetivou-se verificar a resisténcia das
enterobactérias aos antimicrobianos dispostos pelo CLSI,
isoladas de pacientes de UTI de um hospital do Agreste
Pernambucano, juntamente com a analise de seus princi-
pais mecanismos de resisténcia.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo observacional, descritivo e
transversal onde foram avaliadas hemocultura e secrecao
traqueal dos pacientes em uma Unidade de Terapia Inten-
siva de um hospital de Caruaru-PE, no periodo de agosto
de 2018 a setembro de 2019. As amostras de secrecao
traqueal e hemocultura foram selecionadas por convenién-
cia e obtidas pelos profissionais de saude do hospital de
estudo e encaminhadas, sob condi¢cdes adequadas no que
se refere a biosseguranca, para o Laboratério de Micro-
biologia da Asces-Unita.

As hemoculturas foram semeadas utilizando-se uma
seringa de 3 mL, sendo retirados cerca de 0,25 mL de san-
gue do frasco de hemocultura e realizado o semeio por es-
gotamento em Agar MacConkey. A secrecao traqueal foi
entregue em frascos estéreis denominados "bronquinho”,
e em seguida semeada também em Agar MacConkey, com
incubacéo a 37°C durante 18-24 horas.("

Foi realizada coloracdo de Gram para observacgéo e
comprovacao da morfologia bacteriana, e, apo6s, realizou-
se semeio nos testes bioquimicos Agar Triple Sugar Iron
(TSI) para observagcédo do metabolismo bacteriano frente
aos acucares contidos no meio para identificagédo labora-
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torial fenotipica, Agar Citrato Simmons para observagao
do consumo de carbono, Agar SIM (Sulfito, Indol e Motili-
dade) e Agar Ureia.(™?

O teste para analise do perfil de resisténcia aos
microbianos foi realizado a partir do método de disco-difu-
sao de Kirby-Bauer em Agar Mueller Hinton, conforme pro-
posto pelo CLSI. Foram utilizados os seguintes antibiéti-
cos: azitromicina (AZI), aztreonam (ATM), cefepime (CPM),
cefotaxima (CTX), ciprofloxacina (CIP) e gentamicina
(GEN).

O teste para verificacado da producao de ESBL foire-
alizado pelo método de disco-difusdo, sendo utilizadas
cefalosporinas de 12 e 32 geragdes e um inibidor de beta-
lactamase, amoxicilina + acido clavulanico (AMC), cefepime
(CPM), ceftazidima (CAZ) e ceftriaxona (CRO). AAMC foi
colocada centralmente no meio Agar Mueller Hinton e os
outros discos foram posicionados a uma distancia de apro-
ximadamente 25 mm, com as placas sendo incubadas a
37°C por 18-24 horas. E considerado produtor de ESBL
quando ha formag¢do de um halo ao redor do disco de
amoxicilina + acido clavulanico.™

Para se verificar a producéo de Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) foirealizado o teste de Hodge, - prepa-
rando-se uma suspensao de Escherichia coli (ATCC 25922)
em soro fisiolégico, ajustada a escala 0,5 de MacFarland.
Preparou-se uma dilui¢do de 1:10 em soro fisiol6gico, e, em
seguida, com ajuda de um swab inoculou-se em uma placa
de Agar Mueller Hinton. Foi inserido um disco de imipenem
no centro da placa e em seguida realizou-se semeio com a
amostra suspeita, sendo a placa incubada a 37°C por 18 a
24 horas." A confirmacgéo de KPC foi verificada pela pre-
senc¢a de uma deformidade no halo de inibigao bacteriana.(™

Etica

O presente estudo foi desenvolvido ap6s a aprovacao
do hospital de estudo por meio da carta de anuéncia assina-
da pelo diretor do mesmo e aprovagéo pelo Comité de Eti-
ca em Pesquisa do Centro Universitario Tabosa de Almeida
(Asces-Unita) sob o numero de Parecer n° 3.200.710.

RESULTADOS

De 58 amostras clinicas utilizadas no estudo (49 de
hemocultura e nove de secrecao traqueal), todas apresenta-
ram crescimento bacteriano, sendo vinte (34%) Gram nega-
tivas que foram utilizadas no estudo. Destas, 17 (85%) fo-
ram referentes a enterobactérias, sendo nove (53%) oriun-
das de secrecéo traqueal e oito (47%) de hemocultura. Em
tais amostras foram identificadas Proteus mirabilis (41%),
Serratia rubidaea (17%), Enterobacter aerogenes (12%),
Enterobacter sakazaki (6%), Providencia rettgeri (6%),
Klebsiella oxytoca (6%), Klebsiella pneumoniae (6%) e
Escherichia coli (6%), conforme esquematizado na Figura 1.
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Figura 1. Principais enterobactérias isoladas no presente estudo na
Unidade de Terapia Intensiva.

Analisando-se o perfil de resisténcia, foi verificado que
65% dos isolados tiveram resisténcia a azitromicina e
aztreonam, 76% a cefepime e cefotaxima, 70% a ciproflo-
xacina e 35% a gentamicina. Dos isolados de Serratia spp.,
33% apresentaram resisténcia a azitromicina e ciproflo-
xacina e 67% a aztreonam, cefotaxima e cefepime.

Setenta e um por cento das bactérias do género
Proteus spp. encontradas mostraram resisténcia frente a
azitromicina, cefepime, cefotaxima e ciprofloxacina, 57% a
aztreonam e 43% a gentamicina, sendo duas delas resis-
tentes a todos os antibiéticos testados.

Quanto as cepas de Enterobacter spp., 68% revela-
ram resisténcia a gentamicina e 100% a azitromicina,
aztreonam, cefepime, cefotaxima e ciprofloxacina. E a Pro-
videncia spp. encontrada mostrou resisténcia a aztreonam,
cefepime e cefotaxima.

Das espécies de Klebsiella spp. encontradas, todas
mostraram 100% de resisténcia a maioria dos antibiéticos,
exceto a gentamicina, em que essa porcentagem foi de
50%. O unico isolado de Escherichia spp. apresentou re-
sisténcia apenas a ciprofloxacina.

Em relagéo a producédo de ESBL, 35% dos isolados
apresentaram positividade para a mesma, sendo trés
Proteus mirabilis, duas Enterobacter aerogenes e uma
Klebsiella pneumoniae, todas oriundas de hemocultura.
Pode-se observar o halo ao redor do disco de AMC, indi-
cando producédo da enzima beta-lactamase (Figura 2).

Quarenta e um por cento dos isolados apresentaram
positividade para producdo da enzima KPC, sendo cinco
Proteus mirabilis, um Serratia rubidae e um Klebsiella
oxytoca. Observou-se a deformidade no halo formado ao
redor do disco de IPM (Figura 3).

As Tabelas 1 e 2 separam os géneros bacterianos, o
perfil e 0 mecanismo de resisténcia em cada sitio de isola-
mento.

Figura 2. Positividade para producéo de ESBL.
Fonte: autores

Figura 3. Positividade para produgéo de KPC.
Fonte: autores

Tabela 1 - Perfil e mecanismos de resisténcia de isolados em hemocultura

Resisténcia Proteus spp. Enterobacter spp. Klebsiellaspp.  Escherichia coli ~ Serratia spp. Providencia sp.
R S R S S R S R S R S
Azitromicina 100% 0% 100% 0% 100% 0% 0% 100% - - - -
Aztreonam 34% 66% 100% 0% 100% 0% 0% 100% - - - -
Cefepime 100% 0% 100% 0% 100% 0% 0% 100% - - - -
Cefotaxima 67% 33% 100% 0% 100% 0% 0% 100% - - - -
Ciprofloxacina 100% 0% 100% 0% 100% 0% 100% 0% - - - -
Gentamicina 67% 33% 100% 0% 50% 50% 0% 100% - - - -
ESBL 100% 100% 50% 0% - -
KPC 50% 0% - - 33% 0%
266 RBAC. 2020;52(3):264-9
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Tabela 2 - Perfil e mecanismos de resisténcia de isolados em secrecéo traqueal

Resisténcia Proteus spp. Enterobacter spp.  Klebsiellaspp.  Escherichia coli  Serratia spp.  Providencia sp.
R S R S R S R S R S R S

Azitromicina 50% 50%  100% 0% - - - - 34% 66% 0% 100%
Aztreonam 50% 50%  100% 0% - - - - 66% 34% 100% 0%
Cefepime 50% 50%  100% 0% - - - - 66% 34% 100% 0%
Cefotaxima 50% 50%  100% 0% - - - - 66% 34% 100% 0%
Ciprofloxacina 50% 50%  100% 0% - - - - 34% 66% 0% 100%
Gentamicina 25% 75% 0% 100% - - - - 34% 66% 0% 100%

ESBL 0% 0% - 0% 0%

KPC 50% 0% - 33% 0%

DISCUSSAO hospital publico, mostrou que, de 108 amostras, 10,3% fo-

A ordem Enterobacterales esta presente em varias
situagdes, podendo ser encontrada na microbiota intesti-
nal ou como causadora de infec¢gGes severas com alta ca-
pacidade de resisténcia aos antimicrobianos. Dentro do
ambiente hospitalar sio comumente isoladas em secrecao
traqueal, hemocultura, urocultura e escarro.('56)

Carvalho e Gontijo Filho!'” e Paredes"® mostram que,
na UTI, das bactérias Gram negativas isoladas, prevalece-
ram as da familia Enterobacteriaceae, corroborando com
o presente estudo, que, de 20 isolados Gram negativos, 17
foram enterobactérias, com um representativo de 85%.

A hemocultura é um tipo de amostra altamente encon-
trada na UTI e esta relacionada a bacteremia de alta
letalidade.™ MagalhZes et al.("® observaram em seu estu-
do um crescimento bacteriano de 22% nas amostras de
hemocultura, sendo contrario ao presente estudo, que ob-
teve 100% de crescimento bacteriano. No nosso estudo,
dentro das cepas oriundas de hemocultura, o género mais
isolado foi Proteus spp., tendo outras pesquisas na litera-
tura que observaram o mesmo.("*2Y Houve outros bacilos
isolados que estdo frequentemente relacionados a altas
taxas de infecgdes hospitalares, como Enterobacter spp. e
Escherichia spp., conforme outros estudos.('81®) E percep-
tivel que ndo séo tao citados na literatura quando os relaci-
onam a hemocultura.

Em relagéo a secregao traqueal, Carvalho et al.?? re-
lataram um crescimento bacteriano de 59% das amostras
em sua pesquisa, em contraste com os 100% de cresci-
mento no presente estudo. Debarba et al.®) e Carvalho et
al.?? alegaram que a prevaléncia dos achados sdo de Gram
negativos, sendo observado também no nosso estudo, onde
100% dos achados foram Gram negativos. De acordo com
Serafim et al.,® o predominio de Gram negativos nessas
amostras advém de sua versatilidade nutricional, a qual
propde uma sobrevida no ambiente hospitalar, sendo o
objetivo do presente estudo.

Souza,® em sua pesquisa de Prevaléncia de micror-
ganismos em secrecgao traqueal em pacientes da UTI de
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ram do género Enterobacter spp., 13,4% de Serratia spp.
e 23,1% de Proteus spp., apresentando resultados seme-
Ihantes ao presente estudo, com maior presenca de
Proteus spp. (23,5% dos isolados). Em relacdo a
Escherichia spp. e Klebsiella spp., o presente estudo nao
teve nenhum isolado desses géneros nessa amostra clini-
ca, 0 que ndo aconteceu na pesquisa ja citada,® que teve
um percentual de 0,9% de ambos os géneros.

Paredes,'™® em sua Pesquisa de enterobactérias
oriundas na UTI, obteve 92,3% dos isolados derivados de
secrecao traqueal, prevalecendo em relagéo aos isolados
do sangue, o que aconteceu também no presente estudo,
que apresentou 52,9% dos isolados em secrecgao traqueal.

Caracterizada como um problema de saude publica,
a resisténcia microbiana esta altamente relacionada a
morbidade, mortalidade e elevacdo dos custos durante a
assisténcia, o que colabora com o agravo das infec¢des
nas unidades de terapia intensiva.("®

Os isolados obtiveram maior resisténcia a classe das
cefalosporinas de 32 e 42 geracdes (76,4% resistentes a
cefepime e cefotaxima), indo de encontro a literatura.® Mota
et al.,?”em sua pesquisa de Perfil e prevaléncia de resis-
téncia aos antimicrobianos de bactérias Gram-negativas
isoladas de pacientes de uma unidade de terapia intensi-
va, mostrou grande resisténcia a quinolonas (88,8%), as-
semelhando-se a presente pesquisa, que foi a segunda
classe em que os isolados tiveram maior resisténcia, re-
presentativo de 70,5%.

No estudo de Basso et al.,?® o isolado Proteus spp.
obteve 100% de resisténcia aos antibiéticos cefotaxima
e ciprofloxacina, prevalecendo em relagéo ao presente es-
tudo, em que as bactérias desse género isolados de
hemocultura apresentaram taxa de resisténcia de 100%
e 67% aos antibioéticos citados, respectivamente, e de 50%
para ambos os antibiéticos nos isolados de secregao
traqueal.

Em pesquisa do Perfil microbiolégico relacionado a
assisténcia a saude em uma unidade de terapia intensiva
em um hospital da Zona da Mata mineira,?” em amostras
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de secrecéo traqueal, hemocultura e outras, dois isolados
de Enterobacter spp. foram 100% resistentes a cefepime
e ciprofloxacina, corroborando com a presente pesquisa.
Além disso, também a alguns antibiéticos da classe de
cefalosporinas de 32 geracédo e beta-lactamicos, que no
presente estudo foram utilizados cefotaxima e aztreonam,
respectivamente.

No presente estudo, o género Escherichia spp. obte-
ve 100% de resisténcia a ciprofloxacina, tendo resultados
semelhantes em um estudo do Peru,!'® onde 85,1% dos
isolados de Escherichia spp. tiveram resisténcia a esse
antibiético. O mesmo corroborou com o presente estudo,
onde o género Klebsiella spp. obteve 50% de sensibilida-
de a gentamicina. Escherichia spp. e Klebsiella spp. es-
tdo entre as quatro bactérias classificadas como priorida-
de critica de resisténcia.\"®

De forma geral, os isolados de Serratia spp. e Provi-
dencia spp. dessa pesquisa foram encontrados apenas na
secrecao traqueal e mostraram uma alta taxa de resistén-
cia a aztreonam, cefepime e cefotaxima.

A resisténcia bacteriana tem varios mecanismos, na
familia Enterobacteriaceae o mais importante tem sido a
producéo de betalactamases do tipo ESBL e KPC.?®

No presente estudo, todos os isolados produtores de
ESBL foram oriundos de hemocultura. Silva et al.,” em sua
pesquisa de frequéncia de betalactamase de espectro es-
tendido (ESBL) em isolados de hemoculturas, observaram
77,33% de produtores de ESBL no universo de trinta amos-
tras de Gram negativos, assemelhando-se com o nosso es-
tudo, que detectou 75% de produtores dessa enzima nas
amostras de hemocultura. Neste estudo foram encontrados
quatro géneros bacterianos, sendo dois deles, Profeus spp.
e Enterobacter spp., também isolados no trabalho de Silva
et al.”? Todos os isolados de ESBL foram altamente resis-
tentes aos antibi6ticos testados.

Paula et al.®® relatam que, na literatura, as taxas de
Proteus spp. oriundos de secrecao traqueal e sangue pro-
dutores de carbapenemases sdo poucas, porém, quando
encontradas, é de suma preocupacéao. No presente traba-
Iho, esse género bacteriano foi o isolado que mais apre-
sentou positividade para a producédo de KPC, com um re-
presentativo de 30%. Um isolado de Serratia spp. e um de
Klebsiella spp. também foram produtores desta enzima.

CONCLUSAO

As Enterobactérias encontradas neste estudo apre-
sentaram grande resisténcia aos antibioticos testados.
Esses microrganismos mostraram-se produtores de ESBL
e KPC, que sdo os mecanismos de resisténcia mais envol-
vidos nessa familia, alguns até mostrando produgéo simul-
tanea dessas duas enzimas, trazendo entdo uma preocu-
pacéo maior em relagdo aos mesmos. Estudos como este
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podem ajudar o profissional a adquirir uma antibiotico-
terapia mais eficaz para o paciente.
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Abstract

Objective: Check the presence and resistance profile of enterobacteria
against antimicrobials, from tracheal secretion and blood culture from
an Intensive Care Unit (ICU). Metods: Mac Conkey Agar, biochemical
tests and Gram were used for bacterial identification. Antimicrobial
resistance was identified by the disc diffusion method and the disc
approach and modified Hodge tests were performed to verify the
production of ESBL and KPC, respectively. Results: Nine isolates from
tracheal secretion and eight from blood culture were identified: Proteus
mirabilis (41%), Serratia rubidaea (17%), Enterobacter aerogenes
(12%), Enterobacter sakazaki (6%), Providencia rettgeri (6%),
Klebsiella oxytoca (6%), Klebsiella pneumoniae (6%) and Escherichia
coli (6%). The antimicrobial resistance test showed multiresistant
isolates: 35.3% were producers of ESBL and 41.1% of KPC.
Conclusion: The identification of these multiresistant pathogens their
resistance mechanisms is very important for effective treatment and
faster recovery for patients.

Keywords
Enterobacteriaceae; blood culture; Intensive Care Unit; drug resistance
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