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A importéncia da colonizacdo no processo de infeccdo por bactérias Gram-
negativas multirresistentes em pacientes hospitalizados

RESUMO

A colonizagédo tem sido considerada um fator importante para o processo de infeccgéo.
Estudos envolvendo a colonizagdo na infecgdo por bactérias Gram-positivas multirresistentes
tém sido publicados, entretanto, em relacdo aos bacilos Gram-negativos este assunto tem sido
pouco investigado. O objetivo do presente estudo foi avaliar a importancia da colonizacao na
infeccdo por bactérias Gram-negativas multirresistentes em pacientes hospitalizados. Para a
investigacdo foram selecionados pacientes que apresentassem positividade em culturas de
vigilancia (amostras de colonizacdo) e também em culturas de processos infecciosos por
bactérias Gram-negativas de mesma espécie, no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de
2012 do hospital Santa Casa e no periodo de janeiro de 2011 a dezembro de 2012 do Hospital
Universitario de Maringd. A deteccdo dos genes de beta-lactamases foi realizada pela
metodologia de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) do tipo multiplex. A caracterizacao
genotipica dos isolados foi feita por duas metodologias: Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus - ERIC-PCR e Repetitive Extragenic Palindromic REP-PCR. Foram incluidos no
estudo 69 pacientes e 197 amostras. As principais bactérias Gram-negativas envolvidas nos
processos de colonizagdo e infeccdo foram Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii. A colonizacdo prévia por bactérias Gram-negativas foram geneticamente
relacionadas a infeccdo em 70,6% e as amostras de colonizacdo ap6s 0 processo infeccioso
com identidade genética puderam ser recuperadas em 75,9% dos casos. Para P. aeruginosa a
relacdo clonal foi verificada em sua maioria apenas entre os isolados de colonizacgdo e
infeccdo de um mesmo paciente, para A. baumannii foi verificada disseminacgao clonal entre
pacientes distintos nos dois hospitais avaliados. Foi verificada a presenca de genes e perfis de
resisténcia nas amostras colonizantes idénticos aos das amostras infectantes em longos
periodos de colonizagdo. Os dados obtidos no estudo demonstram uma grande associagdo
entre a colonizacgdo e a infeccdo de pacientes por bactérias Gram-negativas multirresistentes e
indicam que culturas de vigilancia ou ainda a descolonizagdo particularmente no caso de A.
baumannii possam ser muito Uteis ao controle de infeccBes por estes microrganismos.
Palavras — chave: Bactérias multirresistentes. Colonizacdo. Infec¢do. Bacilos Gram-

negativos. Caracterizacdo genotipica.



The role of colonization process in infection by multidrug-resistant Gram-
negative bacteria in hospitalized patients

ABSTRACT

Colonization has been considered an important factor for the infection process. Several
reports involving colonization in infection multiresistant Gram-positive bacteria has been
published, however to Gram-negative bacteria this subject has been little investigated. The
aim of this study was to evaluate the importance of colonization in infection multiresistant by
Gram-negative bacteria in hospitalized patients. For research were selected patients who had
positive surveillance cultures (samples for colonization) and also cultures of infectious
processes by Gram-negative bacteria of the same species, from January 2009 to December
2012 the Santa Casa hospital and January 2011 to December 2012 at the University Hospital
of Maringa. The detection of beta-lactamase gene was carried out by the methodology of
polymerase chain reaction (PCR) multiplex. Genotypic characterization of the isolates was
performed by two methods: Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - ERIC - PCR
and Repetitive Palindromic Extragenic REP- PCR. Sixty-nine patients and 197 samples were
included in the study. The main Gram-negative bacteria involved in the processes of
colonization and infection were Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii. The
previous colonization by Gram-negative bacteria have been genetically related to infection in
70.6% and the samples colonization after infection process with genetic identity could be
recovered in 75.9 % of cases. For P. aeruginosa clonal relationship was observed only among
isolates from colonization and infection of the same patient, to A. baumannii clonal spread
was observed between different patients in both hospitals evaluated. The presence of genes
and resistance profiles were identical to those seen in infectious for long periods of
colonization samples colonizing samples. The data obtained in this study show a strong
association between colonization and infection of patients due to multiresistant Gram-
negative bacteria and indicate that surveillance cultures or decolonization particularly in the
case of A. baumannii can be much useful to control infections by these microorganisms.

Keywords: Multidrug-resistant bacteria. Colonization. Infection. Gram-negative bacilli.

Genotypic characterization.
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CAPITULO |

Epidemiologia da transmissao de patégenos no ambiente hospitalar
O numero de infec¢Bes provocadas por microrganismos resistentes a maltiplas drogas

(i.e., “multiple drug resistance”, MDR) tem aumentado significativamente nas duas Gltimas
décadas. O aumento do periodo de internamento, dos custos hospitalares, da mortalidade e a
diminuicdo das opc¢bes de tratamento tém tornado a prevencdo e controle das infeccdes
hospitalares causadas por microrganismos MDR uma prioridade em todo o mundo (1;2).

Os Centros de Controle e Prevencéo de Doengas (CDC) dos Estados Unidos langaram
normas escritas pelo Comité de Assessoria de Praticas em Saude para Controle de Infeccéo
abordando vigilancia ativa e precaucfes de contato em casos de surtos ou alta incidéncia de
microrganismos MDR para controlar a transmissdo da colonizacdo ou infec¢do por estes
microrganismos (1). A eficacia deste controle depende de fatores como o conhecimento da
origem do microrganismo que coloniza o paciente, duracdo da colonizagéo e prevaléncia da
colonizacdo com microrganismos MDR nos pacientes de risco (3). Embora seja reconhecido
que a colonizacdo frequentemente precede a infeccdo, a origem do microrganismo e 0 modo
preciso de sua transmissao sao ainda aspectos pouco conhecidos (4;5).

Nos hospitais, a origem dos microrganismos MDR pode ser de natureza exdgena (e.g.,
ambiente, outros pacientes ou equipamentos contaminados) ou enddgena, quando ¢é
proveniente da propria microbiota do paciente (4;5). A presenca de dispositivos médicos
invasivos, a ruptura de mecanismos de defesa do hospedeiro, co-morbidades do paciente, a
exposicao a medicacdo, particularmente aos antimicrobianos de amplo espectro de acdo, sdo
exemplos de fatores que podem facilitar o processo de colonizagdo do paciente por
microrganismos MDR (6).

A transmissdo de microrganismos MDR no ambiente hospitalar tem sido evidenciada
por estudos de tipagem molecular. Um deles, investigando a relagdo clonal entre os isolados,
encontrou cepas idénticas em ambientes com distdncias consideraveis dos pacientes
colonizados pelo mesmo microrganismo (7).

A transmissdo de agentes patogénicos de um paciente infectado ou colonizado para um
paciente suscetivel pode ser causada pelo ambiente e equipamentos contaminados, mas tem
sido associada mais comumente as médos dos profissionais de saude. Por isso, a higiene das
mé&os é considerada a medida mais importante para a prevencdo das infecgdes relacionadas a

assisténcia a saude e reducdo da transmissao cruzada de microrganismos MDR (8).
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As maos dos profissionais de saude sdo contaminadas durante a assisténcia ao paciente
pelo contato com feridas infectadas, secrecdes de drenagens e também com a pele intacta
(9;10). As areas perianais ou inguinais sdo as mais frequentemente colonizadas, mas regides
como axilas, tronco e extremidades superiores, incluindo as méos, sao também colonizadas. O
namero de microrganismos como Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis, Klebsiella spp e
Acinetobacter spp presentes na pele pode variar de 100 a um milhdo de unidades formadoras
de coldnias (UFC) por cm? (6).

Alguns estudos tém mostrado que microrganismos presentes em pacientes colonizados
ou infectados sdo transferidas para as maos dos profissionais da salude durante os cuidados da
assisténcia (11, 12). Um estudo, por exemplo, que investigou a contaminagdo das maos dos
profissionais no contato direto com o paciente, no tratamento de feridas, cuidado com cateter,
assisténcia ventilatoria e manuseio de secrecfes, demonstrou que o contato direto com o
paciente e o cuidado do trato respiratorio foram os procedimentos com maior probabilidade de
contaminar as maos dos profissionais da salde. Os bacilos Gram-negativos foram
responsaveis por 15% (54/372) dos isolados e S. aureus por 11% (39/372). A duracdo da
atividade de assisténcia ao paciente foi fortemente relacionada com a intensidade da
contaminacgéo bacteriana das méos dos profissionais de satde (11).

Aproximadamente um milhdo de células descamativas contendo microrganismos
viaveis sdo dispersas no ambiente diariamente a partir da pele normal (13). Por isso, €
possivel que a vestimenta do paciente, roupas de cama, moveis de cabeceira e outros objetos
sejam contaminados com microrganismos da microbiota da pele do paciente, particularmente
por bactérias Gram-positivas, que sdo reconhecidamente mais resistentes a dessecacao
(14;15).

A transmissdo de microrganismos MDR entre pacientes (i.e., transmissao cruzada)
através das médos contaminadas dos profissionais da salde requer, obrigatoriamente, uma
sequéncia de cinco etapas: (i) os microrganismos estdo presentes na pele do paciente ou séo
encontrados nos fomites no ambiente em torno do paciente; (ii) 0s microrganismos precisam
ser transferidos para as méos dos profissionais da saude; (iii) 0s microrganismos precisam
sobreviver nas méos dos profissionais da saude por pelo menos varios minutos; (iv) a higiene
ou antissepsia das méaos realizadas pelos profissionais da saude devem ser inadequadas ou
omitidas completamente, ou o0 agente usado deve ser inapropriado; (v) as maos dos
profissionais da salde devem entrar em contato direto com outro paciente, ou com um fémite
que devera entrar em contato com o paciente (6). A dindmica da contaminacdo é a mesma

para mdos com ou sem luvas. Apesar das luvas protegerem as méos do profissional da saude,
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a superficie da luva contaminada € uma importante fonte de transmissdo de microrganismos
MDR (11;16-18).

Um estudo realizado em uma unidade de terapia intensiva (UTI) no Hospital
Universitario de Maringd mostrou a transferéncia de Acinetobacter baumannii MDR de
pacientes para as maos enluvadas dos profissionais de salide em 60% dos contatos. O
microrganismo foi também isolado do ambiente proximo ao paciente (18). Outro estudo
demonstrou a contaminacgdo das maos enluvadas de enfermeiros durante a troca de curativo ou
banho de leito de cinco pacientes colonizados ou infectados com Acinetobacter baumannii
MDR. O microrganismo foi isolado em todas as amostragens das méos enluvadas (N=14). A
tipagem molecular, utilizando a técnica de reacdo em cadeia da polimerase de elementos
intergénicos repetitivos (i.e, “Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus- Polymerase
Chain Reaction” ERIC-PCR), mostrou que todos os isolados pertenceram ao mesmo genotipo
e foram idénticos aos isolados clinicos de A. baumannii previamente obtidos das
hemoculturas destes pacientes (17).

Apos a transferéncia dos microrganismos do paciente para as maos dos profissionais,
eles podem sobreviver por diferentes periodos de tempo nas maos. Por exemplo, um estudo
(19) mostrou em espécies de Acinetobacter spp que apds a contaminacdo dos dedos de
voluntarios com um inéculo de 10* UFC/mL, ainda pode ser encontrado 7,2x10°UFC/mL
apo6s 60 minutos da contaminacdo. Um estudo similar com enterobactérias mostrou que 50%
das células de cepas de Klebsiella spp e de Escherichia coli sobreviveram apds 2 min e 6 min,
respectivamente (20). Enterococos resistentes a vancomicina (VRE) sobreviveram por pelo
menos 60 min nas méos enluvadas e sem luvas (21). Pseudomonas aeruginosa e Burkholderia
cepacia foram transmitidas pelo aperto de méo por até 30 min nas maos contaminadas com 0s
microrganismos em suspensdo em solucdo salina e até 180 min nas méos contaminadas com
escarro contendo 0s microrganismos (22).

A lavagem inadequada das méos contaminadas pode fazer com o risco de transmisséo
de microrganismos continue. A técnica correta abrangendo toda superficie das maos e punhos,
a quantidade e o tipo de produto de lavar as maos e o tempo de lavagem sdo fatores que
influenciam na eficiéncia da remocao dos microrganismos (6). Problemas na higienizacédo das
méaos dos profissionais de saude entre contato de um paciente com outro ou durante a
sequéncia de atendimento ao paciente, em particular quando as médos tocam em um sitio
contaminado e em seguida um sitio limpo no mesmo paciente, favorece a transferéncia

microbiana (6).
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Campanhas de promogéo da higienizagdo das maos tém mostrado uma diminuigdo na
transmissdo de patdgenos e nas taxas de infeccdo (23). Em uma campanha educativa
multifacetada, a adesdo a higienizacdo das maos aumentou de 48% em 1994 para 66% em
1997 (p< 0,001). Entre outros fatores educativos desta campanha merece destaque a
introducéo de &lcool gel na cabeceira do leito do paciente. Durante o estudo, a higiene das
maos com sabdo e dgua manteve-se estavel, mas a frequéncia de antissepsia das maos com
alcool gel aumentou significativamente. A taxa geral de infeccdo hospitalar diminuiu
(prevaléncia de 16,9% em 1994 contra 9,9% em 1998, p= 0,04) e as taxas de transmisséo de
“methicilin-resistant S. aureus” (MRSA) também (de 2,16 a 0,93 episddios por 10.000
pacientes-dia p< 0,001). O consumo de alcool gel aumentou de 3,5L para 15,4L por mil
pacientes-dia entre 1993 e 1998 (p< 0,001) (23).

A importancia da transmissdo de patdgenos pelas maos contaminadas dos profissionais
de saude estd bem estabelecida. Em contraste, o grau de contaminacdo das superficies do
ambiente que contribui para o desenvolvimento das infecgdo relacionadas a assisténcia a
salide ndo esté claro e as abordagens para o controle sdo incertas (24)

Desde 1950 sdo feitas normas hospitalares para controlar os patégenos presentes no ar,
nas maos, equipamentos e superficies ambientais (25). Porém, varios estudos realizados nas
décadas de 70 e 80 do século passado sugeriram que o ambiente hospitalar ndo era importante
para a transmissdo endémica (26;27) fazendo com que as rotinas de culturas de vigilancia do
ambiente hospitalar fossem consideradas injustificadas e o valor de culturas durante surtos foi
questionado (28;29).

Nos hospitais norte-americanos a rotina de amostragem do ambiente era de 75% em
1975 e foi reduzida a praticamente zero em 2011 (24). Informagdes contidas no site da
Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) no Brasil em 2012 [ccih.med.br]
informou que o ambiente tem papel secundario na epidemiologia das infec¢des, exceto para
doencas contagiosas por vias aéreas como a tuberculose; para patdgenos que sobrevivem em
ambientes especiais como Legionella; para Aspergillus quando o hospital passa por reforma
na sua construcdo, o que facilita a disseminacdo deste microrganismo, ou para casos em que
0s preceitos basicos de higiene ndo sejam seguidos. As diretrizes do CDC recomendam a
amostragem ambiental somente por ocasido de surtos (30). Recentemente, contudo, tem sido
feita uma reavaliacdo do papel desempenhado pelas superficies contaminadas na transmisséo
dos patdgenos hospitalares (24;31;32).

A concentracdo de patdgenos nas superficies hospitalares esta geralmente em torno de

menos do que 1 a 100 UFC/cm? (33;34) e muitas vezes é detectada apenas em caldo de
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enriquecimento (35;36). Concentragdes maiores foram encontradas em estudos com S. aureus,
chegando a 200 UFC/cm? tanto antes quanto depois da limpeza (37) e mais de 100 coldnias de
MRSA em 23% dos locais positivos pelo plagueamento direto nos quartos de pacientes com
diarreia infectados por MRSA (38). As amostragens ambientais nas superficies hospitalares
proximas aos pacientes colonizados ou infectados, feitas para certas bactérias Gram-positivas,
mostraram que estes patdgenos sdo encontrados em concentragcdes mais altas, suficientes para
transmissdo (39;40). Os pacientes infectados liberam mais patdgenos no ambiente hospitalar
do que os apenas colonizados (41).

A grande variacdo do grau de contaminagdo do meio ambiente pode ser devido a
alguns fatores como, por exemplo, o tipo do meio de cultivo do microrganismo, a facilidade
de dispersdo de microrganismos pelo paciente, o0 método de amostragem, a facilidade de
contaminacdo ou dificuldade de limpeza do ambiente em particular e se existe surto em
andamento durante a amostragem (41). A frequéncia de contaminacgdo do ambiente hospitalar
por bactérias Gram-negativas mostrou ser de aproximadamente 5% a 10% (42;43).

Alguns estudos mostraram que a dose infectante de alguns patdgenos pode ser baixa.
Por exemplo, menos do que 15 células de S. aureus foram suficientes para causar infec¢do em
lesdes experimentais no homem (44) e uma célula por cm? de Clostridium difficile foi capaz
de causar infeccdo em camundongos (45).

Diversos pesquisadores investigaram o tempo que 0s patdgenos hospitalares
permanecem viaveis nas superficies e demonstraram que eles podem resistir a dessecacao por
periodos de 1h30min (E. coli) até 46 meses (VRE) conforme mostrado na ilustracdo 1 (46).
As grandes variagOes encontradas na sobrevivéncia dos diferentes microrganismos s&o
parcialmente devidas as caracteristicas dos microrganismos e também pelas diferencas nas
condi¢des experimentais, incluindo a dose do inéculo, umidade, o meio de suspensdo das

células e o tipo de material da superficie (46).
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Microrganismos

Tempo de sobrevivéncia

Clostridium difficile (esporos)
Staphylococcus aureus, incluindo MRSA
Enterococcus spp, incluindo VRE
Acinetobacter spp

Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella spp

Serratia marcescens

Escherichia coli

> 5 meses

7 dias a 12 meses

5 dias a 46 meses

3 dias a 11 meses

6 horas a 16 meses; nas superficies secas:
5 semanas

2 horas a 30 meses

3 dias a 2 meses; nas superficies secas: 5
semanas

1.5 horas a 16 meses

llustracdo 1. Sobrevivéncia de bactérias hospitalares em superficies.
Fonte: Kramer et. al (46).

Nos hospitais, a limpeza ou desinfec¢do do ambiente possui limitagdes para a remogao
total dos microrganismos. A limpeza geralmente € realizada diariamente com o objetivo de
reduzir sujidades e assegurar que o ambiente permaneca visivelmente limpo. Uma limpeza e
desinfeccdo terminal mais rigorosa é feita quando o leito é desocupado para a seguranca do
proximo paciente (41).

Um problema da desinfeccdo € que os produtos liquidos podem danificar
equipamentos, especialmente os eletrdnicos e os desinfetantes a base de cloro podem corroer
metais (47). Os desinfetantes podem potencialmente prejudicar usuarios e seus residuos no
ambiente levar ao desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos além de outros efeitos
prejudiciais para o ambiente (47). Por estas razdes, autoridades tém questionado o uso de
desinfetantes em favor dos detergentes (47). Existe uma tendéncia para o uso de desinfetantes
nos Estados Unidos e para detergentes na Europa (47;48). No Brasil utiliza-se rotineiramente
sabdo ou detergente para os processos de limpeza de superficies, sendo os desinfetantes
restritos as situacbes especificas como, por exemplo, nas superficies contaminadas com
matéria organica ou com microrganismos MDR (49).

Varios estudos tém sido realizados para avaliar a eficacia da desinfecgdo terminal e em
muitos casos foi encontrado na superficie o agente patogénico que o processo tinha como
objetivo eliminar (36;50-52). Por exemplo, VRE foi cultivado em 71% das 102 amostras
depois da desinfec¢do de 17 quartos (50). MRSA foi detectado em 66% de 124 superficies

apos limpeza com desinfetante-detergente (36). A. baumannii foi isolado de superficies
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aparentemente limpas durante surtos (51). Um estudo revelou que 27% dos quartos ficaram
contaminados com A. baumannii ou MRSA apds a desinfeccdo com um quarternario de
amonia seguido da aplicacéo de hipoclorito de sodio ser repetida por quatro vezes (52).

No Brasil ha poucos estudos sobre a desinfeccdo terminal (53). Um estudo de
desinfeccdo de colchdes hospitalares com solucdo detergente-desinfetante de fenol sintético
avaliou as condi¢Ges microbiologicas antes e depois de sua limpeza. Foram investigados 52
colchdes, coletando-se 259 amostras antes e depois da limpeza. Houve reducdo de
positividade em apenas quatro placas e 255 continuaram positivas mesmo apos a desinfec¢ao
(54). Outro estudo comparou duas técnicas de limpeza de colchGes com alcool 70%, uma com
movimento unidirecional e a outra com movimentos circulares. A Ultima técnica apresentou
melhores resultados na reducdo da contagem microbiana, embora ndo tenha se mostrado
eficaz na eliminacdo dos microrganismos (55).

O papel das superficies contaminadas na transmissdo dos patdgenos pode ser estimado
avaliando-se o risco do paciente em contrair certos patdgenos quando internados em quartos
onde o ocupante anterior era infectado ou colonizado com o mesmo patégeno, principalmente
quando a limpeza e desinfeccdo do quarto € feita de forma inadequada (41). Por exemplo, um
estudo (56) mostrou que 28% dos 57 novos ocupantes foram infectados por A. baumannii e
que 26% dos 82 novos pacientes sofreram infeccdo por P. aeruginosa. Este aumento do risco
de aquisicdo de patogenos foi descrito anteriomente para C. difficile (57), VRE (58-60),
MRSA (60) (llustragéo 2).

Um estudo verificou o aumento de risco de adquirir VRE com o ocupante anterior do
leito colonizado ou infectado com este microrganismo em trés situa¢fes: quando o paciente
foi admitido no mesmo leito (risco relativo de 4,3), quando o paciente foi admitido no leito
vizinho (risco relativo de 3,8) e quando o paciente foi admitido no mesmo leito a mais de
duas semanas da ocupacdo do paciente colonizado ou infectado com VRE (risco relativo de
2,7) (llustragéo 2) (58).
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MRSA (60)
VRE (58-60)
P, aeruginosa (56)
VRE (2 semanas)* (58)
VRE ** (58) i
C. difficile [57)

A. baumannii (56) ;

0 i 2 3 4
Direrenga de risco

llustracdo 2. O aumento de risco de aquisicdo de patdgenos associado com a colonizacao ou
infeccdo no ocupante anterior do quarto.

* Qcupante anterior do leito infectado ou colonizado com VRE a mais de duas semanas da
admissdo. ** Ocupante anterior do leito infectado ou colonizado com VRE.

Fonte: Otter et al. (41).

Um estudo recente (61) investigou o risco do paciente adquirir E. coli e K.
pneumoniae produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) quando o ocupante
anterior do quarto tinha isolados positivos destes microganismos. Os resultados sugeriram que
ndo houve associacdo da colonizacdo ou infeccdo do ocupante subsequente do quarto por
estas bactérias. Entretanto, os resultados da tipagem molecular mostraram que 18% dos
pacientes adquiriram a mesma cepa bacteriana obtida do ocupante anterior (61).

Estudos que permitem a avaliacdo dos riscos associados a contaminagdo ambiental
independem de variaveis de confusdo comuns de infeccdo hospitalar, como a idade do
paciente, co-morbidades e duracdo da estadia. Além disso, porque os pacientes como a fonte
do microrganismo j& receberam alta, a aquisicdo do patégeno pelo novo paciente é mais
provavel ter vindo a partir de superficies contaminadas, seja diretamente das superficies ou
pelas maos dos profissionais de saude (41).

Alguns estudos tém investigado a transferéncia de agentes patogénicos de superficies
para as mdos ou luvas dos profissionais de salide na auséncia de contato direto com o paciente
(Nustracéo 3). O contato das mdos com uma superficie contaminada apresenta 0 mesmo risco
de adquirir MRSA, VRE (62;63) e C. difficile (64) do que o contato com um paciente
colonizado ou infectado. Um estudo, por exemplo, mostrou que a contaminacdo das maos

com VRE foi de 10% tanto para contato direto com os doentes quanto para 0 contato com as
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superficies em torno do paciente (63). Um fato importante é que a adesdo a higienizacdo das
maos é mais provavel de ocorrer ap6s o contato direto com o paciente em comparacdo com 0
contato com o ambiente do paciente. Isto significa que a contaminacdo das méos a partir do
ambiente pode persistir por mais tempo, resultando em uma importante rota de transmisséo de

microrganismos nos hospitais (65).

Contato direto com o paciente Contato apenas com superficies

52% de 44 PCS adquiriram VRE em suas
méos ou luvas (63)
45% de 50 PCS adquiriram MRSA em suas 40% de 50 PCS adquiriram MRSA em suas

méos enluvadas (62) maos enluvadas (62)
50% de 30 PCS adquiriram Clostridium 50% de 30 PCS adquiriram C. difficile em
difficile em suas maos enluvadas (64) suas maos enluvadas (64)

Adeséo a higienizacao das maos: 80% (65) Adeséo a higienizacdo das maos: 50% (65)

llustracdo 3. Transferéncia de bactérias presentes nas superficies para as maos dos
profissionais de salde.

PCS, Prestadores de cuidados de saude

Fonte: Otter et al. (41).

As mdaos dos profissionais podem também contaminar o ambiente. Um estudo,
baseado na propagacdo de um marcador (i.e., DNA de planta), foi realizado inoculando-se o
DNA em um dos seis cabos de telefone de uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal de
oito leitos (66). Dentro de 4 horas, o marcador foi identificado nas superficies ambientais, nas
méos dos profissionais de satide em toda a unidade e nos seis telefones. Apesar da propagacao
do DNA vegetal ndo necessariamente representar com precisdo a propagacdo de um
microrganismo patogénico, ela mostra um quadro de transmissdo dindmica e répida,
envolvendo as superficies ambientais e as maos dos profissionais (66).

Campanhas hospitalares promovendo a melhoria da limpeza e desinfeccdo tém
mostrado uma diminuicdo na prevaléncia de colonizacdo ou infeccdo por microrganismos
MDR. Um estudo de coorte retrospectivo em 10 UTIs de um hospital dos Estados Unidos
introduziu trés intervencdes de limpeza: técnica de dois baldes para limpeza, um "feedback"
utilizando um detector de carga bacteriana com luz ultravioleta e aumento da educagdo em

servico de limpeza para o pessoal. Foi verificado que a aquisicdo de MRSA e VRE caiu,
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respectivamente, 50% e 27% durante os periodos de intervencdo. O risco associado com o
ocupante anterior foi diminuido para MRSA mas ndo para VRE (67).

Outro estudo (68) realizado em seis unidades de alto risco em um hospital dos EUA
avaliou o impacto da introducdo de vapor de peroxido de hidrogénio para a desinfeccéo
terminal nos quartos de pacientes infectados com microrganismos MDR. Pacientes internados
em quartos assim descontaminados foram menos propensos a adquirir qualquer

microrganismo (64% de reducdo) e a infecc¢do ou colonizacdo com VRE foi reduzida em 80%.

A origem da colonizag&o microbiana e sua rela¢do com a infecgéo

Levando em conta os fatores de salde do paciente, a pressao seletiva exercida pelos
antimicrobianos e a epidemiologia de transmissdo dos patégenos no ambiente hospitalar,
alguns autores decidiram investigar as rotas de colonizacdo enddgenas ou exoOgenas e
relacionar a origem da colonizagdo com as amostras de infeccéo.

Estudos da década de 1990 investigando a transmissdo cruzada se basearam na
identidade de gendtipos e cronologia, considerando transmissdo cruzada se um paciente
adquiriu a mesma cepa encontrada em outro paciente no mesmo periodo de internamento. Os
estudos relacionando o ocupante anterior do quarto e sua possivel contaminacdo do ambiente
sdo mais recentes (5;40).

Um estudo realizado por Kropec et al. (1993) em uma UTI, avaliou as rotas de
colonizacdo como enddgenas ou exdgenas para P. aeruginosa e S. aureus. Foram coletadas,
com auxilio de swab, amostras das mucosas retal e nasal, do couro cabeludo e secrecédo
traqueal dos pacientes no momento da admissdo e dois dias ap6s a internacdo. Culturas das
maos, roupas e swab nasal dos profissionais de saude e do ambiente foram também realizadas.
As taxas de pacientes colonizados com P. aeruginosa e S. aureus na admissdo foram de,
respectivamente, 5% e 37%. Durante a hospitalizacdo, 10 (6,5%) pacientes foram colonizados
por P. aeruginosa e 7 (4,5%) por S. aureus. A colonizacdo adquirida do ambiente hospitalar
foi primeiramente detectada em swabs retais para P. aeruginosa e em swabs nasais para S.
aureus. Os resultados encontrados sugeriram que a colonizacao inerente do proprio paciente
desempenha um papel mais importante no desenvolvimento de infeccbes do que a
colonizacdo adquirida a partir de fontes exogenas. Neste estudo, apenas uma amostra do
ambiente foi positiva P. aeruginosa (69).

P. aeruginosa é encontrada frequentemente contaminando o encanamento da rede de
distribuicdo de agua. Uma revisdo de estudos publicados entre 1998 e 2005 mostrou a

presenca deste microrganismo em 10% a 68% das torneiras hospitalares e que 14% a 50% dos
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episodios de colonizacdo ou infeccdo dos pacientes foram associados aos gendtipos
encontrados na agua (70).

Bergmans et al. (1998) encontraram 11 clones em 118 isolados de P. aeruginosa. Um
clone estava associado a 8 pacientes, 2 clones envolveram trés pacientes cada e os outros 8
foram clones individuais de cada paciente. Oito dos 16 (50%) pacientes colonizados e 2 dos 8
(25%) casos de pneumonia associada a ventilacdo mecénica foram associadas a transmissao
cruzada pela avaliacdo cronoldgica e identidade clonal dos isolados (5).

Bonten et al. (1999) investigaram uma taxa endémica de colonizagdo por P.
aeruginosa do trato respiratorio superior de pacientes de uma UTI. Os resultados mostraram
que 34% dos pacientes ja estavam colonizados na admissdo, 24% foram colonizados por um
gendtipo diferente daquele encontrado no trato intestinal, 13% foram colonizados com o
mesmo gendtipo do trato intestinal e 8% foram colonizados por transmisséo cruzada. Em 21%
dos pacientes nenhuma rota de colonizacdo pode ser demonstrada. O grande numero de
isolamento de P. aeruginosa nesta unidade foi devido & admissdo continua de pacientes
colonizados e a pressdo seletiva de antibi6ticos ao invés da transmissao cruzada (40).

Outro estudo (71) com P. aeruginosa em pacientes de UTI encontrou um clone
representando 61% dos isolados, envolvendo 46% dos pacientes. A transmissdo cruzada,
considerada evitavel, foi calculada e representou pelo menos 59,5% dos episodios de
colonizagdo ou infecgéo.

Hu et al. (2010) estudaram o papel da origem endogena ou exogena de P. aeruginosa
na colonizacdo ou infeccdo de pacientes com ventilagdo mecéanica em uma UTI neonatal.
Duas vezes por semanas foram coletadas, com auxilio de “swab”, amostras do reto e da
orofaringe dos neonatos, além da secrecdo traqueal e aspirado gastrico. Culturas de
superficies do ambiente foram realizadas a cada 5 dias. Dos pacientes com ventilacdo
mecanica, 7,8% ja estavam colonizados por P. aeruginosa antes da intubacéo e 24% foram
colonizados ap6s a intubacdo. Dos que adquiriram P. aeruginosa apos intubacdo, com base
nos padrbes de similaridade de gendtipos, 64,5% provavelmente foram colonizados por
transmissdo exogena, enquanto que 35,5% tiveram colonizacdo de origem endogena. O
primeiro sitio a ser colonizado foi o trato respiratorio superior em 92,3% dos casos e 70% dos
pacientes tiveram a colonizagéo do trato respiratorio causado por fontes exogenas (i.e., outros
pacientes ou superficies ambientais) (72).

Ainda neste estudo (72), os fatores associados a colonizacdo ou infeccdo por P.
aeruginosa foram: baixo peso ao nascer, ventilacdo mecanica por tempo superior a oito dias,

uso prévio de ampicilina e uso de cefalosporina de segunda geracdo. Embora a colonizacdo



20

por P. aeruginosa seja silenciosa, subclinica e ndo invasiva, ela teve um impacto na
incidéncia de pneumonia associada a ventilacdo; 25% dos pacientes apresentaram esta
infeccdo por P. aeruginosa (72). Quanto as cepas que causaram infec¢do pulmonar, 50% (4/8)
eram enddgenas e 50% (4/8) exdgenas, sendo que das exdgenas 3 cepas eram de outros
pacientes e apenas uma veio de um isolado do ambiente, o que significa que 87,5% (7/8) delas
vieram de isolados clinicos. Isto foi explicado devido ao provavel aumento de viruléncia da
cepa enddgena em virtude da pressdo seletiva dos antibidticos e do hospedeiro. Na
comparacdo dos testes de sensibilidade, os isolados clinicos se mostraram mais resistentes que
os isolados ambientais (72).

Outro estudo atribuiu 100% da colonizagdo com MRSA e 50% de P. aeruginosa a
partir de fontes exdgenas (73).

Sem considerar a origem do microrganismo, de modo geral, diversos estudos
mostraram que para bactérias Gram-positivas como MRSA e VRE, 30 a 90% dos pacientes
colonizados ndo apresentam infec¢do clinica (74). Pouco deste assunto é conhecido em
relacdo aos microrganismos Gram-negativos MDR. Acredita-se que a porcentagem de
pacientes colonizados com estes microrganismos que ndo desenvolvem infeccdo clinica é
menor quando comparada aos Gram-positivos (75;76). A maioria dos estudos com Gram-
negativos abordam P. aeruginosa, mostrando que 16% a 38% dos pacientes colonizados por
este microrganismo irdo desenvolver pneumonia durante o internamento (77).

Um estudo mostrou que colonizagéo traqueal por A. baumannii multirresistente foi um
fator preditivo de pneumonia, associada a ventilacio mecéanica, causada por este
microrganismo (78).

Um estudo encontrou que 22% (9/41) dos pacientes colonizados com E. coli ou K.
pneumoniae produtoras de ESBLs desenvolveram infeccdo por estas bactérias. A colonizacédo
foi considerada um fator de risco independente para a infeccdo (p=0,002) (79).

A importéncia de culturas de vigilancia recomendadas para reduzir a transmissao de
patdgenos hospitalares durante surtos ou situagdes endémicas constitui ainda matéria de
debate (1;80). Uma vigilancia ativa é definida como o rastreamento periddico de pacientes
com risco de adquirir infeccdo por bactérias MDR (75). A identificacdo do paciente
colonizado ou infectado por microrganismos MDR permite que medidas de controle sejam
tomadas, como o isolamento do paciente, precaugfes de contato e direcionamento do servico
de limpeza e desinfeccdo. No caso de colonizacdo seguida de infeccdo, a escolha dos
antibioticos pode ser baseada no microrganismo isolado anteriormente. As taxas de

colonizacdo podem também, entre outros aspectos, servir como um indicador da qualidade
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dos cuidados ao paciente (75). No entanto, a coleta e 0 processamento das culturas de
vigilancia sdo trabalhosos e caros (81), sendo necessario sempre avaliar, a relacdo custo
beneficio (75).

Culturas de vigilancia para deteccdo de pacientes colonizados com bactérias Gram-
negativas MDR séo recomendadas, mas ndo tém sido amplamente adotadas, em parte devido
a escassez dos dados sobre a acuracia de sua identificacdo (82). Um estudo com A. baumanni
e P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos mostrou que as culturas de vigilancia em apenas
um local do corpo (e.g., reto, orofaringe ou garganta) ndo foi sensivel para detectar estas
bactérias. Devido a alta proporcao de colonizacdo, o estudo sugeriu também que o tempo,
dinheiro e energia deveriam ser melhor empregados na redugdo da transmisséo cruzada
através da melhoria das préaticas de atendimento ao paciente (83).

Culturas de vigilancia realizadas para reduzir a transmissao dos patogenos durante
surtos teve sucesso para Acinetobacter spp (84) e fracasso para Enterobacter aerogenes (85).
A eficécia de culturas de vigilancia na reducdo endémica de enterobactérias produtoras de
betalactamases de espectro estendido (ESBL) foi pobre em um estudo (86) e boa em outro
estudo com Klebisella spp (87).

A estratégia de culturas de vigilancia constante dos pacientes para detectar
microrganismos MDR aliada a uma boa comunicacdo com os médicos e pessoal de
enfermagem permitiu um monitoramento da incidéncia de infec¢do hospitalar e impediu que
ocorressem episodios de surtos ou infeccdo cruzada em um hospital terciario de Nova Deli
(88).

Outro estudo encontrou que amostras de colonizagdo de mucosas (retal e orofaringe) e
de aspirado traqueal positivas para bactérias Gram-negativas tinham baixo valor preditivo
positivo (4%) para prever sepse tardia em uma UTI neonatal. Embora as culturas de mucosas
tenham se mostrado ineficientes para prever a sepse tardia, foi verificado uma maior
sensibilidade das amostras de vigilancia para encontrar Klebsiella spp., E. coli,
Stenotrophomonas spp. e Pseudomonas spp., sugerindo que a triagem destes microrganismos
em um surto poderiam oferecer uma oportunidade para melhorar as medidas de controle de
infeccdo e permitir o inicio precoce da terapia antibiotica apropriada (81).

Um estudo com pacientes da unidade de queimados com lesdo inalatdria e alta
incidéncia de pneumonia associada a ventilagdo mecénica, as culturas de vigilancia foram
excelentes para prever infecgdo com microrganismos MDR, incluindo principalmente P.

aeruginosa e Enterobacter spp. A sensibilidade e especificidade das culturas de vigilancia
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para prever a etiologia de microrganismos MDR em pneumonia subsequente foi de 83% e
96,2% (89).

A duracdo da colonizacdo por bactérias MDR é um fator muito importante. Durante o
periodo da colonizacdo, o paciente continua com o risco de sofrer infeccdo por este
microrganismo e permanece também como fonte de transmissao para outros pacientes.

Para as bactérias Gram-positivas como MRSA e VRE varios estudos mostraram que a
colonizacdo pode persistir por 6 a 12 meses (90-93). A duracdo da colonizacdo com
microrganismos Gram-negativos parece ser mais curta (90;94;95). Um estudo, por exemplo,
verificou que entre os pacientes com longa permanéncia na UTI, os pacientes colonizados
com bactérias Gram-negativas MDR foram quatro vezes mais propensos a ter uma
descolonizacdo espontanea quando comparados com agueles colonizados com MRSA ou
VRE (90). Em outros estudos, no entanto, observou-se uma colonizacao prolongada (63 a 356
dias) para bacilos Gram-negativos MDR (96;97).

Um estudo com amostras E. coli com susceptibilidade reduzida a fluoroquinolonas
encontrou uma colonizacdo média de 80 dias (8 a 172 dias) (97). Na China, onde o0s
antibioticos sdo usados sem regulamentacdo e a taxa de E. coli ESBL em isolados clinicos é
cerca de 60%, um estudo feito com individuos saudaveis, realizado com estudantes de
medicina, mostrou que a duracdo da colonizagéo das fezes por E. coli produtora de ESBL foi
em média 59 dias (14 a 112 dias) (98). Outro estudo envolvendo recém-nascidos colonizados
com bactérias produtoras de ESBL mostrou que os neonatos permaneceram colonizados
durante 1 ano com Klebsiella spp. e 4 meses com Serratia marcescens ap6s a alta hospitalar
(99). Estes dados sdo importantes também para relacionar a disseminacdo das bactérias
multirresistentes na comunidade.

A descolonizacdo de bactérias MDR é feita pela técnica de descontaminacédo digestiva
seletiva (DDS) em situacdes especiais, como por exemplo, em pacientes de onco-hematologia
internados em unidades de tratamento intensivo. Baseia-se na administragdo de antibidticos de
amplo espectro em um curto periodo de tempo. Regimes recentes trazem também a técnica de
descontaminacdo orofaringea seletiva (DOS) (100). Estes regimes tém mostrado uma reducéo
na mortalidade e reduzido as taxas de bacteremia em até trés vezes quando comparada ao
grupo controle (101).

A descolonizagdo com o uso de antimicrobianos levanta a questdo do risco da selecao
de microrganismos resistentes (102), sendo estudada apenas em paises com baixa incidéncia
de microrganismos MDR (103;104), pois o risco pode ser maior onde a incidéncia destes

microrganismos € alta.
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Um estudo realizado em lIsrael, um pais com alta incidéncia de Klebsiella pneumoniae
produtora de carbapenemase (KPC), testou DDS com um regime de 7 dias de gentamicina
mais colistina. No sétimo dia as bactérias ndo eram detectaveis nas fezes de 61% dos que
estavam no regime contra 16% do grupo placebo. Nenhuma emergéncia de resisténcia a
gentamicina ou colistina foi observada (105). No entanto este regime é utilizado com cautela
devido ao possivel desenvolvimento de resisténcia.

A descolonizacéo da pele tem se mostrado eficaz para reducédo da densidade bacteriana
(106;107), reduzindo o risco de transmissdo horizontal de bactérias para outros pacientes e a
incidéncia de infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (108). Com esta finalidade, o banho
com gluconato de clorexidina (clorexidina) é o mais utilizado. A clorexidina é um biocida
com amplo espectro de acdo atuando contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. A
clorexidina tem se mostrado um antisséptico eficaz desde 1970 (107;109-111).

A maioria dos estudos de descolonizagéo da pele foi feita para prevenir infeccdo com
MRSA e VRE e na comparag¢do com o uso de clorexidina com sabonete e 4gua ou panos sem
agentes quimicos a clorexidina mostrou uma reducdo superior a 50% no risco de infeccdo
associada a corrente sanguinea (112).

Quatro estudos realizados com A. baumannii antes e ap6s a descolonizagdo com
clorexidina mediram o impacto sobre a taxa de infeccdo. Um estudo mostrou uma reducao
significativa da incidéncia de infeccdo associada a corrente sanguinea (113) e outro na
incidéncia de colonizacdo e pneumonia associada a ventilacdo mecanica por este

microrganismo (114). Os outros dois estudos relataram ndo haver beneficios (115;116).



24

JUSTIFICATIVA

Atualmente, encontra-se reconhecido que em pacientes hospitalizados a colonizagéo
por microrganismos multirresistentes € um processo prévio a infecgdo. Embora a investigacéo
da origem da colonizacdo (enddgena ou exdgena) seja dificil e complexa, nos ultimos anos
alguns estudos tém mostrado que além da transmissdo dos patdgenos hospitalares pelas maos
dos profissionais de saude, o ambiente pode também constituir um importante reservatorio de
microrganismos MDR.

E reconhecido que os pacientes infectados contaminam mais o ambiente a seu redor do
gue os pacientes colonizados, entretanto, dependendo do tipo de microrganismo, a
colonizacdo pode ter um papel tdo importante quanto a infeccdo na manutencdo deste
microrganismo no ambiente.

A partir da avaliagdo de dados de hospitais de nossa regido (Hospital Universitario de
Londrina, Santa Casa de Maringad e Hospital Universitario de Maringd), percebemos que
muitas espécies de bactérias que infectaram os pacientes também foram isoladas previamente
destes pacientes, colonizando o intestino, axilas ou cavidade oral. Os isolados de colonizacéo
possuiam o mesmo perfil de sensibilidade aos antimicrobianos daqueles isolados de infecgéo.
Outro fato é um estudo realizado em nosso laboratério que demonstrou a presenca de um
clone endémico de A. baumannii no Hospital Universitario de Maringa presente nos quadros
de colonizacdo e infeccdo dos pacientes no ambiente proximo ao paciente e também nas luvas
(18). Outro estudo, também realizado em nosso laboratorio, demonstrou que uma cepa de A.
baumannii MDR isolada previamente em hemoculturas de cinco pacientes foi recuperada em
todas as amostragens das méaos enluvadas dos profissionais de salde depois de realizar o
banho de leito ou a troca de curativos destes pacientes (17).

Em relacdo aos microrganismos Gram-positivos o papel da colonizagéo na infeccéo de
pacientes hospitalizados encontra-se amplamente conhecido, entretanto, existem poucos
estudos sobre esse assunto em relacdo aos bacilos Gram-negativos. Baseado neste ponto e
considerando gue nos ultimos anos tem sido valorizada a presenca da colonizacdo em relacdo
a infeccdo, decidimos investigar em dois hospitais qual a relacdo entre a colonizacdo e a
infeccdo de bacilos Gram-negativos e identificar os principais mecanismos de resisténcia

destes microrganismos aos agentes antimicrobianos.
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OBJETIVOS

GERAL
Avaliar a importancia da colonizacdo no processo de infeccdo por bactérias Gram-
negativas multirresistentes em pacientes internados nos hospitais Santa Casa de Maringé e

Hospital Universitario de Maringa.

ESPECIFICOS

Selecionar pacientes internados no Hospital Santa Casa, no periodo de 2009 a 2010 e
no Hospital Universitario de Maringd durante 2011 e 2012, com culturas de vigilancia e
isolados clinicos positivos de bactérias Gram-negativas.

Confirmar a pureza e determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos
isolados das culturas de vigilancia através da técnica de disco difusao.

Caracterizar molecularmente pela técnica de ERIC-PCR todos os isolados utilizados
neste estudo e confirmar a identidade das cepas pela técnica REP PCR.

Detectar molecularmente os principais mecanismos de resisténcia aos beta-lactamicos
dos bacilos Gram-negativos envolvidos no processo de colonizagéo e infeccéo.

Avaliar a associagé@o entre as amostras de colonizacdo e de infeccdo dos diferentes

bacilos Gram-negativos estudados.
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RESUMO

OBJETIVO O objetivo deste estudo foi investigar a associacdo entre a colonizacdo e a
infeccdo por bacilos Gram-negativos multirresistentes em pacientes hospitalizados em dois
hospitais do sul do Brasil.

RESULTADOS. O patdgeno da colonizacdo prévia por bactérias Gram-negativas foi
molecularmente relacionado com o da infec¢do em 70,6% dos pacientes e amostras de mesmo
clone foram encontradas na colonizagdo ap0s o processo infeccioso em 75,9% dos casos. A
colonizacdo pela mesma cepa foi encontrada até 88 dias antes e 296 dias ap0s 0 processo
infeccioso. Nosso estudo também detectou a presenga de um clone endémico de
Acinetobacter baumanni nos dois hospitais e amostras idénticas deste microrganismo foram
encontradas no ambiente ao redor do leito de um paciente infectado.

CONCLUSOES. Este estudo indica que culturas de vigilancia e medidas como a
descolonizacdo do paciente e melhor direcionamento da limpeza e desinfeccdo podem ser
muito Uteis no controle de infeccdes por estes microrganismos.

Palavras — chave: bactérias multirresistentes, colonizacéo, infeccdo, bacilos Gram-negativos,

caracterizacdo genotipica.
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INTRODUCAO

A colonizacdo de pacientes hospitalizados por microrganismos multirresistentes aos
agentes antimicrobianos tem sido diretamente associada a infeccbes por estes
microrganismos.™

H& mais de 20 anos, Weinstein estimou que as fontes de transmissdo de patdgenos
envolvidos em infecgfes em unidades de terapia intensiva incluem a microbiota dos pacientes,
as maos contaminadas do pessoal hospitalar, 0 uso de antibidticos além do ambiente
contaminado.®

O ambiente hospitalar durante muito tempo foi considerado ndo significativo para a
transmissdo de patégenos,*> mas na Gltima década um notéavel progresso tem sido feito no
entendimento de que ele desempenha um papel importante na transmissdo de patégenos
hospitalares,® com estudos mostrando que os patdgenos dos pacientes podem contaminar o
ambiente, permanecer viaveis por longos periodos, resistirem a desinfeccdo e limpeza, e ser
encontrados em concentracdes suficientes para transmissdo.’

A contaminacdo de superficies por bactérias Gram-positivas como Staphylococcus
aureus resistentes a oxacilina, enterococos resistentes a vancomicina ou ainda Clostridium
difficile,’ que sdo reconhecidamente mais resistentes a dessecacdo® tem sido bastante

investigada,®®

no entanto, a frequéncia de contaminacdo de superficies dos quartos e a
importancia disto para bacilos Gram-negativos tem sido pouco estudada.

Para Acinetobacter baumanni e Pseudomonas aeruginosa multiresistentes, um estudo
demonstrou um aumento significativo no nimero de pacientes colonizados internados em
quartos previamente ocupados por pacientes colonizados ou infectados por estes

microrganismos, porém estes patdgenos ndo foram caracterizados geneticamente.” Ainda

outros estudos demonstraram que o desenvolvimento de pneumonia por Pseudomonas
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aeruginosa' e Acinetobacter baumanni'! foram diretamente associadas & colonizacio prévia
do trato respiratdrio superior por este microrganismos.

Estes fatos indicam que o conhecimento da origem da colonizacdo e da contaminagéo
do ambiente ao redor do paciente sdo fatores que auxiliam nas medidas de controle destas
infeccdes por microrganismos MDR. Baseados nestes fatos, o presente estudo investigou a
relacdo entre a colonizacdo e infec¢do por bacilos Gram-negativos MDR e a presenca destas

bactérias em situacdo endémica em dois hospitais do sul do Brasil.

METODOS
Amostras bacterianas

Foram selecionadas para o estudo amostras de colonizacdo e infeccdo de bacilos
Gram-negativos isoladas de pacientes internados no periodo de janeiro de 2009 a dezembro de
2010 no hospital Santa Casa de Maringa e de janeiro de 2011 a dezembro de 2012 no Hospital
Universitario de Maringa (HUM). Foram incluidos pacientes que possuissem a mesma
espécie bacteriana tanto em amostras de colonizacéo (isoladas a partir de swabs retal, nasal ou
oral) como amostras clinicas (isoladas de processos infecciosos). Para um paciente foram
coletadas amostras do ambiente ao redor do leito.

As amostras de colonizacdo foram coletadas na admissdo conforme indicacdo do
médico plantonista e para todos os pacientes que apresentassem indicacdo de internamento em
enfermaria ou Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) ou ainda se tivesse estado internado no
mesmo ou em outro hospital nos ultimos 30 dias. As coletas foram realizadas semanalmente
de todos os pacientes internados nas UTIs por todo o periodo do internamento. Os swabs
retais eram passados previamente em 10 mL de caldo Tryptic Soy Broth (TSB) contendo um

disco de 10ug de ertapenem e este caldo era posteriormente plagqueado em agar MacConkey.
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Identificacéo dos isolados e Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

Os isolado clinicos foram identificados e testados quanto a susceptibibilade por
método automatizado Phoenix® - BD (Becton Dickinson Diagnostic Systems, Sparks, MD,
EUA) no laboratério de cada hospital. Para as amostras bacterianas isoladas de colonizacao a
identificacdo foi realizada por provas bioquimicas convencionais. Os testes de sensibilidade
para antimicrobianos carbapenémicos (imipenem e meropenem) e cefalosporinas
(ceftazidima, ceftriaxona e cefepima) destes isolados foram realizados pelo método de disco
difusdo, conforme preconizado pelo "Clinical and Laboratory Standards Institute”.***3
Tipagem molecular

A tipagem molecular foi realizada pela técnica "Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus—Polymerase Chain Reaction (ERIC-PCR)" segundo Silbert et al.** A
interpretacdo dos padrdes de bandas gerados pelo ERIC-PCR foi realizada utilizando-se o
"software” Bionumerics, verséo 6,5 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium). Para
analise da similaridade dos isolados foi utilizado o coeficiente de Dice."™ Os isolados foram
considerados do mesmo clone quando o coeficiente de similaridade foi igual ou maior que
0,93." A identidade clonal foi ainda confirmada por um segundo método “Repetitive
Extragenic Palindromic—Polymerase Chain Reaction (REP-PCR)".*°
Deteccédo Molecular dos Marcadores de Resisténcia

A analise molecular dos principais mecanismos de resisténcia para os beta-lactamicos
foi realizada pela metodologia de PCR multiplex segundo Poirel et. al.” onde foram
pesquisados os genes blagv, blaype, blaspm, blanom € blakee para todos os bacilos Gram-
negativos estudados. Adicionalmente, para amostras de Acinetobacter spp. foram ainda
pesquisados 0s genes blaoasi-likes Plaoxazs-likes Dl8oxaza-like, Dl@oxass-like € DlA oxa143-like, SEQUNAO

Woodford et.al.’® e para as enterobactérias os genes ESBL (blatgm, blasyy € blactx-m)

segundo Monstein et.al..*®
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RESULTADOS

Foram incluidos no estudo 69 pacientes dos dois hospitais. Oito pacientes tiveram
mais de um microrganismo isolado e no total 197 amostras foram analisadas. Os numeros de
amostras dos microrganismos selecionados/paciente foram: 81 Pseudomonas aeruginosa/3z2;
83 Acinetobacter baumannii/30; 14 Klebsiella pneumoniae/7; 10 Enterobacter spp./4, 4
Stenotrophomonas maltophilia/2; 3 Escherichia coli/l e 3 Serratia marcescens/1. Dos 69
pacientes estudados, 63 (91,3%) foram internados pelo menos uma vez na UTI.

Todas as amostras com clones relacionados pela técnica de ERIC-PCR foram
confirmadas pela técnica de REP-PCR. Exemplos do padrdo de bandas gerado por estas
técnicas estdo mostrados nas Figuras 1la e 1b.

A distribuicdo dos clones em relacdo a data de isolamento, sitio de infeccdo e
principais marcadores de resisténcia para P. aeruginosa e A. baumannii do hospital Santa
Casa estdo demonstrados nas figuras 2 e 3. Para 0 HUM, estes dados sdo mostrados nas
figuras 4 (P. aeruginosa), 5 (A. baumannii), 6 (S. malthophila), 7 (E. coli) 8 (S. marcescens),
9 (K. pneumoniae) e 10 (Enterobacter spp).

A obtencdo da amostra de colonizacdo previamente a amostra de infeccdo por
bactérias de mesma espécie ocorreu em 34 pacientes, sendo que em 24 (70,59%) foi
verificada uma identidade clonal entre a amostra de colonizacdo e a amostra de infeccao.
Amostras de bactérias de mesma espécie colonizando os pacientes apos a infecgdo clinica
foram isoladas em 29 pacientes dos quais 22 (75,86%) apresentaram perfil molecular com
similaridade maior a 93%, sendo, portanto, consideradas de mesma origem clonal.

A Tabela 1 apresenta a distribui¢do dos clones em relacdo ao tempo entre os isolados
de colonizacdo e infeccdo das diferentes bactérias estudadas.

O principal material clinico para o isolamento de P. aeruginosa, A. baumannii e S.

maltophilia foi o aspirado traqueal, para K. pneumoniae foi secre¢do abdominal e para
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Enterobacter spp. e E. coli foi a urina. Ndo houve relacdo direta entre o tipo de material
clinico e a similaridade das amostras.

A mesma cepa pdde ser encontrada colonizando o paciente até 88 dias antes da
infeccdo e até 296 dias ap0s a infeccdo. Ambos os periodos foram referentes a amostras de P.
aeruginosa e no caso da colonizacdo prévia, o paciente esteve internado em todo tempo na
UTI; no caso da colonizagdo posterior o paciente recebeu alta e retornou ao hospital
colonizado pela mesma cepa.

Quanto aos isolados de A. baumannii selecionados neste estudo, 0s provenientes do
hospital HUM apresentaram um mesmo clone envolvendo 41,67% (15/36) dos isolados,
durante um periodo de 222 dias. Um segundo clone foi responsavel por 16,67% (6/36) dos
isolados em um periodo de 303 dias e um terceiro por 13,89% (5/36) em 269 dias. No hospital
Santa Casa, um clone incluiu 23,4 % (11/47) das amostras de A. baumannii, em um periodo
de 409 dias. Os isolados dos demais microrganismos foram caracterizados por
policlonalidade.

Em um paciente além da coleta do material clinico aspirado traqueal foram também
coletadas amostras do ambiente a redor: bomba de infusdo, grade do leito, monitor cardiaco e
bancada. Todas as amostras foram positivas para A. baumannii e foram relacionadas
clonalmente.

O aspirado traqueal foi analisado como possivel fonte de contaminacdo para outros
sitios (Tabela 2). Os principais materiais clinicos com identidade com aspirado traqueal foi
urina para P. aeruginosa e E. coli e sangue para A. baumannii e K. pneumoniae.

Alguns pacientes mostraram positividade nas culturas de ponta de cateter. Foi
verificado identidade clonal em todas as amostras de ponta de cateter e sangue. As amostras
foram isoladas no mesmo dia ou com um dia de diferenca, com excecdo de uma amostra de

ponta de cateter que foi isolada 11 dias apds a amostra de sangue (HUMACc43 e HUMAc41
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Figura 5). Os isolados de ponta de cateter também tiveram identidade clonal com amostras de
secrecdo abdominal (2/2), aspirado traqueal (3/6) e swab retal (3/5).

Em relacdo & sensibilidade aos antimicrobianos, 71,08% (59/83) das amostras de A.
baumannii possuiam resisténcia plena ou intermediaria a pelo menos um dos antimicrobianos
carbapenémicos. Para P. aeruginosa e enterobactérias esta taxa foi de 29,63% (24/81) e
24,14% (7/29), respectivamente. Para as cefalosporinas de amplo espectro, a taxa de
resisténcia plena ou intermediaria de A. baumanni foi de 98,8% (82/83), P. aeruginosa de
59,26% (48/81), e enterobactérias de 75,86% (22/29) (Tabela 3).

Todas as amostras de A. baumanni apresentaram o gene blapxasi-iike € 72,23% (60/83)
apresentaram também o gene blaoxazsikee Para as enterobactérias, todas as amostras
apresentaram o gene blargm, 58,62% (17/29) das amostras apresentou também o gene blacrx-
m € uma amostra foi verificada também a presenca do gene blasyy. Nenhuma amostra foi
apresentou genes de metalo beta-lactamases.

Dos pacientes que apresentaram colonizacéo e infec¢do pela mesma cepa, 25% (11/44)
mostraram alteracdo de sensibilidade entre suas amostras. Um paciente foi colonizado com
uma bactéria resistente que se mostrou sensivel na infeccdo e nos demais casos as amostras
eram sensiveis e posteriormente apresentaram resisténcia. Quanto a presenca dos marcadores
genotipicos de resisténcia, 4 (9,1%) pacientes com amostras idénticas clonalmente
apresentaram diferenca. Destes, 3 tinham amostras de A. baumannii prévia contendo o gene
blaoxasi-like € amostras posteriores contendo 0s genes blapgxasi-iike € blaoxazz ke, €M apenas
um desses casos a colonizagéo era prévia, com 3 dias de diferenca da amostra clinica. O outro
paciente tinha amostra de K. pneumoniae, apresentando o gene blactx.m na amostra de

secrecdo abdominal e ndo apresentando no swab retal coletado 4 dias ap6s.
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DISCUSSAO

A importéncia de culturas de vigilancia recomendadas para reduzir a transmissao de
patdgenos hospitalares durante surtos ou situacGes endémicas constitui ainda matéria de
debate.?®* Culturas de vigilancia para deteccdo de pacientes colonizados com bactérias
Gram-negativas MDR ndo tém sido amplamente adotadas, em parte devido a escassez dos
dados sobre a acuracia de sua identificacio.

Alguns autores indicam que a colonizagdo em um sitio pode ndo conter 0s mesmos
microrganismos de outro sitio, por exemplo, colonizacao de vias aéreas superiores pode ser
diferente da colonizacdo do trato digestivo® e outros sugerem que para maior sensibilidade 2
ou mais sitios devem ser pesquisados.?* Embora nossos resultados em grande parte continham
amostras de colonizacéo referentes a apenas um sitio, eles demonstraram que a maioria dos
pacientes (70,6%) apresentou colonizacdo prévia pela mesma cepa isolada no sitio infeccioso
e ainda que pelo menos 75,9% dos pacientes continuaram colonizados pela mesma cepa que
causou a infeccéo.

Isolados geneticamente idénticos foram recuperados colonizando o paciente por
longos periodos, até 296 dias ap6s o quadro infeccioso, comprovando que o0 paciente pode
constituir uma importante fonte de transmissdo de colonizacdo ou infec¢cdo de bactérias Gram-
negativas MDR para pacientes e profissionais da saude.

Para Pseudomonas aeruginosa, encontramos em nosso estudo, colonizacgéo prévia com
amostra do mesmo clone ao da infeccdo em 65% dos pacientes. A maioria dos pacientes
apresentou amostra clinica proveniente de aspirado traqueal e amostra de colonizacdo de swab
retal. Um estudo?®® investigou a colonizagéo do trato respiratério superior em um hospital onde
P. aeruginosa era endémica. Através da analise das culturas de swabs retal e de orofaringe
encontrou que 34% dos pacientes ja estavam colonizados no seu trato respiratério na

admissdo, 13% foram colonizados no trato respiratério com o mesmo genotipo do trato
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intestinal do momento da admissdo, 24% foram colonizados por um gendtipo diferente
daquele encontrado no trato intestinal e 8% foram colonizados por transmissao cruzada.

No presente estudo, verificamos uma alta similaridade entre os isolados de
colonizacdo e infeccdo por P.aeruginosa (Figuras 2 e 4), entretanto as amostras isoladas de
diferentes pacientes foram distintas. Apenas 4 dos 32 pacientes infectados tiveram a mesma
cepa isolada de outro paciente. Alguns estudos também encontraram que a colonizacdo
inerente do proprio paciente por P.aeruginosa desempenha um papel mais importante no
desenvolvimento de infeccdes do que a colonizacdo adquirida no ambiente hospitalar.?*#

Pesquisas relataram que P. aeruginosa pode sobreviver de 6 horas a 16 meses no
ambiente hospitalar, uma delas encontrou que em superficies secas ela permaneceu viavel ate
5 semanas.?® A ocorréncia disseminac&o desta bactéria tem sido mais encontrada quando ela é
encontrada no ambiente associada a saidas de agua. Uma revisao de estudos publicados entre
1998 e 2005 mostrou que entre 9,7% a 68,1% das torneiras estavam contaminadas com P.
aeruginosa e entre 14,2% e 50% dos episodios de colonizacdo ou infec¢do dos pacientes
hospitalizados foram associados aos genétipos encontrados na 4gua.?’ Esta disseminagéo e a
sobrevivéncia de P.aeruginosa ndo foram observadas em nosso estudo uma vez que foi
apenas verificada a correlacdo entre as cepas de cada paciente em particular e que para este
microrganismo ndo tivemos isolamentos positivos em culturas do ambiente hospitalar.

Embora a resisténcia aos carbapenémicos verificada para P.aeruginosa tenha sido de
29,6% nenhum gene de metalo f-lactamase foi encontrados entre os isolados em nosso
estudo.

No caso de A. baumannii verificamos uma maior taxa de identidade clonal entre as
cepas de colonizacdo prévia e infeccdo (80%) sendo ainda evidenciado em um dos hospitais
(Figura 4) uma alta frequéncia de transmissdo cruzada. Na maioria dos pacientes, como

verificado para P.aeruginosa, a amostra clinica de maior frequéncia foi o aspirado traqueal
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entretanto a maioria das amostras de colonizagédo foi proveniente de swabs nasal e oral. Entre
os isolados de A. baumannii foi detectado 72,2% de amostras positivas para o gene blapxazs-
like Fesponsavel pela producdo de carbapenemase OXA 23.

Em nossos dados verificamos a presenca de A. baumanni contaminando o ambiente ao
redor de um paciente infectado por este microrganismo. Este fato também foi evidenciado em
outros estudos, % até mesmo ap6s desinfeccdo.?’ Um deles pesquisou as superficies do quarto
em que o paciente tinha historia recente ou remota de infecgdo por A. baumannii
multirresistente”® e encontrou que 48% dos quartos foram positivos para A. baumanni em pelo
menos um local do ambiente. A amostra do ambiente foi geneticamente semelhante a do
paciente em 85% dos casos e 0s pacientes com historia recente (menos de 2 meses) de
infeccdo ndo foram mais propensos a contaminar o0 ambiente do que 0s pacientes com historia
remota. Este é um dado importante, j& que em nosso estudo encontramos que 0O paciente
infectado por A. baumanni continua colonizado pela mesma bactéria (88,9% dos casos) por
longos periodos (e.g., 113 dias). Este pode ser um dos fatores que contribuiu para a
disseminacdo clonal de A. baumanni multirresistente ja descrita por pesquisadores de nossa
equipe em um dos hospitais (HUM).® Outro estudos ja demonstraram que A. baumanii pode
sobreviver por longos periodos®® no ambiente hospitalar devido a sua resisténcia & dessecacéo
31.

No presente estudo a mesma cepa de A. baumannii pode ser encontrada em até 409
dias de diferenca entre as amostras ScCAcO1l e ScAc95 isoladas de aspirado traqueal no
hospital Santa Casa (Figura 3). Um outro fato que pode contribuir para a permanéncia de A.
baumannii sdo as mdos contaminadas dos profissionais de salde que podem transferir os
patdgenos entre 0s pacientes e o ambiente. Outro estudo realizado em nosso laboratério

demonstrou que uma cepa de A. baumannii MDR isolada previamente em hemoculturas de
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cinco pacientes foi recuperada em todas as amostragens das méos enluvadas dos profissionais
de satide depois de realizar o banho de leito ou a troca de curativos destes pacientes.*

Dois pacientes em nosso estudo apresentaram identidade entre as amostras de
colonizacdo retal e aspirado traqueal para S. maltophila (figura 6). Este patdgeno tem sido
associado a infeccbes do trato  respiratorio  especialmente em  pacientes
imunocomprometidos.*

Quanto as enterobactérias, todas as amostras investigadas em nosso estudo
apresentaram pelo menos um gene B-lactamase de espectro ampliado (ESBL) (Figuras 7— 10).
O pequeno numero de amostras ndo tornou possivel verificar disseminacdo entre diferentes
pacientes para estes microrganismos; contudo para K. pneumoniae foi encontrado dois clones
envolvendo dois pacientes cada.

A disseminacdo clonal das enterobactérias tem sido pouco estudada porque se
acreditava que elas ndo sobreviviam bem nas superficies.** Um estudo encontrou a presenca
de enterobactérias produtoras de ESBL em 4% (19/470) das superficies hospitalares
pesquisadas, das quais 89% eram K. pneumoniae.*® Outro estudo (com 6 quartos e 3 pacientes
positivos para K. pneumoniae ESBL) encontrou 4 de 18 sitios contaminados.** Os autores
sugeriram que embora a contaminacdo ambiental ndo seja tdo comum como nas bactérias
Gram-positivas, frequentes toques com as maos nas superficies adjacentes dos pacientes
colonizados e banheiros em comum s&o um reservatério negligenciado de K. pneumoniae.*

O tempo de sobrevivéncia de K. pneumoniae nas superficies varia de 2 horas a 30
meses.?® Um estudo avaliou o risco de adquirir E. coli e K. pneumoniae produtores de ESBL
quando o paciente anterior do quarto tinha isolados positivos para ESBL. Os resultados
mostraram que 18% dos pacientes adquiriram a mesma cepa bacteriana obtida do ocupante

anterior mas este resultado ndo foi considerado significativo.®*®* Em nosso estudo devido ao



49

pequeno nimero de pacientes estudados para enterobactérias ndo podemos inferir sobre a
transmissdo destas amostras.

Foi também verificado no presente estudo que o aspirado traqueal pode ser uma
possivel fonte de contaminacdo para demais sitios (Tabela 2). Encontramos que quando o
aspirado traqueal era prévio a infeccdo em outro material clinico, houve identidade clonal
entre as amostras em 78,3 % dos casos. A maioria dos pacientes intubados necessitam de
cuidados de higiene traqueal frequentes.*” Estes procedimentos resultam na producgdo e
disseminacdo de goticulas. Um estudo mediu a distancia destas goticulas, encontrando uma

1.3" Também foi

distancia média de 60 + 39cm (intervalo de 25 a 168 cm) do tubo traquea
encontrado que os cuidados do trato respiratério € um dos cuidados que mostram a maior
probabilidade de contaminar as maos dos profissionais.*® Outro estudo verificou que as
bactérias presentes no escarro tém um maior tempo de transferéncia (até 180 minutos) do
microrganismo pelas maos dos profissionais quando comparadas com contaminagdo em
suspenso salina (até 30 minutos).*

A contaminagdo do ambiente pelas goticulas de aspirado traqueal e transferéncia dos
patdgenos no mesmo paciente, quando o profissional toca um sitio contaminado e em seguida
um sitio limpo, pode favorecer a contaminagéo de outros sitios assim como o ambiente.

Cateteres intravenosos sdo importantes fontes de bacteremia e causadores de injurias
infecciosas no local da insercdo.”* Em nosso estudo verificamos que houve similaridade
genética entre os microrganismos isolados de ponta de cateter e 0 sangue e secrecdo
abdominal. Também pode ser verificada identidade entre amostra de swab retal e ponta de
cateter ou ainda de secrecdo traqueal e ponta de cateter. Embora sejam poucas as amostras de
ponta de cateter, a similaridade encontrada entre os isolados de ponta de cateter e diversos

outros sitios alertam para o fato que a colonizacgdo do paciente pode ser um fator de risco para

colonizacao de ponta de cateter e posterior infec¢do de corrente sanguinea.
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Foi ainda observado neste estudo que em 22,73% dos pacientes que apresentaram
colonizagdo e infec¢do pela mesma cepa bacteriana, houve diferengas no perfil de resisténcia
aos beta-lactamicos entre as duas amostras, e em 9,1% dos casos foi encontrada a aquisicédo de
genes de resisténcia no segundo isolado.

Um ponto importante nos estudos de relacdo entre a colonizacdo e a infeccdo é a
importancia do ambiente ou ainda dos profissionais da salde como parte deste contexto. Uma
limitagdo de nosso estudo foi ndo ter obtido amostras dos profissionais da salde e ter
analisado poucos isolados do ambiente hospitalar, mas independente deste fatos, o presente
estudo demonstrou existir uma grande associagdo entre a colonizacdo e a infeccdo de
pacientes por bactérias Gram negativas MDR e indica que culturas de vigilancia ou ainda a
descolonizacdo, principalmente de A. baumannii, e melhor direcionamento da limpeza e

desinfeccdo possam ser muito Uteis no controle de infecgBes por estes microrganismos.
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FIGURA 1. Padrdo de bandas gerado por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC) e Repetitive
Extragenic Palindromic (REP) - Polymerase Chain Reaction (PCR). (a) em amostras de Pseudomonas.
aeruginosa pela técnica de ERIC-PCR (b) em amostras de Acinetobacter baumannii pela técnica de REP-PCR.
Amostras de colonizagdo e infeccdo por paciente. PM= peso molecular de 100 pares de base; A= amostra

colonizante anterior a infeccdo P= amostra colonizante posterior a infeccdo; 1= amostra infectante.
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65
70

75

ERIC-PCR

Isolado

ScPa 96
ScPa 97
ScPa 68
ScPa 45
ScPa 46
ScPa 147
ScPa 148
ScPa 33
ScPa 49
ScPa 166
ScPa 80
ScPa 93
ScPa 81l
ScPa 34
ScPa 35
ScPa 44
ScPa 99
ScPa 70
ScPa72

Data

29/03/2010
02/04/2010
02/02/2010
18/11/2009
19/11/2009
16/09/2010
20/09/2010
06/11/2009
15/12/2009
07/10/2010
04/03/2010
09/03/2010
04/03/2010
03/11/2009
04/11/2009
24/11/2009
30/03/2010
03/02/2010
15/02/2010

Paciente

LDSM
LDSM
PGV
LHBC
LHBC
MFGY
MFGY
PHDMC
PHDMC
PHDMC
CS

Cs

Cs
ASDF
ASDF
LHBC
PGV
AARF
AARF

Uni-
dade
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIP
UTIP
UTIP
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA

Sitio de
isolamento
Asp. Traqueal
Sangue
Swab Nasal
Asp. Traqueal
Swab Nasal
Asp. Traqueal
Swan ON
Swab Oral
Sangue
Swab Nasal
Swab Oral
Sangue
Swab Nasal
Asp. Traqueal
Swab Nasal
Sangue

Asp. Traqueal
Swab nasal
Asp. Traqueal
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FIGURA 2. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para

amostras de Pseudomonas aeruginosa do Hospital Santa Casa de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.

Unidades hospitalares: UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto; UTI

Pediatrica.

Sitio de isolamento: Swab ON= Swab Oral e Swab Nasal.

A= Unidade de Tratamento Intensivo



ERIC-PCR

|-60
0

AN IR R N R R e

ERIC-PCR

Isolado

ScAc 53
ScAc 54
ScAc 55
ScAc 52
ScAc 34
ScAc 40
ScAc 41
ScAc 47
ScAc 45
ScAc 42
ScAb 3
ScAb 29
ScAb 31
ScAb 25
ScAb 8
ScAc 70
ScAc 73
ScAc 94
ScAc 102
ScAb 64
ScAb 56
ScAb 38
ScAc 17
ScAc 18
ScAc 24
ScAc 95
ScAc 96
ScAc 97
ScAc 13
ScAc12
ScAc 04
ScAc 07
ScAc 01
ScAc 05
ScAc 06
ScAc 101
ScAc 66
ScAc 67
ScAc 76
ScAc 63
ScAc 75
ScAc 86
ScAc 77
ScAc 87
ScAc 92
ScAc 60
ScAc 62

Data

07/04/2010
07/04/2010
07/04/2010
07/04/2010
06/03/2010
25/03/2010
25/03/2010
25/05/2010
11/03/2010
15/03/2010
11/05/2009
04/06/2009
09/06/2009
21/05/2009
19/05/2009
25/06/2010
28/06/2010
14/10/2010
10/11/2010
21/05/2010
22/05/2010
25/05/2010
05/11/2009
08/11/2009
15/12/2009
19/10/2010
09/07/2010
07/10/2010
20/10/2009
21/10/2009
08/09/2009
09/09/2009
05/09/2009
08/09/2009
08/09/2009
09/11/2010
15/06/2010
15/06/2010
06/07/2010
03/05/2010
07/07/2010
16/09/2010
19/07/2010
16/09/2010
28/09/2010
18/04/2010
02/05/2010

Paciente Unida-

LDSM
LDSM
JRCS
LDSM
LDSM
NS
NS
NS
CMBG
CMBG
PF
PF
PF
DS
DS
MLZF
MLZF
DRV
DRV
RBDSB
RBDSB
RBDSB
LNP
LNP
MBDS
MBDS
MMSM
MMSM
NMP
NMP
VDL
VDL
SF
SF
SF
MMSM
GMDP
GMDP
JBM
GMDP
JBM
FPB
JBM
FPB
FPB
JRS
JRS

de

UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
SL

UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
SL

UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA
UTIA

Sitio de
isolamento
Bomba de Infuséo
Grade do leito
Bancada
Monitor Cardiaco
Asp. Traqueal
Swab On
Swab ON
Asp. Traqueal
Asp. Traqueal
Urina

Sangue

Asp. Traqueal
Swab Nasal
Asp. Traqueal
Swab Nasal
Asp. Traqueal
Swab Oral
Swab ON
Urina

Swab ON
Asp. Traqueal
Asp. Traqueal
Urina

Asp. Traqueal
Sangue

Asp. Traqueal
Asp. Traqueal
Sangue

Asp. Traqueal
Sangue

Asp. Traqueal
Swab O

Asp. Traqueal
Swab O
Swab Nasal
Asp. Traqueal
Asp. Traqueal
Sangue
Swab ON
Swab Retal
Asp. Traqueal
Urina

Urina

Asp. Traqueal
Sangue
Swab ON
Sangue
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Marcador de
resisténcia

OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 51
OXA 51
OXA 51
OXA 51
OXA 51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 51
OXA 51
OXA 51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 51
OXA 51
OXA 51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 51
OXA 51
OXA 51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51
OXA 23,51

FIGURA 3. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para

amostras de Acinetobacter baumanni do Hospital Santa Casa de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.

Unidades hospitalares: UT1 A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto; SL= S8o Lucas.

Sitio de isolamento: Swab ON= Swab Oral e Swab Nasal.
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ERIC-PCR ERIC-PCR

Isolado Data Paciente Unidade Sitio de isolamento

90
95

— LT T HUMKPa72  04/04/2012 ENP  UTIA  Swab Retal
LI T T HUMPa98  26/03/2012 ENP  UTIA  Sangue
[T T HUMPa126  02/08/2012 IRDS  UTIA  Asp. Traqueal

ﬂ I 0 L HUMPa129  13/08/2012 IRDS  CC Sec. Inc. Cirurg.
[T T HUMPa128  13/08/2012 IRDS UTIA  Ponta de cateter
R HUMKPa 147 21/08/2011 IRDS  UTIA  Swab Retal
(I ] HUMKPa57  28/02/2012  CP UTIA  Swab Retal
(1T T HUMPa92  03/03/2012 CP UTIA  Urina
IR HUMPa97  23/03/2012 CP UTIA  Asp. Traqueal

co e i HUMKPa 175 05/11/2012 ABS  CM Swab Retal
Lo N HUMPa127  03/08/2012 ABS  CM Sangue
L T HUMKPa12  14/09/2011 MIGL  UTIA  Swab Retal
N HUMPa 67  03/10/2011 MIGL  UTIA  Asp. Traqueal
L0 I HUMKPa173 05/11/2012 MIDS  UTIA  Swab Retal
\ \

[ 11 HUMPa 147  21/11/2012 MIDS  UTIA  Asp. Traqueal
[ e HUMPa143  15/08/2012 RDOL UTIA  Sangue
(0 T T HUMPa 144  21/08/2012 RDOL UTIA  Asp. Traqueal
LTI T HUMPa52  15/08/2011 MVM  UTIA  Asp. Traqueal
— [T HUMPa89  14/02/2012 MVM  AMB  Urina
— LT HUMPa 04 18/02/2011  VDFHR UTIA  Ponta de Cateter
(I HUMPa45  05/07/2011 MEPF  CM Urina
— [T T HUMKPa03  18/08/2011 MVM  UTIA  Swab Retal
— [N HUMPa 30 30/04/2011 MEPF  UTIA  Asp. Traqueal
[ T HUMPa79  23/12/2011 ARDS UTIA  Urina
I HUMPa84  06/01/2012 ARDS UTIA  Asp. Traqueal
L L T HUMPa83  07/01/2012 ARDS UTIA  Urina
R HUMPa 81 20/12/2011  ADC UTIA  Asp. Traqueal
IRREIRIEN HUMPa82  09/01/2012 ADC  CC Ponta de Cateter
RIEREE HUMPa87  08/02/2012 ADC  CC Urina
[ HUMPa36  15/06/2011 ABDO UTIA  Urina

\
%ﬁ !
— RN HUMPa4l  21/06/2011 ABDO UTIA  Asp. Traqueal
—— | || HUMKPa55  10/02/2012  ADC UTIA  Swab Retal
L I HUMKPa 07  30/08/2011  EP UTIA  Swab Retal

l
[T T HUMPa02  12/01/2011 VDFHR UTIA  Swab Retal

} IR HUMPa08  30/01/2011 VDFHR UTIA  Asp. Traqueal
I [l ||| HuvPass  08/03/2012 JRCS UTIA  Urina
|j 1] 1] ||| HuMkPass 15/03/2012 JRCS UTIA  Swab Retal
[l 111 ||| HuMKPasa 11/02/2012 JRCS UTIA  Swab Retal
[| ||| HumPass 06/09/2011  EP UTIA  Liquido Abdominal
{ || | | HuMPaso 110972011  EP UTIA  Sangue
— [ [N T ||| HumkPaza 121102011 RSDA  UTIA  Swab Retal
— ] || || | HuMPa73  27/10/2011 RSDA UTIA  Asp. Traqueal
— [ I1II] 1] || | +umPass 23012012 JRCS UTIA  Sangue
L VL T ]| Humpaze 2812011 Ge UTIA  Asp. Traqueal
— | FIVTTI L ] ] HumPazo 24102011 GC UTIA  Urina
| HUMKPa19  12/10/2011  RNCAFA UTIA  Swab Retal
— ITPL LI L] [ 1] HUMKPass 021102011 RNCAFA UTIA  Asp. Traqueal
- \ \ HUMPa 13 14/02/2011  JADS  UTIA Asp. Traqueal
UL NN L] 1] ] Humkpais — 23ioei2011  MGM Q8 Swab Retal
L I T LTI [ ] HumPaes  2eioer2011  MGM Q8 Asp. Tragueal

L I 1L HI L] ]| HumkPazs  owiwz011 G UTIA  Swab Retal

— I | I1II I 1] HumPaii  16/02/2011  JADS — UTIA  Pontade cateter

FL 0 HUMPa107  23/04/2012 AMA  UTIA  Asp. Traqueal

H \ \ HUMPa 108  07/05/2012  AMA UTIA  Sangue

\ \ HUMKPa 98  08/05/2012  AMA UTIA  Swab Retal

(N | HUMKPa 85  20/04/2012  AMA UTIA  Swab Retal

N N T HUMPa113  15/05/2012 LSDC UTIA  Urina

o [ T \ HUMPa115 23/05/2012 LSDC UTIA  Asp. Traqueal

| LTI T HUMKPa59  16/03/2012 LSDC UTIA  Swab Retal
N1 1 1 ||| HumPaiio  12/06/2012  LSDC ~ UTIA  Urina

| 'L L0 T ||| | HuMKPa177 oe/i1/2012  JRDS — CM Swab Retal

! [ | | [l |]|l] HumPa1a6 osi11/2012 JRDS CM Urina

FIGURA 4. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para
amostras de Pseudomonas aeruginosa do Hospital Universitario de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.
Unidades hospitalares: UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto; CC= Clinica Cirlrgica; CM= Clinica Médica,

AMB= Ambulatério; Q8= Queimados.
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ERIC-PCR ERIC-PCR

Isolado Data Paciente Uni- Sitio de Marcador de
s g e ©w g 8w g 1 8 dade isolamento resisténcia
N I I HUMKAC 99  08/05/2012 CP  UTI A Swab Retal OXA 23, 51
11 U1 T HUMKAG 149 21/08/2012 VC  UTI A Swab Retal OXA 23, 51
LIV T HUMKAC 146 21/08/2012 JCR  UTI A Swab Retal OXA 23, 51
LT HUMAc 64  09/05/2012 CP  UTIA Urina OXA 23, 51
FIET I T N HUMKAC 67 02/04/2012 RBE ~ UTI A Swab Retal OXA 23, 51
FIET 1 T T HUMAC 65  09/05/2012 CP  UTI A Sonda de alivio OXA 23, 51
— 1] N HUMAc 75  27/08/2012 JCR  UTI A Lig. Abdom. OXA 23, 51
\

HUMAc 78  26/08/2012 JCR  UTI A Ponta de cateter OXA 23, 51

[ 1] ] HUMAC 76  23/08/2012 JCR  UTI A Asp. Traqueal  OXA 23, 51
LTI
] HUMAC 71  13/07/2012 RBE  UTI A Asp. Traqueal ~ OXA 23, 51

[ ] ] LA HUMAC 66  23/04/2012 RBE  UTI A Sangue OXA 23, 51
u \ H \ \ \ \ \ \H \ \ \ \ \ HUMAC 74  14/08/2012 VC  UTI A Asp. Traqueal  OXA 23, 51
]| [T HUMAc 77  21/08/2012 VC  UTI A Sangue OXA 23, 51

N HUMAC 47  16/01/2012 CP  UTIA Asp. Traqueal ~ OXA 23, 51
HUMAC 59  23/03/2012 CP  UTIA Asp. Traqueal  OXA 23, 51
LT 1 T T HUMAC 54  28/02/2012 MAL UTI A Sangue OXA 23, 51

\ (T T HUMAC 55  28/02/2012 MAL  UTI A Sangue OXA 23, 51
[ [ 111 HUMAC 57  29/02/2012 MAL  UTI A Ponta de cateter OXA 23, 51
[ |]] HUMAC 41  24/11/2011 RASB CC  Ponta de cateter OXA 51

.

[ ] [ HUMAC 43 13/11/2011 RASB UTI A Sangue OXA 51
L0 T I HUMAC 81  22/11/2012 BG  UTI A Asp. Tragueal ~ OXA 51
\ \ \ \ \ \ H H H \ HUMAC 82  22/11/2012 BG  UTI A Sangue OXA 51
NPT T I HUMKAC 113 24/05/2012 GMDS UTI A Swab Retal OXA 23, 51
i \ \ \ \ H \ \ H \ \ H \ HUMAC 49  16/01/2012 JADSF UTI A Asp. Traqueal ~ OXA 51
[T LI HUMKAC 50 23/01/2012 JADSF UTI A Swab Retal OXA 51
\ \ \ \ H \ \ \H \ H \ HUMAC 67  10/06/2012 GMDS UTI A Ponta de cateter OXA 23, 51
HUMKAC 45 06/01/2012 JCDS UTI A Swab Retal OXA 23, 51

\ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ \ HUMAC 39  24/10/2011 JCDS UTI A Asp. Tragqueal ~ OXA 51
H \ HUMAc 51  19/01/2012 JRCS UTI A Valvula DVP OXA 51
RN HUMKAC 83 19/04/2012 JRCS UTI A Swab Retal OXA 23, 51

LTI AT

|
101
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FIGURA 5. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para
amostras de Acinetobacter baumannii do Hospital Universitario de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.
Unidades hospitalares: UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto; CC= Clinica Cirlrgica.

Sitio de isolamento: LCR= Liquido Cefalorraquidiano; Véalvula DVP= Vélvula de Derivacdo Ventriculo Peritonial.
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ERIC-PCR ERIC-PCR

Isolado Data Paciente Unida-  Sitio de
de isolamento
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IR HUMKStm 126~ 12/07/2012 GZDS UTIA  Swab Retal
HUMStm 15 30/06/2012 GZDS UTIA  Asp. Traqueal
| N HUMKStm 195  09/01/2013 ADOP  UTIA  Swab Retal

HUMStm 20 14/01/2013 ADOP CC Asp. Traqueal

FIGURA 6. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para
amostras de Stenotrophomonas maltophilia do Hospital Universitario de Maringa. Escala representado percentual de

similaridade.

Unidades hospitalares: UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto; CC= Clinica Cirdrgica.

ERIC-PCR ERIC-PCR

Isolado Data Paci- Uni- Sitio de Marcador de
ente dade isolamento resisténcia

‘ HUMEcol 84  28/05/2011 AC UTIA Asp. Traqueal CTX-M, TEM

NIy
C \ \ H \ H \ \ HUMEcol 124 04/10/2011 AC CC  Urina TEM
— \

|
LT ] HUMEcol 119 20/09/2011 AC EME Urina CTX-M

FIGURA 7. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para
amostras de Escherichia coli do Hospital Universitario de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.

Unidades hospitalares: UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto; CC= Clinica CirGrgica; EME= Emergéncia.

ERIC-PCR ERIC-PCR

Isolado Data Paciente Uni- Sitio de Marcador de
dade isolamento resisténcia

\ \ \ \ \ \ HUMSm 05 08/06/2011 MDFDP  UTI AAsp. Traqueal TEM
HUMSm 08 06/07/2011 MDFDP UTI APonta de cateter TEM

FIGURA 8. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para
amostras de Serratia marcescens do Hospital Universitario de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.

Unidade hospitalar: UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto.
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ERIC-PCR ERIC-PCR
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[T ] | | HUMKKp186 26/11/2012 ON UTIA  Swab Retal TEM
| [ I | | HUMKpes  22/12/2012 ON cc Sec. Abdominal CTX-M, TEM
| [ ] Il | ] HUMKp 34  07/06/2011 AC UTIA  Swab Retal CTX-M, TEM
! (]l | ] HUMKp 11  11/02/2011 JRCS UTIA  Asp.Tragueal TEM
— [ | HUMKp 67  11/02/2012 JRCS UTIA  Pontade cateter CTX-M, TEM
— [| | [l | \ HUMKp 33 28/05/2011 AC UTIA  Asp. Traqueal TEM

FIGURA 9. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para
amostras de Klebsiella pneumoniae do Hospital Universitario de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.

Unidades hospitalares: UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto; CC= Clinica Cirurgica.
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Isolado Data Paciente Uni-  Sitio de Marcador de
dade isolamento resisténcia
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[ LI HUMEN 61  23/06/2012 JDO  UTIA Asp. Traqueal CTX-M, TEM
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! RIERE HUMEn 60 21/06/2012 JDO  UTIA Sangue CTX-M, TEM
— I HUMKEN 145 21/08/2011 JCR  UTIA Swab Retal TEM
— HUMEn 68  27/08/2011 JCR  UTIA Li Abdominal TEM
RN HUMEn55  23/05/2012 GCEM PED  Sangue TEM
|

LTI HUMEn56  23/05/2012 GCEM PED  Ponta de cateter TEM

FIGURA 10. Dendograma obtido por Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - Polymerase Chain Reaction para
amostras de Enterobacter spp. do Hospital Universitario de Maringa. Escala representado percentual de similaridade.
Unidades hospitalares: CM= Clinica Médica; AMB= Ambulatério; UTI A= Unidade de Tratamento Intensivo Adulto;

PED=Pediatria.



TABELA 1. Percentual de identidade clonal e média de dias entre os isolados clinicos e de colonizag&o.

COLONIZAGAO PREVIA COLONIZAGAO POSTERIOR
Bactéria Identidade clonal Média de dias Identidade clonal Média de dias
Pseudomonas aeruginosa 65% (13/20) 16,69 (29,15) 78,57% (11/14) 42,55 (35,5)
Acinetobacter baumannii 80% (8/10) 15,45 (15,33) 88,89% (8/9) 17,38 (23,22)
Stenotrophomonas maltophilia 100% (1/1) 5(5) 100% (1/1) 13 (13)
Klebsiella pneumoniae 100% (1/1) 34 (34) 50% (2/4) 22,5 (28,3)

Enterobacter spp. 50% (1/2) 6 (14,5) 0 (0/1) (15)
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TABELA 2. Percentual de identidade clonal e média de dias entre os isolados de aspirado traqueal prévio ou posterior a outras amostras clinicas.

ISOLADO TRAQUEAL PREVIO ISOLADO TRAQUEAL POSTERIOR
Bacteria Identidade clonal Media de dias Identidade clonal Media de dias
Pseudomonas aeruginosa 66,67% (6/9) 12 (35,55) 10% (1/5) 35 (20,6)
Acinetobacter baumannii 83,33% (10/12) 25,8 (27,08) 33,33% (2/6) 52,5 (34,33)
Escherichia coli 100% (1/1) 130 (130) 0 (0/1) (112)
Klebsiella pneumoniae 100% (1/1) 0 (0) 0 (0/0) -

Enterobacter spp. 0 (0/0) - 0 (0/1) 2




TABELA 3. Percentagem de ndo-susceptibilidade dos isolados aos principais antimicrobianos beta-lactamicos.

Bactéria Carbapenémicos Cefalosporinas de amplo espectro
Pseudomonas aeruginosa Santa Casa 15,79% (3/19) 68,42% (13/19)
Pseudomonas aeruginosa HUM 33,87% (21/62) 56,45% (35/62)
Acinetobacter baumannii Santa Casa 63,83% (30/47) 97,87% (46/47)
Acinetobacter baumannii HUM 80,56% (29/36) 100% (36/36)

Enterobactérias 24,14% (7/29) 75,86% (22/29)
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CAPITULO 11l

CONCLUSOES

1. A colonizagéo prévia por bactérias Gram-negativas foi geneticamente relacionada a
infeccdo em 70,6% dos pacientes;

2. Amostras de colonizacdo ap0s o processo infeccioso com identidade genética
puderam ser encontradas em 75,9% dos casos;

3. A média de dias entre o isolamento prévio da amostra colonizante idéntica a
infectante foi de 16 dias variando de 1 a 88 dias;

4. A média de dias apds a infecgdo da recuperacdo de amostra colonizantes do mesmo
clone das infectantes foi de 30,5 dias variando de 1 a 296 dias;

5. As principais bactérias Gram-negativas envolvidas nos processos de colonizacéo e
infeccdo foram Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii;

6. Enquanto para P. aeruginosa a relacdo clonal foi verificada apenas entre os isolados
de colonizagdo e infeccdo de um mesmo paciente, para A. baumannii foi verificada
disseminacéo clonal entre pacientes distintos nos dois hospitais avaliados;

7. Foi verificada a presencga de genes e perfis de resisténcia nas amostras colonizantes
idénticos aos das amostras infectantes em longos periodos de colonizacdo;

8. As culturas de vigilancia foram essenciais para este estudo da relacdo entre a

colonizacao e a infec¢do em bactérias Gram-negativas.
PERSPECTIVAS FUTURAS
Realizacdo da descolonizacdo de pacientes e melhor direcionamento da limpeza e

desinfeccdo do ambiente hospitalar e a avaliacdo do impacto destas medidas na diminuicéo

das infecgdes por bacilos Gram-negativos nestes hospitais.
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ANEXO
Normas para publicacdo no periddico: Infection Control and Hospital Epidemiology

Instructions for Authors
General Information

Manuscripts submitted to Infection Control and Hospital Epidemiology (ICHE) should consist
of new material that focuses on healthcare epidemiology or infection control activities. ICHE
welcomes submissions that address the transmission of pathogens or that involve the use of
epidemiological principles and methods to evaluate or improve the delivery of care within
healthcare institutions. Examples of appropriate material include studies of infection rates,
distributions, or preventive measures; cost-benefit analyses related to infections or other
adverse events in patients; surveillance; occupational health issues; pertinent regulatory
issues; or analyses of resource use.

Manuscripts should be submitted electronically at the journal’s submission website, at
http://iche.edmqgr.com.

Authorship and Disclosures

At the time a manuscript is submitted, all authors are required to disclose all relevant financial
support and conflicts of interest in the Acknowledgments section of their manuscript (see the
section Manuscript Preparation, below). The Acknowledgments section should be consistent
with disclosures that would be stated in the ICMJE Form for Disclosure of Potential Conflicts
of Interest.

In addition to stating disclosures in the Acknowledgment section of the manuscript file, all
authors of Original Articles, Concise Communications, and Research Briefs are required to
complete and upload the ICMJE Disclosure Form when and if they are asked to submit a
revision of their manuscript. All authors of Letters and invited manuscripts (Letters in Reply,
Commentaries, Reviews, and Guidelines) are required to complete and upload the ICMJE
Disclosure Form when they initially submit their manuscript.

If your manuscript is the report of a randomized clinical trial that has been registered in a
public trials registry, please provide the trial registry name, the registration identification
number, and the URL for the registry at the end of the abstract. This information will be
published in the journal if the manuscript is accepted.

Article Types
Original Articles should include a title page, a structured abstract of no more than 250 words

(see below), a text of no more than 3,000 words, no more than 7 tables and figures, and no
more than 40 references.


http://iche.edmgr.com/
http://www.icmje.org/coi_disclosure.pdf
http://www.icmje.org/coi_disclosure.pdf
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Concise Communications should include a title page, a narrative abstract of no more than 50
words, a text of no more than 1,200 words, no more than 2 tables or figures, and no more than
10 references.

Research Briefs should include a title page, a text of no more than 900 words, no more than 1
table or figure, and no more than 10 references. This category of article is intended for the
presentation of short, focused, and evidence-based experimental observations: substantial
preliminary and novel results of importance to the journal readership but not substantial
enough in content to warrant a longer presentation. Research Briefs undergo the same peer
review as longer article types.

Letters to the Editor should not exceed 900 words and should include no more than 1 table or
figure and no more than 10 references.

Invited Reviews, including guidelines and position papers: committees, task forces, and
authors under the auspices of the Society for Healthcare Epidemiology of America, and all
others considering the preparation of a review, should contact the editorial office during the
very earliest phases of development. The editorial office will verify that there are no similar
or overlapping documents under development. Anticipated length, format, number of
citations, and mechanisms for peer review and publication by ICHE and the involvement of
any other organizations will be negotiated with the journal and publisher well in advance of
submission.

Commentaries are by invitation only. Please contact the journal office if you are interested in
writing a Commentary.

Manuscript Preparation

Authors are encouraged to follow the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals; this is the format used in PubMed/MEDLINE. They should strive for a
concise article that is unencumbered by excessive detail. Authors who are not fluent in
English should have their manuscript checked by a native speaker of English and/or an editing
service that provides such assistance. Manuscripts that do not follow the required format or
are poorly prepared may be rejected for that reason.

Double space the entire manuscript, including title page, abstract, body, references, tables,
and figure legends. Use left justification only, so that the right margin is ragged. Number
pages consecutively, beginning with the title page. Use a standard font (such as Times New
Roman or Helvetica) and set the font size to 12 points (for tables as well as text). Each
component of the article should begin on a separate page, as follows: title page, abstract, body
text, acknowledgments, references, appendices, figure legends, and tables. All these
components must be in a single file, except any figures, each of which should be a separate
file (see Figures and Figure Legends, below).


http://www.icmje.org/
http://www.icmje.org/
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Title Page

The title page should include the following information: (1) the title of the manuscript; (2) the
names of the author(s), including each author’s highest academic degree or professional
certification; (3) the departmental and institutional affiliation of each author, including city,
state, and country; (4) the name, address, telephone number, fax number, and e-mail address
of the author responsible for correspondence, and (if different) the name and address to be
used for reprint requests; (5) if relevant, a statement about any previous presentation of the
data or findings in a preliminary report or abstract; (6) an abbreviated title of not more than 45
characters (including spaces), to be used as a running head in print and for search results
online; and (7) a word count for the body of the text (ie, excluding the abstract and the
references). Acknowledgment of financial support and potential conflicts of interest must be
included and should be placed in the Acknowledgments section (see below).

Abstract

Original Articles should include a structured abstract of no more than 250 words. The
following headings are suggested: Objective, Design, Setting, Patients (or Participants),
Methods (or Interventions), Results, and Conclusions. If this list of headings is inappropriate,
variations are permitted: for example, a study that involved no intervention would use the
heading "Methods" rather than "Intervention™; or an analysis of an existing data set might use
the heading "Methods" in place of both "Intervention™ and "Setting."” For brevity, parts of the
abstract can be written in phrases rather than complete sentences (eg, "Design: Retrospective
cohort study” or "Design: Before-after trial™). The contents of each section should conform to
the guidelines below.

Objective. Begin with a clear statement of the precise objective or question addressed in the
report. If more than one objective is addressed, indicate the main objective and state only key
secondary objectives. If an a priori hypothesis was tested, it should be stated.

Design. Describe the basic design of the study. Include the duration of follow-up, if any. Use
as many of the following terms as apply.

* For intervention studies: randomized controlled trial; nonrandomized controlled trial;
double-blind; placebo controlled; crossover trial; before-after trial.

* For studies of screening and diagnostic tests: criterion standard (ie, a widely accepted
standard with which a new or alternative test is being compared; this term is preferred to
"gold standard"); blinded or masked comparison.

* For studies of prognosis: inception cohort (subjects assembled at a similar and early time in
the course of the disorder and followed thereafter); cohort (subjects followed forward in time,
but not necessarily from a common starting point); validation cohort or validation sample, if
the study involves the modeling of clinical predictions.

* For studies of causation: randomized controlled trial; cohort; case-control; survey (preferred
to "cross-sectional study").

* For descriptions of the clinical features of medical disorders: survey; case series.

* For studies that include a formal economic evaluation: cost-effectiveness analysis; cost-
utility analysis; cost-benefit analysis. For new analyses of existing data sets, the data set
should be named and the basic study design disclosed.
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Setting. To assist readers in determining the applicability of the report to their own clinical
circumstances, include a brief description of the study setting(s). Of particular importance is
whether the setting is the general community, a primary care or referral center, a private or
institutional practice, or an ambulatory or hospital care setting.

Patients or participants. Provide information on the clinical disorders, important eligibility
criteria, and key sociodemographic features of patients and how they were selected, including
the number of otherwise eligible subjects who were approached but refused to participate. If
matching was used for comparison groups, specify the characteristics that were matched. In
follow-up studies, the proportion of participants who completed the study must be indicated.
In intervention studies, the number of patients withdrawn because of adverse effects should be
given.

For selection procedures, these terms should be used, if appropriate: random sample
("random" refers to a formal, randomized selection in which all eligible subjects have a fixed
and usually equal chance of selection); population-based sample; referred sample; consecutive
sample; volunteer sample; convenience sample. These terms assist the reader in assessing the
generalizability of the study.

Intervention(s). Describe the essential features of any interventions, including the method and
duration of administration. The intervention should be named by its most common clinical
name (eg, the generic term "oseltamivir'). Common synonyms should be given as well, to
facilitate searches online. This includes the brand name of a drug, if a specific product was
studied. Also include the name of the manufacturer or supplier for any product(s) mentioned
in the manuscript, including software.

Results. Give the main results of the study in narrative form. Define measurements that
require explanation for the expected audience of the manuscript. Important measurements not
included in the presentation of results should be declared; however, no data should be
reported in the abstract that do not appear in the rest of the manuscript. As relevant, indicate
whether observers were blinded to patient grouping, particularly for subjective measurements.
If possible, the results should be accompanied by confidence intervals (eg, 95%) and the exact
level of statistical significance. For comparative studies, confidence intervals should relate to
the differences between groups. For nonsignificant differences for the major study outcome
measure(s), state the clinically important difference sought, and give the confidence interval
for the difference between the groups. When risk changes or effect sizes are given, indicate
absolute values, so that the reader can determine the absolute, as well as relative, impact of
the finding. Approaches such as "number needed to treat” to achieve a unit of benefit are
encouraged when appropriate; reporting of relative differences alone is usually inappropriate.
If appropriate, studies of screening and diagnostic tests should use the terms sensitivity,
specificity, and likelihood ratio. If predictive values or accuracy are given, prevalence or
pretest likelihood should be given as well.

Conclusions. Only those conclusions of the study that are directly supported by the evidence
reported should be given, along with the clinical application (avoiding speculation and over-
generalization); indicate whether additional study is required before the information should be
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used in normal clinical settings. Equal emphasis must be given to positive and negative
findings of equal scientific merit.

Clinical trials identifier. If your manuscript is the report of a randomized clinical trial that has
been registered in a public trials registry, please provide the trial registry name, the
registration identification number, and the URL for the registry at the end of the abstract.

Body Text

The main sections and subdivisions of the body text should be indicated by side heads flush
with the left margin and two lines above the text. Keep Methods, Results, and Discussion
distinct and separate. The Methods section should provide detail sufficient to allow others to
re-create your experiment. Methods may not be described or restated in figure legends or table
notes, but must be all together in the Methods section. The Results section contains the
previously unpublished data derived by this application of your methods, without commentary
(beyond the minimum that might be necessary to ensure intelligibility to the reader). The
Discussion section contains your interpretation of the reported data and comments on its
meaning. There should be no separate section labeled "Conclusion.” Avoid duplicating in the
text data that have been provided in tables or figures (minimal duplication, for emphasis or
clarity, is acceptable). Also avoid duplication within the text; for example, the Discussion
section should not restate all the findings that have been presented in Results and/or in tables
and figures.

The Editor requests that authors reporting the results of clinical trials describe clearly the
following: (1) eligibility criteria; (2) whether subjects were admitted before allocation to one
of the study groups; (3) the method of randomization; (4) whether the study was "masked,"
what specific information was masked, and whether subjects, clinicians, and evaluators were
masked; (5) the method used to identify treatment complications; (6) an explanation and
analysis of subjects lost to follow-up; (7) statistical methods used; and (8) information that led
to the determination of the size of the study groups and the expected differences between
groups. For all studies involving human subjects, the Methods section should include a
statement that the study was reviewed and approved by the authors' institutional review board.

Abbreviations should conform to those given in the AMA Manual of Style. Symbols for units
of measurement (mm, mL) should not be followed by periods. Chemical or generic names of
drugs, materials, and equipment are strongly preferred; a proprietary name may be given only
after it is preceded by the generic or chemical name the first time it appears and must be
followed by the name of the manufacturer or supplier. Terms and abbreviations must be
defined at first use, separately for the abstract, the body, and each table and figure. Use only
common abbreviations and use as few as possible; and do not abbreviate terms used fewer
than 5 times. Abbreviate genus names after first mention.

Footnotes are acceptable in tables but cannot be used in the body of the manuscript; any
footnotes in your manuscript will be integrated into the text, perhaps in parentheses.
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1. Pittet D, Simon A, Hugonnet S, Pessoa-Silva CL, Sauvan V, Perneger TV. Hand hygiene
among physicians: performance, beliefs, and perceptions. Ann Intern Med 2004;141:1-8.

2. Camins BC, Richmond AM, Dyer KL, et al. A crossover intervention trial evaluating the
efficacy of a chlorhexidine-impregnated sponge in reducing catheter-related bloodstream
infections among patients undergoing hemodialysis. Infect Control Hosp Epidemiol
2010;31:1118-1123.

Journal article in press (example)
3. Figueroa P, Johanssen KL, Price FG, et al. Outbreak of Acinetobacter infection in a
neonatal intensive care unit. Pediatr Infect Dis J (in press).

Paper presented at a professional meeting (example)

4. Chen LF, Freeman JT, Sexton DJ, Choi Y1, Anderson DJ. NHSN definition of laboratory-
detected BSI is overly sensitive for Enterococcus. In: Program and abstracts of the 19th
Annual Scientific Meeting of the Society for Healthcare Epidemiology of America (SHEA);
March 18-22, 2009; San Diego, CA. Abstract 359.

Book (example)
5. Heoprich PD. Infectious Diseases. 2nd ed. New York, NY: Harper & Row; 1977.

Chapter in a book (example)

6. Schaffner W. Psittacosis: ornithosis, parrot fever. In: Beeson PB, McDermott W,
Wyngaarden JB, eds. Cecil Textbook of Medicine. 15th ed. Philadelphia, PA: W. B. Saunders;
1979:336-338.
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Web page (example)

7. Clinical laboratory fee schedule. Centers for Medicare and Medicaid Services website.
http://www.cms.gov/ClinicalLabFeeSched/02_clinlab.asp#TopOfPage. Published 2010.
Accessed April 2, 2010.

Tables

Prepare tables with the MS Word table editor; text formatted to look like a table by use of tabs
and hard returns is not acceptable and will be rejected. Include tables in the same file as the
rest of the manuscript, not in separate files. Tables should be double spaced. Number tables in
the order in which they are cited in the text, and provide a descriptive title for each table.

Every column in a table requires a head that describes the contents of the cells below. The
units of measure for all data must be clearly stated in the heads, in the stub (leftmost) column,
or in data cells, as appropriate. Do not use vertical lines, and do not use ditto marks for
repeated information.

List and define any abbreviations in a note below the table, above the table footnotes (no
footnote designator is required for this line), even if the abbreviations have been defined in
the text. Use superscript letters for footnote designators.

Tables that are too large to be reproduced in print, if accepted for publication, will appear
only in the online version of the article, and information about the online-only table
(including a full or partial title) will be included in the print version of the article.

Figures and Figure Legends

Figures. Number figures in the order in which they are mentioned in the text, and provide a
brief but descriptive caption (legend) for each figure. The journal does not print color figures.
Color figures that can be usefully published in black and white will be published that way in
print, and color versions will appear in the online journal if necessary. Figures that are useful
only in color will be available only in the online version of the article, and information about
the online-only figure (including a full or partial legend) will be included in the print version
of the article.

All artwork (figures, photographs, and illustrations) should be submitted as digital files. The
required format is TIFF or EPS, with the following resolutions: 1,200 dpi for line figures (eg,
graphs), 600 dpi for grayscale figures (eg, photographs), and 300 dpi for color figures.
PowerPoint, Word, and JPEG files will not be accepted. Each figure or illustration must be a
stand-alone file, separate from the text file, and named to match the number cited in the text
(eg, figl.eps). Do not include titles and legends in illustration files.

Figure legends should be double spaced on a separate page of the manuscript. (This is
because a figure is reproduced as an image file, whereas the legend that accompanies the
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figure is typeset as text.) Place figure titles and explanations in the legend, not on the figure
image. On the other hand, graphic elements that require definition, such as symbols, are best
placed and defined in available open space within the figure itself.

The text of the figure legend should concisely and accurately label what the figure depicts and
define any abbreviations or terms used within it. The figure legend should not describe or
restate methods, nor state or restate detailed findings, nor state a claim or conclusion drawn
from the data displayed. Such statements belong in the appropriate section of the body text,
not in a figure legend.

Online-Only Material

All material that can be typeset is included in the print edition of the journal. Online-only
publication is reserved for material that is too difficult or impossible to present in the print
edition, eg., color versions of black and white figures, videos, and Excel files containing
interactive elements. Designation of content as “online-only” should not be used to shorten
the anticipated print version of a submission.

Supporting Documents

Include a cover letter with your submission; the cover letter should state that all authors have
read and approved the submission of the manuscript. The letter also should state that the
manuscript has not been published elsewhere and that it is not currently under consideration
for publication by another journal. Include the names and contact information for any
individuals who are especially qualified to review the manuscript; you may also name any
individuals who may not be able to provide an unbiased review.

Any closely related manuscripts that have not yet been published should be included with the
manuscript being submitted; ICHE does not publish articles that overlap substantially with
work published or in press elsewhere.

Review and Publication Process

Each manuscript is evaluated by two editors; most are sent to two outside reviewers. Authors
are notified as soon as possible regarding the acceptability of their manuscripts. Note that
acceptability may sometimes hinge on whether the manuscript can be appropriately revised or
shortened substantially before publication.

Authors of accepted manuscripts are asked to sign a publication agreement, transferring
copyright to the Society for Healthcare Epidemiology of America. Material published in the
journal may not be reproduced or published elsewhere without written consent of the Society
and the publisher. Direct requests about licensing and permissions to the University of
Chicago Press via the ICHE website or by fax (773-834-3489). Note that an article is in the
public domain only if all authors are employees of the US government.
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Every manuscript that is accepted for publication is edited according to the journal's style and
format requirements before it is published online and in print. After the manuscript has been
edited and typeset, the author responsible for correspondence will receive an e-mail message
from the University of Chicago Press production staff, containing instructions for obtaining
page proofs in PDF form from a secure Web site. Authors are asked to respond to all queries
from the Press's manuscript editors and to provide any additional corrections within 48 hours
after the proof notification. Once page proofs are sent, authors will be able to order reprints
via the Internet http://www.sheridan.com/UChicagoPress/eoc.
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