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Rodrigues ACS. Resisténcia microbiana e tipagem molecular de Pseudomonas
aeruginosa isoladas de dois hospitais de Campo Grande. Campo Grande 2010.
[Dissertacdo do Programa de PoOs-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na

Regido Centro-Oeste — Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Pseudomonas aeruginosa tem emergido em todo o mundo com opc¢des limitadas de
tratamento. O objetivo do estudo foi avaliar a resisténcia microbiana e realizar
tipagem molecular de Pseudomonas aeruginosa isoladas no periodo de 01/01/07 a
30/06/08 de pacientes internados em dois hospitais de Campo Grande - MS. Apés
teste de susceptibilidade microbiana pelo método de difusdo em Agar, foram
selecionadas 70 cepas de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima ou imipenem.
Realizou-se pesquisa para metalo-B-lactamase por meio do teste de disco-
aproximacdo com acido 2-mercaptopropionico e EDTA frente a disco de ceftazidima
e imipenem. A produgdo de MBL foi confirmada com reacdo de polimerase em
cadeia. A tipagem molecular foi realizada por eletroforese em campo pulsado
(PFGE). Os sitios de isolamento mais frequentes foram trato respiratorio e urinario.
Do total de 70 cepas, 77,1% (54/70) foram resistentes a ceftazidima, 90% (63/70) ao
imipenem, e 68,6% (48/70) apresentaram resisténcia aos dois antimicrobianos.
Vinte e uma amostras (30%) foram consideradas pan-resistentes, sensiveis
somente a polimixina B. Nenhum isolado de P. aeruginosa produtora de metalo-3-
lactamase foi detectado por método de biologia molecular, o que sugere a
possibilidade da presenca de outros mecanismos de resisténcia de P. aeruginosa
nos hospitais publicos estudados. A andlise molecular demonstrou grande
variabilidade genética (22 padrbes genéticos distintos). Os resultados demonstram
disseminagao clonal de Pseudomonas aeruginosa entre as instituicbes hospitalares
estudadas, o que ressalta a importancia de se conhecer 0os mecanismos de
resisténcia deste microrganismo para controlar a disseminagdo dos genes de
resisténcia nestas instituicoes.

Palavras-chave : Pseudomonas aeruginosa, resisténcia a carbapenémicos, metalo-

R-lactamase.



ABSTRACT

Rodrigues ACS. Microbial resistance and molecular diversity of P. aeruginosa
in two hospitals in Campo Grande - MS. Campo Grande 2010. [Dissertacdo do
Programa de Pds-graduacdo em Saude e Desenvolvimento na Regidao Centro-Oeste

— Universidade Federal de Mato Grosso do Sul].

Pseudomonas aeruginosa has been emerged around the world with limited options
for treatment. The aim of this study was to assess antimicrobial resistance and
detect genetic profile of Pseudomonas aeruginosa between 01/01/07 and 30/06/08
in two hospitals in Campo Grande - MS. After agar diffusion method was used to
assess antimicrobial susceptibility. Seventy ceftazidime or imipenem resistant has
been select .They were further screened for the production of MBL by phenotypic
method aproximation disk test using 2-mercaptopropionic acid combined with
ceftazidime disk, confirmed with polymerase chain reaction and were typed by
pulsed-field gel eletroforesis (PFGE). The most frequent sites of isolation were
respiratory tract and urinary system. From a total 70 bacterial strains isolated, 77.1%
(54/70) were resistant to ceftazidime, 90% (63/70) to imipenem, and 68.6% (48/70)
were resistant to both antimicrobials. Twenty one strains (30%) were polimixin B
only-susceptible. None metallo-B-lactamase-producing P. aeruginosa isolates were
detected. The imipenem resistance might be associate with other resistance
mechanisms. PFGE showed twenty two genetic profiles. Results indicate clonal

spread among the studied hospitals.

Keywords : Pseudomonas aeruginosa; carbapenem resistance; metallo-i3-

lactamase.
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1 INTRODUCAO

O g¢género Pseudomonas € constituido por bacilos Gram negativos
pertencentes a familia Pseudomonaceae. P. aeruginosa, principal espécie desse
género, pode causar desde infec¢cdes superficiais a graves com alta taxa de
morbimortalidade ( PINHEIRO et al., 2008; ZAVASCKI, 2006a) e frequentemente &
encontrada em sitios onde existe acumulo de umidade, como por exemplo cateteres
permanentes, queimaduras e feridas cutaneas exudativas (FERNANDES & RIBEIRO
FILHO, 2000). Devido a sua grande capacidade de adaptacéo é capaz de sobreviver
nesses ambientes por tempo prolongado. Por isso, equipamentos e utensilios
hospitalares, bem como, solucbes e desinfetantes ja foram descritos como
reservatorio para este microrganismo (HEINZE et al., 1988; SUNENSHINE et al.,
2009).

De acordo com a literatura, P. aeruginosa € frequentemente isolado em
unidades de terapia intensiva - UTI's ( AGODI et al., 2007; OBRITSCH et al., 2004;
ZAVASCKI et al., 2006a). Importante patdégeno hospitalar, tem sido responsabilizado
por infec¢cdes do trato urinario, respiratério, endocardite, meningite, bacteremias,
abscessos cerebrais e infeccbes 6sseas (KONEMAN et al., 2008; SADER et al.,
2001). Dados do sistema NNISS (National Nosocomial Infection Surveillence
System) revelam que este agente foi 0 mais isolado em pneumonias e o segundo
mais isolado no trato urinario em UTI’s americanas entre 1986 a 2003 (GAYNES &
EDWARDS, 2005).

Pacientes com cormobidades e a necessidade de utilizagéo de procedimentos
invasivos como cateteres e aparelhos de ventilacdo mecéanica fazem da UTI, local
propicio para a disseminacdo de microrganismos oportunistas, quando ndo sao
observadas normas de isolamento e técnicas assépticas rigorosas (LISBOA et al.,
2007; LODISE et al., 2007a; MENDES et al., 2005; RAJA & SINGH, 2007)

As infeccbes por P. aeruginosa podem ser de dificil tratamento, devido a
limitada efetividade dos antimicrobianos. Essa dificuldade se deve a resisténcia
natural desse microrganismo a muitas drogas e sua versatilidade em desenvolver
diferentes mecanismos de resisténcia (FALAGAS & KOPTERIDES, 2006; FRIDKIN
et al., 1999).
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Os principais antimicrobianos utilizados em infeccdes graves causadas por P.
aeruginosa sao as cefalosporinas, como ceftazidima e cefepime, penicilinas com
inibidor de B-lactamases, como piperacilina combinado a tazobactam, e antibiéticos
carbapenémicos como imipenem e meropenem (RANG et al., 2007). O uso abusivo
de antimicrobianos parece contribuir para selecdo de microrganismos
multiresistentes (GALES et al., 2003).

Diversos mecanismos estdo envolvidos na resisténcia de P. aeruginosa aos
antimicrobianos, como por exemplo, producéo def -lactamases, bomba de efluxo e
redugédo da permeabilidade da membrana (LIVERMORE & WOODFORD, 2000;
TOLEMAN et al., 2002). A producdo de R-lactamases, em particular, de metalo-R3-
lactamase (MBL), confere resisténcia aos antibidticos [-lactamicos, inclusive aos
carbapenémicos, limitando o tratamento clinico. Essas enzimas também ja foram
encontradas em outros bacilos Gram negativos como Stenotrophomonas maltophilia,
Serratia marcescens (ARAKAWA et al., 2000), Aeromonas spp (WALSH et al., 1998)
e Acinetobacter spp (LEE et al.,, 2005), sugerindo a possibilidade de troca de
material genético entre diferentes espécies. Segundo alguns pesquisadores (OH et
al., 2003; SADER et al., 2005a), o reconhecimento da producéo de MBL é essencial
para implementar medidas preventivas que impecam a expansao desse potente
gene de resisténcia.

A diferenciacdo de linhagens de Pseudomonas spp por meio de técnicas de
biologia molecular tem se tornado uma ferramenta importante no estudo, controle e
prevencao de doencas relacionadas a assisténcia a saude.

Na regido Centro-Oeste do Brasil, estudos sobre resisténcia bacteriana sao
escassos e ndo se conhece quais formas de resisténcia sdo mais frequentes em P.
aeruginosa, nem tampouco se ha disseminacdo destes mecanismos no estado de
Mato Grosso do Sul. Sendo os genes de MBL transmitidos por plasmidios e
transposons, se evidencia a importancia de conhecer a prevaléncia de P. aeruginosa
produtoras de MBL e de controlar a transmissdo desta resisténcia em nosso estado.
Além disso, este estudo possibilita a comparacdo de dados entre duas instituicoes
diferentes e pode auxiliar o corpo clinico na escolha da terapia de pacientes com
infecgdes por este agente internados nestes hospitais.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 A familia Pseudomonaceae

211 Classificacdo taxondmica e caracteristicas gerais

A classificacdo taxondémica das Pseudomonas foi descrita inicialmente por
Stanier et al. (1966) baseando-se em suas caracteristicas nutricionais e
bioquimicas. O género Pseudomonas foi classificado em quatro grupos, sendo eles
fluorescente, pseudomallei, acidovorans e alcaligenes. Com o advento das técnicas
de biologia molecular, Palleroni et al. (1972) reuniram estes microrganismos em 5
grupos, levando-se em conta a homologia DNA-rRNA (GILARDI apud KONEMANN
et al., 2008).

Kesters et al. (1996) realizaram nova classificacao, incluindo novos géneros a
familia Pseudomonaceae (Figura 1), tais como Burkholderia, Stenotrophomonas,
Ralstonia, Comomonas, Shewanella, Metilobacterium, Sphingomonas, Acidovorax e
Brevundimonas (KONEMANN et al., 2008).

As bactérias pertencentes a familia Pseudomonaceae sdo caracterizadas
como bacilos Gram negativos ndo fermentadores, um complexo grupo de patégenos
oportunistas de plantas, animais e seres humanos. O género Pseudomonas € o mais
frequente, sendo que P. aeruginosa representa em média 75% dos isolados de
amostras clinicas. Esse microrganismo € ubiquitario, com predilecdo por ambientes
umidos e pode ser encontrada no solo, matéria organica em decomposi¢ao, agua e
vegetais. Apresenta pouca exigéncia para o crescimento e grande versatilidade
nutricional (KISKA & GILLIAN, 2003).

Pseudomonas sdo bacilos ndo esporulados e aerdbios estritos, utilizam os
hidratos de carbono por meio de metabolismo respiratério em que 0 oxigénio atua
como aceptor final de elétrons (KONEMANN et al., 2008).

A principal espécie do género, P. aeruginosa é citocromo-oxidase positiva e

movel com flagelo monotriquio polar. Esses isolados crescem bem a 42°C, podem
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produzir colbnias caracteristicas de morfologia variada, com ou sem odor
caracteristico (TRABULSI, 2008).

Os pigmentos produzidos se apresentam de diversas cores designados
piocianina (pigmento azul), pioverdina (coloracdo verde), piorrubina (coloracao
vermelha) e piomelanina (coloracdo negra). O principal deles, a piocianina é um
pigmento hidrossolavel que confere coloragdo esverdeada ao meio de cultura
produzido apenas por P. aeruginosa (MERINO, 2007).

2.1.2 Patogénese

P. aeruginosa produz uma variedade de fatores de viruléncia, como
lipopolissacarideo (LPS), exotoxina A, leucocidina, viscosidade extracelular,
proteases, fosfolipases e algumas enzimas que favorecem a colonizacéo e posterior
infeccdo. Destaca-se aqui a endotoxina (LPS), que promove a sindrome do choque
séptico, por meio da liberacdo de mediadores com funcdo de vasodilatagdo (IL-1,
TNF), de ativacdo do complemento e da coagulagdo intravascular disseminada
(KURAHASHI et al., 1999).

Na tabela 1 estdo elencados os principais fatores de viruléncia bacteriana
com respectivas atividades biol6gicas no hospedeiro.

Dentre os fatores extracelulares cita-se producdo excessiva de
polissacarideos capsulares (alginato) que facilita a aderéncia a superficie epitelial
pulmonar. Estes polissacarides envolvem a célula bacteriana e fazem com que esta
adquira aspecto mucéide. Este fator de viruléncia é mais comum em pacientes com
fibrose cistica e apresenta mal prognéstico (HEAD & YU, 2004).

Outra propriedade importante de P. aeruginosa para a colonizacgéo e infeccao
€ a formacédo de biofilmes. Estes sdo complexos formados por micro colbnias
bacterianas envoltas por uma matriz organica de polimeros e componentes celulares
que aderem a superficies de biomateriais e dificultam a acdo antimicrobiana
(HOGARDT et al., 2004). Além disso, um interessante sistema de comunicacao
célula a célula denominado Quorum sensing (QS) parece emitir sinais entre as

estruturas bacterianas protegendo os biofilmes (SKINDERSOE et al., 2008).
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Grupo | — Grupo Il — Grupo Il — Grupo IV - Grupo V — Classificagao
Pseudomonas Burkholderia Comamonas Brevundimonas Stenotrophomonas | desconhecida
Grupo fluorescente | Grupo Grupo Acidovorans | Grupo Diminuta S. maltophylia Cryseomonas luteola

P. aeruginosa
P. fluorescens
P. putida

Pseudomallei
B. pseudomallei
B. cepacia

B. gladioli

B. picketti

C. acidovovans
C. terrigena
C. testosteroni

B. diminuta
B. vesicularis

Grupo Stutzeri
P. stutzeri

P. mendocina
CDC grupo Vb-3

Flavimonas
orzyhabitans

Grupo Alcaligenes
P. alcaligenes e P.
pseudoalcaligenes

Shewanella
putrefaciens

Figura 1 — Classificacao da familia Pseudomonaceae por homologia dos grupos de RNA.

Fonte: Konemann et al., 2008.
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Tabela 1 — Fatores de viruléncia de P. aeruginosa e atividade biolégica produzida no

hospedeiro.
Fator de viruléncia Atividade Bioldgica
Alginato Aderéncia a superficie epitelial pulmonar e formacao de biofilmes
Fimbrias Aderéncia.
Neuraminidase Facilita a aderéncia.
LPS Sindrome séptica
Exotoxina A Destréi tecido, inibe sintese protéica, interrompe atividade celular

e atividade dos macrofagos

Enterotoxina Produz diarréia
Exoenzima S Inibe a sintese protéica
Fosfolipase C Destréi a membrana citoplasmatica. Destréi o surfactante

pulmonar. Inativa opsoninas

Elastase Degrada imunoglobulinas e componentes do complemento.
Leucocidina Inibe fung&o dos neutrdfilos e linfocitos
Piocianinas Impede crescimento de outras bactérias e elimina atividade ciliar

respiratoria.

Fonte: Konemann et al., 2008.

2.2 Infeccdes por Pseudomonas aeruginosa

Normalmente, a colonizacdo com agentes oportunistas como P. aeruginosa
precede infeccbes leves, graves ou fatais. Este microrganismo pode colonizar
orofaringe, intestino e pele de individuos sadios, mas frequentemente esta
associado a doencas em pacientes hospitalizados ou imunocomprometidos (KISKA
& GILLIAN, 2003).

Geralmente o0 processo infeccioso se inicia ap0s quebra de barreira
anatbmica, como utilizacdo de procedimentos invasivos (POLLACK, 2000).P.
aeruginosa sao pouco isoladas em pacientes higidos e geralmente estdo associadas
a agua ou materiais contaminados que podem contribuir para a ocorréncia de otite
dos nadadores (MENA & GERBA, 2009) e oftalmites decorrente de lentes de contato
(CHOQY et al., 2008).



21

P. aeruginosa tém grande habilidade de se desenvolver em materiais inertes
como artigos e equipamentos hospitalares, assim como manter-se vidveis nas maos
de profissionais de saude, o que favorece sua disseminacdo no ambiente hospitalar
(PELEGRINO, 2002; TRABULSI, 2008).

De acordo com a portaria 2616/98 do Ministério da Saude (BRASIL, 1998),
infec¢cbes hospitalares (IH) séo :

“aquelas adquiridas apés a admissdo do paciente e que se manifestam
durante a internacdo ou apos a alta, quando puder ser relacionada com a internacao
ou procedimentos hospitalares”.

Séo classificadas como IH's:

¢ Quando, na mesma topografia em que foi diagnosticada infeccdo comunitéaria,
foi isolado um germe diferente, seguido do agravamento das condi¢cOes
clinicas do paciente;

e Quando se desconhecer o periodo de incubacdo do microrganismo e nao
houver evidéncia clinica e/ou dado laboratorial de infeccdo no momento da
internacdo, convenciona-se infec¢cado hospitalar toda manifestacdo clinica de
infeccdo que se apresentar a partir de 72 (setenta e duas) horas apos a
admissao;

e Aquelas manifestadas antes de 72 (setenta e duas) horas da internacao,
guando associadas a procedimentos diagnésticos e/ou terapéuticos,
realizados durante este periodo;

e Infeccbes de recém-nascido com excegdo das transmitidas de forma
transplacentéaria e aquelas associadas a bolsa rota superior a 24 (vinte e
guatro) horas;

O avanco tecnoldgico com maior utilizacdo de procedimentos invasivos para
diagnéstico e tratamento de infeccbes, aliado ao surgimento de bactérias
multiresistentes tém levado a um maior periodo de hospitalizacéo,
consequentemente elevando os custos hospitalares. Estas infecgbes costumam ser
mais frequentes em pacientes debilitados e normalmente apresentam maior
morbimortalidade (FERNANDES & RIBEIRO FILHO, 2000; GILIO et al., 2000). Marra
et al. (2006) descreveram mortalidade de 71,4% em pacientes com infeccdo da

corrente sanguinea causada por P. aeruginosa.
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2.2.1 Sitios de infeccao

P. aeruginosa é importante patdbgeno em infec¢cdes do trato respiratorio e
urinério (CORREIA et al., 2007; FURTADO et al. 2006; PITOUT et al., 2007). Estudo
de Zanetti et al. (2003) reportam este agente como 0 mais frequente em pneumonias
hospitalares, ocorrendo em 10 a 25% dos casos identificados na UTI. De forma
semelhante GAYNES e EDWARDS (2005) reportaram este microrganismo como
principal Gram negativo causador de pneumonia e 0 segundo mais frequente em
infeccdes urinarias, em UTI's americanas.

Segundo dados do sistema NNISS, no periodo de 1983 a 2003, P. aeruginosa
foi 0 sexto patdbgeno mais comum em infec¢gbes da corrente sanguinea nos Estados
Unidos, gerando quadros graves e fatais como bacteremias e sepse (GAYNES &
EDWARDS, 2005). Resultados mais recentes da rede de vigilancia NHSN (National
Healthcare Safety Network), citam este microrganismo como segundo mais
importante em pneumonias associadas a ventilagdo (VAP) e quarto em infecgfes
urinarias causadas por cateter urinario (HIDRON et al., 2008). Sekiguchi et al. (2005)
reportaram surto de infeccdo urinaria relacionada a cateter causada por P.
aeruginosa multiresistentes no Japao.

Além disso, P. aeruginosa também pode causar outras infeccdes, tais como:
meningites (NAIJA et al., 2004), infeccBes Osseas (STANZANI et al., 2007) e
endocardite (KATO et al., 2009).

2.2.2 Condicoes de risco

Dados da literatura demonstram que alguns fatores podem ser determinantes
para infecgcdes por P. aeruginosa, tais como: extremos de idade (CAO et al., 2004,
TURRINI & SANTOS, 2002), doencas graves como diabetes e cancer
(CHATZINIKOLAOU et al. ,2000; VARAYIA et al., 2008), internados em unidades
criticas, uso de procedimentos invasivos como ventilagdo mecanica, uso prévio de
drogas antipseudomonas e tempo de internagcdo prolongado (AGODI et al., 2007;
LODISE et al., 2007a; PARAMYTHIOTOU et al., 2004).
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Dentre as doencas de base associadas a infeccbes por P. aeruginosa
destaca-se fibrose cistica (DORING et al, 2000). Esta costuma ser autossGmica
recessiva com manisfestacbes sistémicas, afetando principalmente aparelho
respiratorio, digestivo e reprodutor e tem como caracteristica a deficiéncia do gene
CFTR (regula a condutancia transmembranar na fibrose cistica). Na falta de CFTR,
ocorre deficiéncia no transporte de cloro e sédio causando uma anormalidade na
producdo de muco (RAO & GRIGG, 2006). O quadro clinico consiste em formacao
de tampbes mucopurulentos (infiltrado inflamatoério, hipertrofia de glandulas
submucosas e metaplasia epitelial) até quadros mais graves como bronquiectasias
(RAO & GRIGG, 2006). O ambiente pulmonar parece selecionar um subgrupo de
pequenas colbnias autoagregativas denominadas “small colony variants” (SCVs).
Esta morfologia apresenta crescimento rapido e grande capacidade de formacao de
biofilme (HAUSSLER et al., 2003).

Portadores de fibrose cistica colonizados por P. aeruginosa e Burkholderia
cepacia podem ter maior gravidade da doenca e diminuicdo da sua sobrevida.
Investigacdo que incluiu 104 portadores de fibrose cistica descreveu que 76%
destes pacientes foram colonizados por P. aeruginosa. Este estudo encontrou
correlacdo significante desta colonizacdo com gravidade da doenca (ALVAREZ et
al., 2004).

P. aeruginosa também costuma ser muito frequente em pacientes internados
em unidades criticas, onde é mais comum o uso de procedimentos invasivos que em
outros setores. Dados do sistema NNISS, demonstram P. aeruginosa como um dos
principais microrganismos em infec¢cbes de pacientes internados nas UTI's
americanas (GAYNES & EDWARDS, 2005).

AGODI et al. (2007) avaliaram colonizacéo e infecgdo por P. aeruginosa em
pacientes internados em unidades criticas. Os autores sugeriram que pacientes de
UTIl e o proprio ambiente servem de reservatério para transmissdo cruzada e
aguisicao de microrganismos multiresistentes.

Reforgcando a importancia do uso de procedimentos invasivos, Hidron et al.
(2008) reportaram este microrganismo como mais frequente em infecgdes urinérias
relacionadas ao uso de cateter urinario.

Quanto a utilizacdo prévia de antimicrobianos, o uso prévio de fluorquinolonas

foi descrito por Paramythiotou et al. (2004) como principal fator de risco para o
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desenvolvimento de infec¢des por P. aeruginosa multiresistentes. Revisao realizada
por Falagas & Kopterides (2006) revelaram que o uso prévio de carbapenémicos e
fluorquinolonas como os mais importantes fatores de risco para a emergéncia desta
multiresisténcia. Estudo tipo caso-controle realizado por Lodise et al. (2007a) reforca

esta idéia.

2.2.3 Farmacos empregados no tratamento de infeccoes por P.

aeruginosa

Na atualidade, as principais drogas consideradas antipseudomonas s&ao:
penicilinas com inibidor de R-lactamase (piperacilina combinado a tazobactam),
cefalosporinas de terceira, quarta geracéo e quinta geracéo (ceftazidima, cefepime e
ceftobiprole), carbapenémicos (imipenem e meropenem), aztreonam, fluorquinolonas
(ciprofloxacina e levofloxacina), aminoglicosideos (gentamicina e amicacina) e
peptideos catibnicos como polimixina B e colistina (HANG et al., 2007; SILVA et al.,
2010).

Os pB-lactdmicos sdo importante grupo de antimicrobianos que agem
interferindo na parede celular bacteriana. Estes antibiéticos contém em sua estrutura
um anel B-lactamico que interage com uma proteina ligadora de penicilina (PBP) por
afinidade, inibindo a enzima da transpeptidacdo. Esta enzima é responsavel por ligar
as cadeias de peptideoglicano e sua inibicdo causa prejuizo na sintese da parede
celular bacteriana (GOODMAN et al.,, 2006). Para que penicilinas sejam eficazes
frente a P. aeruginosa € necessario associacao aos inibidores de R-lactamase, como
piperacilina associada a tazobactam.

Outros B-lactdmicos muito utilizados para o tratamento de infec¢cdes por P.
aeruginosa sao as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo, particularmente
ceftazidima e cefepime. Isolados sensiveis a ceftazidima e resistentes a cefepime
foram descritos inicialmente na Franca (AUBERT et al.,, 2001). Por outro lado,
estudos em outras instituicdes descrevem que cefepime € cefalosporina com melhor
atividade para tratamento de infec¢cdes por P. aeruginosa (RODRIGUEZ et al.,
2006).

Entre os carbapenémicos, imipenem e meropenem apresentam largo especto

de atividade bactericida, sendo que meropenem costuma ser mais estavel quando
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comparado ao imipenem (LIVERMORE, 1992). Recentemente foi langado no
mercado o doripenem, carbapenémico com atividade “in vitro” um pouco superior
para P. aeruginosa (LIVERMORE, 2009). Estudo recente testou a estabilidade
destes trés carbapenémicos e concluiu que o doripenem demonstrou boa atividade
frente bactérias produtoras de AmpC ef3 -lactamases de espectro estendido, porém
frente a producédo de carbapenémicoases o imipenem foi 0 de maior atividade
(QUEENAM et al., 2010).

Além dosB -lactamicos, outra classe antimicrobiana com boa ac&do anti-
pseudomonas € a das fluorquinolonas, em especial ciprofloxacina. Estas drogas
atuam inibindo a DNA girase afetando a replicacdo, transcricdo e reparo da célula
bacteriana (SIRVENT et al., 2006).

Drogas que se ligam a subunidade ribossomal 30S, bloqueando-a e
promovendo erros na leitura do mRNA bacteriano como os aminoglicosideos séo
geralmente associadas na terapéutica a outros antimicrobianos para tratamento de
infeccdes por P. aeruginosa, porém sua utilizacdo deve ser limitada devido a seus
efeitos nefrotoxicos (HANG et al., 2007; MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999).

Pepitideos catibnicos como polimixina e colistina ligam-se a fosfolipides da
membrana atuando como detergentes, interagindo com elementos hidrofilicos e
hidrofdbicos, desestabilizando a membrana e alterando a permeabilidade celular. A
polimixina B foi muito utilizada no Brasil em meados de 1960. Porém, devido a sua
toxicidade deixou de ser prescrita por muito tempo. Atualmente, devido a
emergéncia de cepas resistentes a todas as drogas antipseudomonas, os peptideos
cationicos voltou a ser usada por ser a unica opcéao terapéutica (FALAGAS et al.,
2007). Muitos clinicos utilizam-na como terapia combinada, porém testes “in vitro”
ndo demonstram nenhum sinergismo entre drogas, sugerindo que nado ha
superioridade neste tratamento quando comparado a monoterapia com polimixina B
(MITSUGUI et al., 2008).

2.3 Resisténcia bacteriana

2.3.1 Breve historico da resisténcia bacteriana
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Um marco para o tratamento de doencas infecciosas foi o episddio em que
Alexander Fleming, em 1928 observou em placa de cultura de Staphylococcus
aureus contaminada com Penicillium notatum com desaparecimento das colonias da
bactéria ao redor do fungo, sugerindo producdo de substéncia que suprimiu o
crescimento bacteriano. Anos depois, em 1940 Howard Florey e Ernst Chain
obtiveram a forma purificada desta substancia que foi utilizada para produzir a
penicilina, droga esta que marcou o inicio da “era dos antibiéticos” (FERNANDES &
RIBEIRO FILHO, 2000).

A partir de 1932, as sulfonamidas foram desenvolvidas e varias modificagfes
quimicas comecaram a ser realizadas em busca de outros antibidticos. Em 1939, a
polimixina comecou a ser usada para infecgcbes graves por microrganismos Gram
negativos. Dai em diante, até a década de 1980, mais de 20 antibiéticos foram
descobertos ou sintetizados (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

A principio, 0s novos antimicrobianos eram eficazes, porém, ha evidéncias
gue no final da década de 40 uma enzima produzida por Escherichia coli,
posteriormente denominada de TEM-1, ja era capaz de inativar a penicilina (ROSSI
& ANDREAZZI, 2005). No mesmo periodo comecaram a ser descritos Streptococcus
resistentes a sulfonamidas.

No fim dos anos 50, foi relatado Staphylococcus aureus resistente a
praticamente todos os antibiéticos de uso parenteral, incluindo a eritromicina e a
tetraciclina (CHAMBERS, 1988).

Na década de 60, o uso abusivo da penicilina e cefalosporinas colaboraram
com o surgimento de S. aureus resistente a meticilina, antibidtico recém introduzido
para contornar a resisténcia a penicilina (FERNANDES & RIBEIRO FILHO, 2000).

Em 1973, foram descritas cepas de Enterococcus spp com alto nivel de
resisténcia aos aminoglicosideos e uma década depois, surge a resisténcia a
vancomicina neste microrganismo (UTTLEY, 1988).

Em 1983, a primeira B-lactamase de espectro estendido (SHV) foi relatada em
cepas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli na cidade de Frankfurt (KNOTHE
et al., 1983 apud YAN et al., 2000).

No inicio da década de 90 no Japdo, WATANABE et al. (1991) descreveram

pela primeira vez as carbapenemases em Gram negativos do tipo MBL, capaz de
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hidrolisar os carbapenémicos e a partir de entéo, estas enzimas se disseminaram
por todo o mundo.

Mais tarde, a partir de 1997, S. aureus resistentes a vancomicina também
foram reportados (HIRAMATSU et al., 1997).

Em 2001 na Carolina do Norte, outro tipo de carbapenémicoase, produzida
por K. pneumoniae denominada KPC foi relatado e tém sido descrito em diversas
regides do mundo (TENOVER et al., 2006).

A pressao seletiva exercida pela utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos
nas Uultimas décadas pode ter colaborado com o aparecimento de bactérias
multiresistentes no ambiente hospitalar. Com o surgimento de novas resisténcias
tornou necessario um aprimoramento da identificacdo e deteccdo de mecanisos de
resisténcia bacteriana (GALES et al., 2003).

2.3.2 Mecanismos de resisténcia de P. aeruginosa

Este microrganismo apresenta grande resisténcia intrinseca aos
antimicrobianos fazendo que um numero limitado de antibioticos seja efetivo
(FALAGAS et al, 2006; FRIDKIN et al, 1999; RAJA & SINGH, 2007).
Cefalosporinases cromoss6micas, produzidas por gene AmpC (classe C de Ambler)
sdo encontradas em baixos niveis e quando induzidasBpor -lactamicos, como
ampicilina e cefalosporinas de 12 e 22 geragdo se expressam com maior
intensidade. A desrepresséao total ou parcial de AmpC eleva a concentracéo inibitoria
minima (CIM) de penicilinas, cefalosporinas e aztreonam. Os carbapenemas
também podem se comportar como indutores desta resisténcia (BONOMO &
SZABO, 2006; LIVERMORE, 1995).

2.3.2.1 Producao de enzimas inativadoras dos aminoglicosideos

A producdo de enzimas capazes de modificar a molécula de
aminoglicosideos é uma caracteristica da maioria das cepas de P. aeruginosa. Estas
enzimas modificadoras podem atuar por meio de acetilacdo, adenilacdo ou
fosforilacdo das moléculas. P. aeruginosa que produzem 3-fosfotransferase e 6-
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fosfotransferase sdo naturalmente resistentes a kanamicina e neomicina e se
produzirem 3-acetiltransferase e 2-adeniltransferase sao resistentes a gentamicina e
tobramicina (MINGEOT-LECLERQ et al., 1999). Porém a resisténcia a esta classe

de antibidticos também pode ser causada por outros mecanismos.

2.3.2.2 Mecanismos de resisténcia adquirida

Pode ser mediada por: reducdo da permeabilidade da membrana (porinas),
bomba de efluxo ou producdo de R-lactamases. Algumas moléculas como
plasmidios, transposons ou integrons tem sido responsabilizados pela transmissao
destes genes de resisténcia (GIBB et al., 2002; ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

A combinacdo desses multiplos mecanismos confere a P. aeruginosa
sensibilidade a poucos antimicrobianos utilizados na pratica clinica (de FREITAS &
BARTH, 2002).

2.3.2.3 Alteracdo da permeabilidade da membrana

Para um melhor entendimento deste mecanismo, faz-se importante lembrar a
composicdo da célula bacteriana. Os bacilos Gram negativos possuem uma
membrana externa que € constituida por dupla membrana, propriedade esta que
dificulta o acesso de farmacos para dentro da célula. Esta dupla membrana é
constituida de lipopolissacérides (LPS), sendo que a porcéo lipidica fica voltada para
a parte interna (Figura 2). A célula bacteriana utiliza para o transporte de
substancias as porinas, canais protéicos constituidos por subunidades que se
agrupam formando poros por onde moléculas se difundem seletivamente. As porinas
restringem a entrada de muitas substancias como a entrada de alguns
antimicrobianos (NIKAIDO, 2003).

A entrada de um B-lactamico pelos canais de porina depende do seu
tamanho, carga e hidrofobicidade. Com a modificacdo destes canais por mutagéo ou
por delecdo, a resisténcia aos antimicrobianos hidrofébicos aumenta (NIKAIDO,
2003).

Na literatura, o termo mais utilizado para designar as porinas € “Omp” que

corresponde a “outer membrane protein”. Dentre as diferentes porinas da membrana
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externa de P. aeruginosa estdo OprC, OprD, OprE, OprF, sendo que esta ultima é a
maior e mais abundante (MCPHEE et al., 2009). Além disso, OprF é uma porina
inespecifica que tem propriedade de realizar lenta difusdo das substancias pelo seu
canal, o que auxilia a resisténcia a alguns antimicrobianos (LIVERMORE, 2001).

A perda da porina OprD resulta em resisténcia a imipenem e uma diminui¢ao
da sensibilidade a meropenem sem alterar a resisténcia de outros B-lactamicos.
OprE tem grande homologia com OprD, porém é especifica para a resisténcia de
cefalosporinas (LIVERMORE, 2001).
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Figura 2 — Envoltério da célula bacteriana Gram negativa ilustrando

lipopolissacarides, lipoproteinas, peptideoglicano e porinas.

Fonte: Adaptado de Madigan et al.,, Brock Biology of Microorganisms, 2003 por Cyntia Maria
Kiaw. http://vsites.unb.br/ib/cel/microbiologia/index.html

2.3.2.4 Modificacdo do gene DNA girase

Mutacdo genética, como a que modifica o gene DNA girase, parecem ser o
principal mecanismo de resisténcia de P. aeruginosa frente as fluorquinolonas.
Ocorre reducdo de afinidade desses antimicrobianos a DNA girase, alvo das

guinolonas nos bacilos Gram negativos (HANCOCK, 1998).

2.3.2.5 Bomba de efluxo
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Este mecanismo € extremamente importante para bacilos Gram negativos
ndo fermentadores para expulsdo de substancias nocivas. Atualmente varios
sistemas de efluxo foram descritos em Pseudomonas aeruginosa e caracterizados
pela sigla MDR (multiple drugs resistance). Estes sistemas sédo constituidos por uma
“bomba”, uma proteina de ligagdo e uma proteina transportadora, sendo que o
sistema MexAB-OprM é o mais descrito para este patogeno (LI et al., 2000).

A proteina MexB € uma “bomba de largo espectro”, estrutura transportadora
localizada na membrana citoplasmatica. Este componente é ligado por MexA em
outra proteina denominada OprM, poro que serve como portal de saida. Por esse
sistema, ocorre expulsao de antimicrobianos induzindo resisténcia a cefalosporinas,
quinolonas, penicilinas podendo afetar também o meropenem. Aminoglicosideos e
imipenem nédo sao afetados por este mecanismo (JALAL et al., 2000).

Faz-se importante destacar que a bomba de efluxo pode afetar mdltiplas
drogas ou pode ser um mecanismo droga especifico. No primeiro caso, geralmente
ocorre a expressdo de genes cromossomais e no segundo caso 0s genes desta
resisténcia estdo alojados em elementos moéveis como plasmidios e transposons
(POOLE, 2005).

2.3.2.6 Resisténcia a polimixina B

Os peptideos catidnicos agem sobre a célula bacteriana por meio de efeito
detergente, que lhes permite interagir com componentes hidrofilicos e hidrofébicos
do envelope bacteriano. Estes antimicrobianos desestabilizam a membrana externa
por deslocamento de cations divalente e provocam a morte celular. Alguns tipos de
P. aeruginosa podem degradar os peptideos catibnicos ou desenvolver resposta
adaptativa como resposta ao estresse da membrana (GALES et al., 2001).

2.3.2.7 Producéo de 3-lactamases

Essas enzimas encontram-se no espago periplasmatico de bacilos Gram

negativos em altas concentracdes e sdo classificadas por dois sistemas sendo eles:
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o de Ambler (1991) e o de Bush (1995) demonstrados na tabela 2 (AMBLER et al.,
1991; LIBISCH et al., 2006; ROSSI & ANDREAZZI, 2005).

Entre as R-lactamases, as que apresentam espectro estendido (ESBL)
hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e monobactamicos, sendo identificadas
principalmente em enterobactérias. Um dos primeiros relatos de producdo de ESBL
em P. aeruginosa foi descricdo da enzima PER-1 em paciente da Turquia internado
em Paris (NORDMANN et al.,1993). Anos depois, Luzzaro et al. (2001) relataram um
surto de P.aeruginosa produzindo esta enzima na lItalia. Dai em diante, diversas
ESBL tém sido descritas neste microrganismo, como TEM, SHV, PER e GES
(CLAEYS et al., 2000; DUBOIS et al., 2001; POIREL et al., 2007; WANG et al.,
2006).

A ESBL com atividade mais potente contra os carbapenémicos € GES-2,
descrita na Africa do Sul, derivada da B-lactamase de espectro ampliado GES-1
(POIREL et al., 2001).

Outras R-lactamases, tipo OXA (Classe D Ambler) hidrolisam principalmente
ampicilina, cefalotina, oxacilina, cefalosporinas de terceira geracdo e aztreonam
(NORDMANN et al.,, 1998). Este grupo de enzimas tém um grande numero de
variantes que podem ser derivados de OXA-2 ou OXA-10 e sdo muito frequentes em
P. aeruginosa e Acinetobacter baumanii. OXA-18 nao é derivada de nenhuma outra
variante. Algumas carbenicilinases denominadas PSE (Classe A Ambler) inibem
acdo de penicilinas, mas ndo afetam acédo de cefalosporinas, carbapenémicos e
aztreonam. Estudo de Bert (2002) reportou alta prevaléncia do gene bla-pse (62,5%)
e de variantes bla-oxa (26,3%) em amostras de P. aeruginosa isoladas na Franca.

Dois tipos de R-lactamases tém capacidade de hidrolisar carbapenémicos:
aguelas que possuem serina como sitio ativo (classes A, C e D) e outras que
requerem cations divalentes como cofatores para sua atividade (classe B),

chamadas Metalo-B-Lactamases (MBL).

2.3.2.8 Metalo-B-lactamase (MBL)

As MBL, geralmente mediadas por plasmidios, conferem a P. aeruginosa
resisténcia aos beta-lactamicos de largo espectro, incluindo cefalosporinas e
carbapenémicos (OH et al., 2003; SANTOS FILHO, 2002).
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Estas enzimas estdo agrupadas na classe B de Ambler classe 3 de Bush.
Zinco dependentes, por utilizarem zinco como cofator enzimatico, séo inibidas por
EDTA e outros agentes tidlicos, ndo sendo inibidas por inibidores de R-lactamases
(WANG et al., 2006).

Tabela 2 — Classificacao das 3-lactamases segundo Ambler e Bush

Grupo Classe  Substrato Inibicdo por Enzimas representantes
clavulanato
1 C Cefalosporinas N&o AmpC de GN, MIR
2a A Penicilinas Sim Penicilinases de GP
2b A Penicilinas Sim TEM-1, TEM-2, SHV
Cefalosporinas
2be A Penicilinas Sim TEM-3 a TEM-26,SHV-2 a SHV-
Cefalosporinas 6, K.oxytoca K1
2br A Penicilinas Sim/Nao TEM-30 a TEM-36,TRC-1
2c A Penicilinas Sim PSE-1, PSE-3, PSE-4
Cabernicilina
2d D Penicilinas Sim/Né&o OXA-1, OXA-11, PSE-2
Cloxacilina
2e A Cefalosporinas Sim Cefalosporinases induziveis de P.
vulgaris
2f A Penicilinas Sim NMC-A de Enterobacter cloacae,
Cefalosporinas Sme-1 de Serratia marcescens
Carbapenémicos
3 B Maioria  dos  beta- N&o L1 de Stenotrophomonas
lactacmicos, inclusive maltophilla, CcrA de Bacteroides
carbapenémicos fragilis, MBL
4 Indetermi  Penicilinas Nao Penicilinase de B. cepacia
nada

GP — Gram positivos ;GN — Gram negativos. Fonte: Rossi, 2005.

Até 2009 foram descritos 10 genes de MBL, essas sdo nomeadas de acordo
com o primeiro local onde foram reportados. A primeira MBL transferivel foi descrita
no Japao (1991) e posteriormente denominada IMP-1 (LIVERMORE &
WOODFORD, 2000; WATANABE et al., 1991). O gene bla;yp.1 também foi reportado
em outros microrganismos como Klebsiella pneumoniae, Serratia marcecens,
Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Burkholderia
cepacia e Acinetobacter baumanii (HARUTA et al., 2000; HIRAKATA et al., 1998;
SENDA et al., 1996). Diversos estudos moleculares demonstraram outras variantes
da IMP e até o ano de 2009 foram descritas 22 variantes IMP no mundo (DULJASZ
et al., 2009).

Em 1997, na cidade de Verona, foi encontrado o segundo gene de MBL
designado blay-1 com menos de 30% de homologia com IMP, porém o mesmo

espectro de acdo (LAURETTI et al., 1999). A caracterizacdo de VIM-2 foi realizada



33

um ano depois na Franca (POIREL et al., 2000) e até 2009, dezenove variantes de
VIM foram caracterizadas (CASTANHEIRA et al., 2009; GISKE et al., 2003; YAN et
al., 2001).

Toleman et al. (2002) descreveram uma nova enzima de MBL relatada pelo
programa “SENTRY - Antimicrobial Surveillence Program”, em isolado de P.
aeruginosa denominada SPM, por ter sido inicialmente descrita na cidade de S&o
Paulo. A amostra foi proveniente de urina e hemocultura de paciente do Instituto de
Oncologia Pediatrica da Universidade Federal de S&o Paulo. Posteriormente, P.
aeruginosa produtoras de SPM foram isoladas em diversos estados brasileiros, tais
como Joédo Pessoa, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro,
Fortaleza e Brasilia (CARVALHO et al.; 2006; FIGUEIREDO-MENDES et al., 2005;
GALES et al., 2003; GASPARETO et al., 2007; MAGALHAES et al., 2005; SANTOS
FILHO et al., 2002; TORRES & BLANCA, 2006).

Recentemente, varias subclasses de MBL tém sido decritas, tais como: GIM-1
na Alemanha, SIM na Koréia, KHM-1 em Toquio, AIM-1 na Australia, NDM-1 em
Nova Deli, DIM-1 na Holanda (CASTANHEIRA, I. et al., 2004; GUPTA, 2008; LEE et
al., 2005; POIREL et al., 2009; SEKIGUCHI et al., 2008). Esses genes de resisténcia
podem apresentar comportamento fenotipico semelhante, como por exemplo, Bush
et al. (1995) verificaram que a IMP-1 né&o hidrolisava os monobactamicos
(aztreonam), o que também foi descrito mais tarde por Toleman et al. (2002) com
amostra de SPM-1.

Dados da literatura sugerem que MBL pode estar se disseminando por todo
mundo. Investigacdo na Grécia revelou que estes genes de resisténcia de P.
aeruginosa foram posteriormente descritos em outros paises da Europa (LAURETTI
et al., 1999; TSAKRIS et al., 2000).

A emergéncia de MBL e a preocupacgao com esta disseminacao em unidades
hospitalares mostrou a necessidade de desenvolver métodos simples e baratos para
a deteccgdo de resisténcia no laboratorio de rotina (ARAKAWA et al., 2000).

Arakawa et al. (2000) apresentaram método fenotipico com aproximacao de
discos (teste disco aproximacdo, duplo disco ou teste sinérgico) para detectar cepas
produtoras de MBL. Estes autores utilizaram como substrato, ceftazidima frente a
agentes quelantes e tidlicos: EDTA, FeCl,;, CuCl,, acido 2-mercaptopropiénico e

mercaptoetanol. A presenca de um ion quelante, inibe a atividade da enzima, devido
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a presenca de zinco no sitio ativo de MBL. Cada agente quelante ou tidlico foi
colocado em disco estéril frente a um disco de ceftazidima (30 puL) com distancia
entre discos de 1 a 2,5 cm. A propriedade dos agentes tidlicos e do EDTA afetarem
MBL, produz formac&o de inibicdo da zona de crescimento ao redor do halo do
antibiético.

Lee et al. (2001) propuseram uma modificacdo na metodologia de Hodge (teste
proposto em 1978 para detectar producado de penicilase em N. gonorrhoeae) e
compararam com teste de aproximacgao descrito anteriormente. Testaram um grande
namero de amostras de P. aeruginosa e Acinetobacter spp resistentes a imipenem e
alguns isolados de P. aeruginosa produtores de MBL (IMP-1, VIM-1, VIM-2). O
EDTA foi testado em diversas concentracfes frente ao disco de imipenem. Os
resultados sugeriram que as duas metodologias poderiam ser utilizadas para triagem
de cepas produtoras de MBL (Psa-MBL).

Investigacéo realizada por Yong et al. (2002) utilizou o EDTA diretamente no
disco de imipenem (disco combinado) para detectar MBL em isolados clinicos de
Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. Quando a zona de inibicdo do disco
combinado foi maior que 7 mm comparado ao disco simples com antibiético, o teste
foi considerado positivo para producdo de MBL. A técnica mostrou ser de simples
execucado e interpretacdo, além de apresentar alta sensibilidade para deteccdo de
isolados produtores de MBL e alta especificidade para Psa-MBL.

Yan et al.(2004) compararam o teste de disco combinado, teste de disco
aproximacao e E-test para detectar producédo de MBL. A técnica de aproximacao em
disco com acido 2-MPA e ceftazidima foi 100% sensiveis para deteccdo de Psa-
MBL, enquanto o Etest teve baixa sensibilidade (36,7%).

Publicacdo mais recente (JESUDASON et al., 2005) comparou 0 método de
disco aproximagdo usando EDTA com o método de Hodge modificado e verificou
que o teste de disco aproximagao detectou mais amostras produtoras de MBL que o
teste de Hodge.

Devido a falta de padronizacéo dos testes fenotipicos e divergéncias quanto a
quantidade de substrato ou distancia entre os discos no teste de aproximacgao, Picédo
et al. (2008) compararam o método de disco combinado com o teste de disco
aproximacao para varios isolados produtores de MBL. Foram testados discos de

imipenem e ceftazidima com EDTA e agentes tidlicos diversos em varias
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concentragbes (acido 2-Mercaptopropibnico — 2-MPA, acido mercaptoacético —
MAC, mercaptoetanol — MET e fenantrolina — PHEN). Diferentes distancias entre os
discos e diversas concentracbes dos compostos tiolicos e EDTA foram tambéem
avaliadas. Os autores concluiram que o disco combinado com imipenem frente ao
EDTA detectou melhor as MBL de enterobactérias, enquanto para Pseudomonas e
Acinetobacter o teste de aproximacdo com acido 2-MPA frente a ceftazidima e
imipenem respectivamente foi melhor. Para P. aeruginosa a melhor distancia entre
os discos de 2-MPA e ceftazidima foi de 20 mm de centro a centro e a concentracéo

sugerida para este agente tidlico foi de 1,4mM.

2.4 Panorama daresisténcia microbiana de P. aeruginosa

No final da década do século passado, o estudo SENTRY realizado com dados
de hospitais brasileiros, reportou a susceptibilidade de P. aeruginosa coletadas entre
1997 e 1999. Este estudo demonstrou que 62% das amostras eram sensiveis aos
aminoglicosideos, 56% as quinolonas, 60% a cefalosporinas de terceira geracao e
80% aos carbapenémicos (SADER et al.,, 2001). Dados deste estudo também
mostram o aumento da resisténcia ao imipenem no periodo de 1997 a 1999 com
indices de 31,2% (SADER et al., 2001) e de 65,3% de 1998 a 2004 (MOET et al.,
2007). O sistema NNISS também relatou aumento de 32,0% na resisténcia ao
imipenem comparando dados coletados entre os anos de 1994 a 1999 (NNIS, 1999).

Dados nacionais relatam indices preocupantes de resisténcia a drogas
antipseudomonas, tais como 48,6% a ceftazidima, 56,7% a imipenem e 52,2% a
meropenem e 61,2% a piperacilina com tazobactam (ZAVASCKI et al., 2006d).
Estudos de Gales et al. (2003), em no estado de Sao Paulo avaliou cepas de P.
aeruginosa previamente resistentes a imipenem por meio da técnica de
microdiluicdo em caldo e reportou sensibilidade de 39,5% a piperacilina+tazobactam,
30,2% a aztreonam e 27,9% a gentamicina.

A disseminacéo clonal de MBL tem sido comprovada por diversos estudos e
demonstra a necessidade de implantacdo de medidas de controle para conter a
disseminacdo de microrganismos produtores desses genes de resisténcia
(FRITSCHE et al., 2005; GALES et al., 2003; GRAF et al., 2008).
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A deteccdo de cepas resistentes € essencial para o conhecimento da
epidemiologia da doenca em cada hospital e regido e orienta decisdes clinicas
importantes, como tratamento empirico de infec¢des e controle de surtos (LODISE et
al., 2007a).

2.5 Epidemiologia molecular

Embora os testes fenotipicos tenham boa sensibilidade, s6 € possivel
confirmar a presenca e determinar o subtipo de MBL por meio de técnicas de
genotipagem, que sdo mais sensiveis e especificas. A disseminacdo clonal e o
encontro de cepas relacionadas entre si também s6 podem ser avaliados com
técnicas moleculares e sao particularmente sdo Uteis em vigéncia de surto ou
epidemia (CORNAGLIA et al., 2000; GIBB et al., 2002)

Na tentativa de melhor elucidar questdes epidemioldgicas e de mecanismos
de resisténcia microbiana, alguns métodos com aplicacdo de biologia molecular tem
sido propostos. Estes métodos genotipicos tém maior reprodutibilidade e sdo menos
sujeitos a variacBes. As técnicas mais utilizadas sédo: PCR (Polimerase Chain
Reaction), Ribotipagem, RAPD (Randomly Amplified Polymorphicv DNA), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorfism) e PFGE (Pulsed Field Gel Electroforesis).

A técnica de PCR consiste em amplificacdo de fragmentos especificos de
DNA e quantificacdo dos mesmos e tem sido usada para identificar o subtipo de
MBL (SENDA et al., 1996).

Estudos com técnicas de biologia molecular revelam que o gene blaspm.1 € 0
mais frequente em diferentes regides do Brasil: 43,9% em Sao Paulo (SADER et al.,
2005b), 28% no Rio Grande do Sul (ZAVASCKI et al., 2006a), 74,3% em Goias
(GONCALVES et al., 2009). Carvalho et al. (2006) caracterizaram 20% das amostras
resistentes a carbapenémicos como produtoras de SPM-1 em hospitais do Rio de
Janeiro.

A analise de fragmentacdo de DNA por meio de eletroforese em campo
pulsado (PFGE) é util para a investigacdo epidemioldégica de microrganismos e
auxilia na elucidacdo de surtos (CORNAGLIA et al., 2000).
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3 OBJETIVOS

O objetivo geral desse estudo foi estudar resisténcia microbiana e realizar

tipagem molecular de Pseudomonas aeruginosa de dois hospitais de Campo Grande

- MS.

Objetivos especificos:

a)

b)

f)

Estimar a frequéncia de P. aeruginosa multiresistentes provenientes
de amostras clinicas.

Identificar as unidades de internacdo, espécimes clinicas e sitios de
infeccdo mais acometidos por P. aeruginosa resistentes a ceftazidima
e/ou imipenem nos dois hospitais.

Descrever dados clinicos e laboratoriais relacionados com
colonizacédo ou infeccdo por P. aeruginosa resistentes a ceftazidima
e/ou imipenem.

Conhecer o perfil de suscetibilidade a 10 antimicrobianos de P.
aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou a imipenem.

Estimar a frequéncia de P. aeruginosa produtora de metalo-3-
lactamase.

Realizar genotipagem das cepas por meio de técnica de eletroforese

em campo pulsado.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de Estudo

Trata-se de estudo descritivo analitico de desenho transversal.

4.2 Local e periodo da pesquisa

O estudo foi realizado com amostras de dois grandes hospitais de Mato Grosso
do Sul. O Hospital Regional de Mato Grosso do Sul (HRMS), hospital de esfera
estadual de Campo Grande — MS, com atendimento publico e subordinado a
Secretaria de Saude do estado. Apresentando 321 leitos, 36 sdo de Unidades
Criticas, distribuidos da seguinte maneira: 10 leitos de UTI adulto, 12 unidades
intermediarias, 8 UTI's neonatal e 6 de UTI's pediatrica. Possui equipe de CCIH com
SCIH (Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar) formada por 2 médicos, um
administrativo e uma enfermeira, exclusivos para 0 servico e conta com a
participagdo de membros consultores (representantes do laboratério, da
administracdo, farmacia, enfermagem, lavanderia e nutricdo).

O Hospital Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul (HU/UFMS) é hospital escola de atendimento publico subordinado a
esfera Federal. Com 256 leitos ocupados, possui 41 leitos de unidades criticas,
distribuidos em: 8 de UTI adulto, 6 de UTI neonatal, 12 unidades intermediarias, 5
UTIl's pediatricas e 2 unidades de isolamento. A CCIH possui como membros
executores do SCIH, uma enfermeira e um auxiliar administrativo. Outros
profissionais como infectologistas, enfermeiros, farmacéuticos s&o membros
consultores e trabalham também em outros setores.

A pesquisa experimental consistiu no estudo de materiais biologicos diversos
nao repetitivos, armazenados em meio skin milk (“in house”) congelado no banco de

cepas, dos dois hospitais coletados entre 01/01/07 a 30/06/08. A identificacdo, o
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antibiograma realizado nas duas instituicdes foi repetido com o teste fenotipico para
deteccdo de MBL no laboratério de microbiologia do Departamento de Farmacia e
bioquimica da UFMS.

O laboratério ALERTA, laboratério de investigacdo de mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos agregado ao LEMC (Laborat6rio Especial de
Microbiologia Clinica) da UNIFESP (Universidade Federal de S&o Paulo) forneceu
treinamento para realizacdo dos métodos fenotipicos e cepas controles.

Os métodos moleculares, como PCR e PFGE foram realizados no laboratoério

de Pesquisa em Infeccéo Hospitalar do 10C (Instituto Osvaldo Cruz) — FIOCRUZ.

4.3 Sujeitos da pesquisa

A coleta foi realizada por pessoal técnico treinado, seguindo normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA (BRASIL, 2004) de acordo com
solicitacdo médica.

Foram incluidas no estudo, amostras provenientes de pacientes em unidades
de internacdo dos dois hospitais, que apresentaram culturas positivas para P.
aeruginosa. Deste total foram selecionados 70 isolados resistentes a ceftazidima
e/ou imipenem, previamente armazenados no banco de cepas do setor de
microbiologia destes hospitais.

Foram consideradas amostras multiresistentes aquelas resistentes a mais de
seis antimicrobianos testados e pan-resistentes quando resistentes a todas as

drogas testadas com excec¢ao da polimixina B.

4.4 Estratégia para andlise de dados clinicos

Os dados clinicos foram compilados de prontuarios médicos e tabulados em
programa EXCELL 2003. Para analise dos resultados foram utilizados Epi-Info 3.4.1.
e Bioestat 5.0. As variaveis estudadas foram: idade, comorbidades, utilizacao prévia
de antimicrobianos e periodo de internacdo. Uma comparagao entre as propor¢oes
encontradas nos dois hospitais foi realizada com o “test z". As comorbidades

consideradas foram doencas neurolégicas, respiratérias, cardiacas, hepaticas,
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renais, diabetes mellitus, neoplasias e AIDS. O tempo de internacéo foi submetido a
teste de Qui-quadrado para verificar associacao. O teste T-student foi utilizado para

comparar a idade e o tempo de internacdo das amostras com perfil A e B de PFGE.

4.5 Aspectos éticos

Esta pesquisa foi aprovada pela comissao de pesquisa e ética do HRMS (anexo
A) e pelo comité de ética em pesquisa da UFMS (anexo B). Como foram utilizados
isolados bacterianos armazenados nos bancos de cepas dos hospitais, foi aprovada
dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em atendimento a
resolucéo 196/96 do Conselho Nacional de Saude, foi assegurada a confidencialidade e

a privacidade, a protecédo da imagem e a nao estigmatizagdo dos sujeitos da pesquisa.

4.6 Exames laboratoriais

4.6.1 ldentificacdo bacteriana

A identificacdo de P. aeruginosa foi realizada pelos laboratérios de
microbiologia das unidades hospitalares estudadas com base na metodologia
convencional. Bacilos Gram negativos ndo fermentadores dos acucares em meio
TSI (Triplice Sugar Iron - OXOID), com crescimento em agar MacConkey, producéo
de pigmentos pioverdina, piocianina ou piorrubina, odor caracteristico, oxidase e
motilidade positiva (KONEMANN et al., 2008) foram identificadas como P.
aeruginosa e quando necessario confirmadas por aparelho Autoscan® (Dade-
Behring).

4.6.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA)

Os testes de susceptibilidade foram realizados por método de difusdo em
agar (BAUER et al.,, 1976 apud POLETTO & REIS, 2005) no laboratérios de
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microbiologia dos hospitais e confirmados no laboratério do departamento de
farmacia e bioquimica da UFMS.

A partir do crescimento exponencial bacteriano (24h), colénias suspensas
em salina com turvagéo ajustada para 0,5 da escala de McFarland (~10°UFC/mL)
foram inoculadas em agar Muller Hinton (OXOID) com auxilio de swab estéril. Ap6s
15 minutos de repouso, discos recomendados pelo Clinical Laboratory Standard of
Institute — CLSI foram colocados na placa e incubados em 35°C (+2) por 16 a 18
horas.

Os antibidticos testados foram: ceftazidima 30ug, ciprofloxacina 5ug,
cefepime 30ug, tazobactan + piperacilina 100/10, imipenem 10ug, meropenem 10ug,
aztreonam 30ug, gentamicina 10ug, amicacina 30ug e polimixina 300ug. A
susceptibilidade foi verificada por leitura do didametro dos halos formados e
interpretados de acordo com valores estabelecidos pelo CLSI (2006, 2007). Cepas
de P. aeruginosa ATCC 27853 foram utilizadas como controle dos meios de cultura

e dos discos utilizados.

4.6.3 Deteccdo fenotipica de MBL

A deteccdo de MBL foi realizada no laboratério de microbiologia do
departamento de Farmacia e bioquimica da UFMS de acordo com metodologia
proposta por Arakawa et al. (2000) com sugestbes de Picdo et al. (2008).
Inicialmente cepas foram repicadas em agar Muller Hinton e incubadas por 16 a 18
horas em temperatura de 35°C(£2).

ApOs este periodo uma suspenséo salina ajustada ao padréo 0,5 da escala de
McFarland foi inoculada em agar Muller Hinton por meio de swab estéril. Apos 15
minutos, foram colocados os discos de ceftazidima 30 pg e imipenem 10 ug, e dois
discos sem antibiético entre eles, conforme ilustrado na figura 3. Em um dos discos
foi adicionado 5 pL de acido 2-mercaptopropibnico diluido 1:8 (1,4mM) e no outro
EDTA 0,5M. A distancia entre os discos foi de 2 cm de centro a centro. A placa foi
inoculada a 35°. C(x2) por 16 a 18 horas. Como controles positivos de Psa-MBL
cepas produtoras de IMP e SPM foram gentilmente cedidas pelo Laboratério
ALERTA.
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IPM — imipenem
CAZ - Ceftazidima

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

U U U

2-MPA — Acido 2- Mercaptopropidnico

Figura 3 — Representacdo esquematica da placa de agar Mueller Hinton com
discos de agentes quelantes e antimicrobianos utilizados no teste
fenotipico de deteccdo de MBL (disco aproximacao).

4.6.4 Reacdo de polimerase em cadeia (PCR)

A extracdo de DNA foi feita pelo Método de lise térmica. Os isolados
bacterianos foram inoculados em tubos contendo 3 mL de caldo BHI e incubados a
37°C por 18-24 horas. Um mL de cultura de cada isolado foi transferido para
microtubo e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado
e o0 sedimento foi suspenso em 500 pl dédgua milli -Q e submetido a banho-maria
fervente (100°C) por 15 minutos. ApOs esta etapa, a suspenséao foi imediatamente
congelada a —20°C. Este material foi posteriormente descongelado e centrifugado
(14000 rpm por 15 segundos). O sobrenadante foi transferido para outro microtubo e
armazenado a -20°C.

Para realizacdo da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram
amplificadas regides especificas do genoma dos isolados de P. aeruginosa,
conforme técnica consagrada (Mullis, 1987). Foi adicionado em cada eppendorf
agua esterilizada, tampao de reacdo 1X, 3 mM de MgCI2, 10 mM de cada dNTP
(dNTP set [dATP, dCTP, dGTP, dTTP]), 1,5 U da enzima DNA polimerase e 3 pL do
DNA obtido pela extracdo por choque térmico, com volume total final de 50
HL(CARVALHO, 2004).

Os iniciadores foram selecionados a partir de estudos anteriores registrados
na literatura (KIMURA et al., 2005; JEONG et al., 2006):

e SPM F 5 CCTACAATCTAACGGCGACCY
e SPM R 5 TCGCCGTGTCCAGGTATAACYT
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e IMP-1 F 5 CTACCGCAGCAGAGTCTTTTGS’

e IMP-1 R 5 AACCAGTTTTGCCTTACCAT3’

e IMP-2 F S'GTTTTATGTGTATGCTTCCTTTGTAGCS3'
e IMP-2 R 5'CAGCCTGTTCCCATGTACGS

e VIM-1 F S5'GTTTGGTCGCATATCGCAACSI'

e VIM-1 R 5'AGACCGCCCGGTAGACCS

e VIM-2 F 5 ATGAAAGTGCGTGGAGAC3’

e VIM-2 R 5'CTACTCAACGACTGAGCGATTTGTS

As condi¢cBes de reacdo utilizadas foram: pré-desnaturacdo a 94°C (5 min),
seguido por 30 ciclos a 94°C (30 seg), 55°C (30 seg) e 72°C (1 min). A amplificacéo
pela PCR foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% em TAE
1X (Tampao Tris-Acetato).

Eletroforese em Gel de Agarose — O gel foi preparado com agarose em
tampao TAE 1X (concentracdo de 1,0 %). Foi adicionado tampé&o de corrida nas
amostras de DNA (1/5 do volume da solucdo de DNA). Foram aplicadpk @o
produto da PCR e 1uL de marcador de peso molecular nos pocos do gel. A
eletroforese foi realizada em tampéao de corrida TAE 1X sob uma corrente de 60
Volts. Apés a corrida o gel foi corado com brometo de etidio e observado sob luz
ultravioleta e registrado em foto com o equipamento VDS (Pharmacia-Biotech).

4.6.5 Eletroforese em campo pulsado (PFGE)

A técnica de PFGE foi realizada no laboratorio de Pesquisa em Infeccéo
Hospitalar do 10C (Instituto Osvaldo Cruz) - FIOCRUZ. A preparacdo do DNA
cromossomal foi realizada por meio de técnica “in situ” com blocos de agarose. Uma
solucdo de crescimento bacteriano em fase exponencial (dgar TSB inclinado) foi
suspensa em 400 pL de solucdo BSC (Tris 1M pH 8,0, EDTA 0,5M). A suspenséo
de células foi adicionado 5uL de proteinase K (Sigma) e 200 pL de agarose (low
melting — BioRad) a 1%. A mistura foi distribuida em moldes de agarose. Os blocos
foram transferidos para solugéo de lise (TRIS 1M pH 8,0; EDTA 0,5 M, pH 8,0 e N-
lauril sarcosil 10%+5uL de proteinase K) e incubados a 50 °C por 24 horas. Em

seguida foram feitas seis lavagens com tampéo TE (TRIS-HCI I0mM pH 8,0; EDTA
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0.1mM pH 8,0) a 37 °C e incubadas com tampéo da enzima por 1 hora a 5 °C. Apos
a retirada do tamp&o, incubou-se os moldes com enzima de restricdo Spel
(Invitrogen) a 37°C durante 2h (CARVALHO, 2004).

O procedimento de eletroforese foi realizado por meio de eletroforese de
campo pulsado em gel de agarose 1,2% e corrido com tampédo TBE (0.4X Tris
Borato EDTA) no aparelho CHEF DR Il (BioRad, California). As condi¢des da corrida
consistiram em tempo de pulso crescente de 5 a 25s, por 18h a 6V/cm na
temperatura de 14 °C, com angulo de 120 °C. Os fragmentos foram corados com
brometo de etideo e fotografados. O perfil das bandas foi analizado usando Gel
Compar Il (Applied Maths, Belgium).

O dendrograma foi gerado usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean). Inspecao visual dos perfis de fragmentacéo
obtida foi interpretado conforme critério de Tenover et al. (1995). Foram
considerados geneticamente distintos ou ndo relacionados padrbes com diferenca
maior que 3 bandas, intimamente relacionadas, amostras com diferenca de até 1

banda e possivelmente relacionadas amostras com diferenca de 2 bandas.
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5 RESULTADOS

5.1 Resisténcia global

Levantamento dos dados no periodo de 01 de janeiro de 2007 a 31 de junho
de 2008 demonstrou que foram isoladas 213 P. aeruginosa de pacientes internados
no Hospital Regional (HRMS). Destas, 73 (34,3%) foram multiresistentes e 21 (9,9%)
pan-resistentes.

No Hospital Universitario (HU/UFMS), foram 196 culturas positivas para P.
aeruginosa, das quais 73 (37,2%) foram multiresistentes e 25 (12,8%) pan-
resistentes.

Foram incluidos no estudo 70 isolados resistentes a ceftazidima e/ou
imipenem, previamente armazenados na colecdo de cepas dos laboratorios de
microbiologia dos dois hospitais, para realizacdo de estudos clinicos e laboratoriais.
As cepas eram mantidas em criotubos congelados em “Skin Milk” a temperatura de -
20°.C. Dentre estas 70 amostras, 49 foram provenientes do HRMS e 21 do
HU/UFMS.

5.2 Unidades de internacéo e espécimes clinicas

A figura 4 ilustra a distribuicdo de P. aeruginosa com resisténcia a ceftazidima
e/ou imipenem por unidade de internagéo, onde pode-se observar que a maioria dos
isolados era proveniente de UTI de adulto (47,6% do HU/UFMS e 55,1% do HRMS)
e enfermaria de Clinica médica (33,3% do HU/UFMS e 28,6% do HRMS).

As 70 cepas de P. aeruginosa selecionadas eram provenientes de diferentes
pacientes e foram isoladas principalmente de urina (25; 35,7%), aspirado traqueal
(17; 24,3%) e outras secrec¢des (19; 27,1%), tais como secrecdo de escara, Ulcera

sacral e Ulcera trocantérica (Figura 5).
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5.3 Dados demogréficos e clinicos

P. aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou imipenem foram isoladas de
pacientes com idade de 0 a 89 anos e foi mais freqiente em pacientes com mais de
60 anos (47,14%).

As principais caracteristicas demograficas e clinicas estdo elencadas na tabela
3. Doencgas renais (insuficiéncia renal) e diabetes mellitus (DM) foram as
comorbidades mais descritas no HRMS e doenca neuroldgica e diabetes mellitus no
HU/UFMS. Dos treze pacientes com doencas neuroldgicas, cinco apresentavam
quadro de Acidente Vascular Encefalico (AVE).

Dois pacientes eram portadores de imunodeficiéncia adquirida (AIDS) e seis de
tumor sélido localizado em diferentes sitios (préstata, Utero, bexiga, estébmago,
pancreas e reto).

O tempo médio de internacdo dos pacientes variou nas duas instituicbes. No
HRMS, o isolamento de P. aeruginosa foi mais frequentes em pacientes de 40 a 59
dias. No HU/UFMS, P. aeruginosa foram mais frequentes nos pacientes internados
entre 20 a 39 dias.

A comparacdo estatistica de proporcdes entre as duas instituicdes, realizada
pelo “teste z” demonstrou que entre as comorbidades, o maior isolamento deste
microrganismo em pacientes com insuficiéncia renal no HRMS foi estatisticamente
significante (p=0,03).

Na figura 6 observa-se que entre os 70 pacientes selecionados, 60 (85,7%)
foram submetidos a procedimentos invasivos. Dentre esses 50 (71,4%) estavam sob
ventilagdo mecanica, 39 (55,7%) com sonda vesical de demora, 48 (68,5%) com
cateter venoso central, 48 (68,5%) submetidos a procedimentos cirlrgicos, 8
(11,4%) a dialise e 2 (2,9%) a quimioterapia.

A andlise do tempo de internacdo dos pacientes nos dois hospitais nao foi
considerada estatisticamente significante (Qui-quadrado=0,31). Porém quando
comparado periodo de internag¢do dos pacientes de perfil “A” e “B” (PFGE), o teste t-
student demonstrou que a idade mais elevada dos pacientes foi encontrada
naqueles de perfil B (p=0,048), e os pacientes do perfil “A” permaneceram mais

tempo internados (p=0,035) e desenvolveram infecgbes mais resistentes.



47

Quanto a utilizacdo prévia de antimicrobianos, os carbapenémicos foram os
mais utilizados no HRMS, enquanto no HU/UFMS, as cefalosporinas, em particular,

o cefepime foi o0 mais administrado.

5.4 Exames laboratoriais

O teste de susceptibilidade microbiana “in vitro” revelou que entre as 70
cepas isoladas nos dois hospitais, a resisténcia de P. aeruginosa frente a
ceftazidima foi de 77,1% (54/70), 90% (63/70) ao imipenem e 68,6% (48/70)
apresentaram resisténcia cruzada aos dois antimicrobianos.

Na tabela 4 observa-se a freqiéncia de resisténcia microbiana encontrada de
acordo com a instituicdo hospitalar.

No que diz respeito a resisténcia as cefalosporinas, cinqiienta e quatro cepas
de P. aeruginosa apresentaram resisténcia a cefepime e ceftazidima, quatorze
cepas foram resistentes a cefepime e sensiveis a ceftazidima e apenas duas
amostras tiveram relacéo inversa.

Todas as amostras do HU/UFMS foram resistentes a ciprofloxacina, enquanto
os isolados do HRMS apresentaram 71,4 % de resisténcia a esta droga. A
resisténcia a tazobactam+piperacilina foi de 71,4% no HRMS e de 47,6 % no
HU/UFMS. De forma semelhante, a resisténcia ao aztreonam também foi maior no
HRMS (91,8%) quando comparada ao HU/UFMS (76,2%). A analise pelo “teste z”
demonstrou que somente o uso de tazobactam+piperaciina no HRMS foi
significantemente diferente entre as duas instituicoes.

Quanto a resisténcia aos aminoglicosideos, resisténcia a gentamicina foi mais
elevada do que a amicacina nas duas instituicoes.

Dos 70 isolados, 46 foram resistentes tanto ao imipenem quanto ao
meropenem e sete foram sensiveis aos dois antimicrobianos. Todas as amostras
foram sensiveis a polimixina.

Vinte e uma amostras (30,0%) foram consideradas pan-resistentes, pois
foram resistentes a todos os antimicrobianos testados, com excecédo a polimixina B e
57 (81,4%) apresentaram perfil de multiresisténcia. Dentre estas, 13 foram de
amostras provenientes de pacientes internados em UTI de adulto.
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A tabela 5 mostra 31 de padrdes de resisténcia microbiana dentre as 70
cepas de P. aeruginosa estudadas. Em isolados do HRMS foram observados 24
padrées de resisténcia distintos e doze no HU/UFMS. Cinco padrbes de resisténcia

(numero 01, 07, 08, 11 e 22) foram encontrados nos dois hospitais estudados.

5.4.1 Deteccao de metalo-B-Lactamase

5.4.1.1 Teste de disco aproximacao utilizando acido 2-mercaptopropiénico e
EDTA

Trés cepas de P. aeruginosa tiveram resultado positivo para pesquisa de MBL
pelo método de disco aproximacao (Figura 7). Em duas amostras ocorreu a inibicao
de crescimento com a utilizagdo de acido 2-mercaptopropiénico (2-MPA) frente a
ceftazidima. Uma amostra foi positiva com o uso de 2-MPA frente ao imipenem.

A figura 8 ilustra os controles positivos com utilizacdo de ceftazidima e
imipenem frente a 2-MPA e EDTA.

5.4.1.2 Reacao de polimerase em cadeia (PCR)

Para confirmacao de producdo de MBL, as amostras de P. aeruginosa positivas
no teste fenotipico foram submetidas a técnica de PCR. Esta técnica ndo detectou a

presenca de nenhum subtipo de MBL nestes isolados.

5.4.2 Anélise de perfis de DNA cromossdmico por meio de eletroforese em

campo pulsado (PEFGE)

A anadlise da similaridade genética das 70 P. aeruginosa realizada pela técnica
de PFGE revelou 22 padrdes distintos de fragmentos de DNA cromossémico
designados arbitrariamente por letras de “A” a “V”. Foram encontrados quatro perfis

predominantes, sendo eles os perfis “A” (n=14), “B” (h=11), “C” (n=9) e “D” (n=6).
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P. aeruginosa com perfil genético “A” foi observado nos dois hospitais em
cepas de pacientes internados na UTI de adulto, CM e UCO do HRMS e em isolados
da UTI adulto e CM do HU/UFMS (Tabela 6). Dos quatorzes isolados com este perfil
molecular, onze foram pan-resistentes e trés isolados foram sensiveis somente a
dois antimicrobianos dos 10 testados.

A média de idade dos pacientes dos quais foram isoladas P. aeruginosa perfil
“A” foi de 51,29 + 22,54anos (média £ dpm). Estes pacientes tiveram tempo de
internacéo de 57,79 £ 37,25dias. Sete pacientes deste perfil (50%) foram a Obito. Os
perfis “B”, “C”, “D", “E", “K”, “R” e “V” também apresentaram amostras pan-
resistentes.

De onze cepas do perfil “B”, oito apresentaram padrdo de multiresisténcia e
um isolado foi pan-resistente (Tabela 7). Este perfil genético foi observado na UTI de
adulto e CM do HRMS e um isolado da CM do HU/UFMS. A média de idade dos
pacientes dos quais foram isoladas P. aeruginosa com este perfil foi de 68,64 *
17,84a com tempo de internacéo de 31,27 + 13,70d . Oito pacientes (72,7%) foram a
Obito.

Outros padrdes genéticos de PFGE foram detectados em menor numero de
amostras, tais como quatro isolados dos perfis “E” e “J”, trés com genotipo “F” e dois
de perfis “G”, “K”, “Q” e “R”. Os demais gendtipos (“H”, “I”, “M”, “N”, “P”, “S”, “T", “U" e
“V") foram representados por uma unica amostra, nao relacionadas entre si.

Os perfis “D”, “H”, “I", “M”, “O”, “P”, “R”", “S”, “T", “U” e “V” foram encontrados
apenas em amostras do HRMS e os padrdes “K”, “L” e “N” somente em isolados do
HU/UFMS. Os perfis “A”, “B”, “C”, “E”, “F”, “G”, “J” e “Q” foram comuns nas duas
instituicdes hospitalares.

A figura 9 ilustra os padrbes de bandas obtidos por PFGE. O dendrograma
ilustrado, mostra grande variabilidade genética entre as 70 P. aeruginosa
selecionadas. O padrao genético “E” apresentou 85% de similaridade genética com

“K”. Outros isolados apresentaram pouca similaridade genética.
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Figura 4 — Distribuicdo de 70 P.aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou imipenem de acordo com unidade de internacao
isoladas entre 01/01/2007 a 30/06/2008 em dois hospitais publicos de Campo Grande — MS.
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Figura 5 — Espécimes clinicas de onde foi isolada P. aeruginosa em pacientes internados em dois hospitais de Campo Grande de
01/01/2007 a 30/08/2009.
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Figura 6 — Condicbes de risco que podem estar relacionadas a colonizacao/infeccédo por P. aeruginosa resistente a ceftazidima

e/ou imipenem.
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Figura 7 — Amostras positivas para producdo de MBL no teste fenotipico de disco aproximacéo. A e C — Ceftazidima frente ao 2-

MPA; B — 4cido 2-MPA frente a imipenem.

Figura 8 — P. aeruginosa produtora de SPM-1(controle positivo) em teste fenotipico pelo método de disco-aproximacao.



54

ANABCDEFGH I JKLMA ANNOP QR ST UV A

T e D e —

’

‘“. .

-
-
-
-
-
-

L&

)

M O Wmamsnm
|
L NI ¥
' i -

B2 B BT TN

AR T T'TH
’.’
I

-

RN F IIIN
"
L BN B B I N

,“
-
-

Figura 9 — Padrdes gerados por PFGE de 70 P. aeruginosa isoladas de pacientes internados dois hospitais de
Campo Grande entre 01/01/07 a 30/06/08. A- marcador molecular (Kb), A (1689, 1694-96, 1701,
1709, 1712, 1713, 1718, 1726, 1753, 1754, 1770, 1775),B (1687, 1688, 1700, 1703, 1704, 1708,
1743, 1746, 1750, 1771, 1778), C(1699, 1742, 1749, 1766, 1768, 1769, 1773, 1776, 1781), D (
1720, 1721, 1723, 1728, 1740, 1747), E (1690, 1722, 1765, 1782 ), F (1715, 1719, 1751), G ( 1691,
1731), H (1717), | (1725), J (1711, 1756, 1758, 1762), K (1752, 1772 ), L (1757), M ( 1697), N
(1759), O (1698), P (1705), Q (1706, 1764), R (1779, 1780), S (1732), T (1716), U (1727), V (1730).



Figura 10 — Dendrograma de padrdes gerados por PFGE de 70 cepas de P. aeruginosa isoladas em pacientes

internados em dois hospitais de Campo Grande — MS de 01/01/07 a 30/06/08.

55



56

Tabela 3 — Caracteristicas demograficas e clinicas de 70 pacientes com P.
aeruginosa internados no HU/UFMS e HRMS de 01/01/2007 a

Tempo de
internacao

Comorbidades

Antimicrobiano
prévio a pelo
menos 5 dias

30/06/2008.

Variaveis

Média de idade (anos)
0-19 dias

20-39 dias

40-59 dias

60-80 dias

>80 dia

Doenca neurologica
AVE
Alzheimer
Encefalopatia
Edema cerebral
Doenca cardiaca
Doenca pulmonar
Tumor solido
Diabetes mellitus
Insuficiéncia renal
Cirrose hepatica
AIDS
Quinolonas
Aminoglicosideos
Cefalosporinas terceira e
guarta geracao
Carbapenémicos
Piperacilina+tazobactam
Clindamicina

Vancomicina/teicoplanina

58,71 (+20)

14,3% (7)
22,5% (11)
32,6% (16)
16,3% (8)
14,3% (7)

16,3% (8)
6,1 % (3)
4,0 % (2)
4,0% (2)
2,0% (1)
4,0 %(2)
18,4% (9)
10,2% (5)
20,4% (10)
24,4% (12)
2,0% (1)
2,0% (1)
22,4% (11)
6,0% (3)
38,8% (19)

49,0% (24)
32,5% (16)
16,3 (8)

30,6% (15)

HU/UFMS

(n=21)
57,50(£21,16)
14,3% (3)
47,6% (10)
13,8% (4)
9,5% (2)
9,5% (2)

23,8% (5)
9,5% (2)
9,5% (2)
4,3% (1)
0,0% (0)
9,5% (2)
9,5% (2)
4,8% (1)
14,3%(3)
0,0% (0)
4,8% (1)
4,8% (1)
14,3% (3)
14,3% (3)
52,4% (11)

42,8%(9)
0,0% (0)

28,6% (6)
38,1% (8)

0,71
0,07
0,18
0,71
0,87

0,69
1,0

0,89
0,89
0,65
0,73
0,56
0,78
0,79
0,03
0,89
0,89
0,65
0,50
0,43

0,83
0,008
0,39
0,74
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Tabela 4 — Perfil de resisténcia microbiana de amostras de P. aeruginosa isoladas

em dois hospitais publicos de Campo Grande — MS entre 01/01/2007 a

30/06/2008.

Antimicrobiano

Resisténcia HRMS

Resisténcia HU/UFMS

n =49 n=21
Ceftazidima 75,5% (37) 81,0% (17)
Cefepime 93,9% (46) 95,2% (20)
Gentamicina 91,8% (45) 90,5% (19)
Amicacina 57,1% (28) 85,7% (18)
Aztreonam 91,8% (45) 76,2% (16)

Ciprofloxacina
Tazobactam+piperacilina
Imipenem

Meropenem

Polimixina B

71,4% (35)
71,4% (35)
87,8% (43)
57,1% (28)
0,0% (0)

100,0% (21)
47,6% (10)
95,2% (20)
81,0% (17)
0,0% (0)
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Tabela 5 — Resisténcia microbiana e padrées de PFGE de P.aeruginosa isoladas no

periodo 01/01/2007 a 30/06/2008 em hospitais publicos de Campo Grande -

MS.
Perfil de resisténcia microbiana Hosp Perfil de PFGE N. cepas
1. PPT/AMI/ATM/CPM/CAZI/CIP/GEN/IPM/MER HRMS A/B/C/D/IE/IRIV T7/1/2/1/1/1/1
HU/UFMS A/C/IK 4/2/1
2.  PPT/AMI/ATM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HRMS F 1
3. PPT/CPM/ATM/CAZ/CIP/GEN/IPM HRMS A 1
4. PPT/CPM/ATM/CAZI/CIP/GEN/IPM/MER HRMS A/B/R 1/1/1
5. PPT/AMI/ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN HRMS B 1
6. CIP/GEN/IPM HRMS B 1
7.  AMI/ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HRMS A 1
HU/UFMS E/C 1/1
8. PPT/AMI/ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM HRMS B/C 1/1
HU/UFMS Q 1
9. AMI/CPM/CIP/GEN/IPM HRMS B 1
10. CPM/GEN/CIP/IPM HRMS B 1
11. AMI, CPM, ATM, CIP, GEN, IPM, MER HRMS B/C 1/1
HU/UFMS C/ 2/1
12. ATM/CPM/GEN/IPM/MER HRMS SIT 1/1
13. PPT/ATM/CPM/CAZ/IPM/MER HRMS U 1
14. PPT/ATM/CPM/CAZ/IPM HRMS D/l 1/1
15. PPT/AMI/ATM/CPM/CAZ/GEN/IPM HRMS D 1
16. PPT/ ATM/CPM/CAZ/GEN/IPM HRMS D 2
17. PPT/ ATM/CPM/CAZ/GEN HRMS M/Q 1/1
18. PPT/ATM/CPM/CAZI/CIP/IPM/MER HRMS E 1
19. ATM/CPM/CAZIGEN/ CIP/IPM/MER HU/UFMS B 1
20. ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM HRMS B 2
21. PPT/AMI/ATM/CPM/CIP/GEN/IPM/MER HRMS F/I/IH/D 1/1/1/1
HU/UFMS J 1
22. AMI/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HU/UFMS L 1
23. ATM/CPM/CAZ/GEN/IPM HRMS P 1
24. CPM/CAZ/CIP/IPM/MER HU/UFMS N 1
25. AMI/ATM/CPM/CAZ/GEN HRMS 0] 1
26. CPMJ/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HU/UFMS F 1
27. ATM/CPM/CAZ/GEN HRMS G 1
28. AMI/CPM/CAZ/CIP/IPM HU/UFMS G 1
29. AMI/ATM/CAZ/CPM/CIP/GEN HU/UFMS K 1
30. PPT/AMI/CPM/CAZ/CIPIGEN/IPM HU/UFMS J 1
31. ATM/GEN/CAZ HRMS E 1

AMI — amicacina; ATM — aztreonam; CAZ — ceftazidima; CIP — ciprofloxacina; CPM — cefepime; GEN

— gentamicina; IPM — imipenem; MER — meropenem; PPT — piperacilina + tazobactam; POL —

polimixina B. HRMS — Hospital Regional de Mato Grosso do Sul; HU/UFMS — Hospital Universitario

de Mato Grosso do Sul.
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Tabela 6 — Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes colonizados ou infectados por P. aeruginosa multiresistentes

pertencentes ao perfil “A” determinado por técnica de PFGE.

N° do Hospital Data de Clinica Comorbidades Material Idade Tempo de Sensibilidade Evolucao

isolado coleta (anos) internacao (dias)
1689 HRMS 09/01/07 UTI AD Doenca renal U 20 120 POL Obito
1694 HRMS 21/02/07 UTIAD  Doenca neurologica ASTRA 32 120 POL Alta
1695 HRMS 07/03/07 UTIAD  Doenca neurologica ASTRA 60 30 POL Obito
1718 HRMS 23/03/07 UTI AD AIDS PCAT 38 36 POL, MER Obito
1696 HRMS 17/04/07 UTI AD Diabetes mellitus U 80 60 POL Obito
1754 HU/UFMS 18/04/07 CM Diabetes mellitus U 82 60 POL Obito
1753 HU/UFMS 18/05/07 CM Doenga neuroldgica ESC 58 31 POL Alta
1770 HU/UFMS 26/06/07 UTI AD Doenga cardiaca U 82 20 POL Obito
1701 HRMS 11/07/07 uco Doenca respiratoria ASTRA 52 35 POL Alta
1713 HRMS 01/10/07 CM Osteomielite SECULC 44 70 POL, AMI Alta
1726 HRMS 08/11/07 UTIAD  Doenga respiratoria ASTRA 78 59 POL Alta
1712 HRMS 27/11/07 UTI AD Doenca hepética SG 40 18 POL Obito
1775 HU/UFMS 29/12/07 CM Doenga neurologica U 20 30 POL Alta
1709 HRMS 24/01/08 UTI AD Encefalopatia SECULC 32 120 POL, PPT Alta

ASTRA - aspirado traqueal; U — urina; SG — sangue ; PCAT — ponta de cateter; SECULC — secrecao de Ulcera; ESC — Escara; HRMS — Hospital Regional;

HU — Hospital Universitario; UTI AD — Unidade de terapia intensiva de adultos; CM — Clinica médica.



Tabela 7 - Caracteristicas clinicas e laboratoriais de pacientes colonizados ou infectados por P. aeruginosa multiresistentes

pertencentes ao perfil “B” determinado por técnica de PFGE.
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N° do Hospital  Coleta Clinica Comorbidade Material Idade Tempo de Sensibilidade Evolucéo
isolado (anos) internacgéo
(dias)
1687 HRMS 02/01/07 UTI AD Ca préstata U 88 30 POL, PPT, AMI,ATM, CPM,
CAZ, MER Obito
1688 HRMS 03/01/07 UTI AD Diabetes mellitus ASTRA 75 30 POL, PPT, ATM, CAZ, MER Obito
1778 HRMS 23/01/07 cM - PCAT 68 35 POL, PPT, AMI, MER Obito
1700 HRMS 13/06/07 UTIAD Doenca respiratéria  ASTRA 47 10 POL, PPT, AMI, ATM, Obito
CPM, CAZ, MER
1703 HRMS 17/07/07 UTI AD Diabetes mellitus ASTRA 77 44 POL, IPM, MER Obito
1771  HU/UFMS 17/07/07 cM e ASTRA 70 20 POL, PPT, AMI Alta
1708 HRMS 14/08/07 CM Doenca renal U/SG 75 45 POL Obito
1704 HRMS 17/12/07 CM Doenca renal SECULC 75 45 POL, MER Obito
1746 HRMS 20/01/08 CM Doenca renal U 71 50 POL, PPT, AMI, MER Alta
1743 HRMS 20/03/08 cM e ULSAC 25 15 POL, AMI Alta
1750 HRMS 07/04/08 UTI AD Diabetes mellitus ASTRA 84 20 POL, PPT, CAZ Obito

ASTRA - aspirado traqueal; U — urina; SG — sangue ; PCAT — ponta de cateter; SECULC — secrecéo de Ulcera; ULSAC — Ulcera sacral; HRMS — Hospital

Regional; HU — Hospital Universitario; UTI AD — Unidade de terapia intensiva de adultos; CM — Clinica médica; Ca - cancer.
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6 DISCUSSAO

P. aeruginosa é um agente oportunista e pode colonizar superficies e mucosas
de pacientes imunodebilitados. Dados da literatura reportam que a presenca de
comorbidades, tempo de internagdo prolongado e utilizacdo de procedimentos
invasivos como cateteres e aparelhos de ventilagdo mecanica tornam as UTI’s, um
local propicio para a disseminacdo deste microrganismo (GALES et al., 2003;
LIBISH et al., 2006; TSAKRIS et al., 2006).

Na presente investigacdo, P. aeruginosa foi mais frequentemente isolada em
pacientes de UTI de adultos seguida do setor de clinica médica. O que pode
justificar esta prevaléncia € a maior quantidade de pacientes criticos internados na
UTI e maior numero de leitos no setor de clinica médica. Além disso, muitos
pacientes internados na clinica médica estiveram anteriormente internados na UTI
de adultos estabelecendo relacdo entre estes dois setores.

Consistente com esta observacdo, estudo realizado no Hospital Geral de
Fortaleza reporta maior numero de isolamentos de P. aeruginosa na UTI de adulto
daquele hospital (TORRES et al., 2006).

Corroborando com dados da literatura que relatam trato respiratorio inferior e
trato urinario como mais acometidos por P. aeruginosa (FURTADO et al., 2006;
PITOUT et al., 2007; RAJA & SINGH, 2006; SADER et al, 2001), neste estudo este
microrganismo foi isolado principalmente de urina (35,7%) e aspirado traqueal
(24,3%) .

InUmeros séo os fatores que contribuem para colonizacdo e infecgdo por P.
aeruginosa multiresistentes. Pacientes pediatricos, especialmente até um ano de
idade, apresentam maior predisposicdo a este agente (CHANG et al., 2003),
principalmente quando possuem doenca de base importante, como fibrose cistica ou
tumor (CHATZINIKOLAOU et al., 2007; GILIO et al., 2000; GRISARU-SOEN et al.,
2000). Em nossa casuistica apenas um caso foi de paciente pediatrico, recém
nascido com infecc¢ao perinatal que foi a 6bito apos 65 dias de internacao.

Nossos resultados evidenciam a importancia de infeccbes por P. aeruginosa
em pacientes idosos, pois a meédia (58,11 + 21,08) e mediana (63,50 + 44,25 e 75)

das idades dos pacientes foram préximas aos 60 anos. Algumas alteragdes fisicas
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ocorridas com a idade, aliadas a maior prevaléncia de doencas graves e subclinicas,
principalmente apds os 60 anos podem causar grande vulnerabilidade.

Entre as comorbidades mais observadas nesta investigacdo, doenca
neuroldgica, em especial o AVE foi mais freqliiente em pacientes internados no
HU/UFMS e com insuficiéncia renal e diabetes mellitus no HRMS. Doentes com
comprometimento neurolégico grave e acamados podem apresentar diversos fatores
de risco para o desenvolvimento de infec¢bes por P. aeruginosa, como internacoes
prévias, tempo de internacdo prolongado e utilizacdo de procedimentos invasivos
(LISBOA et al., 2007; LODISE et al., 2007a).

Pacientes com insuficiéncia renal sao geralmente submetidos a
procedimentos de hemodialise, conduta que aumenta a exposi¢cdo a microrganismos
patogénicos. Isto pode ter colaborado com maior isolamento de P. aeruginosa em
pacientes com doencas renais no HRMS, hospital referéncia em nefrologia de Mato
Grosso do Sul.

O isolamento deste microrganismo em pacientes com DM descrita neste
estudo corrobora com relatos da literatura (VARAYIA et al.,, 2008). O DM consiste
em sindrome de etiologia mdultipla que pode ser causa de incapacidade e morte
prematura. Sabe-se que esta patologia também aumenta o risco de doencgas
cardiovasculares e neuroldgicas.

Doencas depressoras do sistema imunoldgico, tais como AIDS e tumores,
também podem ser condi¢cdes predisponentes de infec¢des oportunistas. Pacientes
imunocomprometidos ficam extremamente propensos a infec¢cbes bacterianas com
grave comprometimento da barreira cutdneo-mucosa e alto indice de mortalidade.

Hirakata et al. (2003) relataram quimioterapia e uso de corticéides como
fatores associados a ocorréncia de infec¢oes por P. aeruginosa .

Estudo realizado por Zavascki & BARTH (2006b) com P. aeruginosa
multiresistentes isoladas de pacientes com doencas crbnicas, neoplasias,
transplante e uso de imunossupressores revelou que insuficiéncia renal cronica foi o
principal fator de risco relacionado a infec¢des por este agente.

O tempo de internagdo prolongado também pode estar relacionado com a
ocorréncia de IH’s (LISBOA et al., 2007). Na presente investigacdo, quando
comparado periodo de internacdo dos pacientes dos perfis “A” e “B” (PFGE), os de

perfil “A” permaneceram mais tempo internados e desenvolveram infeccbes mais
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resistentes. A maioria dos doentes dos quais foram isoladas Pseudomonas com este
perfil estiveram internados por mais de 30 dias (85,7%). Diante do exposto acredita-
se que a maior permanéncia no hospital pode predispor infeccbes por
microrganismos multiresistentes.

A utlizacdo de procedimentos invasivos ocasiona quebra de barreira
anatOmica, carrea microrganismos e facilita infecgbes hospitalares (BRASIL, 2000).
Nesta casuistica, muitos pacientes dos quais foram isolados P. aeruginosa utilizaram
procedimentos invasivos, principalmente uso de ventilagdo mecénica, sonda vesical
de demora e cateter venoso central, semelhante a relatos da literatura (OBRITSCH
et al., 2004). Dados recentes referem que P. aeruginosa € o segundo patdgeno mais
importante em pneumonias associadas a ventilacdo (VAP) e o quarto em infeccbes
urinérias associadas a sonda vesical de demora (HIDRON et al., 2008).

A utilizagdo indiscriminada ou inadequada de antimicrobianos parece
favorecer a selecdo de microrganismos multiresistentes (ALOUSH et al., 2006).
Dados da literatura descrevem relacdo significativa entre utilizacdo prévia de
antimicrobianos e desenvolvimento de multiresisténcia (LODISE et al., 2007a). A
exemplo disto, Paramythiotou et al. (2004) relataram uso prévio de drogas anti-
pseudomonas como importante fator de risco para o desenvolvimento de cepas
multiresistentes.

Reforcando esta idéia, estudo do tipo caso controle (FORTALEZA et al., 2006),
realizado em hospital de 400 leitos entre 1992 a 2002, também sugeriu que 0 USso
prévio de antimicrobianos € um dos principais fatores de risco para infeccdes por P.
aeruginosa. Além disto, os autores concluiram que periodo de internacdo e
realizacdo de hemodialise foram estatisticamente significantes para desenvolvimento
de resisténcia ao imipenem. Estes autores recomendam o uso limitado deste
antibiético no ambiente hospitalar.

Nesta casuistica, 0os principais antimicrobianos utilizados antes do isolamento
de P. aeruginosa foram carbapenémicos em pacientes do HRMS e cefalosporinas,
em especial o cefepime no HU/UFMS.

Apesar de todos os avancos tecnoldgicos para o diagndstico e o tratamento de
infeccbes causadas por P. aeruginosa, esta continua sendo associada a altos
indices de morbi-mortalidade (LODISE et al., 2007b; ZAVASCKI, 2006c).
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Zavascki et al. (2006a) descreveram 37,3% de Obito (30 dias) em pacientes
com infeccbes por P. aeruginosa, sendo que cepas produtoras de MBL
apresentaram taxas mais elevadas de mortalidade. Torna-se importante ressaltar
que a gravidade das infec¢cdes e ndo adequacdo da terapia empirica parece ter
contribuido para estes resultados.

Outro estudo, coorte prospectivo reporta que ndo houve associacao entre
producdo de MBL e mortalidade de pacientes com infeccbes causadas por P.
aeruginosa, porém fatores como exposi¢ao prévia a antibidticos e terapia empirica
inadequada foram decisivos para a ma evolucao destes pacientes (ZAVASCKI et al.,
2006c¢). Pinheiro et al. (2008) reportaram 51,1% de mortalidade (30 dias) em
pacientes com infeccdo por este agente, ndo encontrando relacao estatisticamente
significante entre a presenca de multiresisténcia e a evolucdo. Entre os pacientes
estudados na presente investigacdo a ocorréncia de oObito foi de 60,7% (30 dias),
indice mais elevado provavelmente pela selecdo de amostras mais resistentes.

Marra et al. (2006) reportaram que mortalidade em 14 dias apos infec¢do de
pacientes com bacteremias causadas por Psa-MBL foi de 71,4%. Uso de terapia
inadequada nestas infeccdes também parece ter contribuido para alta mortalidade.

Estudo de coorte retrospectivo estimou efeito da terapia empirica na
mortalidade de pacientes com bacteremia por P. aeruginosa. Segundo o0s
pesquisadores, houve uma reducdo de 7% na mortalidade quando utilizada droga
apropriada, reforcando a importancia do emprego correto do antimicrobiano (OSIH et
al., 2007). Outra investigacdo conduzida com pacientes com bacteremia por P.
aeruginosa, sugere que introducédo de terapia apropriada dentro de dois dias apos
admissado hospitalar diminui significantemente o risco de mortalidade em 30 dias
nestes pacientes (LODISE et al.,2007b).

Resisténcia microbiana € um grande desafio enfrentado pelos servicos de
saude no Brasil e em todo mundo. Prolonga o tempo e o custo de internagdo dos
pacientes dificultando também o tratamento destas infecgbes (GALES et al., 2001;
LOUREIRO et al., 2002).

Apesar do surgimento de novos antimicrobianos, a exposicao de P. aeruginosa
a novas drogas fez com que este agente desenvolvesse mecanismos de resisténcia
para a sua sobrevivéncia. O que se observa € que a capacidade das bactérias

adquirirem resisténcia parece estar aléem do desenvolvimento de novos antibiéticos.
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Dados do estudo SENTRY entre 1997 a 1999 mostraram 8,2% de P.
aeruginosa multiresistentes na América Latina (GALES et al., 2001). Revisdo
sistematica realizada por Obritsch et al. (2004) revelou aumento de 10% nos
padrées de multiresisténcia deste microrganismo de 1993 a 2002 em UTI's
americanas. Da mesma forma, dados do sistema NNISS (1986 — 2003) revelaram
aumento gradual de resisténcia de P. aeruginosa ao imipenem e ceftazidima nestas
unidades (GAYNES & EDWARDS, 2005). A comparacdao destes dados entre
diversos estudos tem sido prejudicada por falta de padronizacdo na definicdo de
multiresisténcia.

A frequéncia de P. aeruginosa multiresistentes, definida aqui como resistente
a pelo menos seis antimicrobianos, e de isolados pan-resistentes foi muito proxima
nos dois hospitais estudados. Isso pode ser explicado pela semelhanca entre as
duas instituicbes publicas que sédo hospitais tercidarios de alta complexidade e
prestam atendimento publico.

Em nossa investigacéao foi observada resisténcia acima de 60% a maioria dos
antimicrobianos testados, valores mais elevados do que os descritos por outros
autores (GALES et al., 2001; ZAVASCKI et al., 2006b). Estes resultados se devem
provavelmente a inclusdo somente de amostras de P. aeruginosa resistentes a
ceftazidima ou imipenem. Dados semelhantes aos encontrados neste estudo foram
reportados por Varayia et al. (2008), que em isolados previamente resistentes a
carbapenémicos, descreveu 91,7% de resisténcia a ceftazidima, gentamicina e a
ciprofloxacina, 81,7% a piperacilina+tazobactam e 77% amicacina. Agodi et al.(2006)
também descreveram indices elevados de resisténcia microbiana em isolados de
UTI’s italianas.

Pitout et al. (2007) relataram indices de resisténcia menos preocupantes entre
amostras hospitalares resistentes a imipenem no Canadg, tais como 34% de
resisténcia a ceftazidima, 62% a gentamicina 49% a ciprofloxacina e 9%
piperacilina+tazobactam.

Outros autores reportam taxas de resisténcia menos elevadas quando incluem
todos os isolados de P. aeruginosa. Como exemplo, podemos citar o estudo
SENTRY que relatou 40,5% de amostras de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima,
41,3% a ciprofloxacina, 29,2% piperacilina+tazobactam, 37,9% amicacina e 69,8% a
imipenem (SADER et al.,2001).
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Nas instituicbes hospitalares sulmatogrossenses avaliadas, cefepime e
ceftazidima apresentaram resultados concordantes em 77,14% das amostras. Altos
niveis de resisténcia a estas drogas podem indicar a producdo de betalactamase de
espectro estendido (classe A de Ambler). As maiores taxas de resisténcia foram
frente ao cefepime (HRMS: 93,9%; HU/UFMS: 95,2%), gentamicina (HRMS: 91,8%;
HU/UFMS: 90,5%) e imipenem (HRMS: 87,8%; HU/UFMS: 95,2%), sendo que a
resisténcia a ceftazidima (HRMS: 75,5%; HU/UFMS: 81%) foi menor do que o
cefepime nas duas instituicdes. Estes dados divergem de alguns relatos da literatura
gue demonstram sensibilidade maior ao cefepime quando comparado a ceftazidima
(RODRIGUES et al., 2006; VARAYIA et al., 2008). Isto acontece porgue o cefepime
penetra mais rapidamente na membrana, sendo assim mais estavel a 3-lactamases
AmpC. A hiperproducdo desta 3-lactamase é o principal mecanismo de resisténcia
das cefalosporinas de amplo espectro (HANCOCK & BELLIDO, 1992; LIVERMORE,
1995). Na presente investigacdo, somente um isolado apresentou este
comportamento.

A maior sensibilidade a ceftazidima, quando comparado ao cefepime,
encontrada neste estudo pode ser efeito de um tipo de oxacilinase que tem como
substrato preferencial o cefepime, tais como OXA-31 (AUBERT et al., 2001). Esta
divergéncia demonstra que ndo podemos extrapolar resultados de uma
cefalosporina para outra, pois resultados “in vitro” dependerdo dos mecanismos de
resisténcia existentes.

A resisténcia a aztreonam, ciprofloxacina e em algumas ocasibes aos
aminoglicosideos pode ocorrer com a combinacéo de pelo menos dois mecanismos:
alteracdo na permeabilidade de membrana e expresséo de sistemas de efluxo. O
principal sistema de efluxo para resisténcia a aminoglicosideos e quinolonas é
denominado MexX-MexY, o que poderia justificar altos niveis de resisténcia a estas
drogas.

Nas instituicdes estudadas houve divergéncia entre susceptibilidade a alguns
antimicrobianos. No HU/UFMS todas as amostras foram resistentes a ciprofloxacina
e 0S niveis de resisténcia a meropenem e amicacina foram maiores quando
comparados aos resultados do HRMS. De forma semelhante, houve maior taxa de

resisténcia a tazobactam+piperacilina e aztreonam no HRMS. Estes dados
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demonstram a importancia de se conhecer os padrdes de susceptibilidade em cada
hospital.

Como os principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de infeccbes
graves por P. aeruginosa sdo o0s carbapenémicos, cepas produtoras de
carbapenemases, deixam os clinicos sem opc¢do terapéutica. Dados nacionais
relatam elevadas taxas de resisténcia a esta classe antimicrobiana. Sader et
al.(2001) descrevem 30,2% de resisténcia frente ao imipenem. Estudo de LODISE et
al., 2007a relata 56% frente ao meropenem. Resultados bastante elevados de
resisténcia a imipenem (38,3% a 42,3%) também foram reportados em Hospital do
Rio de Janeiro (PELLEGRINO et al., 2002). Desta forma, torna-se fundamental o
monitoramento desta resisténcia.

No presente estudo, foram observados niveis mais altos de resisténcia aos
carbapenémicos devido ao critério de selecdo de amostras (resistentes a ceftazidima
ou imipenem). O imipenem e 0 meropenem apresentam mecanismo de acéo
semelhante, por meio de inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, porém o
meropenem pode-se apresentar mais ativo do que o imipenem contra P. aeruginosa,
justificando assim 24,28% de amostras resistentes a imipenem e sensiveis a
meropenem. Este fato pode ser explicado porque a modificagdo no canal de OprD,
gue promove a passagem de aminoacidos, pequenos peptideos e antimicrobianos,
confere vantagem seletiva para a passagem de antibioticos, como por exemplo
meropenem (EPP et al., 2001).

Na mesma linha de pensamento, a resisténcia aos dois carbapenémicos,
encontrada em 62,8% dos isolados pode acontecer quando ha perda de porina OprD
na parede bacteriana, geralmente combinado com superexpressdo de bomba de
efluxo (MexA-MexB-OprM/ MexE-MexF-OprN) ou producédo de MBL (LIVERMORE,
1992).

Nenhuma cepa de P. aeruginosa foi resistente ao meropenem e sensivel ao
imipenem, o0 que sugere que o mecanismo de bomba de efluxo, promovido
geralmente por MexAB-OprM n&o deve ser mecanismo de resisténcia prevalente
entre as amostras testadas.

As drogas mais eficientes “in vitro” para tratamento de infeccdes por P.
aeruginosa nas instituicdes estudadas foram polimixina B, piperacilina+tazobactam

no Hospital Universitario e meropenem no HRMS. Estes dados reforcam a
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necessidade de se conhecer a epidemiologia destas infec¢bes em cada instituicao
para conter potencial transmissdo de pacientes infectados ou colonizados por P.
aeruginosa.

A classe dos polipeptideos pode significar a dltima opcéo terapéutica para
tratamento de infec¢cdes por P. aeruginosa pan-resistentes. Tendo em vista relatos
de diminuicdo na sensibilidade a estes antimicrobianos e de falha terapéutica,
principalmente em pacientes com fibrose cistica, torna-se importante o
monitoramento de susceptibilidade e de resposta clinica a esta droga (GALES et al.,
2002; HOGARDT et al., 2004).

Vinte e uma amostras (30%) de P. aeruginosa foram pan-resistentes e todos os
isolados foram sensiveis a polimixina. Essa observacdo corrobora com dados de
Pelegrino (2002) que relatou 40% de P. aeruginosa pan-resistentes no Rio de
Janeiro. Outra investigacao, em hospitais de Porto Alegre, reportou taxa de apenas
8% de pan-resisténcia (ZAVASCKI et al., 2006d), sugerindo que caracteristicas dos
pacientes e da instituicdo interferem nestes resultados.

Entre as amostras pan-resistentes, treze foram isoladas em pacientes
internados na UTI de adulto, o que refor¢ca a importancia de controlar infec¢des por
este agente neste setor. A diversidade dos perfis de susceptibilidade encontrada
demonstra grande variedade de P. aeruginosa e pode indicar a versatilidade deste
microrganismo em adquirir mecanismos de resisténcia.

Dados da literatura mostram que para testar a producdo de MBL , a técnica
fenotipica com disco aproximacédo utilizando acido 2-MPA frente a ceftazidima é
mais eficiente do que o EDTA e outros agentes tiolicos (ARAKAWA et al., 2000;
PICAO et al., 2008). Neste estudo, utilizamos este método incluindo também o
EDTA como substrato frente & imipenem (ARAKAWA et al., 2000).

O aparecimento e a disseminacdo de MBL tém contribuido para altas taxas de
resisténcia entre P. aeruginosa que eram pouco observadas até o surgimento dessa
enzima (LEE et al., 2001; GALES et al., 2003).

Dados nacionais de investigacdo de MBL por métodos moleculares
demonstram que a producéo desta enzima por P. aeruginosa varia de acordo com a
instituicdo e a regido estudada. Como exemplo, podemos citar: 30,3% em Sao Paulo
(MARRA et al., 2006), 10% e 38,4% em hospitais do Rio Grande do Sul (GRAF et
al., 2008; ZAVASCKI et al., 2006d) e 17,1% no Rio de Janeiro — RJ (FIGUEIREDO
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et al.,, 2009). Figueiredo-Mendes et al. (2005) descreveram indice ainda mais
elevado de producdo de MBL (77,8%) entre P. aeruginosa previamente resistentes a
carbapenémicos nos hospitais de Sao Paulo e Brasilia.

Alguns relatos brasileiros descreveram grande frequéncia de P. aeruginosa
produtoras de MBL. Sader et al. (2005b) estudando amostras da América Latina
entre 2001 e 2003, testou isolados resistentes a imipenem, ceftazidima e
meropenem por varios métodos, tais como disco aproximacéo, teste de hidrdlise e
PCR. Do total de 1186 isolados deste agente, 54% das amostras provenientes do
estado de Sao Paulo foram positivas para producdo de MBL também demonstrando
grande diversidade clonal (IMP, VIM, SPM).

Nesta investigacao trés amostras (4,28%) de P. aeruginosa foram identificadas
como produtoras de MBL nos testes fenotipicos. Isso concorda com resultados de
Santos Filho (2002), que descreveram 2% de Psa-MBL em Joao Pessoa (PB) com a
utilizacdo deste teste e dados da Korea de 6,2% de Psa-MBL entre amostras
resistentes a cabapenens (YONG et al.,, 2006). Apesar da PCR ter sido realizada
com iniciadores para deteccéo de SPM-1, VIM-1, VIM-2, IMP-1 e IMP-2, o resultado
negativo desta técnica pode indicar que em nossa regido este mecanismo de
resisténcia ainda nédo é frequente.

Técnicas de PCR e PFGE tem se mostrado poderosas ferramentas para o
esclarecimento de infeccbes e surtos hospitalares e controle de infec¢cbes por
agentes multiresistentes (CORNAGLIA, et al., 2000).

O numero de padrdoes distintos (22) revelados por PFGE entre as P.
aeruginosa isoladas demonstra grande heterogeneidade genética. O perfil de PFGE
A foi o mais frequente, estando presente nos dois hospitais, principalmente na UTI
do HRMS e na CM do HU/UFMS. Este perfil foi isolado em diferentes periodos,
sugerindo que Pseudomonas com esse perfil possam ser endémicos nos dois
hospitais. Nao houve nenhuma relacdo entre ocorréncia deste perfil, espécime
clinica isolada, e idade ou evolucdo do paciente.

Onze cepas (84,6%) com perfil A apresentaram pan-resisténcia, o que sugere
gue este clone tem caracteristica multiresistente. Apesar do maior namero de
amostras, a pan-resisténcia nao foi exclusiva deste genotipo, ja que outros padrdes
“B”, “C”, “D”, “E", "K”, “Q”", “R”, “V") também apresentaram a mesma peculiaridade.

Da mesma forma o perfil genético “B” apresentou isolados multiresistentes e foi
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observado nos mesmos setores onde o perfil “A” foi encontrado, o que reforga a
disseminagé&o de clones nas instituicoes.

Pseudomonas aeruginosa com perfis “A” e “B” foram encontradas em
pacientes de diferentes setores do mesmo hospital, sugerindo disseminacéo intra-
hospitalar. O rodizio de profissionais da salde entre setores e a internacdo de
pacientes em mais de um setor pode ter contibuido para estes resultados. Autores
relatam que a disseminagdo intra-hospitalar parece ser um processo ativo e
dindmico que requer continua vigilancia (PITOUT et al., 2007; ZAVASCKI et al.,
2006d).

A ocorréncia de sete perfis idénticos (“A”, “B”, “C”, “E”, “F", “G”, “Q”") em
instituicdes diferentes sugere disseminacao inter-hospitalar. Em Campo Grande é
comum profissionais da saude trabalharem em mais de um hospital e isso pode ter
colaborado com a disseminagao de genes de resisténcia entre as duas instituicoes.

Esta hipotese estd de acordo com Lagatolla et al. (2006), que investigando
amostras provenientes da Italia do ano de 2000 a 2002, demonstraram que um clone
idéntico de VIM-1 circulou neste periodo em varios hospitais italianos. Do mesmo
modo, seis tipos de PFGE idénticos em dois ou mais hospitais foram reportados por
Sekiguchi et al. (2008) reforcando a possibilidade de disseminacao inter-hospitalar.

Corroborando ainda com estes dados, Figueiredo-Mendes et al. (2005)
sugeriram disseminacao clonal inter-hospitalar entre amostras multiresistentes de P.
aeruginosa provenientes de UTI de instituicdes em S&o Paulo e Brasilia. Para estes
autores a transferéncia de pacientes infectados, troca de equipamentos entre
instituicBes e deslocamento de trabalhadores em saude poderiam ser hipéteses para
explicar esta disseminacao.

A andlise de similaridade genética no dendrograma ndo demonstrou cepas
intimamente relacionadas, porém os padrdes “E” e “K” apresentaram 85% de
similaridade (parcialmente relacionadas). Os demais isolados formaram grupos
distintos com grande polimorfismo, concluindo que ha uma grande variabilidade
genética entre P. aeruginosa nos dois hospitais.

Considerando que infecgBes correspondem ao desequilibrio no sistema
parasita-hospedeiro-ambiente, as conquistas no campo da microbiologia tornaram
possivel seu controle. A identificacdo precoce de patdgenos e a analise da

resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos constituem importante



71

ferramenta para auxiliar os clinicos no tratamento de infec¢cbes. Dessa forma,
conhecer o perfil de susceptibilidade aos antibioticos de P. aeruginosa pode nortear
a escolha de terapia empirica. Além disso o conhecimento dos mecanismos de
resisténcia deste agente presentes em cada instituicdo é de extrema importancia
para conter a disseminacdo de microrganismos multiresistentes reduzindo morbi-

mortalidade de pacientes internados em nossos hospitais.
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7 CONCLUSOES

a)

b)

c)

d)

De modo geral, os indices de P. aeruginosa multiresistentes e pan-
resistentes nos dois hospitais estudados sdo semelhantes entre si e
proximos a dados nacionais. Entre as amostras resistentes a
ceftazidima ou imipenem, os indices de resisténcia aos
antimicrobianos s&o bastante elevados. Todos os isolados séao

sensiveis a polimixina B.

A UTI de adultos e CM sao os setores com maior nimero de isolados
de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima ou imipenem e este
microrganismo € mais isolado em espécimes do trato urinario e trato

respiratorio.

A instituicOes estudadas, P. aeruginosa resistente a ceftazidima ou
imipenem foi isolada com maior frequencia de pacientes com idade
de 60 anos, portadores de doencas cronicas, submetidos a
procedimentos invasivos e com mais de 20 dias de internacdo. As
principais comorbidades para ococrréncia de infeccdes por este
agente sao doencas neurologicas no HU/UFMS e doencas renais no
HRMS.

O perfil de susceptibilidade a cada antimicrobiano é variavel nas duas
instituicdes. Os antimicrobianos com menores indices de resisténcia
sdo meropenem no HRMS e tazobactam+piperacilina no HU/UFMS.
Entre as cepas de P. aeruginosa selecionadas ha maior sensibilidade
a ceftazidima do que o cefepime. O perfil de resisténcia destas

insituicbes pode ser util para avaliar a press@o antimicrobiana seletiva



f)

9)
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em cada hospital e pode ser critério de comparacdo com outras

regides do pais.

Nesta casuistica ndo foram encontradas cepas de P. aeruginosa
produtoras de MBL, por meio de técnica de PCR, porém estudos com
amostragem maior devem ser realizados, sendo que esta € a

primeira investigacdo deste mecanismo de resisténcia na regiao.

Grande diversidade clonal foi observada entre as P. aeruginosa
estudadas, os perfis A e B de PFGE sdo os mais prevalentes nos
dois hospitais e apresentam multiresisténcia. A ocorréncia de perfis
idénticos de PFGE em setores e instituicoes distintas com resisténcia
elevada reforca a importancia de se controlar a disseminacéo intra-

hospitalar e inter-hospitalar deste patdgeno.

Apbs divulgacédo dos resultados para o corpo clinico e para Comissao
de Controle de Infeccdo Hospitalar, sugere-se que 0 monitoramento
continuo da resisténcia bacteriana e do uso de antimicrobrianos
possa minimizar a disseminacdo de P. aeruginosa e de seus genes
de resisténcia. Estudos mais amplos devem ser realizados para
verificar quais mecanismos de resisténcia sdo prevalentes nestes

microrganismos no estado de Mato Grosso do Sul.
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ANEXO A - Carta de autorizagdo do Comité de Pesquisa e ética do Hospital
Regional de Mato Grosso do Sul.

Campo Grande, 04 de maio de 2009.
Solicitacdo

Eu, Ana Claudia Souza Rodrigues, CRF 1553, matricula
15015341/FUNSAU/MS, mestranda do programa de “Saide e Desenvolvimento da
Regido Centro-Oeste”, cedida temporariamente para Casa da Saide, venho por meio
desta solicitar autorizagio para utilizar as cepas de microrganismos multiresistentes
armazendados pela Microbiologia no banco de cepas do setor.

Ap6s a autorizagiio da antiga diretoria clinica, houve a utilizagio dos dados para
apresentagio de trabalhos em diversos congressos e em breve o artigo “Rastreamento de
P.aeruginosa produtoras de Metalo-beta-lactamase em UTI's de dois hospitais
brasileiros” serd enviado para publicagdo. Esse material ainda esta sendo utilizado para
a conclusio de minha dissertagdo de Mestrado que deve acontecer até o final do ano.

Como houve a extensdo do projeto até dezembro de 2010, solicito que possamos
continuar a parceria até essa data, reafirmando que :

- O Nome do Hospital Regional, bem como o dos pacientes serdo preservados;

- Os resultados do estudo da resisténcia bacteriana serdo transmitidos a
Comissiio de Controle de Infecgdo Hospitalar (CCIH);

- Todo projeto passaré pelo comité de ética do Hospital Universitario;

- Juntamente com a orientadora Marilene R. Chang, estarei a disposigio da
CCIH do Hospital, bem como do setor de Microbiologia para auxiliar na investigagio

de surtos e bactérias com padrdes anormais de resisténcia, como ja tem ocorrido.
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Ana Claudia Souza Rodrigues —~—/)
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ANEXO B - Carta de aprovacao do Comité de ética em pesquisa da Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul.
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Universidade Federal de Mato Grosso do Sul {y‘;ﬁg‘\\_
Comité de Etica em Pesquisa /CEP/UFMS YOAE\Y
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Carta de Aprovacdo

| = s

A minha assinatura neste documento, atesta que o protocolo n° 1437 da
Pesquisadora Marilene Rodrigues Chang intitulado “Avaliagio do perfil de resisténcia
e produgio de Metalo-beta-lactamse por Pseudomonas aeruginosa de origem fiospitalar”,

Sfoi revisa

por este comité e aprovado em reunido ordindria no dia 06 de agosto de

2009, encontrando-se de acordo com as resolugdes normativas do Ministério da Saiide.

Campo Grande, 06 de agosto de 2009.

Comité de Etica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

http:/Awww.propp.ufms.br/bioetica/cep/

bicetica@propp.ufms.br
fone OXX67 345-7187
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