* Cadernos da Escola de Saude

UNIBRASIL

CENTRO UNIVERSITARIO

INCIDENCIA DE BACILOS GRAM-NEGATIVOS NAO
FERMENTADORES DE GLICOSE ISOLADOS DE HEMOCULTURAS
DE PACIENTES ONCOLOGICOS

INCIDENCE OF NON-FERMENTING GRAM NEGATIVE BACILLI ISOLATED FROM
BLOOD CULTURES OF ONCOLOGICAL HOSPITAL

INCIDENCIA DE BGNNF EM HEMOCULTURAS

ARTIGO ORIGINAL
Lanna Sendtko Brzezinski'

Jannaina Ferreira de Melo Vasco?

Ana Carolina Martins dos Santos®

Andrea Krelling®

Daiane Cardozo*

Bruna Gongalves®

Gabriele Sorendino da Silva®

Luiza Souza Rodrigues®

Recebido em 26 de agosto de 2016
Aceito em 04 de abril de 2017

RESUMO

A hemocultura é a principal forma de diagnosticar a etiologia e a gravidade dos microrganismos envolvidos na
sepse, permitindo assim a confirmagéo da suspeita clinica e o direcionamento da antibioticoterapia. O aumento
na ocorréncia de sepse deve-se, entre outros fatores, ao envelhecimento da populagéo, aumento da realizacdo de
procedimentos invasivos, sindrome da imunodeficiéncia adquirida, doengas crbnicas e ao uso de farmacos
imunossupressores. Dentre os microrganismos emergentes envolvidos em infecgdes de corrente sanguinea, estdo
os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores de glicose (BGNNF), comuns no meio ambiente e pela resisténcia
a variadas classes de antibidticos. Este trabalho teve como objetivo determinar a incidéncia e o perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos desse grupo bacteriano em hemoculturas de pacientes oncoldgicos durante o
periodo de seis meses. Foram encontrados sete (4,79%) BGNNF, em um total de 146 hemoculturas positivas,
trés Pseudomonas aeruginosa, duas Stenotrophomonas maltophilia, um do complexo Burkholderia cepacia e um
ndo identificado, com perfis de resisténcia variados. Esta baixa incidéncia, bem como a auséncia de perfis
bacterianos multirresistentes, reforca a importdncia do conhecimento da epidemiologia local para o
aperfeicoamento das terapias empiricas. Considerando-se que os BGNNF sdo patégenos oportunistas, a correta
conduta profilatica no ambiente hospitalar pode minimizar este tipo de infeccéo.
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ABSTRACT

Blood culture is the primary method to diagnose the etiology and severity of microorganisms involved in sepsis,
allowing for confirmation of the clinical suspicion and targeting antibiotic therapy. The highest incidence of
sepsis due to the aging population, invasive procedures, increased incidence of acquired immunodeficiency
syndrome, chronic diseases and, finally, immunosuppressive drugs. Nonfermenting Gram-negative bacilli, which
are common microorganisms in the environment and resistant to multiple classes of antibiotics, were among the
emerging microorganisms involved in bloodstream infections. The aim of this study was to know the incidence
and susceptibility profile of this group of bacteria. We found seven (4,79%) nonfermenting Gram-negative
bacilli in a total of 146 isolates, with diverse resistance profiles, including three Pseudomonas aeruginosa, two
Stenotrophomonas maltophilia, and one Burkholderia cepacia complex. The low incidence of this group of
bacteria and the lack of multidrug-resistant bacterial profiles, supports the importance of the knowledge of the
local epidemiology in order to improve empirical therapies used in hospitals. Considering that nonfermenting
Gram-negative bacilli are opportunistic pathogen, as consistent with this study population, we know that the
correct conduit prophylactic the hospital environment can minimize this type of infection.

KEYWORDS: bacteremia, sepsis, Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas maltophilia.

INTRODUCAO

A hemocultura é um dos principais exames realizado nas rotinas laboratoriais pelo
setor de microbiologia, especialmente aqueles que atendem hospitais com unidades de terapia
intensiva (UTI), visto que se trata da principal forma de diagnosticar a etiologia, gravidade,
extensdo e a disseminacdo dos microrganismos envolvidos em infeccbes da corrente
sanguinea ©.

Por mais de 100 anos, as bactérias sdo identificadas por suas propriedades
morfolégicas e bioquimicas, isto €, pela sua morfologia (microscopica e colonial), arranjo,
afinidade aos corantes da coloracdo de Gram e pela habilidade de consumir diferentes
substratos em meios de cultura (atividade metabdlica). Embora o cultivo desses
microrganismos seja um método eficiente e de baixo custo no diagndstico de infecgdes
bacterianas, ele pode positivar tanto nas primeiras horas ap6s 0 processamento da amostra,
como demorar semanas, com prejuizo na conduta clinica do paciente ©.

Sepse foi definida pela Conferéncia de Consenso de 1991, como quando a sindrome da
resposta inflamatoria sistémica (SIRS) é decorrente de um processo infeccioso comprovado; a
bacteremia, como a presenca de bactérias viaveis na corrente sanguinea e, finalmente, o termo
infeccdo, esta relacionado a presenca de um agente agressor em uma localizacéo, seja tecido,
cavidade ou fluido corporal, que normalmente é estéril ©.

As principais causas de sepse estdo associadas a cirurgias, insercdo e manipulagéo de
cateteres vasculares e infeccBes em outros sitios . Sua maior incidéncia, nos dltimos anos,

deve-se a variados fatores, tais como: imunodeficiéncia, cancer, HIV, doencas cronicas entre
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outros ©. Segundo Pontes et al., pacientes de UTI geralmente apresentam pelo menos uma
dessas condicGes que os predispdem a infecgdes e, por isso, sao considerados criticos quanto a
ocorréncia de sepse, resultando em maior morbidade e mortalidade dos pacientes .

Segundo Zanon et al., a sepse € uma causa importante de hospitalizacdo e a principal
causa de morte em UTI’s, sendo as hemoculturas de grande valor diagnostico e de grande
importancia para o prognéstico do paciente .

Pacientes oncologicos, geralmente neutropénicos, em razdo da mielossupressao pela
infiltracdo do tumor ou pela quimioterapia citotoxica, tém risco aumentando para infecgdes
bacterianas e fungicas. Estes pacientes, frequentemente, necessitam de acesso venoso central
e, eventualmente, uso de respiradores, 0 que aumenta 0 comprometimento da integridade
cutanea e da mucosa, aumentando também o risco de infeccdes ©.

Algumas das bactérias mais isoladas em hemoculturas de pacientes hospitalizados séo:
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae e Acinetobacter baumannii ©.

Os bacilos Gram-negativos classificados como ndo fermentadores de glicose
(BGNNF) sdo aerdbios, ndo esporulados e se caracterizam pelo fato de serem incapazes de
utilizar a glicose como fonte de energia pelo processo de fermentacéo, degradando-a pela via
oxidativa “?. Sdo raros na microbiota humana e, na maioria das vezes, sdo considerados
patdgenos oportunistas. Apesar da diversidade de géneros e espécies nesse grupo, 0s mais
frequentes em hemoculturas sdo: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii,
Stenotrophomonas maltophilia e o complexo Burkholderia cepacia ‘Y. A identificacdo desse
grupo de bactérias € importante em ambiente hospitalar, pois muitas delas tém elevada
resisténcia a uma grande variedade de antibicticos 2.

Considerando a importancia do conhecimento da epidemiologia bacteriana local para o
correto direcionamento da terapia empirica, com impacto positivo na morbidade e
mortalidade dos pacientes e na reducdo dos gastos hospitalares destinados a esse fim. Este
trabalho teve como objetivo conhecer a incidéncia e o perfil de suscetibilidade dos BGNNF
isolados de hemoculturas de pacientes atendidos em um hospital oncolégico de Curitiba,

Parana.
METODOLOGIA

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Erasto

Gaertner sob o parecer 1.181.747 no dia 11 de agosto de 2015 e é classificada como um
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estudo experimental e prospectivo. Os experimentos foram realizados nas instalagbes do
Centro Universitario Autdbnomo do Brasil (UniBrasil), com microrganismos isolados em um
hospital oncologico da cidade de Curitiba, Parana, no periodo de setembro de 2015 a fevereiro
de 2016.

Durante o estudo, as hemoculturas positivas foram submetidas a coloragdo de Gram e
repicadas em meio de cultura agar chocolate. Apos a liberacdo do resultado parcial (Gram) e
incubacdo do meio de cultura a 35°C por até 48 horas em estufa bacterioldgica, seguia-se a
identificacdo da espécie bacteriana de acordo com o Manual da Agencia Nacional de
Vigilancia Sanitéria e do antibiograma de acordo com o manual da Clinical and Laboratory
Standarts Institute, todas estas etapas supracitadas foram de responsabilidade do laboratério
de microbiologia que atende o hospital em questdo %1119,

Todos os isolados foram encaminhados ao UniBrasil, onde foram armazenados em
microtubos contendo 1,0 mL de caldo BHI (brain heart infusion) e 50 yL de glicerol
autoclavado e congelados & -20°C até o momento das analises .

Ao final dos seis meses de coleta, os microrganismos foram submetidos novamente a
coloracdo de Gram, as provas bioquimicas especificas para determinacédo do género e especie
bacteriana, tais como: oxidase, OF glicose (Newprov®) e kit de identificacdo de bactérias n&o
fermentadoras de glicose (Newprov®). Paralelamente as provas bioquimicas foram realizados
os testes de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) pelo método de disco-difusdo, também
conhecido como Kirby-Bauer ©.

Os antibidticos testados para Pseudomonas aeruginosa foram: amicacina (30ug),
gentamicina  (10pg), meropenem  (10pg), imipenem (10pg), cefepime (30uQ),
piperacilina/tazobactam (100/10ug), ceftazidima (30ug) e levofloxacina (5ug). Para o
complexo Burkholderia cepacia: meropenem (10ug), sulfametoxazol/trimetoprim
(1,25/23,75u9) e ceftazidima (30 pg), e, finalmente, para Stenotrophomonas maltophilia,
foram testados os discos de sulfametoxazol/trimetoprim (1,25/23,75ug) e levofloxacina (5ug),

conforme preconizado pelo CLSI @2,

RESULTADOS

Os resultados obtidos no periodo de setembro de 2015 a fevereiro de 2016 estdo

descritos nas figuras 1, 2 e 3, a seguir:
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Figura 1. Divisdo dos microrganismos por meio da classificagdo morfotintorial da coloracdo de Gram dos
isolados obtidos no estudo.

mBGN (n=50)
CGP (n = 68)
= LEVEDURA (n = 28)

Figura 2. Distribuicdo dos bacilos Gram-negativos isolados no estudo, pela da prova da Oxidase e do teste de
OF glicose® em enterobactérias e BGNNF.

M Enterobactérias (n=43)

BGNNF (n=7)

Foram identificados sete bacilos Gram-negativos ndo fermentadores: trés
Pseudomonas aeruginosa, duas Stenotrophomonas maltophilia, um do complexo
Burkholderia cepacia e um do qual ndo foi possivel discriminar o género e espécie por provas
fenotipicas manuais. Nao foi possivel a identificacdo utilizando apenas provas fenotipicas
manuais de um dos BGNNF recuperado no estudo.

Todas as Pseudomonas aeruginosa identificadas foram resistentes apenas a
gentamicina, com sensibilidades a todos os demais antibidticos. As Stenotrophomonas
maltophilia foram resistentes a sulfametoxazol/trimetoprim e sensiveis a levofloxacina e o
microrganismo pertencente ao complexo Burkholderia cepacia, apresentou-se sensivel ao
meropenem e ao sulfametoxazol/trimetoprim, porém, resistente a ceftazidima.
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Figura 3. Discriminagdo dos BGNNF identificados no estudo.
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DISCUSSAO

A hemocultura é considerada um dos mais importantes exames laboratoriais para o
auxilio do diagnostico da sepse sendo o resultado microbioldgico capaz de confirmar a
suspeita clinica e direcionar a antibioticoterapia *.

Nesse estudo 34,25% das infeccbes de corrente sanguinea foram causadas por
microrganismos Gram-negativos, 46,58% por Gram-positivos e 19,18% por leveduras, em
comparagdo com a literatura, em um estudo realizado em 16 hospitais brasileiros, Pereira et al
verificou uma maior incidéncia de bactérias Gram-negativas, valores proximos ao reportado
neste estudo para Gram-positivos e uma menor ocorréncia de fungos, com indices de 49,0%,
42,6% e 8,4%, respectivamente ®. Ja dentro da categoria dos BGNNF, foram encontrados
18,85% de Acinetobacter baumannii e 8% de Pseudomonas aeruginosa em um total de 357
isolados. Embora o nimero de amostras incluidas tenha sido maior, bem como a diversidade
de hospitais, destaca-se a ocorréncia do A. baumannii que ndo foi encontrado no presente
trabalho. Em outro estudo brasileiro realizado por Marra et al, 58,5% das infeccdes de
corrente sanguinea foram causadas por bactérias Gram-negativas, 35,4% por Gram-positivas e
6,1% por fungos, demonstrando que a epidemiologia hospitalar pode sofrer variacfes
significativas quanto a frequéncia e a diversidade de microrganismos ¢ 17,

Considerando que os BGNNF tem alta ocorréncia ambiental e sdo considerados
patdgenos oportunistas, acreditamos que a baixa incidéncia em nosso estudo possa ter relagéo

com o0 menor numero de amostras positivas durante o periodo avaliado e também pelo
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cuidado dos profissionais neste contexto hospitalar. A alta incidéncia de cocos Gram-
positivos, por sua vez, pode estar relacionada a contaminacdo no momento da coleta, visto
que o género Staphylococcus pertence a microbiota residente da pele e de mucosas ou por
infeccBes oportunistas pelo carater imunossuprimidos da populagéo estudada © 1°.

O perfil de suscetibilidade dos BGNNF identificados neste estudo parece ter relagcdo
com sua baixa incidéncia, sugerindo uma néo selecéo pela acdo de antimicrobianos de amplo
espectro, comuns em ambientes hospitalares. Perfil este diferente do que vem sendo reportado
na literatura nacional como, por exemplo, por Garcia et al que identificou, em 2013,
Pseudomonas aeruginosa multirresistente (com resisténcia ao imipenem, meropenem,
gentamicina amicacina, ciprofloxacina, cefepime e piperacilina/tazobactam) e um
microrganismo do complexo Burkholderia cepacia resistente a todos os antibidticos testados,
enquanto que, em nosso estudo, este foi somente resistente a ceftazidima 2.

A resisténcia de Stenotrophomonas maltophilia ao sulfametoxazol/trimetoprim,
embora ainda ndo atinja grandes percentuais, € emergente e relevante, pois é o0 medicamento
de escolha para infec¢bes causadas por este microrganismo. Em caso de resisténcia, como

reportado neste estudo, a levofloxacina seria a terapia alternativa 4 %29,

CONCLUSAO

Conhecer a epidemiologia dos microrganismos envolvidos nos casos de infeccdo de
corrente sanguinea em hospitais e unidades de saude, bem como o perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos desses microrganismos, é de extrema importancia no direcionamento da
terapia empirica local podendo contribuir na menor morbidade e mortalidade dos pacientes,
bem como na reducéo dos gastos hospitalares.

No nosso estudo, os achados microbiol6gicos foram compativeis com a literatura,
considerando as variagfes anteriormente descritas na incidéncia de microrganismos em
amostras de corrente sanguinea, sendo relevante o ndo aparecimento de Acinetobacter
baumannii e a menor incidéncia de BGNNF. Além disso, o perfil de resisténcia diferenciado
da literatura comprova a importancia de conhecer a epidemiologia local, visto que ela pode

variar entre os hospitais, com consequente impacto na escolha da terapia empirica.
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