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RESUMO 
 
 

A crescente colonização de pele e mucosas de pacientes hospitalizados por 
microrganismos multirresistentes (MR) merece atenção nos serviços de saúde. Os MR 
como agentes de infecção são um desafio para o tratamento, tornando essa situação um 
problema de saúde pública. Este trabalho teve como objetivo avaliar a colonização por 
bacilos Gram negativos multirresistentes (BGN MR) e determinar o perfil de sensibilidade 
aos antimicrobianos e genes de resistência em uma população pediátrica. Foi realizado 
um estudo caso-controle e definido como paciente colonizado por BGN MR, quando o 
mesmo apresentava o primeiro swab negativo e após pelo menos um swab ou material 
estéril positivo para BGN MR, na mesma internação. Os pacientes com dois swabs ou 
mais negativos e material estéril sem isolamento de BGN MR na mesma internação, 
foram considerados não colonizados por BGN MR. As variáveis comparadas entre os 
grupos foram: infecção relacionada à assistência à saúde (IRAS), cateter venoso central 
(CVC), ventilação pulmonar mecânica (VPM), cateter vesical de demora (CVD) e 
desfecho (alta ou óbito). A sensibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos foi 
analisada pela técnica de disco-difusão e a análise da diversidade genética dos isolados 
foi realizada por ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR). A 
análise estatística foi realizada com o software Statistical Package for the Social Sciences 
(SPSS – IBM Corp., Nova York, EUA), versão 20 para Windows. As variáveis categóricas 
foram analisadas pelo Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, e as variáveis 
contínuas foram analisadas pelo Teste de Mann Whitney. Entre 687 pacientes entre 0 a 
12 anos de idade internados de Janeiro a Dezembro de 2016, na Enfermaria de Pediatria 
e UTI Pediátrica do HU de Londrina, 432 crianças não colheram culturas, 255 crianças 
colheram cultura, destas, 106 foram caracterizadas como grupo controle. 149 crianças 
tiveram culturas positivas, destas, 114 foram excluídas, pois não foi possível definir o 
momento da colonização e 35 crianças foram caracterizadas como grupo caso. Os 
pacientes com infecção apresentaram 4 vezes mais chance de colonização por BGN MR 
em comparação aos não infectados. O tempo para positivação do swab foi de 3 a 51 
dias, com mediana de 9 dias.As crianças do sexo masculino colonizadas por BGN MR 
tiveram 16% menos chance de apresentar infecção que as do sexo feminino. Entre as 
crianças colonizadas por BGN MR a presença de um procedimento invasivo, aumentou 
em 15 vezes a chance de apresentar infecção. Para as crianças não colonizadas por 
BGN MR, a presença de um procedimento invasivo aumentou em 4 vezes a chance de 
apresentar infecção. Entre as 20 cepas de BGN MR analisadas, menor resistência foi 
encontrada para ertapenem e amicacina, com 100% de sensibilidade ao meropenem e 
imipenem. O mecanismo de resistência mais encontrado foi a produção de enzimas 
CTXM1, seguido de CTXM15 e SHV. Nossos resultados demonstraram que a 
colonização por BGN MR foi associada a infecção em pacientes pediátricos, portanto, 
devem-se utilizar medidas de prevenção da colonização por MR. 
 
Palavras-chave: Enterobacteriaceae. Resistência microbiana a medicamentos. 

Infecção hospitalar. Infecções relacionadas a cateter. 
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ABSTRACT 
 
 

The increasing skin and mucosa’s colonization by multi-resistant microorganisms (MR) in 
hospitalized patients deserves attention in the public health system. MR are a challenge 
regarding treatment, as they are the infectious agents, in which it becomes a public health 
issue. This study’s objective was to evaluate colonization by MR GNB to determine the 
MR GNB antimicrobial susceptibility profile and resistant genes in a paediatric population. 
A case-control study was carried out, and a patient was considered colonized by MR GNB 
when his or her first swab was negative and he or she subsequently presented at least 
one swab or sterile material positive for MR GNB during the same hospital stay. Patients 
with two or more negative swabs and sterile material without MR GNB isolation at the 
same hospital stay were considered non-colonized by MR GNB. The variables that were 
compared between the groups were infection, central venous catheter, lung mechanical 
ventilation, long-term urinary catheter, and outcome. The sensitivity of the bacteria to the 
antimicrobial agents was analysed by the disc-diffusion technique, and the genetic 
diversity of the isolated ones was analysed by enterobacterial repetitive intergenic 
consensus sequence-polymerase chain reaction (ERIC-PCR). Statistical analysis was 
performed using the Statistical Package for the Social Sciences (SPSS - IBM Corp., New 
York, USA), version 20 for Windows; categorical variables were analysed by the chi-
square test or Fisher's exact test, and continuous variables were analysed by the Mann-
Whitney test. Among 687 hospitalized patients, from zero to 12 years-old, analysed from 
January to December of 2016, in the paediatric ward and in the paediatric ICU of Londrina 
University Hospital, 432 children were not submitted to collection of samples; 255 children 
had their samples collected, and 106 of those were characterized as a controlled group. 
Besides, 149 children had their samples diagnosed as positive. In such, 35 of them were 
considered the case-group. However, 114 patients were excluded from the research 
because it was not possible to define when they were colonized. The time to swab 
positivation was from 3 to 51 days, with an average of 9 days. Patients with infection had 4 
times greater odds of being colonized by MR GNB than non-infected patients. Male 
children colonized by MR GNB were 16% less likely than female children to present 
infection. Among children colonized by MR GNB, the presence of an invasive procedure 
increased the odds of infection by 15 times. In children who were not colonized by MR 
GNB, the presence of an invasive procedure increased the odds of infection by 4 times. 
Among the 20 strains of MR GNB analysed, lower resistance was found for ertapenem 
and amikacin, with 100% sensitivity to meropenem and imipenem. The most common 
resistance mechanism was the production of CTXM1 enzymes, followed by CTXM15 and 
SHV. In conclusion, Colonization by MR GNB was associated with infection in paediatric 
patients; therefore, measures should be taken to prevent colonization by MR GNB. 
 
Keywords: Enterobacteriaceae. Drug resistance microbial. Cross infection. Catheter-

related INFECTIONS. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 Infecção Hospitalar 

 

A infecção hospitalar (IH) é definida como aquela adquirida logo após a 

admissão do paciente e que se manifesta durante a internação ou após a alta, 

quando puder ser relacionada com a internação ou procedimentos hospitalares 

(PAES et al., 2014). 

O termo IH vem sendo substituído nos últimos anos pelo termo Infecções 

Relacionadas à Assistência à Saúde (IRAS), no qual a prevenção e o controle das 

infecções passam a ser considerados para todos os locais onde se presta o cuidado 

e a assistência à saúde. Sendo assim, o hospital não é o único local onde se pode 

adquirir uma infecção, podendo existir o risco em procedimentos ambulatoriais, 

serviços de hemodiálise, casas de repouso para idosos, instituições para doentes 

crônicos, assistência domiciliar (“home care”) e clínicas odontológicas (PADOVEZE; 

FORTALEZA, 2014, JESUS; COELHO; LUZ, 2018). 

As IRAS têm crescido progressivamente em todo o mundo, sendo 

considerado um problema de saúde pública. No Brasil, a taxa média de infecção 

hospitalar é cerca de 15%, enquanto que nos EUA e na Europa é de 10%. No 

entanto, o índice de infecção hospitalar varia significativamente, pois está 

diretamente relacionada com o nível de atendimento e complexidade de cada 

hospital (ANVISA, 2013).  

É possível verificar na literatura científica que centenas de milhões de 

pacientes são afetados pelas IRAS a cada ano em todo o mundo, levando a uma 

mortalidade muito significativa e a enormes perdas financeiras para os sistemas de 

saúde. De cada 100 pacientes hospitalizados, 7 em países desenvolvidos e 10 em 

países em desenvolvimento irão adquirir pelo menos uma IRAS (WHO, 2014). 

De acordo com o European Centre for Disease Prevention and Control, de 

20% a 30% das IRAS são consideradas preveníveis por meio de programas de 

controle e higiene intensivos (CDC, 2013). 

O paciente é o elo mais importante da cadeia epidemiológica na IH, pois 

abriga os principais microrganismos, que na maioria dos casos desencadeiam 

processos infecciosos, que dependem de fatores relacionados ao estado de saúde 



14 

 

do próprio paciente e do estabelecimento de saúde que presta a assistência (PAES 

et al., 2014). 

Vários fatores contribuem para a ocorrência de infecções, que são 

conhecidos como fatores de risco. Estes fatores podem ser intrínsecos e extrínsecos 

ao paciente. Os fatores intrínsecos estão relacionados ao paciente/hospedeiro, já os 

extrínsecos estão relacionados ao meio ambiente. Os principais fatores de risco para 

que ocorra infecção são: status imunológico, idade (recém-nascidos e idosos são 

mais vulneráveis), uso abusivo de antibióticos, procedimentos médicos invasivos e 

imunossupressão (SOUZA et al., 2016). 

A infância representa uma fase particularmente vulnerável da vida, 

prevalecendo a maior susceptibilidade às infecções, em especial, na faixa etária 

abaixo de 2 anos, visto que o sistema imune encontra-se imaturo. No ambiente 

hospitalar a criança está exposta a uma grande variedade de microrganismos, uma 

vez que este ambiente é considerado contaminado. Alguns fatores que propiciam a 

aquisição de IRAS são internação prolongada, quebra de barreiras de defesa, 

procedimentos invasivos, cirurgias e desnutrição proteico-calórica (PAGANOTTI  et  

al., 2013).  

Entre as diversas faixas etárias pediátricas, destaca-se o recém-nascido, 

especialmente os prematuros, pois apresentam risco aumentado de infecção e são 

considerados imunocomprometidos devido à imaturidade do sistema imune 

(ROSADO et al, 2018). 

Na pediatria, as IRAS podem ser recorrentes, principalmente as do aparelho 

respiratório, em especial as pneumonias. Infecções da corrente sanguínea, 

infecções da cavidade oral, infecções de pele e tecidos moles também acometem 

crianças e podem ser causadas por diversos microrganismos, sendo as infecções 

bacterianas as mais freqüentes (SOARES et  al., 2017). 

Nos Estados Unidos, um estudo realizado com análise dos dados de 1.003 

hospitais entre 2011 a 2014, foi encontrado 20.390 IRAS com presença de 22.323 

microrganismos em unidades pediátricas. Entre todas as IRAS, os seguintes 

patógenos foram responsáveis por mais de 60% dos relatados: Staphylococcus 

aureus (17%), estafilococos coagulase-negativos (17%), Escherichia coli (11%), 

Klebsiella pneumoniae e/ou oxytoca (9%) e Enterococcus faecalis (8%) (LAKE et al., 

2018). 
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1.2 Procedimentos Invasivos e Fatores de Risco Associados a IRAS 

 

Um estudo realizado nos Estados Unidos identificou as infecções mais 

frequentes em UTI, a primeira foi a pneumonia, seguida por infecção do trato urinário 

(ITU) e infecção de corrente sanguínea, relacionadas diretamente com ventilação 

mecânica, manipulação de cateter vesical e de cateter central respectivamente 

(JESUS; COELHO; LUZ, 2018). 

A cateterização venosa central é um procedimento muito utilizado em 

pacientes críticos, os quais demandam assistência à saúde de alta complexidade. O 

cateter venoso central (CVC) é um sistema intravascular utilizado para fluidoterapia, 

administração de fármacos, infusão de derivados sanguíneos, nutrição parenteral, 

monitorização hemodinâmica, terapia renal substitutiva, entre outros. É um 

dispositivo que pode permanecer no paciente por vários dias, diminuindo o trauma 

associado às repetidas inserções de um cateter venoso periférico (SANTOS et al, 

2014).  

A inserção e a permanência do CVC permitem a entrada de microrganismos 

para a corrente sanguínea através de dois mecanismos principais, o primeiro 

mecanismo é através da colonização extraluminal, quando os microrganismos 

contaminantes da pele, provavelmente auxiliados por ação da capilaridade, 

penetram através da pele durante a instalação do cateter ou nos dias que se 

seguem. O segundo mecanismo é através da colonização intraluminal, que ocorre 

quando o microrganismo migra pela corrente sanguínea, por infecções originárias 

em outro local, como pneumonia, ou, ainda, a infusão de soluções contaminadas 

(ANVISA, 2017). A entrada dos microrganismos pode acontecer pelo canhão (hub) 

do cateter, ou pelo seu lúmen, através do guia utilizado durante a inserção do 

cateter, ou durante a manipulação dos conectores ou das linhas de infusão, ou pela 

administração de soluções intravenosas (ROSADO; ROMANELLI; CAMARGO, 

2011). 

O acesso vascular para crianças enfermas tornou-se um procedimento 

importante e indispensável para os pacientes no âmbito hospitalar, a instalação e a 

possibilidade de sua manutenção por longo prazo, em veias centrais mudaram 

substancialmente o tratamento e o prognóstico de várias afecções clínicas e 

cirúrgicas (MESIANO; HAMANN, 2007). Embora o CVC forneça acesso vascular 

necessário e de modo seguro, a sua utilização coloca os pacientes em risco de 
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diversas complicações, destacadamente as infecções locais e sistêmicas (ROSADO; 

ROMANELLI; CAMARGO, 2011). 

Alguns fatores extrínsecos ao paciente, como a lavagem das mãos, a 

identificação de pacientes colonizados e a utilização de precauções de contato são 

determinantes para evitar a disseminação de microrganismos através dos 

profissionais de enfermagem, o descumprimento das normas de proteção ao 

paciente e a não realização de treinamentos dos profissionais, influenciam 

diretamente no aumento do risco de desenvolvimento das IRAS. Portanto, uma 

assistência de enfermagem ineficiente ao paciente em uso de CVC pode levar a 

complicações, como as infecções de corrente sanguínea, o que aumenta o período 

de internação, a morbimortalidade e os custos da hospitalização (SANTOS et al, 

2014). 

A pneumonia associada à ventilação mecânica (PAV), definida como 

infecção pulmonar diagnosticada após 48 horas de ventilação mecânica, é a 

segunda causa mais comum de IRAS em pediatria e acarreta aumento de 

morbidade e mortalidade, além da elevação dos custos hospitalares (ANVISA, 

2013). O desenvolvimento da PAV pode ocorrer por diversos fatores, entre eles, a 

contaminação do tubo endotraqueal, do aparelho umidificador, por aspiração de 

secreção de vias aéreas ou do conteúdo gástrico, ou através das mãos 

contaminadas dos profissionais de saúde (MORINEC; JACOBONIC; MACNETT, 

2012, AMORIM; GOMES, 2015). 

A infecção do trato urinário (ITU) é uma das causas mais prevalentes das 

IRAS. As ITUs são responsáveis por 30% das IRAS em pacientes em UTI pediátrica. 

A ITU relacionada à assistência à saúde associada a cateter vesical (ITU-AC) é 

qualquer infecção sintomática de trato urinário em paciente em uso de cateter 

vesical de demora instalado por um período maior que dois dias. A ITU-AC é de 

grande potencial preventivo, pois muitos pacientes permanecem com o dispositivo 

além do necessário, apesar das complicações infecciosas, desconforto para o 

paciente, restrição da mobilidade, traumas uretrais por tração e elevação de custos 

hospitalares, com prejuízos ao sistema de saúde público e privado (ANVISA, 2017, 

SANTOS; COELHO; LUZ, 2018).  Dados epidemiológicos destacam que em média 

10% dos pacientes que foram cateterizados apresentaram bacteriúria no momento 

do procedimento e dos pacientes que não apresentaram o problema cerca de 10% a 
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20% desenvolveram bacteriúria durante a permanência com o cateter (JESUS; 

COELHO; LUZ, 2018).  

 

1.3 Colonização 

 

O processo de colonização ocorre quando há presença de um 

microrganismo no hospedeiro na ausência de manifestações clínicas e respostas 

imunológicas no momento do isolamento bacteriano. É mais prevalente em crianças 

que em adultos e inicia-se após o nascimento, com alta incidência entre um e dois 

anos de idade, devido à imaturidade imunológica dessa faixa etária (DONKOR, 

2013). Após o nascimento, o processo de colonização continua através do contato 

direto com a mãe, familiares e equipe da unidade neonatal; ou por contato indireto 

através de objetos inanimados como termômetros, estetoscópios e transdutores. A 

ocorrência de infecção a partir da colonização depende do grau de imunidade do 

recém-nascido e da virulência do microrganismo (OPAS, 2017). 

A colonização por MR de pele e mucosas em pacientes hospitalizados tem 

merecido crescente atenção dos serviços de saúde, mas faltam mais estimativas do 

impacto mundial dessas colonizações. A identificação de indivíduos colonizados, 

mesmo quando esses não apresentam sinais de infecção ativa, contribui para a 

redução da circulação desse agente e reduz sua participação na etiologia das IRAS 

(ARCANJO; OLIVEIRA, 2017).  

Em indivíduos hospitalizados ou imunocomprometidos, particularmente em 

pacientes que recebem antibioticoterapia, existe além da colonização do trato 

gastrointestinal, a colonização da orofaringe, do trato urogenital e da pele por 

enterobactérias, podendo ocorrer infecções secundárias por estes microrganismos 

(NORCIA et al., 2015). 

 

1.4 Microrganismos multirresistentes 

 

Os MR são aqueles resistentes a uma ou mais classes de agentes 

antimicrobianos. Embora os nomes de alguns sugiram resistência a apenas um 

agente, por exemplo, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ou, 

enterococo resistente à vancomicina (VRE), esses patógenos são geralmente 

resistentes a todos, exceto a alguns agentes antimicrobianos comercialmente 
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disponíveis. Os MR são transmitidos pelas mesmas vias que os agentes infecciosos 

suscetíveis aos antimicrobianos (SIEGEL, 2007). 

As IRAS causadas por microrganismos resistentes (MR) são cada vez mais 

frequentes em hospitais, em especial nas unidades de terapia intensiva (UTI). A 

gravidade e a extensão das doenças causadas por espécies bacterianas MR, 

constituem um importante problema mundial, representando grande ameaça para a 

segurança do paciente (ZARB et al., 2012). 

  A resistência antimicrobiana é considerada um problema de saúde global, que 

compromete a efetividade dos antibióticos, inviabilizando o tratamento de infecções 

comuns, particularmente em relação a determinados agentes patogênicos, como são 

as enterobactérias produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL).  A 

resistência ocorre quando os microrganismos sofrem mutação genética ao serem 

expostos a drogas antimicrobianas (FRACAROLLI; OLIVEIRA; MARZIALE, 2017; 

LIMA; FERREIRA, 2013). 

  O Centro para Controle e Prevenção de Doenças dos Estados Unidos (EUA) 

estima que, anualmente, pelo menos dois milhões de doenças e 23.000 mortes são 

causadas por bactérias resistentes aos antibióticos, nos EUA (CDC, 2013). Embora 

o desenvolvimento da resistência aos antimicrobianos seja um fenômeno que ocorre 

naturalmente, há maior pressão seletiva e disseminação de resistência pelo mau uso 

de antimicrobianos, programas inadequados ou inexistentes de prevenção e controle 

de infecções, favorecendo a transmissão da resistência entre os microrganismos e a 

exposição de indivíduos a MR (BRASIL, 2018). 

A resistência aos antimicrobianos pode ser uma característica intrínseca de 

certas espécies bacterianas, que podem resistir à ação de um tipo de antibiótico 

como resultado de uma característica estrutural ou funcional inerente de dada 

espécie, ou pode ser adquirida como resultado de mutações, que podem ocorrer 

durante a replicação celular ou serem induzidas através de agentes mutagênicos 

(COSTA; SILVA, 2017). 

As UTIs são, os locais onde mais se observam elevados índices de IRAS 

associadas às bactérias MR. O perfil de gravidade dos pacientes, o uso extensivo de 

antimicrobianos de amplo espectro, a adesão insuficiente dos profissionais às 

medidas de biossegurança, a sobrecarga de trabalho dos profissionais e, por vezes, 

a inadequação em recursos humanos contribuem para que as UTIs sejam um 
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cenário ideal para a emergência e disseminação de bactérias MR (OLIVEIRA; DE 

PAULA, 2011). 

Com o surgimento das bactérias MR e seu impacto negativo na assistência à 

Saúde, foi publicado o Guideline “Precauções e Isolamento: prevenindo a 

transmissão de agentes infecciosos em serviços de saúde”, trazendo abordagens 

direcionadas às precauções de contato instituídas para o adequado manejo de 

pacientes infectados ou colonizados por bactérias MR. As orientações do referido 

Guideline destacam a necessidade de implementação de ações visando maior 

adesão à vigilância para os MR, aplicação de precauções de contato para pacientes 

infectados ou colonizados por MR, além de elucidar medidas ambientais, como 

limpeza e desinfecção do ambiente e equipamentos e terapia de descolonização, 

quando apropriada (SIEGEL et.al., 2007).  

Os principais BGN MR que causam a maioria das infecções em unidades de 

terapia intensiva, particularmente infecções respiratórias e urinárias são 

Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Serratia spp. Citrobacter spp., 

Proteus spp. (ANVISA, 2015). São reconhecidos por unanimidade como um dos 

desafios mais preocupantes no campo de cuidados com a saúde. O seu impacto 

clínico é ainda mais preocupante nos cuidados neonatais e pediátricos, onde as 

opções de tratamento são intrinsecamente limitadas (GIUFFRE et al., 2016). 

Os BGN são causa frequente de doença grave na criança, após o uso 

generalizado de vacinas contra alguns dos principais microrganismos causadores de 

doença invasiva, como as vacinas conjugadas contra Haemophilus influenzae tipo b 

e Streptococcus penumoniae, tem-se assistido, em alguns centros, a um aumento do 

isolamento de microrganismos gram negativos (HERZ et al., 2016) 

As opções quimioterápicas disponíveis para o tratamento de infecções 

invasivas por BGN foram comprometidas pelo rápido surgimento de mecanismos de 

resistência antimicrobiana. Particularmente preocupante é a capacidade de BGN 

acumularem mecanismos de resistência cruzada às classes de antimicrobianos 

comumente usadas, o que culminou na circulação de cepas multirresistentes. A 

maior complexidade do paciente, com o conseqüente aumento do tempo de 

internação hospitalar e maior necessidade de dispositivos intravasculares, aumentou 

o risco de infecções hospitalares por BGN (BEREZIN et al., 2014). 

Cepas extremamente resistentes a drogas surgiram em vários organismos 

Gram negativos com resistência a todos os antimicrobianos comumente usados, um 
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dos principais grupos de mecanismos de resistência em enterobacterias é a 

produção de enzimas hidrolisadoras de betalactamases. As betalactamases são 

clinicamente importantes porque conferem resistência aos antimicrobianos mais 

importantes na prática clínica, incluindo penicilinas, cefalosporinas e 

carbapenêmicos. A perda potencial dessas classes de antibióticos é particularmente 

significativa na medicina pediátrica, onde as opções de antibióticos são mais 

limitadas do que nos adultos (NORDMANN, 2014, LUKAC; BONOMO; LOGAN, 

2015). 

Entre os fatores de risco para infecção por BGN MR relatados, destacam-se o 

uso de antibióticos nos últimos seis meses, internamento prévio (últimos três 

meses), cirurgia prévia (últimos 12 meses), presença de doença crônica, presença 

de imunossupressão e uso de dispositivos invasivos (ventilação invasiva, cateteres 

centrais, alimentação parenteral e sonda vesical) (MCKIBBEN et al., 2005, 

VARDAKAS et al., 2013). 

A prevenção da resistência antimicrobiana depende de práticas clínicas 

apropriadas que devem ser incorporadas em todos os cuidados rotineiros do 

paciente. Estes incluem o uso apropriado de cateteres vasculares e urinários, o 

diagnóstico exato das etiologias infecciosas, a seleção e a utilização criteriosa dos 

antimicrobianos (SIEGEL et al., 2007). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Considerando a escassez de dados de colonização por MR na população 

pediátrica do Brasil e o conhecimento que as bactérias MR têm sido um problema 

crescente nas unidades pediátricas, o presente estudo teve como objetivo avaliar 

a colonização por BGN MR e características dos pacientes colonizados em uma 

população pediátrica internada em um hospital público de ensino do sul do Brasil. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Analisar a associação entre colonização e infecção relacionada à assistência 

à saúde por bacilos Gram negativos multirresistentes e determinar o perfil de 

sensibilidade aos antimicrobianos e genes de resistência de crianças hospitalizadas 

no Setor de Pediatria do Hospital Universitário de Londrina. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

3.2.1 Descrever as características demográficas e clínicas das crianças em relação à 

colonização por bacilos Gram negativos multirresistentes e o desenvolvimento de 

infecção relacionada à assistência à saúde; 

 

3.2.2 Determinar o período para colonização por bacilos Gram negativos 

multirresistentes; 

 

3.2.3 Identificar as principais espécies de bacilos Gram negativos multirresistentes 

colonizantes em crianças hospitalizadas; 

 

3.2.4 Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos bacilos Gram 

negativos isolados de amostras de colonização em crianças hospitalizadas; 

 

3.2.5 Detectar genes de resistência aos antimicrobianos nos bacilos Gram negativos 

multirresistentes; 
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

4.1 Local do Estudo 

 

 O Hospital Universitário da Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL) é 

um órgão suplementar da Universidade Estadual de Londrina (UEL), centro de 

referência para o SUS na região Norte do estado do Paraná, Brasil. Possui 313 

leitos, sendo 213 leitos de unidades de internação; 20 de UTI Adulto; 05 de Terapia 

Intensiva (UTI) Pediátrica; 17 de Cuidados Intermediários Neonatal (UCI Neonatal) e 

UTI Neonatal, 45 de Pronto Socorro e 16 da Unidade de Queimados. Os setores 

incluídos neste estudo foram Enfermaria pediátrica e UTI pediátrica. 

 

4.2 Delineamento 

 

Os pacientes pediátricos foram acompanhados prospectivamente até o 

desfecho a partir da admissão em setor pediátrico do HU-UEL. Foram incluídas as 

crianças hospitalizadas após consentimento dos pais, foram coletados dois swabs 

(nasal, oral, axilar e inguinal e inguinal e retal). 

Foi definido como colonizado por BGN MR, o paciente com o primeiro swab 

negativo e que teve swab ou cultura microbiológica positiva para bactéria Gram 

negativa MR na mesma internação. Os pacientes com dois swabs ou mais negativos 

e cultura negativa na mesma internação, foram considerados não colonizados por 

BGN MR. 

Após a definição de casos (pacientes colonizados por BGN MR) e de 

controles (pacientes não colonizados por BGN MR), foi realizado um estudo caso-

controle, para analisar as variáveis: infecção, cateter venoso central (CVC), 

ventilação pulmonar mecânica (VPM), cateter vesical de demora (CVD) e desfecho.  

 

4.3 Critérios de inclusão e exclusão 
 

No período de janeiro a dezembro de 2016, foram internados 687 pacientes 

internados na Enfermaria da Pediatria e UTI Pediátrica do HU-UEL, foram incluídas 

todas as crianças de 0 e 12 anos de idade colonizadas por BGN MR naquela 

internação (n=35). Em 432 crianças não foram coletadas culturas. Em 255 crianças 
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foram coletadas culturas, destas, 106 foram caracterizadas como grupo de controles, 

pois apresentavam todas as culturas negativas para BGN MR, 149 crianças tiveram 

culturas positivas, destas, 114 foram excluídas, pois não foi possível definir o 

momento da colonização e 35 crianças foram caracterizadas como colonizadas por 

BGN MR, definidas como grupo de casos (Figura 1). 

 Foram consideradas bactérias Gram Negativas MR Acinetobacter 

baumannii, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa resistentes a 

carbapenem e/ou cefalosporinas de 4ª geração; enterobactérias resistentes a 

cefalosporinas de 3ª, 4ª geração e/ou monobactâmicos (SIEVERT et al, 2013). 

 

 

 

Figura 1: Distribuição dos pacientes do estudo 
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4.4 Procedimentos microbiológicos 

 

4.4.1 Coleta das amostras 

Foram coletados com técnica asséptica dois tipos de swabs: nasal, oral, 

axilar, inguinal e inguinal-retal. Foram transportados ao laboratório de microbiologia 

em meio Stuart, no prazo máximo de 4 horas para serem processados. 

 

4.4.2 Isolamento e identificação fenotípica das bactérias 

 As amostras biológicas contidas nos swabs foram inoculadas em meios 

seletivos para cada bactéria alvo do estudo. O isolamento e identificação das 

bactérias foram realizados de acordo com metodologias padrões (GARRITY; 

BOONE; CASTENHOLZ, 2001). Concomitantemente, a identificação das espécies 

foi realizada por método automatizado utilizando a plataforma Vitek® (BioMérieux). 

As bactérias foram armazenadas em meio de cultivo apropriado contendo 20% de 

glicerol a -80oC. 

 

4.4.3 Determinação do perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos 

A sensibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos foi analisada pela 

técnica de disco-difusão conforme recomendações do Clinical and Laboratory 

Standard Institute (CLSI, 2018) utilizando discos de antimicrobianos preconizados 

para cada espécie bacteriana identificada, foram utilizados os seguintes discos: 

ciprofloxacino (5 mcg), gentamicina (10 mcg), amicacina (30 mcg), 

sulfametoxazol+tripetropima (25 mcg), cefalotina (30 mcg), amoxicilina (30 mcg), 

piperacilina + tazobactan (110 mcg), cefoxitina (30 mcg), aztreonam (30 mcg), 

cefotaxima (30 mcg), ceftazidima (30mcg), cefepime (30 mcg), ertapenem (10 mcg), 

imipenem (10 mcg), meropenem (10 mcg). 

 

4.4.4 Detecção de ESBL 

A presença de ESBL foi confirmada pelo teste de duplo-disco aproximação e 

disco combinado, usando discos da OxoidR (Basingstoke, Hampshire, England). 

Cepas de K. pneumoniae ATCC 700603 e E. coli 25922 foram usados como 

controles positivos e negativos, respectivamente (CLSI, 2018). 
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4.5 Análise Molecular 

 

4.5.1 Detecção de β-lactamases  

As amostras que apresentaram o teste fenotípico positivo foram 

caracterizadas genotipicamente por PCR. Foi realizada a técnica de PCR multiplex, 

através do TopTaq® Master Mix Kit (QIAGEN®), com  as seguintes condições de 

amplificação: desnaturação inicial de 5 minutos a 94ºC; 30 ciclos de 25 segundos a 

94°C de desnaturação, 40 segundos  a 52°C para anelamento e 50 segundos a 

72°C de extensão e um alongamento final de 6 minutos a 72°C para os genes  

blaCTX-M1, blaCTX-M2, blaCTX-M8, blaCTX-M9 e blaCTX-M25 (WOODFORD; FAGAN; 

ELLINGTON, 2006).  A PCR para a pesquisa do gene blaCTX-M15  foi realizada de 

acordo com Leflon-guibout et al., (2004). A reação foi submetida a 30 ciclos de 94ºC 

por 7 minutos, 94ºC por 1 minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e uma 

extensão final a 72°C por 6 minutos.  A PCR para a pesquisa do gene blaKPC foi 

realizada de acordo com Bradford et al. (2004). A reação foi submetida a 94°C por 5 

minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por 1 minuto, 58°C por 1 minuto e 72°C por 1 

minuto e uma extensão final a 72°C por 7 minutos. A PCR para a pesquisa dos 

genes blaTEM e blaSHV  foi realizada de acordo com Arlet e Philippon (1991). 

 

4.5.2 Eletroforese em gel de agarose 

Os produtos da reação de PCR foram analisados em gel de agarose a 1,0% 

em solução de Tris/Borato/EDTA (TBE) 1x. Na aplicação no gel de agarose foram 

adicionados 4 μL de tampão de amostra. A eletroforese foi realizada a 80 volts, por 

40 minutos. O marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen®) foi aplicado no gel 

para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos. Após a corrida o gel foi 

adicionado à solução de brometo de etídio (0,08 μL/100 mL) por 15min e visualizado 

em luz ultravioleta.  

 

4.5.3 Reação em cadeia da polimerase, baseada em sequências repetitivas 

intergênicas em enterobactérias (ERIC–PCR). 

A reação de PCR foi realizada com os primers ERIC1R 

(3’CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA-5’) e ERIC2 (5’-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’), à concentração de 50 pmol, como descrito 

por Versalovic (1991). As reações de amplificação foram executadas para o volume 
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final de 25 μL com tampão de PCR 1X, dNTP, Taq DNA Polimerase Recombinante 

Brasileira.  As reações foram incubadas a 95ºC por 1 minuto e em seguida 45 ciclos 

a 94ºC por 1 minuto, 52ºC por 1 minuto, 72ºC por 7 minutos e extensão final a 72ºC 

por 7 minutos, usando o termociclador da Applied Biosystems. O produto da 

amplificação foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com tampão 

TBE (tris base, ácido bórico e EDTA). O aparelho foi ajustado para 100v e 400mA. A 

análise foi realizada pela coloração do gel com brometo de etídio (0,5 μg/mL) e 

visualização em transiluminador com lâmpada ultravioleta e posteriormente 

fotografado para documentação.  

Foi considerado clone com mais de 85% de similaridade genética. 

 

4.6 Análise Estatística 

 

Os dados foram digitados em banco de dados do Programa Microsoft Office 

Excell 2007 e a análise estatística foi realizada com o software Statistical Package 

for the Social Sciences (SPSS – IBM Corp., Nova York, EUA), versão 20 para 

Windows. Foram calculadas, média mediana e desvio padrão das variáveis 

contínuas. Variáveis categóricas foram analisadas pelo Teste de Qui-quadrado ou 

Exato de Fisher, quando apropriado, e as variáveis contínuas foram analisadas pelo 

Teste de Mann Whitney. Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo.  

 

4.7 Comitê de Ética 

 

Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa envolvendo 

Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina e responde com Certificado 

de Apresentação para Apreciação Ética (CAAE) número 15415413.4.0000.5231 de 

22 de abril de 2016 (Anexo1). Todas as mães que tiveram seus filhos internados na 

Unidade Pediátrica do HUL-UEL foram esclarecidas sobre a pesquisa e convidadas 

a participar mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido 

(Anexo 2). Após seu consentimento foram coletadas amostras de swab geral (retal, 

inguinal, axilar, nasal e orofaringe) da criança ainda no ambiente hospitalar. 
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4.8 Apoio Financeiro 

 

 O presente trabalho foi financiado, pelo CNPQ Número do processo: 

444646/2014-0 (Anexo 3). Chamada Universal/2014. 
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5. RESULTADOS 

 

Os resultados obtidos neste trabalho foram apresentados e discutidos no 

artigo científico apresentado a seguir, submetido ao periódico Journal of Tropical 

Pediatrics indexado nas principais bases de dados de saúde. 
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ABSTRACT 

 

The colonization of skin and mucosa by multidrug resistant gram-negative bacilli (MR 

GNB) in hospitalized patients has received increasing attention. We evaluated the 

colonization by MR GNB to determine the MR GNB antimicrobial susceptibility profile 

and resistant genes in a paediatric population. A case-control study was carried out, 

patients considered colonized by MR GNB and patients non-colonized by MR GNB 

were evaluated. The variables that were compared between the groups were 

infection, central venous catheter, lung mechanical ventilation, long-term urinary 

catheter, and outcome. The sensitivity of the bacteria to the antimicrobial agents was 

analysed by the disc-diffusion technique, and the genetic diversity of the isolates was 
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analysed by enterobacterial repetitive intergenic consensus sequence-polymerase 

chain reaction (ERIC-PCR). Patients with infection had 4 times greater odds of being 

colonized by MR GNB than non-infected patients. Among children colonized by MR 

GNB, the presence of an invasive procedure increased the odds of infection by 15 

times. In children who were not colonized by MR GNB, the presence of an invasive 

procedure increased the odds of infection by 4 times. Among the 20 strains of MR 

GNB analysed, lower resistance was found for ertapenem and amikacin. The most 

common resistance mechanism was the production of CTXM1 enzymes, followed by 

CTXM15 and SHV. Colonization by MR GNB was associated with infection in 

paediatric patients; therefore, measures should be taken to prevent colonization by 

MR GNB. 

 

KEYWORDS: Enterobacteriaceae; drug resistance, microbial; cross infection; 

catheter-related infections 

INTRODUCTION 

The colonization process occurs when a microorganism is present in the host 

in the absence of clinical manifestations and immunological responses at the time of 

bacterial isolation [1]. 

In turn, colonization may be the first step of health care-related infection 

(HCRI), which is acquired soon after admission and manifests during hospitalization 

or after discharge, when it can be related to hospitalization or hospital procedures [2, 

3]. 

Several factors contribute to the occurrence of HCRI, including the use of 

invasive device, as central vascular catheters (CVCs) and consequently a greater 

potential for morbidity and mortality [4]. 
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The risk factors for gram-negative bacilli (GNB) infection are as follows: use of 

antibiotics in the previous six months, previous hospitalization (last three months), 

prior surgery (last 12 months), presence of chronic disease, presence of 

immunosuppression, and invasive device use (invasive ventilation, central catheters, 

and urinary catheter) [5, 6]. 

Childhood represents a particularly vulnerable stage of life, with the highest 

susceptibility to infections, especially in the age group below 2 years, since the 

immune system is immature. In the hospital environment, the child is exposed to a 

wide variety of microorganisms that can trigger colonization and infection [7]. 

In the United States, 1,003 hospitals reported 20,390 HCRIs with the presence 

of 22,323 microorganisms in paediatric units between 2011 to 2014. Among all 

HCRIs, the following pathogens were responsible for more than 60% of those 

reported: Staphylococcus aureus (17%), coagulase-negative staphylococci (17%), 

Escherichia coli (11%), Klebsiella pneumoniae and/or K. oxytoca (9%), and 

Enterococcus faecalis (8%) [8]. Although the development of antimicrobial resistance 

is a naturally occurring phenomenon, there is greater selective pressure and 

dissemination of resistance due to the misuse of antimicrobials and inadequate 

programmes for infection prevention and control, which favour the transmission of 

resistance among microorganisms [9]. 

Multidrug resistant GNB (MR GNB) are unanimously recognized as one of the 

most troubling challenges in the field of health care. Their clinical impact is even 

more worrying in neonatal and paediatric care, where treatment options are limited 

[10]. 

For the prevention and control of HCRI, it is necessary to establish MR control 

policies in the institution and standardization of the implementation and maintenance 
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of invasive devices [11]. The objective of this study was to analyse the association 

between colonization and HCRI by MR GNB of hospitalized children in the paediatric 

sector of a university hospital (UH) in southern Brazil. 

 

METHODOLOGY 

Design 

This is a prospective case study. A patient was considered to be colonized by 

MR GNB when his or her first swab was negative and he or she subsequently 

presented at least one swab or sterile material that was positive for MR GNB during 

the same hospital stay. Patients with two or more negative swabs and sterile material 

without MR GNB isolation at the same hospital stay were considered to be non-

colonized by MR GNB. 

After the definition of cases (patients colonized by MR GNB) and controls 

(patients not colonized by MR GNB), a case-control study was performed to analyse 

the variables: infection, central venous catheter (CVC), lung mechanical ventilation 

(MV), long-term urinary catheter (LTUC), and outcome. 

 

Inclusion and exclusion criteria 

Among 687 patients hospitalized from January to December 2016 at the 

Paediatric Ward and Paediatric ICU of the UH, all children between 0 and 12 years 

old who were colonized by MR GNB were included in this study. No cultures were 

collected for 432 children. Cultures were collected from 255 children, of whom 106 

were characterized as the control group. A total of 149 children had positive cultures, 

of whom 114 were excluded because it was not possible to define the moment of 

colonization and 35 children were characterized as the case group. 
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 MR GNB included Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, and 

Pseudomonas aeruginosa resistant to carbapenem and Enterobacteria resistant to 

3rd or 4th generation cephalosporins or monobactams [12]. 

 The infection data were obtained from Hospital Infection records of the 

Hospital Infection Control Commission (HICC). 

 

Microbiological procedures 

Sample collection 

Two swabs were collected using the aseptic technique – one swab for nasal, 

oral, axillary and inguinal regions, and another swab for inguinal and rectal regions. 

The swabs were transported to the microbiology laboratory in Stuart medium, within a 

maximum of 4 hours. 

Phenotypic isolation and identification of bacteria 

 The biological samples contained in the swabs were inoculated in selective 

media for each target bacterium of the study. Concurrently, the species were 

identified using an automated method with the Vitek® platform (BioMérieux). Bacteria 

were stored in an appropriate culture medium containing 20% glycerol at -80°C.  

Determination of the profile of sensitivity to antimicrobial agents 

The sensitivity of the bacteria to the antimicrobial agents was analysed using 

the disc-diffusion technique according to the recommendations of the Clinical and 

Laboratory Standard Institute [13] using the recommended antimicrobial discs. The 

following disks were used: ciprofloxacin (5 mcg), gentamicin (10 mcg), amikacin (30 

mcg), sulfamethoxazole + trimethoprim (25 mcg), cephalothin (30 mcg), amoxicillin 

(30 mcg), piperacillin + tazobactam (110 mcg), cefoxitin (30 mcg), aztreonam (30 
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mcg), cefotaxime (30 mcg), ceftazidime (30 mcg), cefepime (30 mcg), ertapenem (10 

mcg), imipenem (10 mcg), and meropenem (10 mcg). 

ESBL detection 

The presence of Extended Spectrum Beta-Lactamase (ESBL) was confirmed by 

the double-disc approximation and combined disc test using OxoidR discs 

(Basingstoke, Hampshire, England). Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and 

Escherichia coli 25922 were used as positive and negative controls, respectively 

[13]. 

Molecular analysis 

DNA extraction 

The DNA was prepared for single polymerase chain reaction (PCR) using the 

boiling method. Three to five bacterial colonies isolated on tryptic soy broth (TSB) 

were suspended in 0.5 ml of ultra-pure water and boiled for 10 min, followed by heat 

shock for 5 min. The suspension was centrifuged at 10,000 rpm for 10 min, and the 

supernatant was used. 

Detection of β-lactamases 

Samples that presented positive phenotypic test were characterized 

genotypically by PCR. Multiplex PCR was conducted using the TopTaq® Master Mix 

Kit (QIAGEN®) with the following amplification conditions: initial 5-min denaturation at 

94ºC; 30 cycles of 25 sec at 94°C denaturation, 40 sec at 52°C for annealing, and 50 

sec at 72°C extension; and a final extension of 6 min at 72°C for the blaCTX-M1, blaCTX-

M2, blaCTX-M8, blaCTX-M9, and blaCTX-M25 genes [14]. PCR for the blaCTX-M15 gene was 

performed according to Leflon-guibout et al. [15]. The reaction was subjected to 30 

cycles of 94ºC for 7 min, 94ºC for 1 min, 50°C for 1 min, and 72°C for 1 min and a 

final extension at 72°C for 6 min. PCR for the blaKPC gene was performed according 
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to Bradford et al. [16]. The reaction was subjected to 94°C for 5 min, followed by 30 

cycles at 94°C for 1 min, 58°C for 1 min, and 72°C for 1 min and a final extension at 

72°C for 7 min. PCR for the blaTEM and blaSHV genes was performed according to 

Arlet and Philippon[17]. 

Agarose gel electrophoresis 

The products of the single PCR were analysed on a 1.0% agarose gel in 1x 

Tris/Borate/EDTA (TBE) solution. For the agarose gel application, 4 μL of buffer 

sample was added, and electrophoresis was performed at 80 volts for 40 min. The 

100-bp molecular weight marker (Invitrogen®) was applied to the gel to determine the 

size of the obtained fragments. The gel was then incubated with ethidium bromide 

solution (0.08 μL/100 mL) for 15 min and visualized under ultraviolet light.  

Polymerase chain reaction based on intergenic repetitive sequences in 

enterobacteria (ERIC –PCR) 

The PCR was performed with primers ERIC1R 

(3’CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA-5’) and ERIC2 (5’-

AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’) at a concentration of 50 pmol, as described 

by Versalovic et al. [18]. The amplification reactions were performed in a final volume 

of 25 μL with 1X PCR buffer, dNTPs, and Brazilian Taq DNA Recombinant 

Polymerase. The reactions were incubated at 95ºC for 1 min and then 45 cycles at 

94ºC for 1 min, 52ºC for 1 min, and 72ºC for 7 min and a final extension at 72ºC for 7 

min using the Applied Biosystems thermal cycler. The amplification product was 

subjected to 1.5% agarose gel electrophoresis with TBE buffer (tris base, boric acid 

and EDTA). The device was set to 100 V and 400 mA. The analysis was performed 

by gel staining with ethidium bromide (0.5 μg/mL) and visualization under a 

transilluminator with ultraviolet light followed by imaging for documentation. 
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Statistical analysis 

The data were entered into the Microsoft Office Excell 2007 database, and 

statistical analysis was performed using the Statistical Package for Social Sciences 

(SPSS - IBM Corp., New York, USA), version 20 for Windows. The means, medians 

and standard deviations of continuous variables were calculated. Categorical 

variables were analysed by the chi-square test or Fisher's exact test where 

appropriate, and continuous variables were analysed by the Mann-Whitney test. 

Values of p < 0.05 were considered statistically significant. 

Ethics committee 

This project was approved by the Ethics Committee on Research involving 

Human Beings of Londrina State University (UEL), No 15415413.4.0000.5231 of 

April 22, 2016. All mothers of children who were hospitalized in the Paediatric Units 

of the University Hospital of the EUL were informed about the research and invited to 

participate by signing the informed consent form. 

RESULTS 

Among the 687 inpatients hospitalized from January to December 2016 at 

the Paediatric Ward and Paediatric UTI of the UH, all children aged between 0 and 

12 years who were colonized by MR GNB were included in this study. No cultures 

were collected for 432 children. Cultures were collected from 255 children, of whom 

106 were characterized as the control group. A total of 149 children had positive 

cultures, of whom 114 were excluded because it was not possible to define the 

moment of colonization and 35 were characterized as the case group (Figure 1). In 

the 35 patients in the case group, 40 MR GNB were isolated: 10 samples with 

Klebsiella sp (25%), 11 with Escherichia coli (27.5%), 5 with Enterobacter spp 

(12.5%), 4 with Serratia spp (10.0%), 1 with Proteus spp (2.5%), and 1 with 
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Citrobacter spp (2.5%). In 8 of these patients, 3 Enterobacter spp resistant to 

carbapenems (CR) (7.5%), 2 Acinetobacter spp CR (5.0%), 2 Klebsiella spp CR 

(5.0%), and 1 Serratia spp CR (2.5%) were isolated (Figure 2). 

The demographic and clinical data for the patients who were colonized and 

not colonized by MR GNB are presented in Table 1. The median age of the patients 

was 19.8 months (interquartile range [IQR; 25 and 75] 1 - 66 months). The median 

time of hospitalization was 15 days (IQR [25 and 75] 8 - 31 days). The time to the 

swab becoming positive was 3 to 51 days, with a median of 9 days (IQR [25 and 75] 

6 - 25 days). 

Patients with infection were 4 times more likely to present MR GNB 

colonization when compared to non-infected patients (OR: 4.044; CI 1.696 - 9.647). 

No differences were found between the groups that were colonized or not colonized 

by MR GNB in relation to the presence of the procedure (p=0.924), type of procedure 

(p=0.954), and outcome (p=0.574) (Table 1). 

Demographic and clinical data for the patients colonized by MR GNB 

according to the presence of infection are presented in Table 2. Male subjects were 

16% less likely than females subjects to have infection (OR: 0.16, CI 0,36-0.72). 

Patients who were colonized and who had undergone an invasive procedure 

were 15 times more likely to have infection than patients without an invasive 

procedure (OR: 15.0; CI 1.5-145.2). 

Most patients without infection had no invasive procedure, while 42.9% of the 

patients with infection used MV or LTUC. 

All patients colonized by MR GNB were discharged regardless of the 

presence or absence of infection. 
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Data from patients who were not colonized by MR GNB according to the 

presence or absence of infection are presented in Table 3. Non-colonized patients 

who underwent some type of procedure were 4 times more likely to present infection 

than patients without any procedure. Regarding the type of procedure, 46.7% of the 

non-colonized and infected patients underwent MV or LTUC, while 16.5% of the non-

infected patients underwent MV, CVC, or LTUC. Only one patient colonized by 

Klebsiella spp had this microorganism isolated in urine, and the patient was 

considered to have a urinary infection. 

Of the 35 patients who were colonized with MR GNB, the molecular study 

and sensitivity profile of ESBL-producing enterobacteria were performed in 20 

representative samples. Among these samples, 4 (20.0%) had E. cloacae, 6 (30.0%) 

had K. pneumoniae, 9 (45.0%) had E. coli, and 1 (5.0%) had Citrobacter spp (Figure 

3). 

Among the strains analysed, we observed 65% resistance to ciprofloxacin, 

40% resistance to sulfamethoxazole trimethoprim and piperacillin-tazobactam, 25% 

resistance to amikacin, 15% to ertapenem, and 0% resistance to imipenem and/or 

meropenem. 

The genotypic analysis of MR GNB is presented in Figure 3. In 7 samples 

(35%), the microorganisms presented 3 different resistance enzymes. The CTXM1 

enzyme was present in 50% of the samples. Among the 6 samples of Klebsiela spp, 

the SHV enzyme was detected in 5 (83.3%) samples, CTXM1 in 3 (50%) samples, 

and TEM in 1 (16.7%) sample. In four samples of Klebsiella spp, an association of 

two or more enzymes was detected. 

In two samples with ESBL E. cloacae isolate, it was not possible to define the 

enzyme responsible for the combined resistance. 
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DISCUSSION 

In our study, we observed a high frequency of MR GNB, and the patients 

presented a median age and frequency of colonization that were higher than those 

described in the literature. A survey performed with 111 African paediatric patients 

with a median age of 8 months (IQR 25 and 75: 4 and 14 months) undergoing 

cardiac surgery identified colonization by ESBL MR GNB in 17 (15%) patients, while 

94 (85%) patients were not colonized. However, as in our study, the isolated species 

were K. pneumoniae in 9 (53%) patients, E. coli in 6 (35%) patients, and E. cloacae 

in 2 (12%) patients [19]. Lautenbach et al. [20] conducted a study in North American 

adults and found no differences between the colonized and non-colonized groups 

with respect to age and sex. They also showed that colonized patients were more 

likely than non-colonized patients to have infection, longer hospitalizations prior to 

infection, and a CVC or urinary catheter. 

Research on colonization by ESBL-producing microorganisms in Polish 

children subjected to cardiac surgery showed colonization in 16% of them [21]. 

French patients in an intensive care unit (ICU) had 25% colonization by ESBL GNB 

[22], and hospitalized Korean patients had 28.2% colonization by ESBL GNB [23]. 

In the present study, patients who were colonized by MR GNB had higher 

odds of infection; similar results were found by other researchers. Cheikh et al. [19] 

showed that among the patients who were colonized by ESBL, 4 (23.5%) developed 

postoperative infection; however, only 1% of non-colonized patients developed 

postoperative infection. The microorganisms that were responsible for the infections 

in the colonized patients were K. pneumoniae (2 patients; 50%) and E. coli (2 

patients; 50%). The chance of developing infection in colonized patients was 22 

times higher than in non-colonized patients (CI 95% 8.37-58.5), and the only non-



41 

 

colonized patient who developed infection demonstrated infection by ESBL E. 

cloacae. 

Another study showed that patients colonized by E. coli and K. pneumoniae 

were more likely than the controls to have infection, longer hospitalizations prior to 

infection, and use of a CVC or urinary catheter [20].    

Ben-Ami et al. [24] showed that colonized individuals had a higher risk of 

bacteraemia than non-colonized individuals. Cheikh et al. [19] also showed an 

association between previous colonization with ESBL and the occurrence of infection 

after surgery in paediatric patients. These results are in agreement with those found 

in our study, in which patients colonized with MR GNB were 4 times more likely than 

non-colonized patients to have infection. 

Among individuals who were not colonized by MR GNB, the presence of the 

procedure and type of procedure were associated with the presence of infection. 

Paediatric patients are naturally more vulnerable to HCRI, but there are potentiating 

factors such as CVC, bladder catheterization, and mechanical ventilation, which 

favour the breakdown of natural defence barriers [25, 26]. Soares et al. [27] 

highlighted the high percentage of children with CVC and infection. Therefore, the 

presence of catheters may facilitate tissue invasion by colonizing MR 

microorganisms. 

Bacterial resistance has been a challenge in clinical practice [28]. Among the 

treatment options for ESBL MR GNB infections, piperacillin-tazobactam has often 

been associated with therapeutic failure, necessitating a therapeutic change for 

carbapenems. In turn, the indiscriminate use of carbapenems has led to their 

resistance and the need to prescribe new drugs, such as tigecycline, and older drugs, 

such as colistin [29]. 
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In the present study, the enzyme CTXM was detected in half of the samples 

with the GNB isolate. The presence of CTXM E. coli clones has been associated with 

severe invasive infections [30].  The most widely found extended spectrum beta-

lactamases are CTXM, SHV, and TEM, with increasing KPCs [29,31]. 

According to Pereira et al. [32], among 2563 cases of bloodstream infections 

from June 2007 to March 2010, GNB was isolated from 49% of the samples, and K. 

pneumoniae, A. baumannii, and P. aeruginosa were the main isolated 

microorganisms. The resistance of piperacillin-tazobactam ranged from 25-55.6%, 

and resistance to carbapenems ranged from 2-23%; in our study, 20% of the total 

samples were resistant to imipenem and/or meropenem (CR). Pereira et al. [32] 

reported that among the isolates of K. pneumoniae, the presence of CTXM, and SHV 

and TEM was 63.6%, 45.4% and 28%, respectively, whereas in our study, 6 samples 

of Klebsiella pneumoniae were isolated, and SHV was detected in most of these 

samples, followed by CTXM1. 

The limitations of the present study include the small number of patients with 

CVC, the loss of fifteen samples (42.8%) of MR GNB from colonized patients, 

including samples of CR bacteria, and the impossibility of defining the molecular 

mechanism of resistance in two Enterobacter spp samples from colonized patients. 

In conclusion, MR GNB colonization was associated with infection in 

paediatric patients, and the presence of invasive procedures (MV and LTUC) was a 

facilitator for infection in children colonized by MR GNB. Therefore, measures should 

be taken to prevent MR colonization in hospitalized children. 
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Fig. 1. Flowchart summary of the study. 
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Fig. 2. Presentation of multidrug resistant gram-negative bacilli (n = 35). 
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Fig. 3. Dendrogram, antimicrobial resistance profile and main resistance enzymes of multidrug resistant gram-negative bacilli  
CIP: ciprofloxacin, CN: gentamicin, AK: amikacin, SXT: trimethoprim-sulfamethoxazole, KF: cephalotin, AMC: amoxicillin, PTZ: piperacillin-tazobactam, FOX: cefoxitin, 
ATM: aztreonam, CTX: cefotaxime, CAZ: ceftazidime, FEP: cefepime, ETP: ertapenem, IPM: imipenem, MEM: meropenem.      

 Resistant              Intermediary           Sensible 
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Table 1. Analysis of the association of colonization by multidrug resistant gram- 
negative bacilli (MR GNB) with clinical-demographic variables.  

Variables Patients 

colonized 

by MR GNB  

(n=35) 

Patients  

not colonized 

by MR GNB  

(n=106) 

Odds Ratio 

(IC 95%) 

p 

Average age (months) 24.8 (0.2-82.6) 18.5 (1.4-63.6) - 0.916 

Sex      

Female 

Male 

 

16 (45.7%) 

19 (54.3%) 

 

42 (39.6%) 

64 (60.4%) 

 

1.283 (0.594-

2.773) 

 

0.525 

Length of hospital stay (days) 17.0 (10.0-

48.0) 

13.5 (8.0-25.5) - 0.088 

Presence of infection   

Yes 

No 

 

14 (40.0%) 

21 (60.0%) 

 

15 (14.2%) 

91 (85.8%) 

 

4.044 (1.696-

9.647) 

 

0.001 

Exposure to invasive 

procedure    

Yes 

No 

 

 

7 (20.0%) 

28 (80.0%) 

 

 

22 (20.8%) 

84 (79.2%) 

 

 

0.955 (0.368-

2.473) 

 

 

0.924 

 

Type of procedure    

None 

MV 

CVC 

LTUC 

 

28 (80.0%) 

04 (11.4%) 

0 (0.0%) 

03 (8.6%) 

 

84 (79.2%) 

12 (11.3%) 

1 (1.0%) 

09 (8.5%) 

 

- 

 

0.954 

 

Outcome    

Discharge 

Death 

 

 

35 (100.0%) 

00 (0.0%) 

 

103 (97.2%) 

3 (2.8%) 

 

1.029 (0.996-

1.063) 

 

0.574 

MV: mechanical pulmonary ventilation, CVC: central vascular catheter, LTUC: long-term urinary 
catheter. The categorical data were evaluated by Chi-square or Fisher's Exact. Continuous data were 
evaluated by Man-Whitney and presented in median and 25% interquartile and 75% interquartile.  
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Table 2.  Analysis of the association of infection with the demographic and clinical 

data of patients colonized by multiresistant gram-negative bacilli. 

Variables Presence of 

infection 

(n=14) 

Absence of 

infection  

(n=21) 

Odds Ratio 

(IC 95%) 

    p 

Sex 

Female 

Male 

 

10 (71.4%) 

04 (28.6%) 

 

06 (28.6%) 

15 (71.4%) 

 

0.16 (0.360-0.715) 

 

0.018 

Exposure to invasive procedure     

Yes 

No  

 

6 (42.9%) 

8 (57.1%) 

 

1 (4.8%) 

20 (95.2%) 

 

15.0 (1.500-145.200) 

 

0.010 

Type of procedure 

None 

MV 

CVC 

LTUC 

 

08 (57.1%) 

2 (14.3%) 

0 (0.0%) 

4 (28.6%) 

 

20 (95.2%) 

1 (4.8%) 

0 (0.0%) 

0 (0.0%) 

 

 

- 

 

 

0.015 

Outcome     

Discharge 

Death 

14 (100.0%) 

0 (0.0%) 

21 (100.0%) 

0 (0.0%) 

- - 

MV: mechanical pulmonary ventilation, CVC: central vascular catheter, LTUC: long-term urinary 
catheter. The categorical data were evaluated by Chi-square or Fisher's Exact and presented. 
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Table 3.  Analysis of the association of infection with the demographic and clinical 

data of patients not colonized by multiresistant gram-negative bacilli. 

Variables Presence of 

infection 

(n=15) 

Absence of 

infection  

 (n=91) 

Odds Ratio 

(IC 95%) 

p 

Sex 

Female 

Male 

 

7 (46.7%) 

8 (53.3%) 

 

35 (38.5%) 

56 (61.5%) 

 

0.714 (0.238-2.140) 

 

0.547 

Exposure to invasive procedure          

Yes 

No  

 

7 (46.7%) 

8 (53.3%) 

 

15 (16.5%) 

76 (83.5%) 

 

4.43 (1.396-14.089) 

 

0.008 

Type of procedure 

None 

MV 

CVC 

LTUC 

 

8 (53.3%) 

3 (20.0%) 

0 (0.0%) 

4 (26.7%) 

 

76 (83.5%) 

10 (11.0%) 

1 (1.1%) 

4 (4.4%) 

 

 

- 

 

 

0.012 

Outcome 

    Discharge 

    Death 

 

14 (93.3%) 

1 (6.7%) 

 

89 (97.8%) 

2 (2.2%) 

 

0.32 (0.027-3.704) 

 

0.370 

MV: mechanical pulmonary ventilation, CVC: central vascular catheter, LTUC: long-term urinary 
catheter. The categorical data were evaluated by Chi-square or Fisher's Exact.   
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CONCLUSÕES 

 

O presente estudo permitiu as seguintes conclusões: 

 Não houve diferença de idade e sexo entre as crianças colonizadas e não 

colonizadas por BGN MR; 

 Os pacientes com infecção apresentaram 4 vezes mais chance de 

colonização por BGN MR, quando comparados aos não infectados; 

 Entre as crianças colonizadas por BGN MR a presença de um procedimento 

invasivo, aumentou em 15 vezes a chance de apresentar infecção, enquanto 

que para as crianças não colonizadas, a presença de um procedimento 

invasivo aumentou em 4 vezes a chance de apresentar infecção; 

 Entre as cepas de BGN MR analisadas, menor resistência foi encontrada para 

ertapenem e amicacina, com 100% de sensibilidade ao meropenem e 

imipenem; 

 O mecanismo de resistência mais encontrado foi a produção de enzimas 

CTXM1, seguido de CTXM15 e SHV. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Os resultados desse estudo demonstraram que a colonização por bacilo 

Gram negativo mutirresistente (BGN MR) foi associado a infecção em pacientes 

pediátricos. A presença de procedimento invasivo (VPM ou CVD) foi um facilitador 

para a infecção em crianças colonizadas por BGN MR. Portanto, deve-se utilizar 

medidas de prevenção da colonização por MR em crianças hospitalizadas. 
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ANEXO 1- PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP 
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ANEXO 2 –TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

 

 
“Colonização e descolonização por microrganismos multirresistentes do binômio 

mãe-criança hospitalizado: estudo prospectivo” 
 

Prezado(a) Senhor(a): 

 

Gostaríamos de convidá-lo (a) para participar da pesquisa“Colonização e descolonização 

por microrganismosmultirresistentes do binômiomãe-criançahospitalizado: 

estudoprospectivo”, a ser realizadaem“Hospital Universitário de Londrina”. O objetivo 

da pesquisa é “é identificar se as criançasinternados e seusacompanhantesficam com 

suapelecolonizada por bactérias que sãoresistentesaalgunstipos de antibióticos e por 

quanto tempo issopermaneceemseucorpo. Aissochamamos o processo de 

colonização e descolonização por bactérias, microrganismosmultirressistentes (MR) 

dos acompanhantes das criançasnossetorespediátricos e neonatais”. Suaparticipação 

é muitoimportante e ela se daria da seguinte forma: No momento da alta, serácoletado do 

acompanhante da criançaumaamostra de swab geral, cotoneteestéril que é friccionado a 

pele das áreas com maiorrisco de colonização por bactérias MR (axila, 

regiãoprocedimentoindolorpelousando um cotonete da pele com cotoneteestéril. 

Vocêreceberáainformação do resultadodesseexameemsua casa naprimeirasemanaapós a 

altahospitalar. Se o resultado do exame for positivo, serãocoletadasamostras de swab 

mensaisoportunamentena data de algumretornoagendadoou no domicílio do paciente, até o 

sexto mêsapós a altaou a negativação da cultura do swab para bactérias MR.   

Esclarecemos que suaparticipação é totalmentevoluntária, podendo o (a) senhor (a): 

recusar-se aparticipar, oumesmodesistir a qualquermomento, sem que 

istoacarretequalquerônusouprejuízo à suapessoa. Esclarecemos, também, que 

suasinformaçõesserãoutilizadassomente para os fins destapesquisa e serãotratadas com o 

maisabsolutosigilo e confidencialidade, de modo a preservar a suaidentidade. Aamostra de 

microrganismoscoletados pela técnica de swab serãodescartadosapósrealização dos testes 

laboratoriais para identificação das cepasbacterianas e seuperfil de patogenicidade e 

resistênciaaosantimicrobianos.  

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) não pagará e nem será remunerado(a) por sua 

participação. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa 

serão ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participação. 

Os benefícios esperados são a oferta de um teste laboratorial gratuito que mostra o perfil de 

sensibilidade aos antimicrobianos dos microrganismos da sua pele e de seu filho. Durante a 
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hospitalização você pode adquirir bactérias resistentes, e se isso acontecer terá o direito de 

ser acompanhado pela equipe de pesquisadores deste projeto, que além de orientações 

colherá exames mensais ate confirmada descolonização por esses patógenos.Quanto aos 

riscos, a sua participação na pesquisa não implicará em nenhum dano, ônus ou prejuízo, 

sendo a coleta de swab um procedimento simples, indolor, podendo causar pequeno 

desconforto, semelhante a cócegas, durante a fricção do swab na pele e mucosa.  Ainda 

assim, garantimos-lhe o direito de encerrar sua participação na mesma a qualquer 

momento, se assim o desejar, sem nenhum tipo de prejuízo ou retaliação. 

Caso o(a) senhor(a) tenha dúvidas ou necessite de maiores esclarecimentos poderá nos 

contatar (GilselenaKerbauy Lopes, fone 3371-2249, Departamento de Enfermagem, Avenida 

Robert Koch, nº 60 ou por e-mail: gilselena@hotmail.com).Este termo deverá ser preenchido 

em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente preenchida, assinada e entregue 

ao (à) senhor(a). 

 

      Londrina, 26 de outubro de 2015. 

GilselenaKerbauy Lopes 

       Pesquisador Responsável                                                   

RG: 34.296.059-3 

 

_____________________________________, 

tendosidodevidamenteesclarecidosobreosprocedimentos da pesquisa, 

concordoemparticiparvoluntariamente da pesquisadescritaacima.   

 

Assinatura (ou impressão dactiloscópica):____________________________ 

Data:___________________ 
 
 

 

Obs.: Caso o participante da pesquisa seja menor de idade, o texto deve estar voltado para os pais e deve ser 

incluído ainda, campo para assinatura do menor e do responsável. 
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ANEXO 3 – TERMO DE ACEITAÇÃO DE APOIO FINANCEIRO 
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