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Magalhéaes, Silvia Clay Gomes. Avaliacéo de colonizacao por bacilos gram negativos
multirresistentes e desenvolvimento de infeccéo relacionada a assisténcia a saude
em criancas hospitalizadas. 2019. 71 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia
Clinica e Laboratorial) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

A crescente colonizagcdo de pele e mucosas de pacientes hospitalizados por
microrganismos multirresistentes (MR) merece atencdo nos servicos de saude. Os MR
como agentes de infeccdo sdo um desafio para o tratamento, tornando essa situacao um
problema de saude publica. Este trabalho teve como objetivo avaliar a colonizacdo por
bacilos Gram negativos multirresistentes (BGN MR) e determinar o perfil de sensibilidade
aos antimicrobianos e genes de resisténcia em uma populacéo pediatrica. Foi realizado
um estudo caso-controle e definido como paciente colonizado por BGN MR, quando o
mesmo apresentava o primeiro swab negativo e apds pelo menos um swab ou material
estéril positivo para BGN MR, na mesma internacdo. Os pacientes com dois swabs ou
mais negativos e material estéril sem isolamento de BGN MR na mesma internagéo,
foram considerados ndo colonizados por BGN MR. As varidveis comparadas entre 0s
grupos foram: infeccéo relacionada a assisténcia a saude (IRAS), cateter venoso central
(CVC), ventilagdo pulmonar mecéanica (VPM), cateter vesical de demora (CVD) e
desfecho (alta ou 6bito). A sensibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos foi
analisada pela técnica de disco-difuséo e a analise da diversidade genética dos isolados
foi realizada por ERIC-PCR (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus-PCR). A
andlise estatistica foi realizada com o software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS — IBM Corp., Nova York, EUA), versdo 20 para Windows. As variaveis categoricas
foram analisadas pelo Teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher, e as varidveis
continuas 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 Pediatrica do HU de Londrina, 432 criancas nao colheram culturas, 255 criancas
colheram cultura, destas, 106 foram caracterizadas como grupo controle. 149 criancas
tiveram culturas positivas, destas, 114 foram excluidas, pois ndo foi possivel definir o
momento da colonizacdo e 35 criancas foram caracterizadas como grupo caso. Os
pacientes com infec¢ao apresentaram 4 vezes mais chance de colonizacdo por BGN MR
em comparacao aos nao infectados. O tempo para positivacdo do swab foi de 3 a 51
dias, com mediana de 9 dias.As criangas do sexo masculino colonizadas por BGN MR
tiveram 16% menos chance de apresentar infeccao que as do sexo feminino. Entre as
criangas colonizadas por BGN MR a presenca de um procedimento invasivo, aumentou
em 15 vezes a chance de apresentar infeccdo. Para as criangas nao colonizadas por
BGN MR, a presencga de um procedimento invasivo aumentou em 4 vezes a chance de
apresentar infecgdo. Entre as 20 cepas de BGN MR analisadas, menor resisténcia foi
encontrada para ertapenem e amicacina, com 100% de sensibilidade ao meropenem e
imipenem. O mecanismo de resisténcia mais encontrado foi a producdo de enzimas
CTXM1, seguido de CTXM15 e SHV. Nossos resultados demonstraram que a
colonizacdo por BGN MR foi associada a infeccdo em pacientes pediatricos, portanto,
devem-se utilizar medidas de prevencgéo da colonizagdo por MR.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae. Resisténcia microbiana a medicamentos.
Infeccao hospitalar. Infec¢oes relacionadas a cateter.



MAGALHAES, Silvia Clay Gomes. Evaluation of colonization by multidrug resistant
gram-negative bacilli and increasing infection related to health assistance in
hospitalized children. 2019. 71 p. Dissertation (Masters’s degree in Clinical and
Laboratorial Pathophysiology). Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2019.

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
SHYV. 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 INTRODUCAO

1.1 Infecgdo Hospitalar

A infeccdo hospitalar (IH) é definida como aquela adquirida logo apos a
admissdo do paciente e que se manifesta durante a internacdo ou apos a alta,
quando puder ser relacionada com a internagdo ou procedimentos hospitalares
(PAES et al., 2014).

O termo IH vem sendo substituido nos ultimos anos pelo termo Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), no qual a prevencao e o controle das
infeccbes passam a ser considerados para todos os locais onde se presta o cuidado
e a assisténcia a saude. Sendo assim, o hospital ndo € o Unico local onde se pode
adquirir uma infeccdo, podendo existir o risco em procedimentos ambulatoriais,
servicos de hemodidlise, casas de repouso para idosos, instituicbes para doentes
cronicos, assisténcia domiciliar (“home care”) e clinicas odontoldgicas (PADOVEZE;
FORTALEZA, 2014, JESUS; COELHO; LUZ, 2018).

As IRAS tém crescido progressivamente em todo o mundo, sendo
considerado um problema de saude publica. No Brasil, a taxa média de infeccéo
hospitalar é cerca de 15%, enquanto que nos EUA e na Europa é de 10%. No
entanto, o indice de infeccdo hospitalar varia significativamente, pois esta
diretamente relacionada com o nivel de atendimento e complexidade de cada
hospital (ANVISA, 2013).

E possivel verificar na literatura cientifica que centenas de milhdes de
pacientes sédo 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
saude. De cada 100 pacientes hospitalizados, 7 em paises desenvolvidos e 10 em
paises em desenvolvimento irdo adquirir pelo menos uma IRAS (WHO, 2014).

De acordo com o European Centre for Disease Prevention and Control, de
20% a 30% das IRAS sdo consideradas preveniveis por meio de programas de
controle e higiene intensivos (CDC, 2013).

O paciente é o elo mais importante da cadeia epidemiolégica na IH, pois
abriga os principais microrganismos, que na maioria dos casos desencadeiam

processos infecciosos, que dependem de fatores relacionados ao estado de saude
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do proprio paciente e do estabelecimento de salde que presta a assisténcia (PAES
et al., 2014).

Véarios fatores contribuem para a ocorréncia de infeccdes, que sao
conhecidos como fatores de risco. Estes fatores podem ser intrinsecos e extrinsecos
ao paciente. Os fatores intrinsecos estéo relacionados ao paciente/hospedeiro, ja 0s
extrinsecos estao relacionados ao meio ambiente. Os principais fatores de risco para
gue ocorra infeccdo sao: status imunoldgico, idade (recém-nascidos e idosos séo
mais vulneraveis), uso abusivo de antibioticos, procedimentos médicos invasivos e
imunossupressdo (SOUZA et al., 2016).

A infancia representa uma fase particularmente vulnerdvel da vida,
prevalecendo a maior susceptibilidade as infeccbes, em especial, na faixa etaria
abaixo de 2 anos, visto que 0 sistema imune encontra-se imaturo. No ambiente
hospitalar a crianca esta exposta a uma grande variedade de microrganismos, uma
vez que este ambiente é considerado contaminado. Alguns fatores que propiciam a
aquisicdo de IRAS sdao internacdo prolongada, quebra de barreiras de defesa,
procedimentos invasivos, cirurgias e desnutricdo proteico-caldrica (PAGANOTTI et
al., 2013).

Entre as diversas faixas etarias pediatricas, destaca-se o recém-nascido,
especialmente os prematuros, pois apresentam risco aumentado de infeccédo e sao
considerados imunocomprometidos devido a imaturidade do sistema imune
(ROSADO et al, 2018).

Na pediatria, as IRAS podem ser recorrentes, principalmente as do aparelho
respiratério, em especial as pneumonias. Infecgcbes da corrente sanguinea,
infeccbes da cavidade oral, infec¢cdes de pele e tecidos moles também acometem
criancas e podem ser causadas por diversos microrganismos, sendo as infecgbes
bacterianas as mais frequentes (SOARES et al., 2017).

Nos Estados Unidos, um estudo realizado com anélise dos dados de 1.003
hospitais entre 2011 a 2014, foi encontrado 20.390 IRAS com presenca de 22.323
microrganismos em unidades pediatricas. Entre todas as IRAS, 0s seguintes
patdbgenos foram responsaveis 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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1.2Procedimentos Invasivos e Fatores de Risco Associados a IRAS

Um estudo realizado nos Estados Unidos identificou as infeccdes mais
frequentes em UTI, a primeira foi a pneumonia, seguida por infec¢ao do trato urinario
(ITU) e infeccdo de corrente sanguinea, relacionadas diretamente com ventilacao
mecanica, manipulacdo de cateter vesical e de cateter central respectivamente
(JESUS; COELHO; LUZ, 2018).

A cateterizacdo venosa central € um procedimento muito utilizado em
pacientes criticos, 0s quais demandam assisténcia a saude de alta complexidade. O
cateter venoso central (CVC) é um sistema intravascular utilizado para fluidoterapia,
administracdo de farmacos, infusdo de derivados sanguineos, nutricdo parenteral,
monitorizacdo hemodinamica, terapia renal substitutiva, entre outros. E um
dispositivo que pode permanecer no paciente por varios dias, diminuindo o trauma
associado as repetidas insercdes de um cateter venoso periférico (SANTOS et al,
2014).

A insercdo e a permanéncia do CVC permitem a entrada de microrganismos
para a corrente sanguinea através de dois mecanismos principais, 0 primeiro
mecanismo é através da colonizagdo extraluminal, quando 0s microrganismos
contaminantes da pele, provavelmente auxiliados por acdo da capilaridade,
penetram através da pele durante a instalacdo do cateter ou nos dias que se
seguem. O segundo mecanismo € através da colonizacao intraluminal, que ocorre
quando o microrganismo migra pela corrente sanguinea, por infeccées originarias
em outro local, como pneumonia, ou, ainda, a infusdo de solu¢bes contaminadas
(ANVISA, 2017). A entrada dos microrganismos pode acontecer pelo canhao (hub)
do cateter, ou pelo seu lumen, através do guia utilizado durante a inser¢cdo do
cateter, ou durante a manipulacédo dos conectores ou das linhas de infusdo, ou pela
administragcdo de solugbes intravenosas (ROSADO; ROMANELLI; CAMARGO,
2011).

O acesso vascular para criangcas enfermas tornou-se um procedimento
importante e indispensavel para os pacientes no ambito hospitalar, a instalacéo e a
possibilidade de sua manutencdo por longo prazo, em veias centrais mudaram
substancialmente o tratamento e 0 prognostico de varias afecgbes clinicas e
cirurgicas (MESIANO; HAMANN, 2007). Embora o CVC fornega acesso vascular

necessario e de modo seguro, a sua utilizacdo coloca os pacientes em risco de



16

diversas complicagdes, destacadamente as infecc¢des locais e sistémicas (ROSADO,;
ROMANELLI; CAMARGO, 2011).

Alguns fatores extrinsecos ao paciente, como a lavagem das maos, a
identificacdo de pacientes colonizados e a utilizacdo de precaucdes de contato sao
determinantes para evitar a disseminacdo de microrganismos através dos
profissionais de enfermagem, o descumprimento das normas de protecdo ao
paciente e a nao realizacdo de treinamentos dos profissionais, influenciam
diretamente no aumento do risco de desenvolvimento das IRAS. Portanto, uma
assisténcia de enfermagem ineficiente ao paciente em uso de CVC pode levar a
complicacBes, como as infec¢des de corrente sanguinea, o que aumenta o periodo
de internacdo, a morbimortalidade e os custos da hospitalizacdo (SANTOS et al,
2014).

A pneumonia associada a ventilacdo mecéanica (PAV), definida como
infeccdo pulmonar diagnosticada apos 48 horas de ventilagdo mecanica, é a
segunda causa mais comum de IRAS em pediatria e acarreta aumento de
morbidade e mortalidade, além da elevacdo dos custos hospitalares (ANVISA,
2013). O desenvolvimento da PAV pode ocorrer por diversos fatores, entre eles, a
contaminacdo do tubo endotraqueal, do aparelho umidificador, por aspiracdo de
secrecdo de vias aéreas ou do conteudo gastrico, ou atraves das maos
contaminadas dos profissionais de saude (MORINEC; JACOBONIC; MACNETT,
2012, AMORIM; GOMES, 2015).

A infeccdo do trato urinario (ITU) € uma das causas mais prevalentes das
IRAS. As ITUs sédo responsaveis por 30% das IRAS em pacientes em UTI pediatrica.
A ITU relacionada a assisténcia a saude associada a cateter vesical (ITU-AC) é
qualquer infeccdo sintomatica de trato urindrio em paciente em uso de cateter
vesical de demora instalado por um periodo maior que dois dias. A ITU-AC é de
grande potencial preventivo, pois muitos pacientes permanecem com o dispositivo
além do necessério, apesar das complicacdes infecciosas, desconforto para o
paciente, restricdo da mobilidade, traumas uretrais por tracdo e elevagcédo de custos
hospitalares, com prejuizos ao sistema de saude publico e privado (ANVISA, 2017,
SANTOS; COELHO; LUZ, 2018). Dados epidemiologicos destacam que em média
10% dos pacientes que foram cateterizados apresentaram bacteriliria no momento

do procedimento e dos pacientes que nao apresentaram o problema cerca de 10% a
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20% desenvolveram bacteridria durante a permanéncia com o cateter (JESUS;
COELHO; LUZ, 2018).

1.3Colonizacéao

O processo de colonizacdo ocorre quando hé& presenca de um
microrganismo no hospedeiro na auséncia de manifestacdes clinicas e respostas
imunoldgicas no momento do isolamento bacteriano. E mais prevalente em criancas
que em adultos e inicia-se apds 0 nascimento, com alta incidéncia entre um e dois
anos de idade, devido a imaturidade imunoldgica dessa faixa etaria (DONKOR,
2013). Apds o0 nascimento, o0 processo de colonizacdo continua através do contato
direto com a méae, familiares e equipe da unidade neonatal; ou por contato indireto
através de objetos inanimados como termdémetros, estetoscopios e transdutores. A
ocorréncia de infeccdo a partir da colonizagdo depende do grau de imunidade do
recém-nascido e da viruléncia do microrganismo (OPAS, 2017).

A colonizacéo por MR de pele e mucosas em pacientes hospitalizados tem
merecido crescente atencdo dos servicos de saude, mas faltam mais estimativas do
impacto mundial dessas colonizacdes. A identificacdo de individuos colonizados,
mesmo quando esses nao apresentam sinais de infeccdo ativa, contribui para a
reducdo da circulacdo desse agente e reduz sua participacdo na etiologia das IRAS
(ARCANJO; OLIVEIRA, 2017).

Em individuos hospitalizados ou imunocomprometidos, particularmente em
pacientes que recebem antibioticoterapia, existe além da colonizacdo do trato
gastrointestinal, a colonizacdo da orofaringe, do trato urogenital e da pele por
enterobactérias, podendo ocorrer infecgbes secundarias por estes microrganismos
(NORCIA et al., 2015).

1.4Microrganismos multirresistentes

Os MR séao aqueles resistentes a uma ou mais classes de agentes
antimicrobianos. Embora os nomes de alguns sugiram resisténcia a apenas um
agente, por exemplo, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) ou,
enterococo resistente a vancomicina (VRE), esses patdgenos sao geralmente

resistentes a todos, exceto a alguns agentes antimicrobianos comercialmente
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disponiveis. Os MR sdo transmitidos pelas mesmas vias que 0s agentes infecciosos
suscetiveis aos antimicrobianos (SIEGEL, 2007).

As IRAS causadas por microrganismos resistentes (MR) séo cada vez mais
frequentes em hospitais, em especial nas unidades de terapia intensiva (UTI). A
gravidade e a extensdo das doencas causadas por espécies bacterianas MR,
constituem um importante problema mundial, representando grande ameaca para a
seguranca do paciente (ZARB et al., 2012).

A resisténcia antimicrobiana é considerada um problema de saude global, que
compromete a efetividade dos antibioticos, inviabilizando o tratamento de infec¢des
comuns, particularmente em relacéo a determinados agentes patogénicos, como Sao
as enterobactérias produtoras de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL). A
resisténcia ocorre quando os microrganismos sofrem mutagdo genética ao serem
expostos a drogas antimicrobianas (FRACAROLLI; OLIVEIRA; MARZIALE, 2017,
LIMA; FERREIRA, 2013).

O Centro para Controle e Prevencéo de Doencas dos Estados Unidos (EUA)
estima que, anualmente, pelo menos dois milhdes de doencas e 23.000 mortes séao
causadas por bactérias resistentes aos antibiéticos, nos EUA (CDC, 2013). Embora
o desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos seja um fenbmeno que ocorre
naturalmente, ha maior presséo seletiva e disseminacao de resisténcia pelo mau uso
de antimicrobianos, programas inadequados ou inexistentes de prevencao e controle
de infecgdes, favorecendo a transmissao da resisténcia entre 0s microrganismos e a
exposicao de individuos a MR (BRASIL, 2018).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser uma caracteristica intrinseca de
certas espécies bacterianas, que podem resistir & acdo de um tipo de antibiético
como resultado de uma caracteristica estrutural ou funcional inerente de dada
espécie, ou pode ser adquirida como resultado de mutacdes, que podem ocorrer
durante a replicacdo celular ou serem induzidas através de agentes mutagénicos
(COSTA; SILVA, 2017).

As UTIs séo, os locais onde mais se observam elevados indices de IRAS
associadas as bactérias MR. O perfil de gravidade dos pacientes, o0 uso extensivo de
antimicrobianos de amplo espectro, a adesdo insuficiente dos profissionais as
medidas de biosseguranca, a sobrecarga de trabalho dos profissionais e, por vezes,

a inadequacdo em recursos humanos contribuem para que as UTIs sejam um
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cenario ideal para a emergéncia e disseminacdo de bactérias MR (OLIVEIRA; DE
PAULA, 2011).

Com o surgimento das bactérias MR e seu impacto negativo na assisténcia a
Saude, foi publicado o Guideline “Precaugdes e Isolamento: prevenindo a
transmissdo de agentes infecciosos em servicos de saude”, trazendo abordagens
direcionadas as precaucdes de contato instituidas para o adequado manejo de
pacientes infectados ou colonizados por bactérias MR. As orientacdes do referido
Guideline destacam a necessidade de implementagcdo de ag¢bes visando maior
adesdo a vigilancia para os MR, aplicacao de precaucdes de contato para pacientes
infectados ou colonizados por MR, além de elucidar medidas ambientais, como
limpeza e desinfeccdo do ambiente e equipamentos e terapia de descolonizacao,
guando apropriada (SIEGEL et.al., 2007).

Os principais BGN MR que causam a maioria das infeccdes em unidades de
terapia intensiva, particularmente infecgBes respiratérias e urindrias s&o
Enterobacter spp., Escherichia coli, Klebsiella spp., Serratia spp. Citrobacter spp.,
Proteus spp. (ANVISA, 2015). S&o reconhecidos por unanimidade como um dos
desafios mais preocupantes no campo de cuidados com a saude. O seu impacto
clinico é ainda mais preocupante nos cuidados neonatais e pediatricos, onde as
opgoOes de tratamento sao intrinsecamente limitadas (GIUFFRE et al., 2016).

Os BGN sao causa frequente de doenca grave na crianca, apdés 0 UuSO
generalizado de vacinas contra alguns dos principais microrganismos causadores de
doenca 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 opcdes quimioterapicas disponiveis para o tratamento de infeccbes
invasivas por BGN foram comprometidas pelo rapido surgimento de mecanismos de
resisténcia antimicrobiana. Particularmente preocupante é a capacidade de BGN
acumularem mecanismos de resisténcia cruzada as classes de antimicrobianos
comumente usadas, 0 que culminou na circulagdo de cepas multirresistentes. A
maior complexidade do paciente, com 0 consequiente aumento do tempo de
internacao hospitalar e maior necessidade de dispositivos intravasculares, aumentou
o risco de infec¢Oes hospitalares por BGN (BEREZIN et al., 2014).

Cepas extremamente resistentes a drogas surgiram em VAarios organismos

Gram negativos com resisténcia a todos os antimicrobianos comumente usados, um
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dos principais grupos de mecanismos de resisténcia em enterobacterias é a
produgcdo de enzimas hidrolisadoras de betalactamases. As betalactamases sao
clinicamente importantes porque conferem resisténcia aos antimicrobianos mais
importantes na pratica clinica, incluindo penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos. A perda potencial dessas classes de antibiéticos € particularmente
significativa na medicina pediatrica, onde as opc¢bes de antibidticos sdo mais
limitadas do que nos adultos (NORDMANN, 2014, LUKAC; BONOMO; LOGAN,
2015).

Entre os fatores de risco para infeccédo por BGN MR relatados, destacam-se o
uso de antibiéticos nos ultimos seis meses, internamento prévio (Ultimos trés
meses), cirurgia prévia (ultimos 12 meses), presenca de doenca crbnica, presenca
de imunossupressao e uso de dispositivos invasivos (ventilacdo invasiva, cateteres
centrais, alimentagcdo parenteral e sonda vesical) (MCKIBBEN et al.,, 2005,
VARDAKAS et al., 2013).

A prevencdo da resisténcia antimicrobiana depende de praticas clinicas
apropriadas que devem ser incorporadas em todos os cuidados rotineiros do
paciente. Estes incluem o uso apropriado de cateteres vasculares e urinarios, o
diagnéstico exato das etiologias infecciosas, a selecao e a utilizacdo criteriosa dos
antimicrobianos (SIEGEL et al., 2007).
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2 JUSTIFICATIVA

Considerando a escassez de dados de colonizacdo por MR na populacéo
pediatrica do Brasil e o conhecimento que as bactérias MR tém sido um problema
crescente nas unidades pediatricas, o presente estudo teve como objetivo avaliar
a colonizacdo por BGN MR e caracteristicas dos pacientes colonizados em uma

populacao pediatrica internada em um hospital publico de ensino do sul do Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Analisar a associacao entre colonizacédo e infeccdo relacionada a assisténcia
a saude por bacilos Gram negativos multirresistentes e determinar o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos e genes de resisténcia de criangas hospitalizadas

no Setor de Pediatria do Hospital Universitario de Londrina.

3.2 Objetivos Especificos

3.2.1 Descrever as caracteristicas demograficas e clinicas das criancas em relacdo a

colonizagéo por bacilos Gram negativos multirresistentes e o desenvolvimento de

infeccao relacionada a assisténcia a saude;

3.2.2 Determinar o periodo para colonizacdo por bacilos Gram negativos

multirresistentes;

3.2.3 Identificar as principais espécies de bacilos Gram negativos multirresistentes

colonizantes em criancas hospitalizadas;

3.2.4 Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos bacilos Gram
negativos isolados de amostras de colonizagdo em criancas hospitalizadas;

3.2.5 Detectar genes de resisténcia aos antimicrobianos nos bacilos Gram negativos

multirresistentes;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local do Estudo

O Hospital Universitario da Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL) é
um Orgao suplementar da Universidade Estadual de Londrina (UEL), centro de
referéncia para o SUS na regido Norte do estado do Parana, Brasil. Possui 313
leitos, sendo 213 leitos de unidades de internagdo; 20 de UTI Adulto; 05 de Terapia
Intensiva (UTI) Pediatrica; 17 de Cuidados Intermediarios Neonatal (UCI Neonatal) e
UTI Neonatal, 45 de Pronto Socorro e 16 da Unidade de Queimados. Os setores

incluidos neste estudo foram Enfermaria pediatrica e UTI pediatrica.

4.2 Delineamento

Os pacientes pediatricos foram acompanhados prospectivamente até o
desfecho a partir da admissdo em setor pediatrico do HU-UEL. Foram incluidas as
criancas hospitalizadas ap6s 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 microbiolégica positiva para bactéria Gram
negativa MR na mesma internacdo. Os pacientes com dois swabs ou mais negativos
e cultura negativa na mesma internacao, foram considerados nao colonizados por
BGN MR.

ApoOs a definicdo de casos (pacientes colonizados por BGN MR) e de
controles (pacientes ndo colonizados por BGN MR), foi realizado um estudo caso-
controle, para analisar as variaveis: infeccdo, cateter venoso central (CVC),

ventilagdo pulmonar mecanica (VPM), cateter vesical de demora (CVD) e desfecho.

4.3 Critérios de inclusao e exclusao

No periodo de janeiro a dezembro de 2016, foram internados 687 pacientes
internados na Enfermaria da Pediatria e UTI Pediatrica do HU-UEL, foram incluidas
todas as criangcas de 0 e 12 anos de idade colonizadas por BGN MR naquela

internagédo (n=35). Em 432 criangas nao foram coletadas culturas. Em 255 criangas
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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 criancas tiveram
culturas positivas, destas, 114 foram excluidas, pois ndo foi possivel definir o
momento da colonizagédo e 35 criancas 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 42 geracdo; enterobactérias resistentes a

cefalosporinas de 32, 42 geracdo e/ou monobactamicos (SIEVERT et al, 2013).

687
hospitalized children

432
--------------------------- patients without
sample collected

255
patients with
sample collected

149
patients colonized
by MR GNB*
106 ‘ 114
patients not colonized by MR 35 patients excluded
GNB (controlled group) PRtiSnts who wrgre because the moment
colonized during

they were colonized by
MR GNB was not
defined

hospitalization
(case group)

Figura 1: Distribuicdo dos pacientes do estudo
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4.4 Procedimentos microbiolégicos

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 laboratorio de microbiologia

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

4.4.2 I1solamento e identificacao fenotipica das bactérias

As amostras bioldgicas contidas nos swabs foram inoculadas em meios
seletivos para cada bactéria alvo do estudo. O isolamento e identificacdo das
bactérias foram realizados de acordo com metodologias padrdes (GARRITY;
BOONE; CASTENHOLZ, 2001). Concomitantemente, a identificacdo 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 -80°C.

4.4.3 Determinacéao do perfil de sensibilidade aos agentes antimicrobianos

A sensibilidade das bactérias aos agentes antimicrobianos foi analisada pela
técnica de disco-difusdo conforme recomendacdes 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 Deteccao de ESBL

A presenca de ESBL foi confirmada pelo teste de duplo-disco aproximagéo e
disco combinado, usando discos da Oxoid® (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 Anélise Molecular

4.5.1 Detecgéo de B-lactamases

As amostras que apresentaram o teste fenotipico positivo foram
caracterizadas genotipicamente por PCR. Foi realizada a técnica de PCR multiplex,
através do TopTaq® Master Mix Kit (QIAGEN®), com as seguintes condicdes de
amplificacdo: desnaturacéo inicial de 5 minutos a 94°C; 30 ciclos de 25 segundos a
94°C de desnaturacao, 40 segundos a 52°C para anelamento e 50 segundos a
72°C de extensdo e um alongamento final de 6 minutos a 72°C para 0s genes
blactx-m1, blactxmz, Dblacrxms, blactxme € blactxms (WOODFORD; FAGAN;
ELLINGTON, 2006). A PCR para a pesquisa do gene blactx-vis foi realizada de
acordo com Leflon-guibout et al., (2004). A reacéo foi submetida a 30 ciclos de 94°C
por 7 minutos, 94°C por 1 minuto, 50°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto e uma
extensdo 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 reacao 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 extensao final a 72°C por 7 minutos. A PCR para a pesquisa dos

genes blatem € blaspy foi realizada de acordo com Arlet e Philippon (1991).

4.5.2 Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da reacdo de PCR foram analisados em gel de agarose a 1,0%
em solugdo de Tris/Borato/EDTA (TBE) 1x. Na aplicagdo no gel de agarose foram
adicionados 4 uL de tampao 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. Apés a corrida o gel foi
adicionado a solugao de brometo de etidio (0,08 uL/100 mL) por 15min e visualizado

em luz ultravioleta.

4.5.3 Reacdo em cadeia da polimerase, baseada em sequéncias repetitivas
intergénicas em enterobactérias (ERIC-PCR).

A reagdo de PCR foi realizada com os primers ERICIR
(3’CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA-5) e ERIC2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3’), a concentragdo de 50 pmol, como descrito

por Versalovic (1991). As reacdes de amplificacdo foram executadas para o volume
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final de 25 yL com tampéo de PCR 1X, dNTP, Tag DNA Polimerase Recombinante
Brasileira. As reagdes foram incubadas a 95°C por 1 minuto e em seguida 45 ciclos
a 94°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto, 72°C por 7 minutos e extensdao final a 72°C
por 7 minutos, usando o termociclador da Applied Biosystems. O produto da
amplificacdo foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, com tampéao
TBE (tris base, &cido borico e EDTA). O aparelho foi ajustado para 100v e 400mA. A
anadlise foi realizada pela coloragdo do gel com brometo de etidio (0,5 pg/mL) e
visualizacdo em transiluminador com l|ampada ultravioleta e posteriormente
fotografado para documentacéao.
Foi considerado clone com mais de 85% de similaridade genética.

4.6 Andlise Estatistica

Os dados foram digitados em banco de dados do Programa Microsoft Office
Excell 2007 e a analise estatistica foi realizada com o software Statistical Package
for the Social Sciences (SPSS — IBM Corp., Nova York, EUA), versdo 20 para
Windows. Foram calculadas, média mediana e desvio padrdo das variaveis
continuas. Variaveis categoricas foram analisadas pelo Teste de Qui-quadrado ou
Exato de Fisher, quando apropriado, e as variaveis continuas foram analisadas pelo
Teste de Mann Whitney. Valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

4.7 Comité de Etica

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa envolvendo
Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina e responde com Certificado
de Apresentacdo para Apreciacdo Etica (CAAE) nimero 15415413.4.0000.5231 de
22 de abril de 2016 (Anexol). Todas as mées que tiveram seus filhos internados na
Unidade Pediatrica do HUL-UEL foram esclarecidas sobre a pesquisa e convidadas
a participar mediante assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido
(Anexo 2). Apos seu consentimento foram coletadas amostras de swab geral (retal,

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

O presente trabalho foi financiado, pelo CNPQ Numero 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 cientifico apresentado a seguir, submetido ao periddico Journal of Tropical

Pediatrics indexado nas principais bases de dados de saude.
5.1 Artigo

Avaliagao de Colonizagéao por bacilos gram negativos multirresistentes

em criancgas internadas no sul do Brasil.
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Parana, Brasil;

“Hospital Universitario, Universidade Estadual de Londrina, Londrina, Parana, Brasil;
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Evaluation of Colonization by Multidrug Resistant Gram-Negative Bacilli in

Children Hospitalized in Southern Brazil.

Magalhdes SCG'; Magalhdes GLG'; Daga AP'; Silva RS da'; Danelli T*; Fontana
LMS* Tacla MTGM?; Vespero EC?; Kerbauy G*; Perugini MRE?; Capobiango JD.
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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 Oxoid® 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 B-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
94°C; 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-ms, blacrtx-ve, and blacrx-mzs genes [14]. PCR for the blactx-mis gene was
performed according to Leflon-guibout et al. [15]. The reaction was subjected to 30
cycles of 94°C for 7 min, 94°C 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 blargy and blasyy 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 uL 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 pL/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 ERICIR
(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 uL with 1X PCR buffer, dNTPs, and Brazilian Tag DNA Recombinant
Polymerase. The reactions were incubated at 95°C for 1 min and then 45 cycles at
94°C for 1 min, 52°C for 1 min, and 72°C for 7 min and a final extension at 72°C 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 pg/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; Cl 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; Cl 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 (Cl 95% 8.37-58.5), and the only non-
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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 CTXML1.

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

52

Variables Patients Patients Odds Ratio p
colonized not colonized (IC 95%)
by MR GNB by MR GNB
(n=35) (n=106)
Average age (months) 24.8 (0.2-82.6) 18.5(1.4-63.6) - 0.916
Sex
Female 16 (45.7%) 42 (39.6%) 1.283 (0.594-  0.525
Male 19 (54.3%) 64 (60.4%) 2.773)
Length of hospital stay (days)  17.0 (10.0- 13.5 (8.0-25.5) - 0.088
48.0)
Presence of infection
Yes 14 (40.0%) 15 (14.2%) 4.044 (1.696-  0.001
No 21 (60.0%) 91 (85.8%) 9.647)
Exposure to invasive
procedure
Yes 7 (20.0%) 22 (20.8%) 0.955 (0.368- 0.924
No 28 (80.0%) 84 (79.2%) 2.473)
Type of procedure 28 (80.0%) 84 (79.2%) - 0.954
None 04 (11.4%) 12 (11.3%)
MV 0 (0.0%) 1 (1.0%)
CcvC 03 (8.6%) 09 (8.5%)
LTUC
Outcome
Discharge 35 (100.0%) 103 (97.2%) 1.029 (0.996- 0.574
Death 00 (0.0%) 3 (2.8%) 1.063)

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% interquatrtile.
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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  Absence of Odds Ratio p
infection infection (IC 95%)
(n=14) (n=21)
Sex
Female 10 (71.4%) 06 (28.6%) 0.16 (0.360-0.715) 0.018
Male 04 (28.6%) 15 (71.4%)
Exposure to invasive procedure
Yes 6 (42.9%) 1 (4.8%) 15.0 (1.500-145.200) 0.010
No 8 (57.1%) 20 (95.2%)
Type of procedure
None 08 (57.1%) 20 (95.2%)
MV 2 (14.3%) 1 (4.8%) - 0.015
CcvC 0 (0.0%) 0 (0.0%)
LTUC 4 (28.6%) 0 (0.0%)
Outcome
Discharge 14 (100.0%) 21 (100.0%) - -
Death 0 (0.0%) 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 Absence of Odds Ratio p
infection infection (1C 95%)
(n=15) (n=91)
Sex
Female 7 (46.7%) 35 (38.5%) 0.714 (0.238-2.140) 0.547
Male 8 (563.3%) 56 (61.5%)
Exposure to invasive procedure
Yes 7 (46.7%) 15 (16.5%) 4.43 (1.396-14.089) 0.008
No 8 (53.3%) 76 (83.5%)
Type of procedure
None 8 (53.3%) 76 (83.5%)
MV 3 (20.0%) 10 (11.0%) - 0.012
cve 0 (0.0%) 1(1.1%)
LTuC 4 (26.7%) 4 (4.4%)
Outcome
Discharge 14 (93.3%) 89 (97.8%) 0.32 (0.027-3.704)  0.370
Death

1 (6.7%)

2 (2.2%)

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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CONCLUSOES

O presente estudo permitiu as seguintes conclusées:

N&o houve diferenca de idade e sexo entre as criangas colonizadas e n&o
colonizadas por BGN MR,;

Os pacientes com infeccdo apresentaram 4 vezes mais chance de
colonizag&o por BGN MR, quando comparados aos nao infectados;

Entre as criancas colonizadas por BGN MR a presenca de um procedimento
invasivo, aumentou em 15 vezes a chance de apresentar infec¢do, enquanto
que para as criancas nao colonizadas, a presenca de um procedimento
invasivo aumentou em 4 vezes a chance de apresentar infeccéo;

Entre as cepas de BGN MR analisadas, menor resisténcia foi encontrada para
ertapenem e amicacina, com 100% de sensibilidade ao meropenem e
imipenem;

O mecanismo de resisténcia mais encontrado foi a producdo de enzimas
CTXM1, seguido de CTXM15 e SHV.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desse estudo demonstraram que a colonizacdo por bacilo
Gram negativo mutirresistente (BGN MR) foi associado a infeccdo em pacientes
pediatricos. A presenca de procedimento invasivo (VPM ou CVD) foi um facilitador
para a infeccdo em criancas colonizadas por BGN MR. Portanto, deve-se utilizar

medidas de prevencao da colonizagao por MR em criangas hospitalizadas.
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ANEXO 2 -=TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

“Colonizacdo e descolonizacdo por microrganismos multirresistentes do binémio
maée-crianga hospitalizado: estudo prospectivo”

Prezado(a) Senhor(a):

Gostariamos de convida-lo (a) para participar da pesquisa“Colonizacao e descolonizagao
por microrganismosmultirresistentes do bindmiomé&e-criangahospitalizado:
estudoprospectivo”, a ser realizadaem“Hospital Universitario de Londrina”. O objetivo
da pesquisa € “é identificar se as criancasinternados e seusacompanhantesficam com
suapelecolonizada por bactérias que séoresistentesaalgunstipos de antibi6ticos e por
guanto tempo issopermaneceemseucorpo. Aissochamamos o processo de
colonizacdo e descolonizagdo por bactérias, microrganismosmultirressistentes (MR)
dos acompanhantes das criangasnossetorespediatricos e neonatais”. Suaparticipacao
€ muitoimportante e ela se daria da seguinte forma: No momento da alta, seracoletado do
acompanhante da criancaumaamostra de swab geral, cotoneteestéril que é friccionado a
pele das éareas com maiorrisco de colonizagdo por bactérias MR (axila,
regidoprocedimentoindolorpelousando um cotonete da pele com cotoneteestéril.
Vocéreceberdainformagcdo do resultadodesseexameemsua casa naprimeirasemanaapos a
altahospitalar. Se o resultado do exame for positivo, serdocoletadasamostras de swab
mensaisoportunamentena data de algumretornoagendadoou no domicilio do paciente, até o
sexto mésapos a altaou a negativacao da cultura do swab para bactérias MR.

Esclarecemos que suaparticipagdo é totalmentevoluntaria, podendo o (a) senhor (a):
recusar-se aparticipar, oumesmodesistir a gualquermomento, sem que
istoacarretequalquerbnusouprejuizo a suapessoa. Esclarecemos, também, que
suasinformac@esserdoutilizadassomente para os fins destapesquisa e seréotratadas com o
maisabsolutosigilo e confidencialidade, de modo a preservar a suaidentidade. Aamostra de
microrganismoscoletados pela técnica de swab serdodescartadosapOsrealizacdo dos testes
laboratoriais para identificacdo das cepasbacterianas e seuperfil de patogenicidade e
resisténciaaosantimicrobianos.

Esclarecemos ainda, que o(a) senhor(a) ndo pagara e nem sera remunerado(a) por sua
participacdo. Garantimos, no entanto, que todas as despesas decorrentes da pesquisa
serdo ressarcidas, quando devidas e decorrentes especificamente de sua participacao.

Os beneficios esperados sédo 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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hospitalizagéo vocé pode adquirir bactérias resistentes, e se isso acontecer tera o direito de
ser acompanhado pela equipe de pesquisadores deste projeto, que além de orientacbes
colher4d exames mensais ate confirmada descolonizacdo por esses patdégenos.Quanto aos
riscos, a sua participagdo na pesquisa ndo implicard& em nenhum dano, énus ou prejuizo,
sendo a coleta de swab um procedimento simples, indolor, podendo causar pequeno
desconforto, semelhante a cocegas, durante a friccdo do swab na pele e mucosa. Ainda
assim, garantimos-lhe o direito de encerrar sua participacdo na mesma a qualquer
momento, se assim o desejar, sem nenhum tipo de prejuizo ou retaliagcéo.

Caso o(a) senhor(a) tenha davidas ou necessite de maiores esclarecimentos poderd nos
contatar (GilselenaKerbauy Lopes, fone 3371-2249, Departamento de Enfermagem, Avenida
Robert Koch, n° 60 ou por e-mail: gilselena@hotmail.com).Este termo devera ser preenchido
em duas vias de igual teor, sendo uma delas devidamente preenchida, assinada e entregue

ao (&) senhor(a).

Londrina, 26 de outubro de 2015.
GilselenaKerbauy Lopes
Pesquisador Responsavel
RG: 34.296.059-3

tendosidodevidamenteesclarecidosobreosprocedimentos da pesquisa,

concordoemparticiparvoluntariamente da pesquisadescritaacima.

Assinatura (ou impressao dactiloscépica):

Data:
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ANEXO 3 — TERMO DE ACEITACAO DE APOIO FINANCEIRO
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E Ghuh:: ¥ I'.':ﬁllf-:-gﬂmh.ﬂﬂsmmm M CPF
u, Liogpeees | 31 . , ‘daclann oonhaonr, concordar & ainndor s ns L]
mmmgﬁwm]mm ncima especticada o ds Condices MTmmerwi
CoNCEssSn dos recursos especiiicodos abanox

AUKILIC FIMANCEIRD
Cumtalo: B§ 2297000

alor Global- F:5 269570, 00

Terho c¥ncim

) de Que 0 prazo pan uiilac o dos recursos financeinos comega o vWgonar a partic da data da assinatura dests Tormo de Acefagio,
poio parindo constante na Chamada cormespondanie; &

b dias dispos logas eomemice adequada uiFacio do recursos financainos comotn prostagho da contas
[Manual de Llﬁhdu Runcptl::m Fm‘n:\:.l?:ﬁuh;hmﬂ-n'm]. = o8

1. BACOMCESSAD:
1.1. Ao aceitor o apoio financein, o BENEFICIARIO daclar formaimionie:

1) dedicar-se 85 abvicades porinamas o propos i sprosada;

b} chserar o disposto nas Lois n SESES0 0 n* 1050104, nos Decretos n® SA.ET2M0E & n® §.563905 a na Lei n* 8. 113590, noqua
coubar, harm COmo 0s damas insfumentos lagais pariinentes;

c} conhecer o Protocolo da CooparmgBo Técnica fimmadao entne a insthuigso de seecucdo do projeioiplanc de tmbaho & o ChPyg,
publicada no Didno Criicial da Linido;

d} conhooar & cUmprT s exipéncias da Chamada & qual a propostn estd miacionads, como Bmibém as nonmeas do GNP, ora em
validadn, neatvars & modalidade de apoio financein aprovado, cionin a evarfiual mudanca dessas nomas nbio afsta, alioraou
ncide sobre o presenis dooumenio, eosto quando proposts pelo -ul‘u'nﬂnurrhmﬂnpdnBEhEFl:HHﬂ:

o) possuir anudncia formial da instiugio do eencuglio do projeiniplanc do trebalho, seja sob a forma do vinculo ompregaiico ow
funcional ow, na austéncia desie, sob a forma de declarag o de autondade insthucional compeinne, segundo modelo dsponivel na
pagina do ChPg na Intemeat;

) dispor das autorzagtes lﬁmmm:m nstiuts Brasikeiro do Meio Ambients - BAMA, Fundacio do Macional
do Inciio - FUNAY, Comit® de Etica na Pesquisa - CEP, Comissso Macional de £5ca om Pesquisa - CONER, das Comisstes de Etion
BT posquss com animais, ComissSo Macional do Enargia Nuckoar - CHEN o culras, no caso om guo o naturnza 4o projobo, o5
Qg

@) matar os documanios rofondes nas alinoas e® o T om sou poder 288 cinco anos apds O aprovagao final das comtas do ChPg

Pigirm 1 de 4
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paic Trbunal de Contas ca Unilo, niio sonda recessdna sua remessa oo ChPrg

h) ter ciincia e qui asta decloracho & fota sob pana da incidénci nos argos 2372459 do Codicn Ponal Brasisin sohra o
faisficagho da documenta pibiicn o faksidads dooltgo, respectamane; &

{] nstar cionbe QU 0 prZo pam 8o cos recursos fnanoaines comiaga @ Wporar o partir da data da assinatura do Termio da
Acofiagio, pel parido constanta na Chamada comespondents, dovends sor aplcados aechus vamsanis para & proposta aprovada.

120 BENEFICARIO comprometn-sa, ainda, &0

a) resporsabirar-se pela sdequadn imiplemantag Ao o dios recursns Snancoims aprovados, Siondeands 00s aspociss
nommatves definidos para afs) modalidade(s) cone %), podendo estar previsio apenas rmourscs do capital & cusmio, coma
também moursos pam bolsas;

b} utiizar 05 recurscs financsins &M aconda oom o8 orbdnios o procedimanins astabalscidos no Manual de Ltiacio de Recursos
Financeiros & Presiacio do Contas ;

o) assumir iodas as cbngagies kegas dooomankes de contmingBes oventuals necossanas & consecugiodo objeln, ndo bendo tois
commainghes quaiquer vinculo com o CHPg;

) apresantar, nos prazos qua e forem determinadas, informagfies ou documenios referentes tanin a0 desanmvokameanto guanio 4
conciusio do projein o plano de ratalho aprovadc;

) 5@ nooessdrias, propor akerngSes a0 projoiniplanc de tabalno, sujsins & présen andlisa & autonzagho do GHPg, @ da enbidada co-
franciadora quando for o caso, desde qua nSa se alisre o objeln do projeioiplana da rabalho, @ nSa impligue remansjamento oo
dospesas enine rubncas (capial parn custeio o ioe-versaj;

f) permitr & faciiiar a0 CHPg 0 acesso aos locais da encugso do projeindplanc oo tmbalha, 0 samo da documontagsa produzida o
0 visioria dos bens adguindos;

) apresantar o relabtno Bcnico final das avdades desonwoivdas om alt 60 {sessonta) das apds o iemino da vighncia do
projeicdpiana da fmbakho, via Plataforma Cardos Chagas;

h) apresantar a prostagsa da contas franceim om abt 60 (sessonta) dias apbs o ibmino da vighnoia do projstoiplana da trabatha,
om confomidads com o disposto no Monual da Utiizagso de Fecursos Franceins & Prestoglo da Contos, wa Plstatorma Carlos

Chagas; o

{| se necessann, solotar promogagsa de prazo de eescucio do projeio'piana da tmbaho, via Platiorma Caros Chagas, no prazo
minime da 30 (Finta) dias anies do deming da viphneia.

1.3. £ vndado

0} utiizar o recurso financeim para fins distinios. dos aprovacos originaiments na propost, sondo parmitides despesas
axcheiamens com kens froncidoeis estabalscidos nas nommas de Boisas o audics indsaduais do CRPo, comanics a'ou
Chamadas;

b) transdart o tercoros as cbrigacies assumidas sem privia autcreacan do ChPg;

) Bunoufar despesas o dain aninor & wpinoi do beneficio; &

o) efehmr pagamenin em data posienor & vighnoi do beneficio, saivo s oprEssamons auiorzaco auinndada poiea do
EﬁumMnmmmumu:ungerImmmxm;rmrs:“zltluh:l:l:-
prazo de apicacsa tos recrsos sorlio gosadas,

2 DAGUARDAE DOACAD DOS BEMS

21,0 BENEFICARK) & o instituiglio de execugiio do projeto respondendio pela manuiongdo do bem em perfoio estadn do
consarvagiio & funcionamanto.

2.2 Em caso da rouba, furin ou cero sinistn emvohvenda o bam, o BENEFICIGRIO cu o insStuicle de axecugho do projsto, apds a
ndnpSa das madidas cabivels, deverd comunicar imaediamments o fato a0 CHPg, por escrin, juntmeantes com 8 justficat & & provn
O SUSS COUSES, AnBanco cipa auinnticada da Ocorméneia Policial, sefor o caso.

2.3, & wndoda a sansierénoi dos bens para outro ocal ou estabalecmanto, sem privin o expressa aulonizagso do CHEg. Todas o
dnspesas decoronins da fransierénca dos bons & os avontuals dancs causados. COMErlo por conkn o fiscn do BEMEFICIARIO o da

instuclio de ammcugho do projn.

‘24, A.cnagho dos bens patimoniaes adgquindos com apoio financein oo CHPg deverd sor afrtuada oonform e estabalecido em norma
espacifiza & com o dispesta no Protoonio da Cooperagho Técnica

1. DAPROPRIEDADE INTELECTUAL / CRIACAD PROTEGIDA

Caso os resultados do projeio ou o reahno om i venham & ter valor comeial ou possam levar oo deservohimenio da um produin
O Misindo emoivendo o esabelscimentn de uma painnie, a Foca de informagpies & & resanva dos dirins, Bm o coso, darse-io
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O acordo oom 0 esinbalecido na Loi de inovagho, n® 10473, da 2 de derembro de 2004, reguiamentnda peio Decreto n® 8563, da 11
do outuben de 2005 & pela RM-0132008.

4. DAS PUBLICAGOES E DIVULGAGED

4.1. Trabahos publicados @ sua divulgac o, sob qualquer forma de comunicagio ou por gualquer welculo, da resulados obiidos com

T Lnsas oo , derverdia, chrigaionamanin, no idiama da dvulgagso, fazer menGao eSS ao recabido oo Consalho
mmmwmbwg Tacnolbgico -ﬂth-&H,hunmnmqu.—u:'nnm
franciadores, sspecinimenis pouskes QU paMCPaEm NO apE0 00 projeio em conunio oom o ChPg.

4.2 Malnrial de dreuigag 8o do ovenios, MErnssos om gomil, publicacfes o o publicidods relatve o cls, de rabalhos o afvidodes

apaiadas ou Snranciadas poko CHPg, deveriio tmzer a ingomarca deshe om lugar visikvol, de ficl identficopso em ascaln o tamanha
& i de leiturn. Esclarnoimantos. o respaito & o5 padnias a chserar devam sor cbisio e consula présia junto & &roa

proporcionais
e oomunicag Ao sooinl do CPg {oomunicacandiionpg bri

421 Os mesmos matenals de divuigac o do oventos, impressos om poral, publicacBes o o publicidade relatva o cles devorio

‘mazer a logomarnca de cutras enbidades itrglos financindones, om lugar visivol, de ficl identrficoso, o em escaln o lamanhao
proponcionais. & e de ket (ME)

4.3, fs agies pubbcibinas atnenies o proposins franciadas com reoursos da Linifio dovendo chsersar rigomsamonia as disposipios
Conbons 1*do art. 37 da Constiuigho Fodoml, tombém aquelss gnacias Insinugho Komatva da Socretona de
wﬁﬁmmumamuﬁm-mm::“ -

§. DADESSTENCIAE SUSPENSAD

§.1. Cuardo o BEMEFICIARIC) desistr da expcughio do projetoiplans de trabaiho, antes do sou inicio, 05 recurscs sendo devoividos
oo ChHPg, com justficativa plausivel da desiséncia, no prazo da 20 (rinta) dins de sou recobimonio. Anbo observncia desse praeo
imipiicard o oomegSn do waior onginaiments conoadidn, na fonma da legsiagio spicivel acs débiios da Forenda hacional.

5.2, O BEMNEFICIRI dovert comunicar fomalmenin a0 ERNPy qualguer descontinuidads do plano da frabatho ou do projeto de
pasquEsa, mnp-mmm;.mf:-.mmdu:nmm| s O COmUNICa0S0 da cescontnuidads, doverlio sor
apresentados o mlabtno Bonico @ a presacho do contas, coma mbsm doverd sar dovolado ao CHPg eventual saldo firanceir. A

niio obsanincia desse praeo implicand o coregio da walor originaimeants concedida, na forma da legislapSo aplicdval oos ditios da
Fazenda Kaoonal.

8.3, A lbomcAo dos recursos do apoio finanosm ao proein'plano: de mbalkho, bem oomo da quaisquer ourns benoficios aprovados
paio CHFY, serd suspensa quanda ooormer uma das saguintes impropriedades, constmtada, inchsive, por procadimenins do
fscalzagio realrados paio ChiFg, Ministéno da Ciénoin o Tecnologia = MCT, Secreftari Federal de Conirole interno = SFC] o
Tribunal do Contas da Liniio - TCLE

0} nilc comprovago da wikzagso adequnda da parcela anteriormonis recobica, na foma da logislagSo pertnontn, quando solickada;
b} verficoglio da desvio do finalidade no wikzogpho dos recursos ou dos bors patnmoniais adgquindos no projeto;

o) atrascs nido jussficados no cumpriments das otpes o fases programadas no projetodplano de rabalho; o

) quands for descumprida qualguo© condiclio desbe insumenin.

8.3.1. Asuspensio dos banaficios. porsistrd 2t o corngio da causa verticoda.

B4, O BENEFICIRIO, cuja prostagso de contas @ relatério téenion final do projeta/plana de tabalhe, com vighneia sspirada ndo

forem aprovados, senl considerada inadmplente & fer suspenso o pagamento de projeiosiplancs da rabalho, Wgemss, bem como
1 concassido de novas modalidades do apoin, som prejuin de outms meddas juigadas necessdnas pelo CHPQ o provistas na ol

. D DISPOSICOES FIMAIS

6.1, fs prosonies condigles gorais nofenem-Sa & proposts o ser financiada com reoursos do CHPg. Sa financinda oom necursos de
outras fonies, poderiio provaloosr disposiphes: especiices consdanies. sm Chamadas, Comalnios o ouros reguismenios perinonins.

2. O Tormo da Aceitngio s serd whido na wigéncia do Frotoooio de Coopemng 8o Técnica frmindo enre o CHPQ o a instiuigso de
mecugio do projsindplana de abalho, indicada pelo proponents ma solciagao.

B3 O apaio Srancoiro aprovado poko CHPG nio gera winculo da qualquer notureza ou relagdo de rabalha, constiundo doagiia com
encargos foia a0 BEMEFICIARID.

MﬁMMMmmmmumm,mmm“mmeuﬁmqum
niio podert demandar QUIisqUT REgam oS, Sendo osies da ninrn responsabildoade do iirmsstuigio de mecucio do
progatovpiana da fmbakho, que o e smpregado na sua axecucio.

B\, Sa evernuaiments o ChPy for demandads peio pessoal usiizado nos rabathos, o BENEFICARIO & o msSiucio de axecugio
do projetoiplona da rabalho, o ressarcinio dos despesas oue am decorincia realirrn, shnkrades monstoriamentn.

.8, O processa somioma sard encamaGo apds 05 aprovag Bes do neladdnia béonico final @ do prestacho do comas. & desdo qua
Piginm 3 de &
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cumpndas indas s condiples provisias nesin insnumaonio o nas nomas opicéois.

6.8. O descumprimonta da qualquar condigo constanta desbe instrumenio o a inobsondncin do dspostivos legais aplicivos
implicant o encamamenis imediain do apoio fnancain aprovodo o obrigarh o BENEFICARIO o resarcr inbegralmente o CHPg do
ndas &= despesas nealzodas, stuslondas nos inmmcs do legisiagio, sem projutro da apécagho da ponalicoons conhees.

-l-M-Aru:l.ulmurru.u:lmMFm,Mmmmm“ﬂuhm,M|mﬂtﬂmdﬂ
tomada de contas especial @ o decorments inscrico do BEMEFICIARIO & do débiia no Cadastro da inadimplidncia Ins$tucional =
CADM & do Tesourn Maconal

BT, 0 BEMEFICHRI reconbece que oo GNP compatn moener o auicridade normatha da conirole o fecalzagio sotvn o mmcuglio

do projata’plano da rabalho, bem como assumir ou ransfenr a responsatiidode palo mesma, no caso da parnisagso ou de falo
relzvanin QUi wanha 0 GOOTan, O Mod B esor o cescontnuidade das oiadaces.

T.ACHTE

Declarn ainda quo i o acein) inisgralmants o termos desin dooumionio, compromatenco-me o cumpn-ios Soimenta, néa podenda,
om nenhuma hipStese, deles alagar desoonhacimenin,

Tamo do eoaliagdo mgistaah alaforicnmanis por misks o intomal fonio a0 CNPg, pelo sgerts mcapior 1000, 2 T9an258 onpg.bel . maciands Le0
i sanhil possoal do Benafiolido am 3FTH20E, asgindeo db ndmen IP 200 130,33 73000 130 53 T3  nimon do conbols
BRETNRISEET ) 3TN - 3510 5

P Wsusizar ssls Sooumanio Ravamania ol o POF sssingo digisiooni, aoasser Mitpiefomanio.onpg. hrsfomanifama
s o TR 3
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