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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
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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
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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
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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 tratamento empirico. A resisténcia observada por estes autores
nesse microrganismo foi de: 11% para imipenem; 12% para meropenem; 31% para

cefepime; 32% para gatifloxacina; e 33% para tobramicina.

2.9 Diversidade bacteriana

A presenca de variagdes nos fendtipos e gendtipos presentes nas amostras
bacterianas vem sendo estudada em varios microrganismos. Considerando-se bactérias
Gram-positivas, um exemplo de variagao genotipica digno de nota foi descrito por Van
Eldere e colaboradores (2000). Estes autores avaliaram 15 amostras de Staphylococcus

epidermidis obtidas de cinco frascos de hemoculturas de um paciente com endocardite,
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selecionando trés coldnias da placa original de cada uma delas. Através da utilizagao de
técnicas moleculares de macrorestricdo e amplificacdo seletiva através da reagdo em
cadeia da polimerase de fragmentos de restricdo a partir da digestdo total do DNA
genbmico (Amplifield fragment length polymorphism analysis - AFLP), os autores
observaram a presencga de quatro gendtipos diferentes relacionados entre si e dois
perfis de susceptibilidade distintos. Para melhor compreensao destes achados, Van
Eldere e colaboradores realizaram, em paralelo, um experimento in vivo utilizando um
dos gendtipos do microrganismo isolado e camundongo como modelo animal, e mais
uma vez foi observada a presenga simultdnea de diferentes gendtipos, o que sugeriu
uma variagao genética durante a infeccdo. Ja Sharma e colaboradores (2001), também
avaliando bactérias Gram-positivas, estudaram 57 amostras de Staphylococcus
coagulase negativas isolados de hemoculturas de 22 pacientes, sendo nove col6nias
selecionadas da placa original para avaliagao por técnica de PFGE Dessas 57 amostras,
41 (71,9%) foram consideradas por critérios clinicos o agente etiolégico da bacteremia,
e 16 (28,1%) contaminacdo da amostra. Os autores observaram um predominio
monoclonal nas bacteremias, ou seja, 35 (85,4%) das 41 hemoculturas apresentavam
um unico genodtipo. Ainda analisando as bactérias Gram-positivas, Céspedes e
colaboradores (2005) estudaram 148 amostras de S. aureus isoladas de culturas para
pesquisa de colonizagado nasal. Essas amostras foram genotipadas por meio da técnica
de PFGE, e foram incluidas trés colénias de cada isolamento primario. Os autores
observaram que aproximadamente 6,6% das amostras eram policlonais.
Considerando-se o grupo das bactérias Gram-negativas, De Silva & Rubin
(1977), ao examinarem 59 espécimes clinicos, observaram diferentes bidtipos de
Klebsiella pneumoniae em um mesmo material biolégico. Estes autores encontraram

mais de um bidtipo de K. pneumoniae (avaliado no sistema Analytical Profile Index — API
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20E) em 18 (31%) espécimes a partir da analise de cinco colénias obtidas da cultura
original de cada espécime. Um outro exemplo importante foi descrito posteriormente por
Maslow e colaboradores (1993). Estes autores isolaram duas amostras de Klebsiella a
partir de um mesmo espécime de urina: uma capaz de produzir indol a partir do
triptofano, o que sugeria a identificagdo da espécie como Klebsiella oxytoca, e outra sem
essa capacidade de producdao do indol, o que conduziu a identificacdo de K.
pneumoniae. Entretanto, ambas as amostras pertenciam a um mesmo gendtipo,
avaliado por ribotipagem e PFGE. Através da utilizagdo de uma sonda obtida pela
clonagem do operon triptofanase de Escherichia coli, os autores concluiram que uma
subpopulagao da amostra de Klebsiella havia sofrido uma mutagao no gene que codifica
o metabolismo do triptofano, produzindo uma linhagem com um bidtipo variante.

Recentemente, David e colaboradores (2006) estudaram um surto policlonal (dois
gendtipos) de amostras de Serratia marcescens isoladas a partir de varios sitios de
pacientes internados em uma UTI Neonatal no periodo de outubro 2001 a junho de
2002. Cada gendtipo apresentava pigmentacao e susceptibilidade aos antimicrobianos
distinta. Neste mesmo estudo, duas amostras, morfologicamente diferentes, foram
detectadas simultaneamente em liquido céfalo-raquidiano de uma das criangas. Estas
amostras pertenciam a um mesmo gendtipo definido por PFGE e RAPD entretanto,
apresentavam susceptibilidade aos antimicrobianos distintos.

Infecgao policlonal também foi descrita na tuberculose. Warren e colaboradores
(2004), utilizando a técnica de PCR diretamente no espécime clinico, detectaram
simultaneamente, duas cepas (Beijing e ndo - Beijing) de Mycobacterium tuberculosis
em 35 (19%) de um total de 186 espécimes de escarro avaliados representando a

multipla infecgdo em 57% dos pacientes incluidos no estudo.
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3 OBJETIVOS

O presente estudo foi elaborado com o objetivo geral de descrever a variedade
das caracteristicas fenotipicas e genotipicas em achados bacteriolégicos de lavado

bronco-alveolar (LBA) em pacientes com pneumonia.

Os objetivos especificos foram:
1- descrever a composigao de fenotipos observados no perfil bioquimico (biotipo)
e no perfil de susceptibilidade (fendtipo de resisténcia) aos antimicrobianos encontrados

para cada espécie bacteriana isolada a partir do mesmo espécime clinico de LBA.

2- descrever a composi¢cado clonal (genoétipo) encontrada para cada espécie
bacteriana isolada a partir do mesmo espécime clinico de LBA através do emprego da

técnica de reacao da polimerase em cadeia (PCR).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1. Definicdes de termos

Para maior clareza na descrigdo do presente estudo, apresentamos a seguir as
definicbes utilizadas para alguns termos referentes as populagbes de bactérias
estudadas.

- Espécime clinico: material obtido para exame, como por exemplo, LBA

- Amostra: microrganismo de uma espécie ou género obtido no cultivo do
espécime clinico. Por exemplo, no cultivo de um espécime clinico de LBA pode haver
crescimento de uma amostra de P. aeruginosa e de uma amostra de Acinetobacter spp.

- Subpopulagdes: coldénias de morfologias idénticas obtidas no crescimento inicial
(isolamento primario) de uma amostra. No presente estudo, por exemplo, foram
estocadas em separado cinco subpopulagdes (quando disponiveis) de cada amostra
obtida no cultivo do LBA. Num LBA do qual foram obtidas uma amostra de P.
aeruginosa e de uma amostra de Acinetobacter spp. foi planejado o estoque de 5
subpopulagdes de P. aeruginosa (cinco col6nias supostamente de P. aeruginosa de
morfologias idénticas quando comparadas entre si) e cinco subpopulagdes de
Acinetobacter spp. (cinco colonias supostamente de Acinetobacter spp. de morfologias
idénticas quando comparadas entre si).

- Espécime Monomicrobiano: presenga de um Unico microrganismo (uma
amostra) obtido no cultivo do espécime clinico.

- Espécime Polimicrobiano: presenga de mais de um microrganismo (uma

amostra) obtido no cultivo do espécime clinico.
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- Fendtipo: conjunto de resultados obtidos no teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos (fenétipo de resisténcia) ou em testes bioquimicos de identificagcao
(bidtipo) obtidos no processo do estudo de uma subpopulagao.

- Bidtipo: conjunto de resultados de testes bioquimicos obtidos no processo de
identificagao de uma subpopulacao.

- Fendtipo de resisténcia: conjunto de resultados de testes de susceptibilidade
aos antimicrobianos obtidos para uma subpopulacao.

- Gendtipo: padroes de bandas apresentados pelas subpopulagdes incluidas
dentro de um mesmo agrupamento (cluster) na andlise computadorizada dos testes de
PCR das subpopulagoes.

- Monoclonal: presenga de um unico genétipo em um conjunto de subpopulagodes.

- Policlonal: presenga de mais do que um gendtipo em um conjunto de
subpopulacgoes.

- Pneumonia tardia: ocorre em pacientes com mais de quatro dias de
hospitalizagao.

- Pneumonia precoce: ocorre em pacientes nos primeiros quatro dias de
hospitalizagao.

- Pneumonia hospitalar: inflamacao distal dos pulmdes causada por bactérias e
associada aos cuidados com a saude, ou seja, ausente no ato da admissao no hospital
ou na admissao em outro local de internacdo da mesma instituicado quando transferido.

- Pneumonia comunitaria: inflamacao distal dos pulmdes causada por bactérias e

nao pode ser associada aos cuidados com a saude.
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4.2. Desenho do estudo

O presente estudo é descritivo, transversal, sobre 222 subpopulacdes obtidas de
46 amostras consecutivas de bacilos Gram-negativos identificados como agentes
bacterianos de 33 espécimes de LBA detectadas em 27 pacientes com pneumonia
atendidos no HUCFF durante o periodo compreendido entre outubro/2002 e margo/2003
(6 meses), conforme apresentado na tabela 1. Foram avaliadas caracteristicas
bioquimicas utilizadas na identificagdo bacteriana, resultados de testes de
susceptibilidade aos antimicrobianos e gendtipos determinados por técnica de PCR-
fingerprinting. Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica em Pesquisa do
HUCFF (Anexo |). Como a identidade dos pacientes foi preservada em todos os
pacientes, foi dispensada a obtengcdo de Termo de Consentimento dos pacientes do
estudo. Esta pesquisa ndo envolveu qualquer conflito de interesse, nem recebeu

qualquer patrocinio.

Tabela 1. Agentes bacterianos associados a pneumonia segundo achados de LBA
realizado em pacientes atendidos no HUCFF (outubro/2002 a margo/2003)

Agentes etioldgicos Numero de %*
pacientes

Pseudomonas aeruginosa 6 22,2
P. aeruginosa e Serratia marcescens 4 14,9
Acinetobacter sp 3 111
Klebsiella pneumoniae 3 111
Acinetobacter sp. e Pseudomonas aeruginosa 2 7,4
Enterobacter aerogenes 1 3,7
Enterobacter cloacae 1 3,7
Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis 1 3,7
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae 1 3,7
Pseudomonas aeruginosa e Citrobacter freundii 1 3,7
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter aerogenes 1 3,7
Acinetobacter sp. e Klebsiella pnemoniae 1 3,7
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella oxytocca 1 3,7
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytocca e C. freundii 1 3,7
Total 27 100

*(sobre total de pacientes)
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4.3. Ambiente do estudo

O HUCFF é um hospital universitario, terciario com aproximadamente 490 leitos
ativos, atendendo a pacientes internados e ambulatoriais da rede publica de saude.
Apresenta-se dividido em diversas enfermarias clinicas e cirurgicas e cinco UTls com 32
leitos. Populagado preferencialmente crbnica, e incluindo transplantes de 6rgaos,

inclusive pulmonar e hemodialise.

4.4. Populacao de estudo

4.4.1 Critérios de inclusdo: pacientes apresentando diagndstico clinico de
pneumonia conforme critérios do CDC (2004) com coleta de LBA.

4.4.2 Critérios de exclusao: pacientes para os quais tenha ocorrido perda de
amostras obtidas de cultura de LBA devido a contaminagao ou crescimento inferior a 10*
UFC/ mL. Amostras que nao foram identificadas como agente bacteriano associado a
pneumonia estdo excluidas da caracterizagao genotipica e amostras de bactérias Gram-

positivas.

4.5. Coletado espécime clinico

O LBA foi colhido de acordo com o protocolo estabelecido pelo Servico de
Pneumologia do HUCFF, segundo indicagdo dos médicos assistentes. O protocolo para
a coleta do LBA envolve as seguintes etapas: anestesia local; entrada do broncoscépio
através do tubo oro-traqueal (TOT); encaminhamento do aparelho no brénquio

correspondente ao local de condensacao ou onde tenha maior quantidade de secrecéo;



40

lavagem do local com seis aliquotas de 20mL de soro fisiolégico, sendo a primeira

desprezada e recolhendo-se o restante.

4.6. Processamento do espécime clinico

A cultura quantitativa foi realizada conforme o método adotado como rotina do
laboratério de Bacteriologia do Servigo de Patologia Clinica (SPC) do HUCFF (Isenberg,
1998). Inicialmente, o espécime foi homogeneizado em agitador do tipo vortex e
semeado em placas de agar sangue de carneiro a 5% (AS, Sanofi) e agar chocolate
(AC, Sanofi) utilizando-se alga calibrada de 0,001 mL. As culturas foram incubadas em
estufa bacteriologica a 35°C, sendo as placas de AC incubadas em atmosfera de 5% de
C0, (método da vela). Apds 48h, as culturas foram avaliadas quanto ao crescimento
obtido, selecionando-se colénias de morfologia distintas para processamento de

identificagcao da espécie e susceptibilidade aos antimicrobianos.

4.7. Fichade dados clinicos

Para cada paciente incluido no estudo foram anotados dados demograficos e
clinicos, obtidos por meio de revisdo de prontuarios. Os seguintes dados foram
anotados em ficha prépria (Anexo Il): dados demograficos; diagndstico da principal
doenca de base; datas da internacdo hospitalar, coleta do espécime clinico, uso de
antimicrobianos durante a internagao atual, antes da data da coleta do espécime clinico

e a especificacdo do antimicrobiano;o uso TOT e ventilagdo mecanica (VM).



41

4.8. Amostras avaliadas

Dentre 51 LBA processados no Laboratério de Bacteriologia do SPC no periodo
de outubro/2002 a margo/2003, 38 (74,5%) apresentaram contagem significativa
(superior ou igual a 10* UFC/ mL), e 33 (64,7%), que obtiveram crescimento de bacilos
Gram-negativos, foram incluidos no presente estudo, perfazendo um total de 27
pacientes (quatro pacientes apresentaram mais de um LBA com contagem significativa).
Os microrganismos isolados foram identificados no laboratério através do sistema
Vitek® (BioMérieux, Hazelwood MO) de automagdo e avaliados quanto a
susceptibilidade aos antimicrobianos conforme a padronizagao proposta pelo National
Committe for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) atualmente denominado Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Para o presente estudo, de cada morfologia colonial observada na placa com a
cultura original, para cada bactéria incluida no estudo, foram selecionadas cinco
colonias de morfologias semelhantes que tivessem gerado uma suspeita de se tratarem
da mesma espécie, para realizagado de caracterizagao fenotipica e genotipica individual
(Figura 1). Uma col6nia (uma subpopulagdo) dentre as cinco obtidas para cada amostra
foi avaliada inicialmente quanto as suas caracteristicas morfo-tintoriais através do
método de Gram e a produgdo da enzima citocromo oxidase. Em seguida, todas as
colénias (subpopulagbes) de cada amostra foram armazenadas em caldo Brucella (CB,
Difco) acrescido de glicerol a 10% e mantidas a -20°C até a realizacdo dos testes
bioquimicos, testes de susceptibilidade aos antimicrobianos (incluindo pesquisa de
ESBL para as enterobactérias e Mbla para os BGNNFG e enterobactérias) e

genotipagem.
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Um total de 46 amostras incluindo 9 géneros foram estudadas. De 40 amostras
foram obtidas 5 subpopulagbes de cada amostra (formando um total de 200
subpopulagdes). De 4 amostras foram obtidas 4 subpopulagbes de cada amostra (total
de 16 subpopulagdes). Finalmente, de 2 amostras foram obtidas 3 subpopulagdes de
cada amostra (total de 6 subpopulagdes). Portanto, foram avaliadas 222 subpopulagbes
das 46 amostras, das quais 208 tiveram identificagdo confirmada (identificagéo final
idéntica a original). A identificagcdo bioquimica final de 14 dentre 38 subpopulag¢des
isoladas a partir de 8 espécimes de LBA (obtidos de 7 pacientes) foi diferente da
suspeita inicial. Porém, 9 subpopulacdes perderam a viabilidade apds a realizacao de
testes fenotipicos. Desta forma, nos testes de genotipagem foram incluidas as 199
subpopulag¢des com identificagao original confirmada. Além destas, uma susbpopulagao
adicional foi incluida na genotipagem, apesar de ter revelado identificagcdo final
discepante da original, porque pertencia ao mesmo género identificado originalmente.
Na figura 1 encontra-se o fluxograma da selecdo de subpopulagdes investigadas no

estudo.
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Figura 1: Esquema de selecao das subpopulagdes (subpops) investigadas no estudo

27 pacientes

11l

33 . . d De 40 amostras foram
espLeé:Znes e obtidas 5 subpops de
cada amostra = 200

subpops.
N J
P

46 amostras*

De 4 amostras foram
obtidas 4 subpops de
cada amostra = 16

L subpops.

subpops
estudadas

L__| De 2 amostras foram
obtidas 3 subpops de
cada amostra = 6
subpops.

Total de 200
subpops
incluidas na
genotipagem

9 subpops 208 suppops com Total de 222
perderam <4— | D final idéntica a ID e TSA subpops
viabilidade original® avaliadas

Legenda. ID: testes de identificacdo bacteriana; TSA: teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, 1D

final: identificagdo bacteriana obtida apds avaliagcdo das subpops; ID original; identificagdo bacteriana
obtida no laudo do laboratério de Bacteriologia.
* Incluindo 9 géneros.
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4.9, Amostras-controle

Para o controle de qualidade dos testes realizados no presente estudo foram
utilizadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC®) ou cepas previamente
caracterizadas no Laboratério de Epidemiologia Molecular de Infec¢gées Bacterianas do
Instituto de Microbiologia Professor Paulo de Goées (LEMIB/IMPPG). As amostras de
referéncia utilizadas incluiram Escherichia coli ATCC® 25922 e 35218, Acinetobacter
baumannii ATCC® 19606, Pseudomonas aeruginosa ATCC® 27853, Staphylococcus
aureus ATCC® 25923, Klebsiella pneumoniae ATCC® 13883 e 700603, Raoultella
terrigena ATCC® 33257, Raoultella planticola ATCC® 33531, Proteus mirabilis ATCC®

7002 e Morganella morganii Fer228.

4.10. Caracterizacéo fenotipica das subpopulacdes

Todas as amostras foram identificadas por meio de testes bioquimicos
convencionais e caracteristicas morfo-tintoriais de acordo com protocolos estabelecidos
por Mac Faddin,1976, para as enterobactérias, e Koneman, 1997, para BGNNFG. Os
testes incluiram a producao de citocromo oxidase; teste de fermentacao de carboidratos
(glicose e lactose) e producdo de gas em meio de agar triplice agucar-ferro (TSI);
motilidade, producéo de indol e producao de H,S em meio agar sulfeto-indol-motilidade
(SIM); hidrélise da uréia; descarboxilagdo de aminoacidos (lisina, ornitina e arginina);
producdo de DNAse; desaminagao da fenilalanina; utilizacdo de citrato; testes de vias
de metabolizagdo da glicose (reagdo de Voges-Proskauer e Vermelho de metila). Para

BGNNFG foram incluidos os testes de producdao de hemodlise em AS; produgdo de
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DNAse, crescimento a 42°C (para Pseudomonas) e 44°C (para Acinetobacter); teste de
via metabdlica (OF glicose 1%) e o teste de motilidade por meio da gota pendente.

Testes adicionais foram realizados para bactérias dos géneros Klebsiella e
Serratia, que incluiram o teste de adonitol segundo o protocolo recomendado por Fisher
e colaboradores (1989). Exclusivamente para Klebsiella foram realizados o teste de
crescimento a 10°C e de fermentagdo de L-sorbose (Edwards & Ewing, 1986) e
assimilagao de histamina e D-melezitose (Monnet & Freney, 1994). Esses testes foram
importantes para diferenciar Raoultella. Exclusivamente para Serratia foram realizados
os testes de utilizagdo de D-sorbitol e L-arabinose, conforme protocolo de Farmer e
colaboradores (1984) para definicado da espécie.

Para a preparacdo do inoculo a ser utilizado nos testes de identificacdo, as
amostras foram semeadas em placas de petri contendo AS através da técnica de
esgotamento em superficie. Procedida a semeadura, as culturas foram incubadas a

35°C, em aerobiose, por 24 horas.

4.10.1 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos foi determinada através do método de
disco-difusdo (Kirby-Bauer, conforme recomendag¢des do NCCLS (2004) e CLSI (2005 -
2007), exceto para polimixina que foi determinada a concentragdo minima inibitdria
(CIM) de acordo com CLSI (2005). A produgcéo de ESBL foi determinada através do
teste de disco - aproximagédo para as enterobactérias (NCCLS, 2004 e CLSI, 2005 -
2007). As amostras de P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e enterobactérias que se

mostraram resistentes a ceftazidima pelo teste de disco-difusdo foram analisadas
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através do método de disco-aproximacgao para detecgao da produgao da enzima Mbla

(Arakawa et al, 2000).

4.10.2 Teste de disco-difusdo

A partir de colénia cultivada em AS durante 24 horas a 35°C, foi realizada
suspensao de cada amostra em salina fisioldgica esterilizada, com turbidez equivalente
a escala padrao de 0,5 de McFarland. Com o auxilio de um “swab”, as suspensodes
foram semeadas na superficie do meio de agar Muller-Hinton (MHA, Merck), semeadas
em trés dire¢gdes para obter um crescimento homogénio e confluente. Posteriormente,
foram aplicados, com auxilio de uma pinga estéril, discos de papel de filtro impregnados
com antimicrobianos (Cefar Diagndéstica LTDA) na superficie do agar, com distancia

aproximada de 2,5 cm entre eles.

Antimicrobianos avaliados

Enterobactérias: amicacina, amoxacilina/ acido clavulanico, aztreonam, cefalotina,
cefepime, cefotaxima, cefoxitina, ceftazidima, ciprofloxacina, ertapenem, gentamicina,
imipenem, meropenem, piperacilina/ tazobactam e sulfametoxazol/ trimetoprim (NCCLS,
2004 e CLSI 2005 - 2007).

P. aeruginosa: amicacina, aztreonam, cefepime, ceftazidima, -ciprofloxacina,
gentamicina, imipenem, meropenem, piperacilina/ tazobactam, polimixina e ticarcilina/
acido clavulanico (NCCLS 2004 e CLSI 2005 - 2007).

Acinetobacter spp.: amicacina, ampicilina/ sulbactam, aztreonam, ceftazidima,
ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, meropenem e sulfametoxazol/ trimetoprim

(NCCLS, 2004 e CLSI 2005 - 2007).
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Stenotrophomonas maltophilia: levofloxacina, minociclina e sulfametoxazol/ trimetropim
(NCCLS, 2004 e CLSI 2005 - 2007).

Chryseobacterium spp.: amicacina, cefepime, ceftazidima, ciprofloxacina, imipenem,
piperacilina/ tazobactam, rifampicina, sulfametoxazol/ trimetropim e vancomicina (Kirby
et al, 2004).

Os testes foram incubados a 35°C por 24 horas, e a interpretacdo dos halos de
inibicao foi realizada de acordo com as recomendacgdes do NCCLS, 2004 e CLSI (2005 -
2007), com excecgao da interpretacdo do halo obtido com o disco de polimixina para P.
aeruginosa, que foi avaliado seguindo o protocolo sugerido por Gales e colaboradores
(2001). Para controle de qualidade dos testes foram incluidas as cepas-padréao ATCC

recomendadas (NCCLS, 2004 e CLSI 2005 - 2007).

4.10.3 Teste de deteccdo de producdo de beta - lactamase de espectro

ampliado

A deteccgao desta enzima foi realizada pelo método de dupla difusdo, observando-
se 0 sinergismo entre os antibidticos padronizados (Jarlier et al, 1988). Uma placa
contendo MHA foi inoculada com o auxilio de um ‘swab’ umedecido em uma suspensao
bacteriana com padrdao 0,5 da escala de McFarland. Apds a semeadura, foi aplicado
para as enterobactérias, no centro da placa, um disco de amoxicilina /acido clavulanico,
e dispostos ao seu redor, com distancia de 20mm, discos de ceftazidima, aztreonam,
cefotaxima e ceftriaxona. A leitura foi realizada apds incubacéo a 35°C por 24 horas.

O teste foi considerado positivo quando observada uma ampliagdo do halo de
inibicdo em algumas das cefalosporinas ou aztreonam, ou ainda, o aparecimento de

uma zona de inibigdo entre o disco com inibidor e uma das drogas beta-lactamicas.
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4.10.4 Teste para producao de enzima metalo-beta-lactamase

A determinagcdo da producdo Mbla foi realizada pelo método de disco-
aproximacao, proposto por Arakawa e colaboradores (2000). A partir de cultura foi feita
uma suspensao em solucdo salina esteril, com turbidez equivalente a escala 0,5 de
McFarland, que foi semeada em toda a superficie do meio MHA para obtencao de
crescimento confluente. Foram aplicados dois discos de ceftazidima, separados por uma
distancia de 5cm entre eles, e um disco de papel de filtro foi colocado proximo a um dos
discos de ceftazidima a uma distancia centro a centro de 2cm. No disco néo
impregnado, foram aplicados 3uL de acido 2-mercaptopropidnico P.A. (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO.), um inibidor de Mbla que possui a propriedade de bloquear a
acao da enzima. As culturas foram incubadas a 35°C por 18 horas. Foi considerado
positivo o surgimento ou um aumento do halo de inibicdo em torno do disco de

ceftazidima préximo ao disco contendo o inibidor.

4.10.5 Teste de diluicdo em agar e teste de difusdo em gradiente de

concentracéo

Todas as amostras de P. aeruginosa que apresentaram resisténcia para
imipenem foram submetidas ao teste de diluigho em agar e teste de difusdo em
gradiente de concentragao para a polimixina.

Para a realizagdo do teste de diluicho em agar, suspensdes das amostras
cultivadas em agar nutriente durante 24 horas a 35°C foram diluidas 1:10 em solugao

fisiologica estéril. O indéculo foi depositado com o auxilio de um replicador do tipo
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“Steers” sobre a superficie de placas contendo MHA com concentragdes crescentes de

0,5 a 32,0 pg/mL do antimicrobiano. As culturas foram incubadas por 24 horas a 35°C.

As amostras submetidas ao teste de difusdao em gradiente de concentragao teste-
E (AB Biodisk, Solna, Suécia) foram cultivadas em agar nutriente durante 24 horas a
35°C. Suspensdes de cada amostra foram preparadas em solugao fisiolégica estéril até
atingir turvagao correspondente a da escala padrao 0,5 de McFarland, e semeadas com
auxilio de “swab” na superficie do MHA. Fitas de teste-E foram aplicadas na superficie
do agar inoculado. Apds incubagao por 24 horas a 35°C, a leitura do CIM foi realizada
no ponto de insergcdo do crescimento microbiano com a fita de teste-E. As amostras de
Serratia spp. € P. aeruginosa ATCC 27853 foram utilizadas como controles de amostra

resistente e susceptivel, respectivamente.

4.11. Caracterizacdo genotipica das subpopulacées

A avaliagao da diversidade genotipica foi efetuada através da técnica de PCR.
Para as enterobactérias foi utilizado o ERIC-PCR com iniciador do tipo ERIC-2 (5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3), conforme protocolo adaptado de Pacheco e
colaboradores (1997), exceto para amostras de Serratia spp e cinco subpopulagdes de
Enterobacter aerogenes. Para estas ultimas foi utilizado RAPD-PCR conforme protocolo
de Mahenthiranlingam e colaboradores (1996) utilizando o iniciador 272 (5'-
AGCGGGCCAA-3’). As subpopulagdes das bactérias nao fermentadoras também foram
avaliadas pela técnica de RAPD-PCR conforme protocolo adaptado de
Mahenthiranlingam e colaboradores (1996) utilizando o iniciador 272 (para P.

aeruginosa) e Grundmann e colaboradores (1997) utilizando o iniciador M13 (5’-
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GAGGGTGGCGGTTCT-3’) (para Acinetobacter spp.). Amostras—controle ATCC de E.

coli, P. aeruginosa e A. baumannii foram utilizadas.

O DNA foi extraido por lise térmica (Pacheco et al, 1997) a partir de crescimento
em meio Tripticase Soy broth (TSB, Difco), para Pseudomonas e Serratia, e crescimento
em placa contendo Tripticase Soy agar (TSA, Difco), para Acinetobacter e demais
enterobactérias. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de

25uL conforme descrito a seguir, sob as condi¢des descritas na tabela 2.

- Iniciador ERIC-2: 20mM de Tris-HCI (pH 8,4); 3mM de MgCl, (Life
Technologies); 100mM de cada dNTP (Life Technologies); 1,5U de Tag DNA polimerase
(Life Technologies); 0,3mM de ERIC-2. A quantidade de DNA molde foi de 3,0uL.

- Iniciador 272: 20mM de Tris-HCI (pH 8,4); 3mM de MgCI; (Life Technologies);
250mM de cada dNTP; (Life Technologies); 5,0U de Taq DNA polimerase (Life
Technologies) ; 25mM de 272. A quantidade de DNA molde foi de 3,0uL.

- Iniciador M13: 20mM de Tris-HCI (pH 8,4); 3mM de MgCI; (Life Technologies);
250mM de cada dNTP (Life Technologies); 1,5U de Taq DNA polimerase (Life

Technologies) ; 5mM de M13. A quantidade de DNA molde foi de 2,0uL.
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Tabela 2. Condigao de amplificagao e respectivos iniciadores utilizados nas reagdes de
PCR.

Iniciador Condicdes de amplificacao

Desnaturagéo inicial (94°C/
ERIC-2: 2min), 40 ciclos de 94°C / 30s;
5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3 54°C/ 1 min; 72°C/ 4min.;

extensao final 72°C/ 1min.

Desnaturagéo inicial (94°C/
2min), 30 ciclos de 94°C/ 1min;
36°C/ 1min; 72°C/ 2min;

extensao final 72°C/ 10min

272: 5-AGCGGGCCAA-3’

Desnaturagéo inicial (94°C/
2min), 35 ciclos de 94°C/ 20s;
50°C/ 1min; 72°C/ 20s; extensao
final 72°C/ 5min

M13: 5-GAGGGTGGCGGTTCT-3’

Aliquotas de 10uL dos produtos de amplificagao adicionados a 4uL de tampao de
corrida foram aplicados em pogos em gel de agarose a 1,5% e submetidos a corrida em
tampao tris-borato EDTA sob corrente elétrica de 100 volts. O gel foi corado em brometo
de etidio a 1ug/mL e fotografado sob transiluminador UV. Como padrao de DNA para
corrida eletroforética foi utilizado 1 Kb DNA ladder para o primer ERIC-2 e 100 Kb DNA

ladder para os demais.

A interpretacéo dos resultados foi realizada por inspecao visual e com o auxilio do
programa GelCompar Il versao 4.0 utilizando coeficiente Dice de similaridade e
“‘Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Averages” (UPGMA). Para a inspeg¢ao
visual do perfil de bandas foram utilizados os seguintes critérios: (1) subpopulagdes com

perfis de bandas idénticos entre si ou apresentando até duas diferencas foram incluidas
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em um mesmo genétipo (que correpondeu a pelo menos 80% de similaridade no
dendrograma); e (2) subpopulagdes apresentando mais do que duas diferengas no perfil
de bandas foram incluidas em gendtipos distintos (Gori et al., 1996; Bois et al., 1999 e

Manges et al., 2001).

4.11.1 Caracterizagéo da presencga do gene blaspm

Para analise das amostras quanto a presenga do gene blaspm que codifica a Mbla
SPM, foi realizada reacdo de PCR utilizando-se os iniciadores SPM, descritos por Gales
e colaboradores (2003) (senso: 5-CCTACAATCTAACGGCGACC-3’; antisenso: 5'-
TCGCCGTGTCCAGGTATAAC-3’). Os parametros da reagado foram: 95°C por 5 min,
seguidos de 30 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 1 min, anelamento a 40°C por 1 min
e extensdo a 68°C por 1 min. Os produtos da amplificacdo foram revelados por meio de
eletroforese em géis de agarose a 0,8%, corados em brometo de etidio 1pg/mL e
visualizados em um transiluminador U.V. (Gales et al., 2003). Como padrao de DNA
para corrida eletroforética foi utilizado 100 Kb DNA ladder. Uma amostra de P.

aeruginosa que contém o gene blaspm foi utilizada como controle positivo.
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5 RESULTADOS

5.1 Populacao de pacientes e LBA incluidos no estudo

No presente estudo, foram analisadas 222 subpopulacbes de 46 amostras de
Gram-negativos isoladas de 33 espécimes de LBA obtidos de 27 pacientes atendidos no
HUCFF (1 da emergéncia e 26 internados), no periodo de outubro de 2002 a margo de
2003. No anexo lll estao listadas as principais caracteristicas destes pacientes. A média
da idade dos pacientes foi de 60 anos, variando de 29 a 82 anos. Na tabela 3 é

apresentada a distribuicdo dos pacientes por faixa etaria.

Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes incluidos no estudo de acordo com a faixa etaria

Faixa etaria  Numero (%) de pacientes

29-35 1(3,7)
36-45 4 (14,8)
46-55 2 (7,4)
56-65 9 (33,3)
66-75 7 (26,0)
76-82 4 (14,8)

Com relagéo a localizagdo no hospital, a maioria (70,3%) dos pacientes estava
internada na UTI, UCC e na ECI. A distribuicdo da localizacdo dos pacientes €

apresentada na tabela 4.
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Tabela 4. Distribuigcao da localizagao dos pacientes do estudo no HUCFF

Localizac&o Numero e (%) de pacientes
UTI 13 (48,1)
uccC 3(11,1)
ECI 3(11,1)
uc 2(7,4)
8D 2(7,4)
7F 1(3,7)
9C 1(3,7)
9D 1(3,7)
EMG 1(3,7)

Legenda: UTI: Unidade de Tratamento Intensivo; UCC: Unidade
Cardiaca; UC: Unidade Coronariana, ECI: Enfermaria de Cuidados
Intensivos; 8D, 7F, 9C e 9D: Enfermarias; EMG: Emergéncia.

A maioria dos pacientes (96,2%) estava sob VM: somente o paciente que se
encontrava na emergéncia nao utilizou TOT e VM e o paciente do 9D utilizou somente
TOT.

Dentre os 27 pacientes, 25 (93%) apresentavam pneumonia associada aos
cuidados com a saude, e um paciente tinha pneumonia comunitaria. Nao foi possivel
determinar o tipo de infecgdo no paciente atendido na emergéncia. Dentre os casos de
pneumonia associada aos cuidados com a saude, 25 (93%) ocorreram apds quatro dias
de internagao e foram classificados como pneumonia tardia. Nao foi possivel classificar
a infecgao no paciente atendido na emergéncia.

Com relagdo ao uso prévio de antibioticos (antes da coleta do LBA), 25 (93%)
pacientes usaram antibioticoterapia prévia, e um paciente nao utilizou. Nao foi possivel
determinar a utilizagdo de antibiéticos para o paciente atendido na emergéncia.

O exame de LBA foi realizado mais de uma vez em cinco (18,5%) dos 27
pacientes: dois LBA em quatro pacientes e trés LBA em um paciente. No total de 33
exames de LBA incluidos no estudo, 20 (60,6%) apresentaram um microrganismo

apenas e 13 (39,4%) revelaram crescimento polimicrobiano. P. aeruginosa foi o agente
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mais freqUente entre as culturas monomicrobianas (50,0%) e polimicrobianas (92,6%).

Acinetobacter spp. foi o segundo agente mais freqiente nas monomicrobianas (20,0%),

e Serratia marcescens (38,5%) o segundo mais isolado nas polimicrobianas, obtido

sempre junto com P. aeruginosa. Na tabela 5 sdo apresentados os microrganismos

encontrados nos 33 LBA.

Tabela 5. Microrganismos encontrados em 33 LBA obtidos de pacientes do HUCFF

entre outubro/02 e margo/03.

Microrganismo

Numero e (%) de LBA

LBA Monomicrobiano® (n: 20)

Pseudomonas aeruginosa 10 (30,3)
Acinetobacter sp 4 (12,1)
Klebsiella pneumoniae 3(9,2)
Enterobacter aerogenes 1(3,0)
Enterobacter cloacae 1(3,0)
Proteus mirabilis 1(3,0)
LBA Polimicrobiano® (n: 13)
Pseudomonas aeruginosa e Serratia 5(15,2)
marcescens
Pseudomonas aeruginosa e 2(6,1)
Klebsiella oxytocca
Pseudomonas. aeruginosa e 2(6,1)
Citrobacter. freundi
Pseudomonas aeruginosa e 1(3,0)
Acinetobacter sp.
Pseudomonas aeruginosa e 1(3,0)
Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa e 1(3,0)
Enterobacter aerogenes
Acinetobacter sp.e Klebsiella 1(3,0)
pnemoniae

Total 33 (100)

Legenda: a: Monomicrobiano: LBA com apenas um microrganismo; b:
Polimicrobiano: LBA com mais de um microrganismo.
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5.2 Caracterizagéo fenotipica das subpopulacdes

Utilizando-se os testes bioquimicos previamente descritos, foram descritas 222
subpopulag¢des das amostras incluidas no estudo. Em 8 espécimes de LBA (24,2%)
obtidos de 7 pacientes ocorreram discrepancias entre a identificagao inicial do
microrganismo e a identificacdo final definida para cada uma das amostras (14
subpopulagdes: 6,3% das 222). Dentre estas 8 amostras, 6 representavam
microrganismo nao-fermentador e apenas duas eram de fermentadores. Na tabela 6 séo

apresentadas estas discrepancias.

Tabela 6: Descricdo dos pacientes que tiveram isolamento de amostras com

identificacao final discrepante da original

Identificagdo original® |dentificacdo final®
Cddigo Numero de Numero d?
. . ~ . . subpopulagdes
do Microrganismo  subpopulagdes Microrganismo : AN
: : c com a identificacao
paciente avaliadas .
indicada
v Pseudomonas 5 Pseudomonas 4
aeruginosa aeruginosa
Chryseobacterim sp. 1
14 Pseudomonas 4 Pseudomonas
aeruginosa aeruginosa
Stenotrophomonas 1
maltophilia
Serratia 5 . 4
15 Serratia marcescens
marcescens
Stenotrophomonas 1
maltophilia
17 Pseudomonas 4 Pseudomonas 2
aeruginosa aeruginosa
Stenotrophomonas 2
maltophilia
18 Klebsiella 5 Klebsiella oxytocca 4
oxytocca
Klebsiella 1
pneumoniae
Citrobacter 5 3

. Citrobacter freundii
freundii
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Acinetobacter sp. 2

29 Pseudo_monas 5 Pseudo.monas 2
aeruginosa aeruginosa

Stenotrophomonas 3
maltophilia

27 Enterobacter S Enterobacter cloacae 2

cloacae
Serratia marcescens 3
Total de colbnias discrepantes 14

Legenda a. Identificacdo original: identificagdo fornecida no laudo final do Laboratério de Bacteriologia
Clinica. b. Identificagédo final: identifcacdo durante a realizagdo do presente estudo apds realizagdo de
testes bioquimicos para investigagdo de cada subpopulagéo. c. Os pacientes 14 e 17 tiveram perda de

uma subpopulagao cada.

Com relacao a diversidade de biotipos, seis pacientes apresentaram variagdo no
perfil bioquimico (tabela 7 e 8). Os testes de fermentacao da lactose, produgao de gas
de glicose e utilizacdo de citrato foram os que apresentaram variagdo dentre as
enterobactérias em seis LBAs avaliados. Na tabela 9 sdo apresentados os pacientes

com as devidas variagdes. Houve um predominio de diversidade de bidtipos em S.

marcescens. Dentre os BGNNFG nao ocorreu diversidade de bidtipos.



Tabela 7. Resultados dos testes de identificacao utilizados na diferenciacdo de 85 subpopulacdes de enterobactérias

Numero (%) de subpopulagbes com teste positivo

Teste de Identificagao K. pneumoniae K. oxytoca S.marcescens* C.freundii P.mirabilis E.cloacae E.aerogenes
(total =26) (total = 9) (total = 25) (total = 8) (total = 5) (total = 2) (total = 10)

Oxidase 0 9 (100) 25 (100) 8 (100) 5 (100) 2 (100) 10 (100)
Fermentacao da lactose 26 (100) 9 (100) 5(20,8)° 8 (100) 0 2 (100) 10 (100)
Gas a partir de glicose 26 (100) 9 (100) 4 (16,7)° 8 (100) 5 (100) 2 (100) 10 (100)
Producéo de H,S 0 0 0 8 (100) 5 (100) 0 0
Producao de indol 0 9 (100) 0 0 0 0 0
Motilidade 0 0 25 (100) 8 (100) 5 (100) 2 (100) 10 (100)
Utilizacao de citrato 26 (100) 9 (100) 25 (100) 8 (100) 2 (40)° 2 (100) 10 (100)
Lisina descarboxilase 26 (100) 9 (100) 25 (100) 0 0 0 10 (100)
Ornitina descarboxilase 0 0 25 (100) 0 5 (100) 2 (100) 10 (100)
Arginina diidrolase 0 0 0 8 (100) 0 2 (100) 0
Fenilalanina desaminase 0 0 0 0 5 (100) 0 0
Vermelho de Metila 0 0 0 8 (100) 5 (100) 0 0
Voges-Proskauer 26 (100) 9 (100) 25 (100) 0 0 2 (100) 10 (100)
Producao de urease 26 (100) 9 (100) 0 0 5 (100) 0 0
Fermentacao de adonitol 26 (100) 9 (100) 0 NR NR NR NR
Produgéo de DNAse 0 0 25 (100) 0 0 0 0
Fermentacao de L-sorbose 26 (100) 9 (100) NR NR NR NR NR
Crescimento a 10°C 0 9 (100) NR NR NR NR NR
Assimilacdo de histamina 0 0 NR NR NR NR NR
Assimilagao de D-Melezitose 0 9 (100) NR NR NR NR NR
Fermentacao de D-sorbitol NR?® NR 25 (100) NR NR NR NR
Fermentacao de L-arabinose NR NR 0 NR NR NR NR

Legenda: a . NR. Nao realizado, b. trés subpopulag¢des de pacientes diferentes e duas subpopulagdos do mesmo paciente; c. quatro subpopulagdes de
pacientes diferentes, d. duas subpopulagées do mesmo pacientes.
*Trés subpopulagdes de S. marcescens nao foram incluidas na genotipagem.



Tabela 8. Resultados dos testes de identificagdo utilizados na diferenciacao de 137 subpopulacdes de BGNNFG?

Numero (%) de subpopulagbes com teste positivo

Teste de Identificagao P. aeruginosa  Acinetobacter spp.* S. maltophilia* Chryseobacterium spp*
(total = 100) (total = 29) (total = 7) (1 amostra)
Oxidase 100 (100) 0 0 1
Fermantac&o da lactose 0 0 0 0
Gas a partir de glicose 0 0 0 0
Producao de H,S 0 0 0 0
Produgao de indol 0 0 0 1
Motilidade (gota pendente) 100 (100) 0 7 (100) 0
Utilizacao de citrato 100 (100) 29 (100) 0 1
Lisina descarboxilase 0 0 7 (100) 0
Ornitina descarboxilase 0 0 0 0
Arginina diidrolase 100 (100) 29 (100) 0 0
Fenilalanina desaminase 0 0 0 0
Producéo de urease 0 0 0 0
Produgcao de DNAse 0 0 7 (100) 1
OF glicose 1% ox® (0)4 OX (0)4
Hemolise AS® NR® 0 NR NR
Crescimeto a 42°C 100 (100) 0 NR NR
Crescimento a 44°C NR 29 (100) NR NR

Legenda: a. BGNNFG.Bastonete Gram-negativo ndo fermentador de glicose. b. OX. oxidativo c. NR. Nao realizado, d. AS agar sangue.
*Duas subpopulagdes de Acinetobacter spp e todas S. maltophilia e Chryseobacterium spp.ndo foram incluidos na genotipagem
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Tabela 9: Pacientes com subpopulagdes apresentando diferentes bidtipos

Subpopulagdes

Cadigo . : Numero de
Microrganismo < com Testes com
do subpopulagdes . . L
: . diversidade de variagao
Paciente avaliadas o
bidtipos
8 Serratia marcescens 5 1 Lac?
11 Serratia marcescens 5 1 Gas®
1 Lac
15 Serratia marcescens 4
1 Gas
1 Lac
22 Serratia marcescens 3
1 Gas
2 Lac
28 Serratia marcescens 3
1 Gas
17 Proteus mirabilis 5 2 CIT®

Legenda: a. LAC: fermentacao da lactose; b. Gas: produgao de gas a partir de glicose,
c. CIT: utilizacao de citrato.

Com relagdo ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, foram
observados 80 (36%) fendtipos de resisténcia distintos na avaliagdo das 222
subpopulagdes. No anexo IV estdo listados os perfis de susceptibilidade
encontrados e a deteccdo de beta-lactamases. Dentre os 9 géneros de
microrganismos estudados, foram encontrados multiplos perfis de resisténcia com
predominio de P. aeruginosa que apresentou 19 subpopulagdes (obtidas de 22
amostras) com multiplos perfis de resisténcia e K. pneumoniae com 7
subpopulagdes (obtidas de 6 amostras) com multiplos perfis de resisténcia. A
frequéncia de pacientes com multiplos perfis de resisténcia esta descrito na tabela
10. Susceptibilidade a polimixina foi detectada em todas as amostras de P.

aeruginosa.
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Tabela 10: Freqtiéncia de multiplos perfis de resisténcia

Numero de
Microrganismo Pacientes Pacientes b Subpops
a Subpops com
com o com MPR .
o/ \x avaliadas MPR
agente (%) (%)*
Pseudomonas aeruginosa 18 8 (44,4) 100 19 (19)
Acinetobacter sp 7 2 (28,5) 29 4 (13,7)
Klebsiella pneumoniae 6 2 (33,3) 26 7 (26,9)
Serratia marcescens 5 3 (60,0) 25 6 (24,0)
Citrobacter freundii 2 1 (50,0) 8 2 (25,0)
Enterobacter aerogenes 2 1 (50,0) 10 2 (20,0)
Enterobacter cloacae 1 1 (100) 2 2 (100)
Proteus mirabilis 1 1 (100) 5 2 (40,0)
Klebsiella oxytoca 2 0 9 0

Legenda: a. MPR: Multiplos Perfis de Resisténcia observados no teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos; b. Subpops: subpopulagdes.
*Os percentuais sao calculados sobre os pacientes com o respectivo agente.

A produgédo de beta-lactamases foi investigada em 158 subpopulagdes.
Producdo de ESBL foi investigada em 85 (38,2%) subpopulag¢des (20 amostras) de
enterobactérias. Produgédo de Mbla foi investigada em 26 (12%) subpopulac¢des (7
amostras) de P. aeruginosa, 18 (8,1%) (4 amostras) de Acinetobacter sp. e 29
(13%) (7 amostras) de enterobactérias. ESBL foi detectada em 20 (9%)
subpopulagdes de 4 amostras de enterobactérias obtidas de quatro espécimes de
LBA de quatro pacientes, e Mbla foi detectada em cinco (2,3%) subpopulagdes de
uma amostra de P. aeruginosa obtida de um LBA. Em todas as cinco
subpopulagbes, o PCR para a presenga do gene blaspm. foi positivo. Na tabela 11

sdo apresentadas as amostras positivas para as beta-lactamases.



Tabela 11: Pacientes com microrganismos produtores de beta-lactamase
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Cédigo do Numero Numero
Paciente do LBA Microrganismo de subpopulacdes
5 1 Pseudomonas aeruginosa 5
6 1 Klebsiella pneumoniae 5
17 1 Proteus mirabilis 5
19 1 Enterobacter aerogenes 5
23 1 Klebsiella pneumoniae 5
Total de subpopulagdes 25

bla

Mbla
ESBL
ESBL
ESBL
ESBL

5.3 Caracterizacdo genotipica das subpopulacdes

Um total de 200 subpopulagdes foi avaliado quanto a caracterizagdo genotipica.

Dentre as 22 subpopulacdes excluidas desta analise, 9 subpopulagdes ndo haviam

apresentado crescimento, e 13 eram discrepantes com relagdo ao microrganismo

identificado na cultura original, ou seja, do laudo obtido do laboratério de Bacteriologia.

Entretanto, a amostra de numero cinco (K. pneumoniae) do paciente 18, apesar de n&o

ter sido isolada na cultura original, foi incluida nessa avaliagdo porque o microrganismo

discrepante pertencia ao mesmo género do microrganismo original. Nesse caso, a

subpopulacgao classificada como uma espécie diferente poderia representar apenas uma

variacao fenotipica de um mesmo gendtipo, e ndo ser, em verdade, uma espécie

diferente. O total de subpopulagdes avaliadas esta demonstrado na tabela 12.
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Tabela 12: Total de subpopulagdes incluidas na analise molecular

Microrganismos N° subpopulacoes Numero de  Numero de
avaliadas (%) pacientes LBAs
Pseudomonas aeruginosa 94 (47,0) 17 22
Acinetobacter sp. 26 (13,0) 6 6
Klebsiella pneumoniae 26 (13,0) 6 6
Serratia marcescens 21 (10,5) 4 5
Enterobacter aerogenes 10 (5,0) 2 2
Klebsiella oxytoca 9 (4,5) 2 2
Citrobacter freundii 8 (4,0) 2 2
Proteus mirabilis 4 (2,0) 1 1
Enterobacter cloacae 2 (1,0) 1 1
Total 200 (100)

De um total de 80 subpopulacdes de 20 amostras de enterobactérias estudadas,
54 foram avaliadas através da técnica de ERIC-PCR, 26 através do RAPD-PCR,
(incluindo 21 subpopulagbes de S. marcescens e cinco de E. aerogenes). O tipo de
iniciador selecionado para analise foi aquele que apresentou um perfil de bandas que
permitisse maior facilidade de interpretacdo (Tenover et al, 1997). Todas as
subpopulagdes de Acinetobacter spp. e P. aeruginosa foram avaliadas por RAPD-PCR.

Para a analise dos agrupamentos, foram obtidos dendrogramas através do
programa GelCompar Il versao 4.0 utilizando o coeficiente Dice. Apos as analises
iniciais, observou-se que uma similaridade de ao menos 80% correspondia a uma
diferenca de até duas bandas, sendo esse critério adotado para definir os agrupamentos
(clusters). Na figura 2 sao apresentados exemplos dos perfis de bandas obtidos nos
testes de PCR fingerprinting. Nas figuras 3, 4, 5, 6 e 7 sdo apresentados os
dendrogramas gerados para analise dos perfis de bandeamento.

No presente estudo, foram detectados 52 gendtipos em 26 pacientes avaliados.
As amostras do espécime clinico de LBA de 19 (73,1%) pacientes eram monoclonais,
enquanto que de 7 (26,9%) pacientes eram policlonais, incluindo quatro amostras de P.

aeruginosa, uma de Acinetobacter spp., uma de K. oxytoca e uma de K. pneumoniae,
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descritos a sequir.

Dentre os 17 pacientes com amostras de P. aeruginosa (isoladas em 22 LBASs),
foram obtidas quatro (18,2%) amostras (cada uma de um paciente) que apresentaram
composi¢ao policlonal.

Dentre os 6 pacientes com amostras de Acinetobacter spp. (isoladas em 6
LBAs), foi obtida apenas uma (16,7%) com composi¢ao policlonal. Dois pacientes
apresentaram LBA com o mesmo gendtipo de Acinetobacter.

Dentre os 6 pacientes com amostras de Klebsiella sp (isoladas em 6 LBASs),
foram obtidas duas (33,3%) amostras (cada uma de um paciente) que apresentaram
composicao policlonal. Um destes pacientes apresentou LBA com uma amostra de K.
pneumoniae que incluia dois gendtipos (Kpb e Kpf). O outro paciente apresentou LBA
com uma amostra de Klebsiella que incluia quatro subpopula¢des de K. oxytoca (com
dois gendtipos: Koa e Kob) e uma subpopulagado era K. pneumoniae (genétipo Kpe).
Esses dados sédo apresentados na tabela 13, juntamente com os perfis de resisténcia
das subpopulacdes discrepantes.

Dentre outros achados dignos de nota, ressaltamos o achado de 21
subpopulagdes de S. marcescens isoladas em cinco espécimes de LBA obtidos de
quatro pacientes. Todas as 21 subpopulagbées foram incluidas em um unico gendtipo,
sugerindo a ocorréncia de transmissao cruzada deste microrganismo entre os quatro

pacientes.
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Tabela 13: Pacientes com subpopulagdes policlonais.

Cddigo NC de
do Microrganismo ~ Gendtipo Perfil de resisténcia
. subpopulagdes
paciente
1 Acinetobacter 4 Acc 0
spp. 1 Acd Atm
7 Pseudomonas 2 Pad Ami Atm Caz Cip Cpm Gen Tim
aeruginosa 2 Pac Ami Atm Caz Cip Cpm Gen Tim
Pseudomonas 2 Pal Ami Atm Cip Cpm Gen Imp Mer Ptz Tim
8 aerudinosa 1 Pal Ami Atm Cip Gen Imp Mer Tim
9 2 Pao Ami Atm Cip Gen Tim
Pseudomonas 1 Pac Ami Atm Caz Cip Cpm Gen Mer Tim
14 . 1 Pam Ami Atm Cip Gen Tim
aeruginosa
1 Pau 0
18 Klebsiella 3 Koa 0
oxytoca 1 Kob 0
Klebsiella 1 Kpe  Cfl Cfo Ctx
pneumoniae
Pseudomonas 4 Pas 0
21 .
aeruginosa 1 Paq 0
o4 Klebsiella 4 Kpf 0
pneumoniae 1 Kpb Cfl Cip Gen Sut

Legenda. 0: amostra susceptivel a todos os antimicrobianos; Ami: amicacina, Atm: aztreonam; Caz;

Ceftazidima
gentamicina,

Imp:

Clavulanico.

imipenem, Mer:

, Cfl: cefalotina, Cfo: cefoxitina, Cip: ciprofloxacina, Cpm: cefepime, Ctx: cefotaxima, Gen:
meropenem, Ptz: piperacilina/tazobactam, Tim:

ticarcilina/ac.



Figura 2: Figuras representativas
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dos padroes de bandas obtidos para

enterobactérias, P. aeruginosa., S. marcescens e Acinetobacter spp.

M 31 32333435 C 3637 38 40M

Legenda: M: marcador de peso
molecular, 31 a 35 Klebsiella

pneumoniae C: cepa ATCC, 36 a 40
Proteus mirabilis..

M 414243 44 45 46 53 47 48 52 M

Legenda: M: marcador de peso
molecular, 41 a 52 Serratia marcescens

M C C 899091929399 100 101 102 103 M

I
|

==
_— - =

Legenda: M: marcador de peso molecular, C:

cepa ATCC, 89 a 103 Pseudomonas
aeruginosa.

M 188 189 190 191 192 C 193 194 195 196 197 M

Legenda: M: marcador de peso molecular, 188
a 197 Acinetobacter spp. C: cepa ATCC.
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Figura 3: Dendrograma das enterobactérias avaliadas pelo ERIC-PCR:

Dice (Opt:0.40%) (Tol 1.5%-1.5%) (H=0.0% 5=0.0%) [0.0%-100.0%]
ERIC2

50

55
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Kpd 22.0]
88.5| 1ED‘
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8.1
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6828
42
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Pma —
80
100’
_az2| 51.5)
Eaa
1ED‘
Kpf \
100
90.0}
Kpg
Eca
20
66.4]
Cfa |
100
56.0}

Cfb mn‘
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Legenda:Kp: Klebsiella pneumoniae;

Enterobacter aerogenes; Ec: Enterobacter cloacae; Cf: Citrobacter freundii.

- .KO

Ko: Klebsiella oxytocca; Pm:

Amostra Paciente
Kp 26 6
Kp 27 6
Kp 28 6
Kp 29 6
.Kp 30 6
Kp 35 24
Kp 16 23
Kp 17 23
Kp 18 23
Kp 18 23
JKp 20 23
Kp 12 9
Kp 14 9
Kpo 1 9
Kp 15 9
Kp 13 9
..KO 2 18
KO 3 18
.KO 4 18
.KO 1 18
.KO 7 7
KO 9 7

6 7
KO 8 7
.KO 10 7
.KP 5 18
.Pm 37 17
.Pm 40 17
.Pm 36 17
.Pm 38 17
.Ea 78 26
.Ea 79 26
.Ea 80 26
.Ea 81 26
.Ea 82 26
Kp 31 24
JKp 32 24
Kp 34 24
Kp 33 24
Kp 21 25
Kp 22 25
Kp 23 25
Kp 24 25
Kp 25 25
.Ece 60 28
.Ece 62 28
..Cf 70 18
..Cf 71 18
.Cf 72 18
..Cf 65 14
..Cf 67 14
..Cf 68 14
..Cf 69 14
.Cf 66 14

Proteus mirabilis; Ea:



Figura 4: Dendrograma das amostras de S. marcescens avaliadas pelo RAPD:

Dice (Opt:0.40%) (Tal 1.5%-1.5%) (H>0.0% 5>0.0%) [0.0%-100.0%]

RAPD-272

- Amostra Paciente

3% 8 5 3 8 %
1..Sm 51 8
I..Sm 59 15
.Sm 41 1"
.Sm 42 1"
.Sm 43 1
.Sm 44 1
.Sm 45 1"
.Sm 46 8
979 .Sm 47 8
.Sm 48 8
.Sm 50 8
.Sm 52 8
.Sm 53 8
938 .Sm 54 8
.Sm 55 8
Sma .Sm 56 15
934 —'WI .8m 57 15
.Sm 58 15
.Sm 49 8
EI .Sm 83 22
.Sm 84 22

Legenda: Sm: Serratia marcescens.

Figura 5: Dendrograma das amostras de E. aerogenes avaliadas pelo RAPD:

Dice {Opt.40%) (Tol 1,5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%)

RAPD-272
~ » Amostra Paciente
.................................. _ "
Ea 75 19
| m Ea 76 19
Eab B Ea 77 19
| Ea 73 19

Legenda: Ea: Enterobacter aerogenes.



Figura 6: Dendrograma das amostras de Acinetobacter spp. avaliadas pelo RAPD:

Dce (kD 40%) (Tl 15%-1£%) H60.0% S>0.0%) [0 0k 100.04]
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Legenda: Ac: Acinetobacter.



Figura 7: Dendrograma das amostras de P. aeruginosa avaliadas pelo RAPD

Legenda: Pa: Pseudomonas aeruginosa.
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6 DISCUSSAO

Com o surgimento das técnicas de biologia molecular, houve a possibilidade da
sua utilizagdo como instrumento de observagao da diversidade entre os microrganismos
por meio da analise de similaridades e diferengcas no genoma. Assim, foi descoberto que
algumas bactérias tradicionalmente classificadas num mesmo grupo, poderiam ser tao
divergentes que necessitariam de reclassificagdo. Outras vezes, bactérias que
pertencem ao mesmo grupo podem apresentar diversidade quanto as caracteristicas
fenotipicas como forma de adaptacdo ao ambiente em que se encontram, e nao
apresentar variagdo no genotipo. Até entéo, toda avaliagao e classificacdo bacteriana
era baseada apenas em critérios fenotipicos. Com o advento dos estudos moleculares,
criou-se uma nova perspectiva. Por exemplo, em numerosos estudos relacionados a
surtos, classicamente considerados monoclonais, ficou evidenciada a natureza
policlonal (Magalhaes, et al 2003; Damjanovic & Van Saene 2003; David, et al 2006).
Além disso, a investigagao da frequéncia da diversidade de fendtipos e gendtipos pode
contribuir para uma re-avaliagdo dos procedimentos utilizados em microbiologia clinica,
para informacdes adicionais em pesquisa de colonizacdo e avaliacido de re-infeccdes
pelo mesmo microrganismo.

No presente estudo foram incluidos apenas os bacilos Gram-negativos, pois
estes sdo os predominantes em LBA no HUCFF. A prevaléncia de bacilos Gram-
negativos como agentes de pneumonia relacionada aos cuidados com a saude no
HUCFF (78%) é semelhante aquela observada em outros hospitais brasileiros (Sader,
2000). Segundo o Consenso Brasileiro de Pneumonias em Individuos adultos

Imunocompetentes (2001), a média de idade, utilizaggo de TOT e VM e



72

antibioticoterapia prévia sdo fatores que aumentam a suscetibilidade dos pacientes as
pneumonias bacterianas. Dentre os pacientes avaliados no estudo podemos observar
que aproximadamente 95% enquadram-se nesses critérios.

Em relagdo as culturas  monomicrobianas, 0s  microrganismos
predominantemente encontrados nos LBAs foram P. aeruginosa (30,3%) e
Acinetobacter spp. (12,1%), achados que estdo de acordo com aqueles descritos para
pneumonia tardia pela ATS (2005). Esses mesmos microrganismos tém sido
frequentemente encontrados no ambiente hospitalar. Entretanto, cada vez mais, é
freqlente a presenga de mais de um microrganismo como agentes etiolégicos de uma
infeccao (Sader et al, 2001; Johanson & Dever, 2003). A identificagdo correta desses
agentes pode influenciar diretamente no tratamento do paciente, principalmente devido
a associagao de P. aeruginosa e S. marcescens, relatada em quadros de pneumonias
necrotizantes em pacientes imunodeprimidos (Konemann et al, 1997°). No presente
estudo, 15,2 % dos LBAs polimicrobianos eram causados por associagdo desses
microrganismos.

Apenas dois microrganismos apresentaram amostras com mais de um bidtipo
no mesmo espécime de LBA (S. marcescens e P. mirabilis). Porém, essa diversidade
nao influenciou no processo de identificagdo desses microrganismos. Os testes que
revelaram variabilidade apresentam percentuais de variagéo ja conhecidos: € sabido
que S. marcescens apresenta uma positividade de 55% no teste de produgao de gas a
partir da fermentagao da glicose e 2% no teste de fermentagao da lactose, e P. mirabilis
apresenta positividade de apenas 65% no teste de utilizagao do citrato como unica fonte
de carbono (Oplustil, et al., 2004).

Discrepancia na identificacdo bioquimica final, realizada durante o presente

estudo, e a identificagdo original (realizada a partir de uma Uunica colbnia, ou
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subpopulagcao na rotina do Laboratério de Bacteriologia) foi encontrada entre amostras
de 7 pacientes. Infelizmente, devido a limitagbes inerentes ao desenho do presente
estudo, ndo podemos determinar se 0 microrganismo identificado na(s)
subpopulacao(des) discrepante(s) encontrava(m)-se no LBA em contagem indicativa de
pneumonia (>10* UFC/mL). Um potencial problema fica evidente com este achado: caso
a colénia da subpopulagao discrepante fosse a escolhida para a identificagao inicial (no
Laboratério de Bacteriologia) da espécie envolvida como agente etiolégico da
pneumonia, o diagnostico microbioldgico estaria comprometido. Porém, ndo podemos
dimensionar este problema porque nem sempre uma colonia apenas € selecionada no
processo de identificagdo rotineira do agente presente no LBA. Diferentemente do
processo estabelecido para realizacdo de testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos, no qual é estabelecida a necessidade de se tocar em 3-5 colbnias
(CLSI, 2003), o numero de colbnias escolhidas para a realizagao dos testes bioquimicos
de identificagcdo é variavel, na dependéncia do tamanho da colénia. Curiosamente, a
maioria das amostras com identificagado discrepante era de nao-fermentadores (6 no
total de 8 amostras). Esta observagao provavelmente reflete a maior dificuldade de
identificacdo deste grupo de microrganismos que apresentam colbnias mais
semelhantes entre si do que é observado entre as enterobactéiras.

Uma discrepancia digna de nota foi aquela encontrada no paciente 18, no qual
quatro subpopulagbes foram identificadas como K. oxytoca (indol positivo) e uma
subpopulagdo como K. pneumoniae (indol negativo). Nos laboratérios de bacteriologia
clinica o teste de indol, que pode apresentar variagbes, € o unico utilizado para
diferenciar essas duas espécies bacterianas encontradas. De fato, Maslow e
colaboradores (1993) descreveram o achado de duas amostras de Klebsiella, sendo

uma indol negativa e outra indol positiva, num mesmo espécime de urina. Os autores
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investigaram estas duas amostras em analise molecular: deteccdo do operon da
triptofanase por meio de sonda, ribotipagem e tipagem por PFGE. As duas amostras
pertenciam a um mesmo gendtipo, porém, foi observada uma mutagdo no gene que
codifica o triptofano na amostra que apresentava reagdo negativa para indol, o que
alterava o resultado fenotipico. Entretanto, diferentemente, no presente estudo, a
amostra que fora identificada como K. pneumoniae, além de nao apresentar reagao
positiva para indol, teve sua identificacdo em espécie confirmada através de testes
fenotipicos complementares, de acordo com os protocolos recomendados por Fisher e
colaboradores (1989), Edwards & Ewing, (1986) e Monnet & Freney (1994), diferindo do
estudo realizado por Maslow e colaboradores.

Considerando o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos, P. aeruginosa
apresentou maior numero de amostras com resisténcia a multiplas drogas, seguido de
Serratia marcescens, Acinetobacter sp. e K. pneumoniae. Estes resultados vém de
encontro com alguns estudos sobre bactérias multirresistentes. Por exemplo, Sader e
colaboradores (2001), ao avaliar amostras de P. aeruginosa (n=158) em espécimes
clinicos do trato respiratério inferior de pacientes com pneumonia encontraram altas
taxas de resisténcia a maioria dos antimicrobianos testados para P. aeruginosa. Os
antibidticos mais ativos foram a associagdo piperacilina / tazobactam (71,5% de
sensibilidade) e o meropenem (69,0% de sensibilidade). Neste mesmo estudo, amostras
de Acinetobacter spp. (n=68) e Klebsiella spp. (n=50) também apresentaram taxas
elevadas de resisténcia. Para Acinetobacter spp. os carbapenemicos (imipenem e
meropenem) mostraram-se os mais ativos (80,9%), seguido pela tobramicina, que inibiu
apenas 39,7%. Ja contra Klebsiella spp., 0 meropenem foi o antibiético mais ativo (100%
de sensibilidade), e Serratia spp.(n=21), que foi o microrganismo com menor

predominancia, apresentaram 100% de sensibilidade a cefepima e aos carbapenemicos
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(imipenem e meropenem). Van Eldere (2003) avaliou 7.016 amostras de P. aeruginosa
de 40 hospitais da Bélgica e Luxemburgo no periodo de abril a novembro de 1999. Este
autor concluiu que a resisténcia nesse microrganismo a penicilinas, cefalosporinas,
fluorquinolonas e aminoglicosideos pode variar de acordo com a localizagdo, mas o
desenvolvimento rapido da resisténcia € comum em todos os lugares. Noéuer e
colaboradores (2005), avaliando fatores de risco relacionados a infecgdo ou colonizagao
por P. aeruginosa multirresistentes, identificou o uso prévio de determinados
antimicrobianos (quinolonas e cefepima) como preditor de colonizagdo ou infecgao por
P. aeruginosa. Outros estudos demonstram que amostras clinicas de Klebsiella spp. séo
frequentemente multirresistentes, com uma proporgao crescente daquelas produtoras de
ESBL (Livermore, 1995; Podschun & Ulmann, 1998; Sader et al., 2004).

No presente estudo, policlonalidade foi detectada em 7 pacientes: quatro
pacientes com P. aeruginosa, um paciente com K. oxytoca, um paciente com K.
pneumoniae € um paciente com Acinetobacter spp. Dentre os 7 pacientes com
policlonalidade, também foi observada a presenca de diferencas no perfil de resisténcia
em 4 pacientes. Portanto, apenas dois pacientes que apresentaram diversidade clonal
nao tinham diversidade quanto ao perfil de resisténcia, demonstando uma correlagao
entre gendtipo e fendtipo quando levado em consideragao o perfil de resisténcia.

Segundo Berdal e colaboradores (2006), em um estudo para avaliar a dindmica
da colonizacado das vias aéreas em pacientes em uso de VM, observou-se a existéncia
de correlagédo entre os microrganismos encontrado no LBA com contagem significativa
(10 UFC/mL), traqueal e orofaringe, com predominio da monoclonalidade nas
enterobacterias (exceto dois clones de P. mirabilis) e BGNNFG. Considerando-se o
presente estudo, encontramos um predominio da policlonalidade em BGNNFG (P.

aeruginosa), diferentemente do estudo acima citado. Um outro estudo avaliou a
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colonizacao do trato digestivo (Moustaoi, et al 2004) por enterobacterias produtoras de
ESBL (14 K. pneumoniae, 10 E. coli e 5 C. diversus), em pacientes de UTI cirurgica para
avaliar o método de disseminacido dessas amostras. Esse estudo, detectou através da
técnica de PFGE a presencga policlonal das Klebsiellas (9 gendtipos), E. coli (4
gendtipos) e C diversus (2 gendtipos). Analise do perfil do plasmideo de produgéao de
ESBL, demonstrou que 7 amostras das 14 amostras de Klebsiella apresentavam o
plasmideo (quatro plasmideos diferentes), trés plasmideos foram detectados em E. coli
e dois em C. diversus. Nesse mesmo estudo pode correlacionar que uma das amostras
de E.coli transferiu por conjugacao o plasmideo para as demais E. coli e para quatro das
7 K. pneumoniae produtoras de ESBL. Esse achado é interessante se levarmos em
conta que Klebsiella foi o unico género de enterobactéria avaliado no presente estudo
que apresentou policlonalidade e que uma subpopulagdo em contato com outra que
pode ser de um mesmo microrganismo ou nao, pode transferir mecanismos de
resisténcia.

Um fato curioso foi a presenga de apenas um genétipo entre as amostras de S.
marcescens obtidas em cinco LBAs de quatro pacientes, sugerindo a ocorréncia de
transmissao cruzada entre estes pacientes. Contaminagao de broncosopio ja foi descrita
como fonte de infecgdo cruzada por este microrganismo entre pacientes (Kirschke, et al
2003) e pode ter ocorrido durante a realizagdo do presente estudo. Entretanto, apenas
dois destes pacientes estavam internados num mesmo local (UTI); os outros dois
encontravam-se internados nos setores 8D e ECI. Outros estudos mais detalhados
seriam necessarios para uma melhor compreensao da dindmica da transmissao destes
microrganismos.

De forma semelhante, dois pacientes dentre 6 que apresentaram isolamento de

Acinetobacter spp. apresentaram amostras de um mesmo gendtipo. Um paciente
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encontrava-se na emergénia e o outro na UTIl. Assim como para S. marcescens,
estudos adicionais seriam necessarios para determinar a origem deste gendtipo.

A producédo de Mbla foi detectada em apenas uma amostra de P. aeruginosa.
Em estudo realizado com amostras dos anos 1999-2000, uma elevada taxa de produgao
de Mbla foi detectada em amostras de P. aeruginosa do HUCFF (Pellegrino et al., 2002).

Segundo Damjanovic e colaboradores (2005), em situagdo de stress uma
populagdo de microrganismo pode iniciar uma “hipermutagdo”, que corresponderia a
uma mutagdo vigorosa com fins adaptativos e resultando em policlonalidade e
contribuindo para multirresisténcia.

Estudos sobre a diversidade de fendtipos e gendtipos tornam-se necessarios
para a avaliagado da populagdo de microrganismos importantes na microbiologia clinica,
sejam eles membros da microbiota ou causa de infecgdo. E possivel que o uso de
antibioticos, e até mesmo as dificuldades de implementacdo de medidas de controle de
infeccao, entre outros, sejam fatores.

Em resumo, na populagao de 27 pacientes investigada no presente estudo, um
total de 15 (55,5%) pacientes apresentou identificacdo de espécies ou géneros
bacterianos diferentes daqueles originalmente observados e/ou variagdo nos fendtipos
de resisténcia nas subpopulacdes bacterianas presentes no espécime estudado para
diagndstico microbiolégico de pneumonias. A presenga destas discrepancias e
variagbes pode gerar falhas graves no laudo microbiolégico, que poderiam tornar o
exame microbiolégico numa ferramenta inadequada para guiar o tratamento
antimicrobiano. Por outro lado, os microrganismos de um total de 7 (26,9%) pacientes
apresentaram variagdo nos genotipos encontrados em um mesmo espécime. A
presenca desta variagao pode resultar em dificuldades na tipagem de cepas durante a

investigacao de surtos. Estudos com maior numero de pacientes e em outros espécimes
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clinicos sdo necessarios para investigar melhor o fenbmeno da diversidade e avaliar se
os achados do presente estudo sao relacionados apenas a espécimes respiratérios ou
estdo presentes em outros espécimes clinicos ou associados a microrganismos

especificos.
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CONCLUSOES

Um total de 22,2% dos pacientes apresentou diversidade de biétipos.

Multiplos perfis de resisténcia foram observados em 41,6% dos pacientes.

Diversidade clonal no LBA foi observada em 26,9% dos pacientes.

Esta diversidade correspondeu a diferentes perfis de susceptibilidade,

principalmente em P. aeruginosa.

Porém, 11 (42,3%) pacientes apresentavam diversidade de fendtipos de

resisténcia sem diversidade clonal.

Um total de 4 (15,3%) pacientes apresentavam diversidade de fenotipos de

resisténcia associada a diversidade clonal.

Por outro lado, 2 (7,7%) pacientes apresentavam diversidade clonal, porém sem

variagédo no fenotipo de resisténcia.

Estudos sobre diversidade (fenotipos e gendtipos) sdo necessarios para

avaliacdo de amostras de microrganismos.
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Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. Sa. que o CEP constituido nos Termos da
Resolugdo n° 196/96 do Conselho Nacional de Saide e, devidamente
registrado na Comissio Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou ¢
emitiu parecer sobre a documentagio referente ao protocolo e seu respectivo
Termo de Consentimenio Livre e Esclarecido, conforme abaixo
discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 059/06 - CEP

Titulo: “Avaliagdo da diversidade de bidtipos e gendtipos em
amostras bacterianas associadas a pneumonia em pacientes admitidos em
um Hospital Universitdrio do Rio de Janeiro”

Pesquisador (a) responsavel: Dra. Adriana Lucia Pires Ferreira
Data de apreciagio do parecer: 04/05/2006
Parecer: "APROVADO”

Informo ainda, que V. Sa. deverd apresentar relatorio
semestral, previsto para 04/11/2006, anual ¢/ou relatorio final para este
Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VI 13.d.. da
Resolugdo n. © 196/96 — CNS/MS),

s

tenciosamente,

Prof. Luiz Ca_\’f)s Duarte de Miranda
Coordenador do CEP
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Anexo Il

Ficha Clinica:

1. Cédigo de inclusao do paciente: 2. |dade: anos.
3. Data de Nascimento: / / 4. Prontuario:
5.8Sexo:F( )0 M( )1

6. Data internacdo no HUCFF: /| 6a: Localizagao:

7 Dados do LBA

7aColetadoLBA(1): [/ | 7b: Localizagao:
7c: Microrganismo isolado:

7dColetadoLBA(2):__ /[ 7e Localizagéo:
7f Microrganismo isolado:

7g ColetadoLBA(3): [/ [ 7h. Localizagao:

7i Microrganismo isolado:

8. Internagdo em outros setores do hospital antes da coleta do LBA? ( )Sim  ( )Nao

8a: Localizagao: 8c: Localizacéo: 8e: Localizagao:

8b: admissdo: / /|  8d:admissdo: / /  8f: admisséo: [

9: Motivo da internagédo em (6):

10: Doenca de base principal:
10a. ( ) HIV 10c. ( ) DPOC 10e.( )DM
10b. ( ) TX (F/R/Pu/Pa/M) 10d. ( ) CA 10f () neutropénico

Uso de: (relacionado ao LBA)

11. TOT ( ) 11a: Data doinicio: /[

12.VM () 12a: Data doinicio: /|

13.NR( )

14: Diagndstico de pneumonia confirmado pelo médico? ( )Sim ( )Nao

Tipo de Infecgao:

15. Comunitaria ()




16. Hospitalar ( ) (Inicio dos sintomas apds 48h de admissao)

17. Importado ( )

18. Antibioticoterapia antes do isolamento do LBA?

19. Tratamento antes do isolamento:

( )Sim

( ) Nao

Antibiotico

Data do inicio

Data do término

19a

19b

19¢

19d




Anexo I11 Principais caracteristicas dos 27 pacientes atendidos no HUCFF no periodo de outubro/02 a marco/03

Cadigo Tipo de b Uso Data da Microrganismo Ndmero de:
. o —— -
dp Idade Sexo TOT/VM Doenca de Base Infeccio Localizagéo A,tb.. Coleta (nimero do LBA) Coldnias  Codigo das
Paciente prévio Estudadas  Amostras
1 62 F SIS trauma hepatico H UTI S 18/11/02  Acinetobacter sp(1) 5 198 a 202
28/12/02  Pseudomonas aeruginosa(2) 5 125a129
Pneumonia .
2 66 F SIS . H UTI S 07/01/03  Acinetobacter sp 5 203 a 207
hospitalar
3 82 M N/N | | EMG | 10/01/03  Acinetobacter sp 5 1932197
4 81 F SIS miocardipatia H uTl | 18/10/02  Acinetobacter sp 5 188 a 192
isquémica
5 65 M SIS pneumonia H UTI S 13/01/03  Pseudomona. aeruginosa(1) 5 173 a 177
Acinetobacter sp(1) 4 213 a 217
26/01/03  Pseudomonas aeruginosa(2) 5 178 2 182
5 a4 M SIS mielomamaltiplo  H uTI S 28/10/02 Acinetobacter sp 3 208 2 Le
K.lebsiella pneumoniae 5 2630
7 61 F SIS cirrose alcodlica H 7F S 16/10/02  Pseudomonas aeruginosa 4 85a 88
Chryseobacterium sp.* 1 00
Klebsiella oxytocca 5 6a10
8 29 F s/s Ne”mtgﬁﬁ'/asmose H UTI S 13/10/02 Pseudomonas aeruginosa(l) 5 89293
Serratia marcescens(1) 5 46 a 50
21/10/02  Pseudomonas aeruginosa(2) 5 94 a 98
Serratia marcescens(2) 5 51ab52
9 77 M SIS Ulcera duodenal H ECI S 29/10/02  Pseudomonas aeruginosa 5 992103
Klebsiella pneumoniae 5 11a15
10 68 F SIS cardiomegalia H 8D 17/02/03  Pseudomonas aeruginosa 5 104 a 108
11 62 M s/s C?g';’g:sa H 8D 22/10/02  Pseudomonas aeruginosa 5 109 a 113
Serratia marcecens 5 41a45
12 73 F SIS volvo de sigmdide H UTI S 24/10/02  Pseudomonas aeruginosa 5 115a119
13 57 M SIS pneumectomia H oC S 21/01/03  Pseudomonas aeruginosa 5 120a 124
14 57 M SIS AVE isquémica H UTI S 26/12/02  Pseudomonas aeruginosa 3 185 a 187
Stenotrophomonas
maltophilia* 1 209
Citrobacter freundii 5 65 a 69
44 M SIS sindrome a'f‘“' ECI 26/11/02  Pseudomonas aeruginosa 4 130 a 133
15 corpo anti- H S
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Caodigo Uso NUmero de:

d_o Idade Sexo TOT/VM? Doenca de Base IT]:CZSQ%% Localizacao” Atb_. %z;tiae;jaa (ntﬂxer?or%i)ml_sg&) Colbnias  Codigo das
Paciente prévio Estudadas  Amostras
fosfolipideo
Serratia marcescens 4 56 a 59
Stenotrophomonas
maltophilia* 1 210
16 76 F SIN aneurisma basilar H aD N 10/02/03  Pseudomonas aeruginosa 5 134 a 138
17 75 F SIS tumoracao H ucC S 18/12/02  Proteus mirabilis(1) 5 36 a40
29/01/03  Pseudomonas aeruginosa(2) 2 139 ¢ 141
Stenotrophomonas
maltophilia(2)* 2 140e 142
18 66 M SIS | H uccC S 25/11/02  Pseudomonas aeruginosa(1) 5 143 a 147
Klebsiella oxytocca(l) 4 la4d
Klebsiella pneumoniae(1)* 1 5
29/11/02  Pseudomonas aeruginosa(2) 5 148 a 152
Citrobacter freundii(2) 3 70a72
Acinetobacter sp(2)* 2 215e 218
17/12/02  Pseudomonasaeruginosa (3) 5 153 a 157
19 70 F SIS trauma H UTI S 03/02/03  Pseudomonas aeruginosa 5 158 a 162
Enterobacter aerogenes 5 73a77
20 63 F SIS céncer de ovario H UTI S 05/02/03  Pseudomonas aeruginosa 5 163 a 167
21 65 F SIS insuficiéncia renal C UTI S 06/12/02  Pseudomonas aeruginosa 5 168 a 172
22 47 F SIS Pneumonia H uTl S 20/11/02  Pseudomonas aeruginosa 2 183 a 184
comunitaria
. 83,84¢€
Serratia marcescens 3 114
Stenotro_p_homonas 3 219 3 221
maltophilia*
23 74 M SIS peritonite quimica H ECI S 02/01/03  Klebsiella pneumoniae 5 16a20
24 42 M SIS m%:;'g;:g:'a H uc S 18/11/02  Klebsiella pneumoniae 5 31a35
25 46 M SIS reticulite ulcerativa H UTI S 07/11/02  Klebsiella pneumoniae 5 21a25
26 38 M SIS esternose mitral H uccC S 26/12/02  E.nterobacter aerogenes 5 78 a 82
27 57 F SIS insuficiéncia mitral H uccC S 24/01/03  Enterobacter cloacae 2 60 e 62
Serratia marcescens* 3 61, 63 e 64

Legenda: a.TOT/VM: tubo-oro-traqueal/ventilagdo mecanica; S/S: Sim/Sim; N/N: Nao/Nao; S/N: Sim/N&o; b. H: hospitalar, c. comunitario, I: falta de informagao, c. UTI:Unidade
de tratamento intensivo; EMG: emergéncia; AMB: ambulatério,ECI: Enfermaria de cuidados intensivos;UC: unidade coronariana, UCC: Unidade, cardiaca,7F,8D, 9C e 9D:
enfermarias; d: Atb.: antibiético, e: LBA: lavado bronco-alveolar.

*Microrganismo nao identificado na cultura original, portanto, ndo considerado como agente etiolégico presente no LBA.
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Anexo IV: Perfil de resisténcia e respectivos fenotipos dos microrganismos identificados em LBA de 27 pacientes.

Cddigo N do LBA® Numero ; Nc,) Qe
do Bmero ° © Identificagéo de Perfil de Resisténcia” Rla® enotipos
. ata da Coleta g encontrado
Paciente colbnias s
1 1-18/11/02 Acinetobacter spp 4 0 - 2
1 Atm Sut -
2 —28/12/02 Pseudomonas aeruginosa 5 Ami Cip Gen Atm - 1
2 1-07/01/03 Acinetobacter spp. 5 Ami Atm Cip Cpm Sut Caz - 1
3 1-10/01/03 Acinetobacter spp. 5 Ami Atm Cip Cpm Sut Caz - 1
4 1-18/10/02 Acinetobacter spp. 5 Ami Gen Atm Cip Cpm Sut Caz - 1
5 1-13/01/03 Acinetobacter spp. 2 0 - 2
2 Atm -
Pseudomonas aeruginosa 5 Ami Caz Cip Gen Imp Mer Cpm Mbla® 1
2 —26/01/03 Pseudomonas aeruginosa 3 Ami Cip Gen Atm - 2
2 Ami Cip Gen Tim Atm -
6 1-28/10/02 Acinetobacter spp. 3 Ami Gen Atm Cip Cpm Sut Caz - 1
Klebisiella pneumoniae 5 Cpm Caz Ctx Cfl Gen Ami Atm Sut Cip ESBL® 1
7 1-16/10/02 Pseudomonas aeruginosa 4 Ami Caz Cip Gen Tim Cpm Atm - 1
Chryseobacterium sp*. 1 Ami Imp - 1
Klebsiella oxytocca 5 0 - 1
8 1-13/10/02 Pseudomonas aeruginosa 2 Ami Cip Gen Imp Ptz Tim Mer i 3
Cpm Atm
2 Ami Cip Gen Tim Atm -
1 Ami Cip Gen Imp Tim Mer Atm -
Serrartia marcescens 3 Caz Ctx Cfo Cfl Amx Gen Ami Sut - 2
2 Caz Ctx Cfo Cfl Amx Gen Ami Sut Cip -
2 —21/10/02 Pseudomonas aeruginosa 4 Ami Cip Gen Atm - 2
1 Ami Cip Gen Tim Atm -
Serratia marcescens 3 Caz Ctx Cfo Cfl Amx Gen Ami Sut - 2
2 Caz Ctx Cfo Cfl Amx Gen Ami Sut Cip -
9 1-29/10/02 Pseudomonas aeruginosa 5 Ami Caz Cip Gen Ptz Tim Cpm Atm - 1
Klebsiella pneumoniae 5 0 - 1
10 1-17/02/03 Pseudomonas aeruginosa 5 0 - 1
11 1-22/10/02 Pseudomonas aeruginosa 5 Ami Cip Gen - 1
Serratia marcescens 5 Cfo Cfl Amx Gen Ami Sut Cip - 1
12 1-24/10/02 Pseudomonas aeruginosa 3 Ami Cip Gen Tim Cpm Atm - 2

86



N° de

Cadigo . a Numero »
do  NimerodoLBA e ldentificagdo de Perfil de Resistancia® pla°  fendtipos
Paciente ata da Coleta colbnias encontrado
s
2 Ami Cip Gen Tim Atm -
13 1-21/01/03 Pseudomonas aeruginosa 5 Ami Caz Cip Gen Imp Ptz Tim Mer Cpm Atm - 1
14 1-26/12/02 Pseudomonas aeruginosa 1 Ami Caz Cip Gen Tim Mer Cpm Atm - 3
1 Ami Cip Gen Tim Atm -
1 0 -
Stenotrophomonas maltophilia* 1 0 - 1
Citrobacter freundii 5 Cfo Cfl Amx Sut - 1
15 1-26/11/02 Pseudomonas aeruginosa 3 Ami Caz Cip Gen Imp Tim Mer Cpm Atm - 2
1 Ami Caz Cip Gen Imp Ptz Tim Mer Cpm Atm -
Serratia marcescens 4 Ctx Cfo Cfl Amx Gen Ami Ptz Cip - 1
Stenotrophomonas maltophilia* 1 0 - 1
16 1-10/02/03 Pseudomonas aeruginosa 5 0 - 1
17 1-18/12/02 Proteus mirabilis 3 Ctx Cfl Gen Sut Cip ESBL 2
2 Cpm Ctx Cfl Gen Sut Cip ESBL
2 - 29/01/03 Pseudomonas aeruginosa 2 Ami Caz Cip Gen Imp Ptz Tim Mer Cpm Atm - 1
Stenotrophomonas maltophilia* 2 0 - 1
18 1-25/11/02 Pseudomonas aeruginosa 5 Tim Atm - 1
Klebsiella oxytocca 4 0 - 1
Klebsiella pneumoniae* 1 Ctx Cfo Cfl - 1
2—29/11/02 Pseudomonas aeruginosa 5 0 - 1
Citrobacter freundii 2 Caz Cfo Cfl Amx - 2
1 Caz Ctx Cfo Cfl Amx Atm -
Acinetobacter spp.* 2 0 - 1
3-17/12/02 Pseudomonas aeruginosa 5 0 - 1
19 1-03/02/03 Pseudomonas aeruginosa 2 Ami Cip Gen Imp Mer - 3
2 0 -
1 Gen Imp Mer -
Enterobacter aerogenes 3 Cpm Caz Ctx Cfo Cfl Gen Atm Ptz Cip ESBL 2
2 Cpm Caz Ctx Cfo Cfl Amx Gen Atm Ptz Cip ESBL
20 1-05/02/03 Pseudomonas aeruginosa 4 Ami Cip Gen Imp Tim Mer Atm 2
1 Ami Cip Gen Imp Tim Mer Cpm Atm
21 1-06/12/02 Pseudomonas aeruginosa 5 0 1
22 1-20/11/12 Pseudomonas aeruginosa 2 Ami Cip Gen Tim Atm - 1
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N° de

Cadigo Numero

. a »
do  NimerodoLBA e ldentificagdo de Perfil de Resistancia® pla°  fendtipos
Paciente ata da Coleta colbnias encontrado
s
Stenotrqphomonas > Lvx Min - 2
maltophilia*
1 0 -
Serratia marcescens 2 Caz Ctx Cfo Cfl Amx Gen Ami Cip - 2
1 Caz Ctx Cfo Cfl Amx Gen Ami Sut Cip -
23 1-02/01/03 Klebsiella pneumoniae 1 Ctx Cfl Gen Ami Atm Ptz Sut Cip ESBL 5
1 Cpm Ctx Cfl Gen Ami Atm Ptz Sut Cip ESBL
1 Cpm Caz Ctx Cfl Gen Ami Atm Ptz Sut ESBL
Cip
1 Caz Ctx Cfl Gen Ami Atm Ptz Sut Cip ESBL
1 Cpm Caz Ctx Cfl Amx Gen Ami Atm Ptz ESBL
Sut Cip
24 1-18/11/02 Klebsiella pneumoniae 4 0 - 2
1 Cfl Gen Sut Cip -
25 1-07/11/02 Klebsiella pneunoniae 5 Sut - 1
26 1-26/12/02 Enterobacter aerogenes 5 Cfo Cfl Amx - 1
27 1-24/01/03 Enterobacter cloacae 1 Cfo Cfl Amx - 2
1 Cfo Cfl -
Serratia marcescens* 3 Cfl Amx - 1

Legenda: a: LBA: Lavado bronco-alveolar. b: Perfil de resisténcia: Ver secdo Material e Métodos para definicao de antimicrobianos testados para cada
grupo de microrganismos. Ami: amicacina,Amx: amoxacilina/acido clavulanico, Atm: aztreonam,Caz:ceftazidima, Cpm: cefepima, Ctx: cefotaxima,

Cfo: cefoxitina, Cfl: cefalotina, Cip: ciprofloxacina, Gen: gentamicina, Imp: imipenem, Lvx: levofloxacina, Min: minociclina, Mer: meropenem, Ptz: piperacilina
/tazobactam, Sut: sulfametoxazol/trimetropim, Tim: ticarcilina/acido clavulanico.. c: Rla: Beta-lactamase adquirida detectada; d: Mbla: metalo -R -lactamase
detectada em bacilos gram negativos ndo-fermentadores e enterobactérias; e: ESBL: B — lactamase de espectro estendido detectados em enterobactérias.
*Microrganismo nao identificado na cultura original, portanto, ndo considerado como agente etioldgico presente no LBA.
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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