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RESUMO

Diversidade de fendétipos e gendtipos em amostras bacterianas de lavado bronco-
alveolar de pacientes com pneumonia em um hospital universitario do Rio de Janeiro

Adriana Lucia Pires Ferreira
Orientador: PROF?2. Dr? Beatriz Meurer Moreira

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pods-
Graduagdo em Medicina (Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Medicina (Doencgas
Infecciosas e Parasitarias).

A pneumonia hospitalar representa uma alta mortalidade. A ocorréncia de
variagbes fenotipicas e genotipicas nos agentes etioldgicos destas infec¢des ainda
nao foi adequadamente estudada, e pode ocasionar dificuldades na instituicado do
tratamento correto. Objetivo: descrever as variagdes de fenodtipos e gendtipos
presentes em bactérias obtidas de lavado bronco-alveolar (LBA) de pacientes com
pneumonia hospitalar atendidos no Hospital Universitario Clementino Fraga Filho da
UFRJ. Métodos: Um total de 33 LBAs com crescimento significativo (=10* unidades
formadoras de colénias/mL) obtidos de 27 pacientes no periodo de outubro/2002 a
marco/2003 foram incluidos no estudo. Apds 48h de incubacédo, de cada tipo colonial
diferente com contagem significativa foram selecionadas cinco colénias (definidas no
presente estudo como subpopulagées) para identificagcéo, teste de susceptibilidade
aos antimicrobianos pelo método de disco-difusdo (Clinical and Laboratory
Standards Institute) e andlise molecular por técnica de PCR (ERIC e RAPD). Foram
incluidos no estudo 222 subpopulagbes de 46 amostras de Gram-negativos:
Pseudomonas aeruginosa (Pa), Acinetobacter spp. (Ac), Serratia marcescens (Sm),
Klebsiella pneumoniae (Kp), Klebsiella oxytoca (Ko), Citrobacter freundii (Cf),
Enterobacter aerogenes (Ea), Enterobacter cloacae (Ec), e Proteus mirabilis (Pm)
isoladas nos 33 LBAs, para realizagdo da fenotipagem, e 200 subpopulagdes para
realizagdo da genotipagem. Resultados: Em sete pacientes (26%), dentre coldnias
inicialmente supostas como Pa, Sm, Ko, Cf e Ec, outros microrganismos foram
encontrados: S. maltophilia, Chryseobacterium sp., Kp, Ac e Sm. Somente nas
enterobactérias foram encontradas subpopulacdes com diversidade de bidtipos. No
teste de susceptibilidade, foram encontrados 80 fendtipos de resisténcia distintos
dentre as 222 subpopulagdes: 20 microrganismos apresentavam multiplos fenétipos
de resisténcia. Dentre as 200 subpopulacdes avaliadas por PCR, foram detectados
52 gendtipos em 22 pacientes. Sete pacientes (26%) apresentavam diversidade
clonal. Conclusdes: Um quarto dos pacientes apresentou variagao fenotipica e
genotipica em amostras bacterianas isoladas de LBA. Este resultado pode ter
implicagcao terapéutica.

Palavras-chave: 1. Pneumonia hospitalar. 2 .Multiplos fendtipos. 3. Diversidade
clonal.
Rio de Janeiro

Dezembro/2007
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ABSTRACT

Diversity of phenotypes and genotypes among bacterial isolates obtained from
broncho-alveolar lavage of patients from a university hospital in Rio de Janeiro.

Adriana Lucia Pires Ferreira
Orientador: Profe. Dr2. Beatriz Meurer Moreira

Abstract da Dissertagdo de Mestrado submetida ao Programa de Poés-
Graduagdo em Medicina (Doengas Infecciosas e Parasitarias), Faculdade de
Medicina, da Universidade Federal do Rio de Janeiro - UFRJ, como parte dos
requisitos necessarios a obtencdo do titulo de Mestre em Medicina (Doencgas
Infecciosas e Parasitarias).

Nosocomial pneumoniae has high mortality. The occurrence of a diversity of
phenotypes and genotypes among the microbial agents of these infections may
compromise the treatment, and has not been adequately addressed to date.
Objective: To describe the variations of phenotypes and genotypes among bacterial
isolates obtained from broncho-alveolar lavage (BAL) specimens of patients with
nosocomial pneumonia admitted to Hospital Universitario Clementino Fraga Filho of
UFRJ. Methods: A total of 33 BAL specimens leading to significant bacterial growth
(210* colony forming units/mL) obtained from 27 patients from October/2002 to
March/2003 were included in the study. After 48h incubation, cultures were examined
for colonies of unique types and significant growth. Five colonies (subpopulations) of
each type were selected for species identification, antimicrobial susceptibility by disc
diffusion testing (Clinical and Laboratory Standards Institute) and genotyping by PCR
(ERIC and RAPD). For phenotyping, we studied 222 subpopulations of 46 Gram-
negative isolates: Pseudomonas aeruginosa (Pa), Acinetobacter spp. (Ac), Serratia
marcescens (Sm), Klebsiella pneumoniae (Kp), Klebsiella oxytocca (Ko), Citrobacter
freundii (Cf), Enterobacter aerogenes (Ea), Enterobacter cloacae (Ec), and Proteus
mirabilis (Pm) isolated from 33 BAL specimens. For genotyping, 200 subpopulations
were included. Results: Among seven patients with colonies initially described as
Pa, Sm, Ko, Cf and Ec, other microorganisms were found: Stenotrophomonas
maltophilia, Chryseobacterium sp., Kp, Ac and Sm. Only the enterobacterial isolates
had more than one biotype within the subpopulations of an isolate. A total of 80
distinct resistance phenotypes were found in the susceptibility tests, and 20 bacterial
isolates had multiple resistance phenotypes. The 200 subpopulations studied by
PCR revealed 52 genotypes among 22 patients. Seven patients (26%) had
polyclonal isolates. Conclusions: One fourth of the patients had BAL specimens
with phenotypically and genotypically diverse bacterial subpopulations within an
isolates. This finding may pose therapeutic difficulties.

Key-words: 1. Nosocomial pneumonia. 2. Multiple phenotypes. 3. Clonal diversity

Rio de Janeiro
Dezembro/2007
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1 INTRODUCAO

A pneumonia, importante causa de morbi-mortalidade, € definida como
inflamacao distal do pulm&o causada por infeccado microbiana, sendo caracterizada
histologicamente pelo acumulo de neutréfilos nos bronquiolos distais, alvéolos e
intersticio (Griffin & Meduri, 1994). A pneumonia pode ser adquirida na comunidade
(origem comunitaria) ou no ambiente hospitalar (origem hospitalar), quando também
recebe a denominagado de pneumonia associada aos cuidados com a saude. Neste
ultimo caso, a pneumonia esta ausente no ato da admissao do paciente no hospital,
surgindo somente apdés no minimo 48 horas de internagdo, ou mesmo apdés a alta
quando puder ser relacionada com a internagdo ou com procedimentos hospitalares
(Gusméo et al, 2003). Estima-se que 15% de todas as mortes associadas a
hospitalizagdo estejam diretamente relacionadas as pneumonias hospitalares (Sader
et al, 2001b), sendo os pacientes que utilizam ventilagdo mecénica, os que
apresentam um alto risco de desenvolverem esta enfermidade (Tablan et al, 1994).

Os critérios clinicos habituais de diagndstico envolvem a presenga de febre,
tosse e secregao purulenta, em combinagdo com evidéncia radiologica. Entretanto,
estes critérios ndo sao confiaveis, pois sdo sensiveis, mas pouco especificos como
no caso de pacientes com doenga pulmonar pré-existente (Levison, 2001). Uma
dificuldade adicional é que a existéncia de microrganismos em secreg¢des do trato
respiratorio ndo confirma, necessariamente, o diagndstico de pneumonia (Tablan et
al, 1994; e Baraibar et al, 1997). Varios estudos demonstram que espécimes clinicos
do trato respiratorio inferior devem ser quantificados para permitir que se diferencie a

presenca de microrganismos que colonizam daqueles que causam infecgao, ja que é
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inevitavel que exista sempre algum grau de contaminacéo dos espécimes clinicos do
trato respiratério inferior com microrganismos da microbiota da orofaringe.
Curiosamente, € possivel observar frequentemente a natureza polimicrobiana do
agente etioldgico em ambiente hospitalar. E consenso entre varios especialistas que
em espécime de lavado bronco-alveolar (LBA) a concentragdo bacteriana € igual ou
superior a 10* unidades formadoras de colénias/mL nos doentes com pneumonia.
Considera-se que concentragdes inferiores representam microbiota de colonizacao
de orofaringe (Chastre et al, 1988; Torres et al, 1989; Pinner et al, 1996; CDC, 1997;
Rello et al, 1997; Speich et al, 1998; Johanson, 2003 e Guimaraes & Rocco, 2006).
No Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da UFRJ, o LBA é o
espécime clinico que tem sido mais utilizado no diagndstico do agente etioldgico das
pneumonias hospitalares.

Etiologia polimicrobiana pode ser observada nas pneumonias. Um outro
aspecto ja descrito em pneumonias hospitalares é a natureza policlonal de amostras
de uma mesma espécie (Winn et al, 2006). Por outro lado, uma vez que as
caracteristicas fenotipicas apresentadas por microrganismos sao adaptaveis ao
meio em que 0s mesmos se encontram, € possivel observar que aqueles
relacionados a um mesmo gendtipo podem apresentar variedade fenotipica, ou seja,
exibem uma diversidade de bi6tipos ou de perfil de susceptibilidade. De fato, alguns
estudos descreveram uma diversidade genética em amostras bacterianas
relacionadas a infec¢des (Silbert et al, 2001 e Pellegrino et al, 2002) e a presenca de
multiplos fendtipos de uma determinada bactéria em um Unico espécime clinico.

Em qualquer situagdo, o diagndstico microbiolégico inicial que inclui técnicas
bioquimicas tradicionais € baseado na observagao das caracteristicas morfolégicas

das col6nias obtidas em uma cultura. Porém, esta observacdo pode nao refletir a
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diversidade de microrganismos presentes no espécime clinico, visto que colbnias
macroscopicamente idénticas podem diferir em sua caracterizagao fenotipica. Uma
vez definida os tipos morfolégicos para realizagao da identificagdo bacteriana e teste
de susceptibilidade aos antimicrobianios, pode-se estar direcionando o resultado
para um laudo que nem sempre sera reperesentativo da infeccdo avaliada. A
diversidade bacteriana deve ser observada considerando a possivel presenca de
multiplos fendtipos. Testes de identificacdo conflitantes na presenca de mais de um
biétipo, podem dificultar na identificacido bacteriana e coldnias bacterianas podem
nao apresentar igualmente resisténcia a um determinado antibiético. Por outro lado,
a investigacdo microbioldgica rotineira € fundamental para o reconhecimento do
agente etioldgico das infecgbes e para a definicdo da opgao terapéutica mais
adequada. Mesmo para o inicio da terapia empirica de infeccdes potencialmente
graves, a definicdo do patégeno presente é extremamente importante, para uma
evolugao clinica favoravel. Assim, a identificagdo do agente etiolégico, bem como a
escolha do antimicrobiano baseado no teste de susceptibilidade pode sofrer
interferéncias. Além disso, um dos fatores que auxilia na escolha empirica do
antimicrobiano € o reconhecimento precoce do patégeno mais provavel o que
diminui o tempo de hospitalizagcéo e custo do tratamento (Scheupner & Cobb, 1992).
A partir de um levantamento feito na literatura de lingua inglesa incluida no
banco de dados PubMed, ndo foi possivel encontrar nenhum estudo sobre a
presenca de multiplos fenétipos, que possam incluir variagbes no antibiograma, e
multiplos gendtipos, em espécimes de LBA obtidos de pacientes com pneumonia.
Desta forma, o presente estudo foi desenhado para descrever as provaveis
variagdes de fendtipos e gendtipos presentes em bacilos Gram-negativos isolados a

partir de espécimes de LBA obtidos de pacientes com pneumonia atendidos no



16

Hospital Universitario Clementino Fraga Filho (HUCFF) da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (UFRJ), durante um periodo de seis meses. Os microrganismos
isolados em LBA no HUCFF, conforme levantamento sobre o periodo de janeiro a
dezembro de 2001, foram predominantemente bacilos Gram-negativos (78%). Os
principais agentes dentre os Gram-negativos foram: P. aeruginosa (38,2%),
Acinetobacter spp, (7,3%), S. marcescens (6,6%), E. cloacae (5,1%) e K.
pneumoniae (4,4%). Estes foram os principais microrganismos selecionados para o

presente estudo.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Mecanismos de defesa do hospedeiro

O pulmé&o saudavel ndo contém microrganismos. A esterilidade pulmonar
reflete as agdes coletivas da imunidade natural e adquirida do hospedeiro, além de
outros mecanismos de defesa como o movimento do muco e os movimentos ciliares
(Silva, 1999). Aproximadamente 80% das células que revestem as vias respiratérias
centrais sdo células epiteliais colunares, pseudo-estratificadas e ciliadas. Cada célula
ciliada contém aproximadamente 200 cilios, que batem em ondas coordenadas,
propagando-se no sentido da orofaringe. Os cilios sdo revestidos por uma pelicula
liguida composta por duas camadas. A camada mais externa €& viscosa e aprisiona
particulas depositadas, que sao entédo arrastadas no revestimento mucoso em diregao a
nasofaringe, onde serdo deglutidas e expectoradas, a camada mais interna € de baixa
resisténcia e € nela que os cilios batem para realizacdo do movimento. As particulas
depositadas no epitélio escamoso da superficie nasal sdao removidas pelo espirro
(Levison, 2002).

Quando particulas infecciosas escapam das defesas das vias respiratorias e
se depositam na superficie alveolar, elas sdo removidas pelas células fagocitarias e por
fatores humorais. O patdgeno fagocitado é transportado para a superficie ciliada e para
dentro da orofaringe ou através dos vasos linfaticos para os linfonodos regionais. Os
macrofagos alveolares processam e apresentam o antigeno ao linfocito e secretam

citocinas, que modulam o processo imune nos linfécitos T e B. As citocinas ativam os



18

macrofagos alveolares e recrutam fagocitos adicionais e outros fatores imunoldgicos a
partir do plasma (Levison, 2002).

Porém, alguma deficiéncia na imunidade pode predispor a pneumonia. A
invasao bacteriana ao parénquima pulmonar resulta na pneumonia, e reflete a interagao
de alguns fatores, tais como a alteragdo desses mecanismos de defesa do hospedeiro,

a patogenicidade e viruléncia dos microrganismos, e a dimensao do inéculo bacteriano.

2.2 Epidemiologia da pneumonia hospitalar

As pneumonias, juntamente com as infecgdes cirurgicas, a bacteremia e as
infecgdes urinarias, estdo entre os quatro tipos de infecgbes associadas aos cuidados
com a saude mais frequentes, perfazendo aproximadamente 10% de todas estas
infecgdes. A pneumonia é a segunda causa mais comum e a mais fatal das infecgdes
hospitalares, com taxas de mortalidade que variam de 30 a 60% (Wenzel, 1995; Mandell
& Campebel, 1998). De acordo com o American Thoracic Society (ATS, 2005) , sua
letalidade varia entre 33% e 71%. Algumas estatisticas apontam que, em Unidade de
Terapia Intensiva (UTI), a pneumonia é a infeccdo mais frequénte na Europa (Vincente
et al, 1995 e Spencer, 1996) e a segunda mais frequente nos hospitais americanos
(CDC, 1997). Segundo o National Nosocomial Infections Surveillance System (NNISS,
2004), 83% das pneumonias hospitalares que ocorrem nos Estados Unidos sao
associadas com ventilagdo mecéanica.

Uma variedade de microrganismos pode causar infec¢gdes do trato respiratorio
inferior. De acordo com um estudo do programa de vigilancia de resisténcia
antimicrobiana SENTRY (Sader et al, 2001) realizado em 11 hospitais do Rio de Janeiro,

Sao Paulo e Florianépolis, nos anos de 1997 e 1998, dentre 525 amostras isoladas em
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trato respiratério inferior, os microrganismos predominantes foram : P. aeruginosa
(30%), S. aureus (20%), Acinetobacter spp. (13%), Klebsiella spp. (10%), e Enterobacter
spp- (8%). De fato, alguns trabalhos regionais corroboram na prevaléncia de P.
aeruginosa como um importante patégeno de infec¢gées associadas aos cuidados com a
saude, especialmente associado a pacientes mais debilitados (Loureiro et al. 2001;
Pellegrino et al., 2001). Esses dados diferem de alguns estudos realizados nos Estados
Unidos, onde S. aureus foi o agente mais frequente (17%), seguido dos bacilos Gram-
negativos aerdbicos: P. aeruginosa (16%), Enterobacter spp. (11%) e K. pneumoniae
(7%) (Richard et al, 2000). Em um estudo realizado por Guimarées e Rocco na UTI do
HUCFF da UFRJ, no periodo de setembro de 1999 a fevereiro de 2001, em 64
pacientes dos 69 com pneumonia associada a ventilagcdo mecanica, foram identificados
0s agentes etiolégicos, sendo os germes Gram-negativos responsaveis por 29 casos
(45,3%), com predominio de P. aeruginosa (22%), seguido por Acinetobacter spp. (14%)
e S. aureus resistente a meticilina (11%).

O agente etiolégico da pneumonia associada aos cuidados com a saude pode
também estar relacionado com o tempo de internagdo, uso de antibiético e uso de
dispositivo respiratério. Em 2005 a ATS publicou um consenso para o diagnéstico e
tratamento da pneumonia associada aos cuidados com a saude, no qual € informada
uma classificagao dos pacientes de acordo com a gravidade da doenga de base, com a
presenca ou nao de fatores de risco para pneumonia e com o tipo de pneumonia. Nesta
proposta, & caracterizada como precoce a pneumonia que ocorre em pacientes nos
primeiros quatro dias de hospitalizacdo ou intubacio, e tardia aquela que ocorre em
pacientes com mais de quatro dias de hospitalizacdo ou intubagado. Esta classificagao
permite estabelecer propostas diferenciadas para o tratamento empirico. No caso das

pneumonias de inicio precoce, os microrganismos mais frequentemente encontrados
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sao representantes da microbiota da orofaringe: Streptococcus pneumoniae, S. aureus e
Haemophilus influenzae. Ja nas pneumonias de inicio tardio, predominam bacilos Gram-

negativos freqientemente multirresistentes (Koeman et al, 2001).

2.3 Patogénese da pneumonia

A freqléncia da colonizagcdo da mucosa da orofaringe por bacilos Gram-
negativos em individuos sadios é baixa, tornado-se elevada com a hospitalizagéo. A
doenca pulmonar obstrutiva, a paralisia dos musculos respiratorios, a pneumoconiose, a
fibrose cistica, o edema pulmonar, o cancer brénquico, a imunodepressao, o alcoolismo,
a desnutrigdo, o estado de alteragao neuroldgica, uso de sondas nasoenterais e a idade
avancada sao algumas das condigbes consideradas “de risco” para pneumonia
(Pechere & Joly, 1986). Os seios da face também contribuem como reservatérios de
patdbgenos para a colonizagdo da orofaringe (Rouby et al, 1994; Guimaraes & Rocco,
2006). A administracdo de antimicrobianos também contribui para determinagdo da
composi¢cao dos microrganismos que colonizam o trato respiratério, além de selecionar
microrganismos mais resistentes aos antimicrobianos.

A maioria dos patégenos pulmonares origina-se na microbiota orofaringea, sendo
a aspiragao desses patdgenos o mecanismo mais comum para o desenvolvimento da
pneumonia. A destruicido da fibronectina, que € um receptor para a microbiota Gram-
positiva, em consequéncia do aumento da atividade proteolitica salivar, expde os
receptores para bacilos Gram-negativos aerébios. Os bacilos Gram-negativos que irdo
aderir a superficie da mucosa da orofaringe provavelmente tém como origem o
estbmago do proprio paciente devido ao aumento do pH gastrico apés o uso de

antiacidos ou agentes bloqueadores de H, (Johanson et al, 1969; Levison, 2002). De
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fato, cerca de 50% de adultos sadios aspiram as secregdes orofaringeas para o trato
respiratorio superior durante o sono. Esta freqiéncia pode aumentar em individuos com
diminui¢cao do nivel de consciéncia (Levison, 2002).

Através da inalagdo de aerossois infecciosos também é possivel desenvolver
pneumonia. Esses aerossois sao pequenos o bastante para contornar as defesas do
hospedeiro. Uma particula inalada com tamanho apropriado (< 5 ym) pode ser suficiente
para alcangar o alvéolo e iniciar a infecgdo. As etiologias de pneumonia tipicamente
adquiridas por aerossois incluem a tuberculose, a legionelose, a histoplasmose, a
psitacose, a febre Q e a sindrome pulmonar por hantavirus (Levison, 2002).

Mais raramente, o agente etiolégico da pneumonia chega aos pulmdes por via
hematogénica. Este fendbmeno é observado nos individuos em uso de cateter
intravenoso e naqueles que apresentam endocardite bacteriana. A funcao de filtro do
pulmédo e a riqueza de rede capilar favorecem a disseminagao por via sanguinea
(Pechére & Joly, 1986).

Os microrganismos que causam pneumonia também podem ser inoculados
diretamente nos pulmdes. Esta inoculacdo pode ocorrer por contaminagao do
condensado formado no circuito ventilatorio, que pode resultar em colonizacdo e
infeccdo das vias aéreas apos a intubacao traqueal ou apds ferimentos perfurantes do

térax (Koeman et al, 2001).

2.4 Fatores de risco para pneumonia bacteriana

Os fatores de risco para pneumonia podem ser agrupados em intrinsecos ou

extrinsecos. Os fatores intrinsecos sao aqueles relacionados ao paciente, tais como a

imunodepressao, os extremos de idade, a gravidade da doenga de base e a desnutricao
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(Gusmao et al, 2003). Os principais fatores extrinsecos sédo: o uso prolongado de
ventilagdo mecanica, que aumenta o risco de ocorréncia da pneumonia em 6-21 vezes,
e 0 uso do tubo oro-traqueal, que facilita a colonizacdo traqueobrdénquica. Durante a
intubacdo, os microrganismos localizados nas vias aéreas superiores podem ser
arrastadas para a traquéia. Além disso, pode ocorrer adesao dos microrganismos ao
tubo oro - traqueal, formando uma substancia polissacaride, denominada biofilme, que
fixa 0 microrganismo na superficie do tubo e impede a agdo dos mecanismos de defesa
do hospedeiro. Outros fatores de risco sao: a contaminacdo das maos dos profissionais
de saude; o uso de antibioticoterapia prévia, que aumenta o risco de colonizagao; a
posicao de decubito dorsal que favorece o refluxo gastrico; a aspiragdo do conteudo da

orofaringe; e a profilaxia da uUlcera de stress (Tablan, et al, 1994).

2.5 Critérios diagndsticos para pneumonia hospitalar

Sendo o critério clinico isoladamente insuficiente para o diagnostico das
pneumonias, sempre ha necessidade de associacdo com critérios radiolégicos e
microbiolégicos. Embora ndo existam alteragbes radioldgicas caracteristicas, a
radiografia de térax € o exame utilizado para a detecgdo de infiltrados pulmonares,
podendo confirmar a existéncia e a localizagdo do infiltrado pulmonar, avaliar a
extensao, detectar acometimento pleural, cavitagcdo pulmonar e determinar a resposta a
terapia antimicrobiana (Guimaraes et al, 2006; Levison, 2002).

A tomografia computadorizada de alta resolugdo dos pulmdes pode aumentar
a acuracia do diagndéstico de pneumonia, especialmente quando o processo envolve
uma regiao do pulmao obscurecida pelo diafragma, figado, costelas, claviculas, ou

coragao (Levison, 2002).
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Os critérios microbiolégicos sdo importantes para a pesquisa do agente
etioldgico e avaliagdo do perfil de susceptibilidade para o ajuste da antibioticoterapia,
quando necessario, e para o controle de cura. Um consenso de pesquisadores na area
de diagndstico de pneumonia associada a ventilagdo mecanica sugere a coleta de
espécime clinico por broncoscopia (Chastre, 1998). A sensibilidade e a especificidade
dos procedimentos invasivos variam segundo o tipo de paciente, o tipo de lesao
pulmonar e o grau de exposigao prévia aos agentes antimicrobianos. A broncoscopia
por fibra dptica é segura e relativamente bem tolerada, tendo-se tornado o procedimento
invasivo padronizado para obtencao de secrecdes do trato respiratorio inferior, podendo
fornecer uma visualizagao direta das vias respiratorias inferiores. Os espécimes clinicos
podem ser coletados com escova de bainha, por lavagem bronco-alveolar ou por biépsia
transbrénquica. A coleta de LBA apresenta vantagens quando se refere ao volume do
espécime coletado para o processamento de multiplos testes laboratoriais. Estima-se
que aproximadamente um milhdo de alvéolos sdo banhados por secre¢cao pulmonar,
retornando para o volume total de LBA 1mL desta secrecdo (Baselski & Wunderink,
1994). A sensibilidade da cultura do LBA varia entre 42 a 93% (média de 73%) e
especificidade variando de 45 a 100% (média de 82%) (Reimer et al, 1998 e Grossman
et al, 2000). No HUCFF, o LBA ¢ o espécime clinico utilizado para realizagao da cultura
em pacientes com suspeita de pneumonia na UTI.

Um dos problemas relacionados a espécimes respiratérios € a contaminagao
por microrganismos que podem ser encontrados no trato respiratério. Desta forma, a
cultura quantitativa torna-se importante na avaliacdo dos espécimes obtidos do trato
respiratorio inferior, pois permite a elaboragao de critérios que possam distinguir quando

um microrganismo pertence apenas a microbiota local ou esta causando infecgdo. O
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ponto de corte para avaliacdo do LBA é de 10* UFC de um Unico microrganismo por mL
de LBA (Baselski & Wunderink, 1994).

Outros espécimes clinicos também podem ser utilizados na pesquisa do
agente etiolégico das pneumonias. A bidpsia brénquica e pulmonar fornece espécimes
de grande especificidade para o diagndstico de pneumonia, mas de baixa sensibilidade
(Johanson & Dever, 2003). A hemocultura também apresenta baixa sensibilidade
quando comparada ao LBA (Luna et al, 1999). A cultura do liquido pleural na ocorréncia
do derrame pleural concomitante € importante, pois microrganismos isolados nesse
espécime também refletem o agente etiolégico da infecgao (Levison,2002).

Em 2006, o grupo Canadian Critical Care Trials publicaram um estudo
randomizado de técnicas diagndsticas realizado entre maio de 2000 e fevereiro de 2005.
Eles estudaram 739 pacientes com suspeita de pneumonia associada a ventilagao
mecanica, internados em 28 UTIs do Canada e Estados Unidos, comparando a cultura
quantitativa de LBA ( n=365) e cultura qualitativa de aspirado traqueal (n=374) em dois
grupos distintos. O resultado detectado nesses dois grupos avaliados, com as diferentes
estratégias diagnosticas, ndo apresentou nenhuma diferenga significativa (p=0.94),
apresentando associacdo semelhante tanto nos resultados clinicos quanto no uso de

antibioticoterapia (p=0.90).

2.6 Métodos de tipagem bacteriana

2.6.1 Métodos convencionais

Os sistemas de classificagdo de microrganismos baseiam-se em

caracteristicas fenotipicas, principalmente morfologicas e fisiologicas. Os sistemas
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moleculares baseiam-se nas relagdes filogenéticas das bactérias pela comparagao das
sequéncias de varias macromoléculas ou genes que as codificam (Ordoinez, 2005).

Os testes realizados para identificacdo das bactérias em laboratdrios clinicos sao
baseados nas caracteristicas fenotipicas. Testes bioquimicos sdo fundamentados na
pesquisa de enzimas estruturais, na pesquisa de produtos metabdlicos e catabdlicos e
na sensibilidade a diferentes compostos. Também testes soroldgicos séo utilizados na
identificacdo bacteriana (Martinez & Taddei, 2005).

O exame microscoépico pelo método de Gram das colbnias isoladas permite a
separacao de bactérias em dois grandes grupos: Gram-positivos e Gram-negativos. As
bactérias Gram-negativas sdo separadas em fermentadoras de glicose (BGNFG) e nao-
fermentadores de glicose (BGNNFG). Através de varios outros testes bioquimicos
podemos agrupar estas bactérias em bidtipos que determinam o agente etioldgico da
infeccdo. A separacdao das bactérias em sorotipos € clinicamente importante para
algumas bactérias da familia Enterobacteriaceae.

Vérios sistemas comerciais foram desenvolvidos com objetivo de aumentar a
acuracia e agilizar o resultado da identificagdo bacteriana, entretanto, a preciséo destes
sistemas varia conforme o microrganismo a ser identificado. Entre os principais sistemas
comerciais desenvolvidos estdo o sistema API (BioMérieux Hazelwood, EUA); Crystal
(Becton Dickinson, Inc., Cockeysville, EUA); Enterotube Il (Becton Dickinson, Inc.,
Cockeysville, EUA); RapID (Innovative Diagnostics Systems, Inc., Atlanta, EUA); Vitek
(BioMérieux, Vitek Inc. Hazelwood, EUA) e MicroScan (Dade Behring, Inc., West
Sacramento, EUA). Entretanto, os testes bioquimicos convencionais permanecem como
os testes padrao para a identificagdo de microrganismos e foram os testes utilizados no

presente estudo.
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2.6.2 Métodos moleculares

Os métodos moleculares tém sido amplamente utilizados na determinagao de
tipos bacterianos. Assim, a biologia molecular surge como uma importante ferramenta
para identificacdo de surtos, sendo largamente empregada em estudos epidemioldgicos
(Martinez & Taddei, 2005). Os métodos moleculares mais utilizados nas investigagdes
epidemioldgicas hospitalares incluem a determinagao do perfil plasmidial, ribotipagem,
amplificagcdo de segmentos do acido desoxirribonucléico (DNA) empregando a reagao
em cadeia da polimerase (PCR) e a analise dos perfis de fragmentacédo do DNA, apés
digestdo com enzimas de restricdo, através de eletroforese em gel de campo pulsado
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis — PFGE), que apresenta alto poder discriminatério e
reprodutibilidade (Renders et al, 1996). A analise do polimorfismo de segmentos do DNA
amplificado de forma aleatéria (Random Amplified Polymorfic DNA - RAPD) e o
Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus - PCR (ERIC-PCR) sao variagdes da
técnica de PCR muito utilizadas para este fim. O RAPD é baseado na amplificacdo de
segmentos de DNA utilizando iniciadores com sequéncias arbitrarias (Tenover, Arbeit &
Goering,1997), enquanto que o ERIC-PCR se fundamenta na amplificagcdo de
segmentos do DNA que se repetem no cromossomo de enterobactérias através do uso
de iniciadores especificos (Versalovic et al, 1991). Estas técnicas vém substituindo o
PFGE, que possui custo elevado, necessita de equipamentos sofisticados, e demanda
um tempo maior para o seu desenvolvimento. A utilizacdo da técnica de RAPD-PCR e
ERIC-PCR foram comparadas a utilizacdo da PFGE em estudos epidemioldgicos (Liu et
al., 1995; Pruckler et al., 1995; Renders et al,1996). Nestes estudos, aqueles métodos
(RAPD e ERIC-PCR) apresentaram um nivel de discriminagado que se aproximou aquele

do PFGE, embora esta equivaléncia nao tenha sido observada de forma consistente
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para bactérias Gram positivas. Desta forma, tais técnicas estdo sendo amplamente
utilizadas na avaliagédo da diversidade genética e como técnica de tipagem molecular em
associagao ou substituicdo a técnica de PFGE para bacilos Gram-negativos (Bois et al,
1999). No presente estudo as técnicas de RAPD-PCR e ERIC-PCR foram utilizadas

para avaliar a diversidade genética dos microrganismos isolados no LBA.

2.7 Bacilos Gram-negativos nas infec¢cfes hospitalares

A familia Enterobacteriaceae compde uma familia de bacilos Gram-negativos
que tem como habitat natural o intestino humano e pode ser encontrada amplamente na
natureza. Os microrganismos desta familia estdo entre os patdégenos mais
freqUentemente isolados na clinica, e causam diversas infec¢gdes. Dentre os géneros
mais estudados e de interesse médico destacam-se Escherichia, Shigella, Salmonella,
Yersinia, Edwarsiella, Citrobacter, Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus,
Providencia e Plesiomonas. Com exce¢dao do género Plesiomonas, sao oxidase
negativos e todos os membros desta familia fermentam glicose e reduzem nitrato a
nitrito. Todos os géneros, exceto Klebsiella, sdo flagelados, ou seja, sdo moéveis, e
algumas cepas produzem capsulas (Farmer, 1995).

Os BGNNFG, assim determinados por nao utilizarem os carboidratos de forma
fermentativa, sdo bacilos Gram-negativos encontrados no meio ambiente. Podem ser
oxidase positivos, como P. aeruginosa, ou oxidase negativos, como Acinetobacter spp.
A motilidade é variavel conforme o género estudado e um dos testes mais utilizados no
auxilio da identificagdo desses microrganismos € o teste de oxidagao-fermentagao (O-F)
segundo Hugh & Leifson (Koneman et al, 1997) A maioria dessas bactérias causa

doencgas associadas a infec¢gdes oportunistas. Estes microrganismos tém emergido
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como patoégenos de grande importancia nas UTls em todo o mundo. Os membros desse
grupo mais isolados na clinica segundo dados do SENTRY sao: P. aeruginosa,
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia e Burkholderia spp (Jones et al,

2003).

2.8 Resisténcia aos antimicrobianos nos bacilos Gram-negativos

Segundo estimativas do Centro de Controle e Prevencao de Doengas (CDC)
2004 dos EUA, sao consumidos cerca de 235 milhdes de doses de antibidticos por ano,
em todo o mundo. A utilizacdo intensa de antimicrobianos favorece o desenvolvimento
da resisténcia bacteriana.

Determinados grupos de bactérias apresentam resisténcia natural a
determinados antimicrobianos, denominada de resisténcia intrinseca. A determinagao
desta resisténcia pode ser utilizada no auxilio da confirmacédo da correta identificacao
bacteriana. Ja a resisténcia adquirida pode ser disseminada por diferentes mecanismos
genéticos, como mutacdo ou transferéncia do DNA (Rossi & Andreazzi, 2005).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos fundamentam-se em quatro
pontos: alteragbes do sitio de agdo na bactéria, impedindo assim a ligagdo do
antimicrobiano com o microrganismo; intervengdo de enzimas bacterianas, tais como
beta-lactamases e aminoglicosidases, que degradam ou modificam o antimicrobiano;
diminuicdo da permeabilidade da membrana externa bacteriana que dificulta a
penetracdo do antimicrobiano; e o efluxo ativo, contando com bombas—dependentes de
adenosina trifosfato, que expulsam para fora da célula o antimicrobiano que conseguiu

penetrar em seu interior. Estes mecanismos podem ocorrer de forma concomitante nas
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diferentes espécies bacterianas (Rossi & Andreazzi, 2005).

A observagao de uma grande variedade genética entre bactérias multirresistentes
sugere a existéncia de uma intensa pressdo de selegdo por meio do uso de
antimicrobianos. Por outro lado, a deteccdo de um gendtipo restrito, com disseminagao
de clones resistentes em wunidades hospitalares, indica a necessidade da
implementacdo de medidas de barreira para conter a expansao desses clones. Desta
forma, podemos concluir que a utilizagdo das ferramentas da biologia molecular para
tipagem de cepas pode ser muito Util para o planejamento das medidas de contengao da

resisténcia bacteriana (Nouér, 2005).

2.8.1 Principal mecanismo de resisténcia em bacilos Gram-negativos

Varios géneros de Gram-negativos revelam producdo de beta-lactamases
codificadas em seu cromossomo, frequentemente em pequenas quantidades.
Entretanto, beta-lactamases plasmidiais, com acido sobre as primeiras cefalosporinas
desenvolvidas, ja haviam sido descritas em amostras de Escherichia coli desde 1965
(Abraham & Chain, 1940).

Com o aumento do uso de antimicrobianos, as beta-lactamases classicas
denominadas de TEM-1, TEM-2 e SHV-1, passaram a ser observadas em diferentes
espécies da familia Enterobacteriaceae, e também em outros microrganismos como P.
aeruginosa, Haemophilus influenzae e Neisseria gonorrhoeae (Bradford, 2001).

No comeco da década de 1980, um novo perfil de atuacdo de beta-
lactamases plasmidiais foi observado em amostras de membros da familia
Enterobacteriaceae, devido a mutagdes pontuais das enzimas originais, que incluiam

atuacdo em todos os novos beta-lactamicos desenvolvidos, com excecdo apenas dos



30

carbapenémicos e das cefamicinas: as beta-lactamases de espectro ampliado (ESBL)
(Bush, et al, 1995). Desde entdo, enterobactérias produtoras de ESBL tém sido
descritas em varios paises (Bradford, 2001), inclusive no Brasil (Bonnet et al., 2000a;
Bonnet et al., 2000b; Sader, 2000; Behar et al., 2001; Bonnet et al., 2001; Martins, 2001;
Oliveira, Fernandes & Almeida, 2001; Pessoa-Silva et al., 2002).

Nas bactérias que apresentam beta-lactamases cromossdOmicas induziveis
(AmpC), a resisténcia somente se manifesta quando houver exposigcdo ao agente
indutor, ou seja, um antimicrobiano beta-lactdmico (Quinn et al,1987). Os géneros de
maior importancia clinica que produzem essa beta-lactamase sao designadas de “Grupo
CESP”, e compreendem Citrobacter, Enterobacter, Serratia e Providencia (Bush et al,
1995). Entretanto, podemos encontrar enzimas do tipo AmpC em outros membros da
familia Enterobacteriaceae, como por exemplo, Morganella morganii. Segundo dados do
programa SENTRY obtidos no periodo de 1997 a 1999, Enterobacter foi a quinta causa
mais frequente de infecgbes da corrente sanguinea, pneumonia e infecgbes de ferida
cirargica, e a quarta causa de infecgdo do trato urinario em Sao Paulo, Rio de Janeiro e
Floriandpolis. O reconhecimento do microrganismo como membro do grupo “CESP” é
importante devido a possibilidade da emergéncia de multipla resisténcia aos antibioticos
beta-lactamicos. Essas beta-lactamases induziveis também sao produzidas por varios
BGNNFG, como por exemplo, P. aeruginosa. Essas cepas mantém a susceptibilidade
aos carbapenémicos, que sao fortes indutores, mas nao sofrem a acéo direta dessas
enzimas (Rossi & Andreazzi, 2005).

As metalo-beta-lactamases (Mbla) utilizam ions de zinco para o rompimento
do anel beta-lactamico. Diferentemente das outras beta-lactamases, apresentam forte
atividade contra os carbapenémicos, mas nao contra o aztreonam. S. maltophilia

apresenta essa beta-lactamase de forma constitutiva (Rossi & Andreazzi, 2005).
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Os genes bacterianos que codificam Mbla (blawe, blaviv, blaspm, blagim € blasim-1)
estao localizados em cassetes cromossémicos ou plasmidiais. Com excecao da SPM-1
que é codificada por um gene no plasmidio, estas enzimas s&o codificadas por genes
inseridos em cassetes dentro de integrons. Essa caracteristica constitui um fator
facilitador para a disseminagao destes genes para varios géneros bacterianos (Mendes
et al, 2006).

No Brasil, SPM é a Mbla fortemente predominante, tendo sido descrita em seis
estados (Gales et al, 2003 e Cipriano et al, 2007). Em 2002, Pellegrino e colaboradores
realizaram estudo com P. aeruginosa em cinco hospitais do Rio de Janeiro e
observaram a presenca de gene SPM nas amostras avaliadas. Considerando esse

dado, a investigagcao do gene SPM foi incluida no estudo.

2.8.2 Epidemiologia da resisténcia

Atualmente, varios mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelas bactérias
conferem falhas na terapéutica. Os membros da familia Enterobacteriaceae isolados em
ambiente hospitalar vém apresentando elevados nivies de resisténcia, o que torna dificil
o tratamento e implica na necessidade de uma identificacdo correta dos mecanismos de
resisténcia pelo laboratério clinico. Em geral, os carbapenemas (imipenem e
meropenem) apresentam um bom espectro de acdo frente as enterobactérias
multirresistentes (Jones,1998, Martins et al, 2006), mas a utilizagdo desses
antimicrobianos também comecga a causar preocupacao devido ao desenvolvimento de
resisténcia (Lincopan et al, 2005).

Infecgbes por P. aeruginosa apresentam elevada mortalidade, principalmente

em pacientes imunocomprometidos. Os indices mais elevados de morbi-mortalidade sao
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associados com uma ineficiente terapia empirica (Boffi et al, 2000). P. aeruginosa
apresenta elevada resisténcia natural aos antimicrobianos e vem desenvolvendo novos
mecanismos de resisténcia adquirida, incluindo a producdo de beta-lactamases, que
limitam a escolha dos agentes antimicrobianos para o tratamento (Harris et al, 1999).
Em um estudo com 200 amostras de P. aeruginosa, publicado em 2002 por Pellegrino e
colaboradores, altos niveis de resisténcia aos antimicrobianos disponiveis no mercado
brasileiro foram observados: para amicacina, 40%, aztreonam 50%, ceftazidima 40%,
cefepima 50%, ciprofloxacina 54%, piperacilina-tazobactam 43% e ticarcilina-clavulanato
61%. Nesse mesmo estudo foi identificado o predominio de um unico gendétipo
multiresistente de P. aeruginosa em diferentes hospitais do Rio de Janeiro.

Como mencionado anteriormente, outro membro importante do grupo dos
BGNNFG é Acinetobacter spp. Em 2003, Jones, Sader e Mondell, apdés o estudo de
3.468 amostras de Acinetobacter spp obtidas no programa SENTRY entre 1997-2001,
sugeriram que os carbapenemas imipenem e meropenem ainda sdo as melhores
alternativas para um trat