PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM

UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
} INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS
IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

Surto por Pseudomonas aeruginosa tesistente ao
imipenem nas Unidades de Terapia Intensiva/Adulto

de dois hospitais de Uberlindia-MG

RENATA CRISTINA CEZARIO

UBERLANDIA
JULHO — 2008



UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
IMUNOLOGIA E PARASITOLOGIA APLICADAS

Surto por Pseudomonas aeruginosa tesistente ao
imipenem nas Unidades de Terapia Intensiva/Adulto

de dois hospitais de Ubetlindia-MG

Tese apresentada ao Colegiado do
Programa de Pos-graduagio em
Imunologia e Parasitologia Aplicadas
como requisito parcial para obtengdo
do titulo de Doutor em Ciéncias.

Renata Cristina Cezario

Prof. Dr. Paulo Pinto Gontijo Filho (orientador)

Profa. Dra. Ana Licia da Costa Darini (co-orientadora)

UBERLANDIA
JULHO- 2008



Dados Internacionais de Catalogagao na Publicacio (CIP)

C425s Cezario, Renata Cristina, 1975-
Surto por Pseudomonas aeruginosa resistente ao imipenem em duas
unidades de terapia intensiva de dois hospitais de Uberlandia / Renata
Cristina Cezdrio. - 2008.
76 f. il

Orientador: Paulo Pinto Gontijo Filho.

Dissertacio (mestrado) — Universidade Federal de Uberlandia, Pro-
grama de P6s-Graduagido em Imunologia e Parasitologia Aplicadas.

Inclui bibliografia.

1. Infecg@o hospitalar - Teses. I. Gontijo Filho, Paulo Pinto. II. Uni-
versidade Federal de Uberlandia. Programa de P6s-Graduacdo em Imu-
nologia e Parasitologia Aplicadas. IIL. Titulo.

CDU: 616.98:615.478

Elaborado pelo Sistema de Bibliotecas da UFU / Setor de Catalogacéo e Classificagdo

iii



Trabalho foi realizado no Laboratério de Microbiologia da Area de Imunologia,
Microbiologia e Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal
de Uberlandia, sob orientacao do Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho, com auxilio financeiro

da CAPES.

A Eletroforese em Campo Pulsado foi realizada no Laboratério Especial de
Bacteriologia e Epidemiologia Molecular (LEBEM) da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo, sob a responsabilidade da

Profa. Dra. Ana Lucia da Costa Darini.

A pesquisa de protefnas de membrana externa foi realizada no Laboratério de
Biologia Molecular (BIOMOL) da Area de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia, sob a

responsabilidade da Profa. Dra. Maria Aparecida de Souza.



DEDICO ESTE TRABALHO COM

TODO AMOR E CARINHO A0 MEU

ESPOSO ALEXANDRE, A MINHA
MAE NEUSA, MEU PAI
ANTONIO E MINHAS IRMAS
ANA PAULA E PATRICIA PELO

APOIO E COMPREENSAO

DURANTE ESTA CAMINHADA



“...cada cientista tem a obrigacdo de expor-se
para, no final, enriguecer-se com as criticas ou

reconhecimentos de seus pares”

HAGUETIE, 1992

vi



vii

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus pela vida, pelos pais que me deste, pela saude e sabedoria para
discernir o caminho cetto;

Ao meu esposo pela amizade, carinho e companheirismo;

Aos meus pais pelo apoio, esforco, carinho, amizade;

Ao meu orientador Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho pela paciéncia, dedicagio e
doutrina;

A minha co-otientadora Profa. Dra. Ana Lucia da Costa Darini pelo apoio,
colaboracio, dedicagio e paciéncia;

A Profa Dra. Maria Aparecida de Souza, Profa. Dra. Janethe D. Penna e ao Prof.
Dr. Fabio Oliveira pela colaboragio e dedicacio;

Ao Prof. Geraldo Mello pela convivéncia e ensinamentos;

As minhas amigas Cristiane, Dariana, Denise, Dayane, Helisingela, Karinne, Lilian,
Lizandra, Rosineide e por dividirem comigo todos os momentos desta jornada;

A Joseane Cristina, Izabel Cristina (LEBEM) e Patricia de Castilhos (BIOMOL)
pela colaboragio e amizade;

Aos colegas do laboratério: Juliana, Elias, Michel, Glaucio, Rodolfo, Renan,
Alexandre, Cristiano, Lufs Fernando, Monik, Daiane, Marcilia, Jaqueline, Ana Paula pela
convivéncia;

Aos técnicos do Laboratério de Microbiologia do ARIMP, Claudete, Ricardo e
Samuel, pela amizade;

Aos técnicos do laboratério de Microbiologia do HC-UFU, Tomas, Léa, Graca pela
amizade e colaboragdo para que este fosse desenvolvido;

Ao Neto, Lucileide e Jorge pela amizade e paciéncia.



viii

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ARIMP/UFU= Area de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Uberlandia

BHI= “Brain Heart Infusion”

CI= “Confidence Intervals”

ESBL= “Extended-Spectrum B-lactamases”

HC-UFU= Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
HSC= Hospital Santa Catarina

IH= Infec¢bes Hospitalares

MBL= Metalo-B-lactamase

MHA= “Muller Hinton Agar”

MHB= “Muller Hinton Broth”

MPA= “ 2-mercaptopropinic acid”

NNIS= “Nosocomial Infection Surveillance”

NPRS= “Nosocomial Pathogens Resistance Surveillance”

OR= “Odds Ratio”

PAV= Pneumonia associada a ventilacio mecanica

PFGE= ‘“Pulsed-field gel electrophoresis”

SDS-PAGE= Sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
UFC/mL= Unidade Formadoras de Colonias por mililitro

UTI= Unidade de Terapia Intensiva

TSA= “Trypticase Soy Agar”

TSB= “Trypticase Soy Broth”



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Distribuicio temporal de pacientes infectados por P. aeruginosa resistente
ao imipenem internados na UTI de adulto do hospital B, no petiodo de
novembro/03 a setembro/04.

Figura 2. Freqiiéncia dos fenétipos AmpC induzido, MLB-EDTA ¢ MBL-MPA
em isolados de P. aeruginosa resistente ao imipenem de pacientes internados no
hospital B.

Figura 3. Distribuicio temporal dos pacientes infectados por P. aeruginosa resistente
ao imipenem internados na UTI de adulto do hospital A, no periodo de
outubro/2003- outubro/2005.

Figura 4. Progressio dos casos de infecgdo por P. aeruginosa resistente a imipenem
em fun¢do da relacio especial/temporal na UTI de adulto no hospital A, no
petiodo de outubro/2003 a setembro/2005. Letras maitsculas apds os casos de
infec¢io indicam o perfil clonal da linhagem de P. aeruginosa pela analise em PFGE
Figura 5. Frequéncia das amostras de P. aernginosa resistente ao imipenem
produtora de AmpC induzida, MBL-EDTA ¢ MBL-MPA.

Figura 6. Analise eletroforética das proteinas da membrana externa das amostras
de P. aeruginosa resistente ao imipenem

Figura 7. Resultado do dendrograma de uma analise computadorizada dos perfis
do ctDNA de P. aeruginosa em PFGE

23

24

26

28

30

31

36

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes infectados por P. 22

aeruginosa resistente ao imipenem internados na UTI do hospital B

Quadro 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes infectados por P. 25

aeruginosa internados na UTT do hospital A



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Infec¢oes por P. aeruginosa resistente ao imipenem nos pacientes 21
internados na UTI de adultos no hospital A e B, durante os periodos de
novembro/03 a setembro/04 (B) e novembro/03 a julho/05 (A)

Tabela 2. Perfil de resisténcia de isolados de P. aeruginosa nos pacientes 29
internados na UTI de adultos do hospital A, no petiodo de novembro/03 a
julho/05

Tabela 3. Prevaléncia de pacientes colonizados por P. aernginosa na UTI de 32
adultos do hospital A, durante o surto

Tabela 4. Contaminacio de superficies proximas aos pacientes 33
colonizados/infectados por P. aeruginosa na UTI de adultos do hospital A

Tabela 5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de P. 33
aeruginosa provenientes de coloniza¢do em pacientes e contaminac¢do do ambiente

no hospital A

Tabela 6. Anilise univariada dos fatores de risco para infecgdes associadas a P. 34
aeruginosa resistente a imipenem em pacientes da UTI de adultos do hospital A

Tabela 7. Anilise multivariada de fatores de risco para aquisi¢io de infec¢bes 35
associadas a P. aernginosa resistente a imipenem em pacientes da UTI de adultos

do hospital A

Tabela 8. Caracteristicas epidemioldgicas classicas e moleculares dos 24 isolados 37
de P. aeruginosa resistente ao imipenem proveniente de infec¢ées em pacientes
internados nos Hospitais A ¢ B



SUMARIO

RESUMO Xi
ABSTRACT Xii
1-INTRODUCAO 1
2-JUSTIFICATIVA 7
3-OBJETIVOS 8
4-CASUISTICA E METODOS 9
4.1-DESENHO DO ESTUDO 9
4.1.1-Hospitais e Unidades de Terapia Intensiva 9
4.1.2-Descri¢io do surto 9
4.1.3-Definicoes
-Infeccdo hospitalar 10
-Pneumonia associada a ventilacio mecanica
4.1.4-Pesquisa de coloniza¢iao nos pacientes e contamina¢ao ambiental por P. aeruginosa 10
na UTT de adulto do HC-UFU

4.2-TECNICAS MICROBIOLOGICAS 11
4.2.1-Coleta 11
4.2.2-Cultivo primario e identificagio de P. aeruginosa 11
4.2.3-Estocagem 11
4.2.4-Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos 12

4.2.4.1-Teste de Difusiao em Agar 12
4.2.5-Detecgio fenotipica de amostras produtoras de B-lactamases 12
4.2.5.1-Fenétipo de B-lactamases de espectro ampliado 12
4.2.5.2-Fenétipo AmpC induzida 13
4.2.5.3-Fen6tipo Metalo-B-lactamase 14

4.3-EXPRESSAO DAS PROTEINAS DA MEMBRANA EXTERNA 15
4.3.1-Extracio das proteinas 15
4.3.2-Preparo e corrida do gel de poliacrilamida 16

4.4-TIPAGEM MOLECULAR
4.4.1-Eletroforese em gel de Campo Pulsado (PFGE) 17
4.4.2-Extracao do DNA gen6émico 17
4.4.3-Preparo do Gel de agarose 17
4.4.4-Eletroforese em Campo pulsado 18

5-ASPECTOS ETICOS da PESQUISA 19

6-ANALISE ESTATISTICA 19

7-RESULTADOS 20

7.1-Surto por P. aeruginosa resistente ao imipenem em duas UTIs de adulto de dois 20
hospitais de Ubetlandia

7.2-Hospital Santa Catarina (B) 21
7.3-Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (A) 24
7.4-Pesquisa de resisténcia ao imipenem por mecanismo de perda de porina-andlise das 30
proteinas da membrana externa

7.5-Colonizagao de pacientes e contaminacido ambiental por P. aeruginosa na UTI do 32

hospital A

7.6-Investigacio do surto por meio do estudo caso x controle no hospital 34

7.7-Analise do perfil de macrorestricio do ctDNA de P. aeruginosa pela PEGE 35
8-DISCUSSAO 38
9-CONCLUSOES 46
10-REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 47
11-APENDICE

11.1-Ficha infeccio/colonizacio 63
12-ANEXOS

12.1- Aprovagio do Comité de Etica 64



RESUMO

Foi investigado um surto por Pseudomonas aeruginosa, resistente ao imipenem quanto aos
aspectos epidemiolégicos classicos e moleculares, em duas UTIs mistas de adultos de dois
hospitais de Uberlandia. No total, foram envolvidos 68 pacientes, 47 pacientes no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (A) e 21 no Hospital Santa Catarina (B),
internados a partit de novembro/03 a julho/05, e setembro/04, respectivamente. Foi
realizado um estudo caso-controle incluindo 47 pacientes infectados por P. aeruginosa
(casos) e 122 pacientes internados no mesmo periodo sem infec¢do (controles), apenas no
hospital (A), considerando dados demograficos, clinicos e epidemiolégicos. As amostras de
P. aernginosa foram analisadas quanto ao espectro de resisténcia “in vitro” pela técnica de
difusio em gel, a presenca dos fenétipos: metalo-B-lactamase (MBL), AmpC induzida e
presenca de protefnas da membrana externa. Adicionalmente, foram realizadas culturas de
ambiente e das mados dos profissionais da unidade do hospital (A). O caso-indice
identificado no hospital “A” correspondeu a uma paciente cirtrgica, transferida do hospital
(B), sob ventilacio mecanica, que desenvolveu pneumonia associada a ventilacio (PAV)
por P. aeruginosa resistente ao imipenem. A relacdo temporal e espacial foi investigada para a
maioria (94,0%) dos pacientes internados no hospital (A). Entre as infec¢bes, as PAVs
(77,0%) foram predominantes nas duas unidades. A maioria das amostras resistentes ao
imipenem (94,0%) apresentou resisténcia aos outros antimicrobianos, exceto a polimixina.
A resisténcia ao imipenem e demais B-lactamicos ocorreu provavelmente, pela inativa¢do
enzimatica por MBL (66,0%); hiper-producio de AmpC induzida (31,0%) somada a perda
da porina D. A ventilagio mecanica, traqueostomia e a prescricio de imipenem foram os
fatores de risco significativos quando da analise multivariada. Foi detectada no hospital (A)
uma policlonalidade com predominio do clone A no primeiro ano de estudo e este mesmo
foi identificado no hospital (B). A ocorréncia de um surto relacionado a um clone
predominante é sugestivo de uma disseminac¢io horizontal intra e interhospitalar, resultante
de praticas de controle e prevencdao de infecgdes hospitalares inadequadas. Embora, as
questdes relativas a politica de uso de antibidticos possam resultar numa pressio seletiva,
bem como na presenca de policlonalidade como documentado em infec¢des de natureza
endémica, estas ndo podem ser esquecidas em situa¢Ses de surtos.

Palavras chaves: surto, P. aernginosa resistente ao imipenem; metalo-3-lactamase, unidades
de terapia intensiva.
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ABSTRACT

One outbreak by imipenem-resistant Pseuxdomonas aeruginosa, were investigated in
regard to classics and molecular epidemiology aspects in two adult mixed intensive care
unit (ICU) in two hospitals of Uberlandia. As a whole, 68 patients were involved: 47 from
the Hospital de Clinicas (A) of the Universidade Federal de Uberlandia and 21 from the
Hospital Santa Catarina (B), admitted in the petiod Novembetr/03 to october/05 and
September/o4, respectively. A control-case study was catried out: including 47 cases
(patients infected by P. aeruginosa) and 122 controls (patients admitted and not infected by
P. aernginosa in 1CU) only in the hospital (A), the epidemiologic, clinical and demographic
data have been considerate. The antibiotics susceptibility in vitro was analyzed by diffusion
in gel technique, and phenotypes presence: metallo-3-lactamase (MBL), inducible AmpC
and outer membrane protein. Research of environment contamination and health staff’s
hands in hospital (A) ICU were carried out, additionally. The index-case was detected in
November/03, the surgical patient had been transferred to the hospital (B), who had been
subjected to mechanical ventilation and developed ventilator-associated pneumonia (VAP)
by imipenem-resistant Pseudomonas aernginosa in the hospital (A). A temporal/special
relationship was detected in most (94.0%) patients in hospital (A). The pneumonia was the
predominant infection (77.0%) both units. The majority of the samples imipenem-resistant
Psendomonas aernginosa (94.0%) were resistants others antimicrobials, except polimixin. The
imipenem-resistant and others B-lactamics took place by means enzymatic inactivation
MBL (66.0%), the hyperproduction inducible AmpC (31.0%) added to the loss of porina
D. The mechanical ventilation, tracheostomy and the imipenem prescription were
significant risk factors in multivariate analysis. A policlonality in the hospital (A) with
prevailing the clone A in the first year of the research as well as in the hospital (B) was
identified. The happening of the outbreak related to the predominant clone, suggests a
horizontal transmission intra and interhospital induced by controls practices and
prevention measures of nosocomial infections inadequate. Although the questions related
to the policies of the used of antimicrobials may produced a selective pressure as well as in
the presence of policlonality as confirmed by epidemic infections, these ones can not be
forgotten in situations of outbreaks.

KEY WORDS: outbreak, imipenem-resistant Pseudomonas aeruginosa, metallo-3-
lactamase, intensive care units



1. INTRODUCAO

Psendomonas aernginosa é um patégeno hospitalar importante particularmente nas unidades
de terapia intensiva (UTIs), de queimados e oncologia (RICHARDS et al, 1999; WALSH et al,
2005). Nestas unidades, ¢ caracterizado como o principal patégeno nosocomial, relacionado a
pneumonia, representando cerca de 50% das infecgdes hospitalares que na sua maioria estio
associadas a utilizacdo de ventila¢io mecanica, denominadas como pneumonia associada a
ventilacio mecanica (PAV) que se desenvolve apds 48 horas de intubagdo endotraqueal e
ventilacdo mecanica (CHASTRE, FAGON, 2002; RELLO et al , 20006).

No geral, as infec¢oes hospitalares (IH) por P. aeruginosa correspondem a
aproximadamente 10% das infecgbes, com participagao importante nas infecgoes do trato
urinario (12%), corrente sanguinea (10%) e de sitio cirdrgico (8%), além das pneumonias
(17,4%) (KLUYTMANS, 1997; MAYHALL, 1997; POLLACK, 2003).

A internacdo em unidades criticas, quando acrescida ao imunocomprometimento, 4 idade
avancada, ao tempo de hospitalizacio prolongado, as comorbidades como neoplasia, a
gravidade da doenca, ao uso de procedimentos invasivos, destacando a prétese ventilatoria e ao
periodo de uso da ventilagio mecanica, a coloniza¢io prévia nas mucosas da orofaringe e
intestinal dos pacientes criticos e adicionalmente, ao uso de antimicrobianos prévio sido
caracterizados como fatores pré-disponentes importantes para infeccdo por Pseudomonas
aernginosa (HARRIS et al 2002; OHARA, ITOH, 2003; RICHET, 2003; ALOUSH et al, 20006).

Dados do “Nosocomial Pathogens Resistance Surveillance” (NPRS, 2003), referentes a
China, classificam P. aeruginosa como o primeiro patégeno entre as bactérias Gram-negativas
associado as infec¢oes hospitalares. Segundo dados do “National Nosocomial Infection
Surveillance” (NNIS), este ocupa a quinta posicio entre todos os patégenos hospitalares, sendo

o segundo patégeno causador de pneumonia, o terceiro em infec¢des do trato urinario e o



quarto em infec¢cdes de sitio cirdrgico em diversas UTIs de hospitais norte-americanos
(RICHARDS et al, 1999). Nos hospitais brasileiros, também ¢é o principal patégeno em UTI
responsavel por pneumonia (45,7%), seguida de infeccdo de corrente sanguinea (28,5%) e
urinaria (21,9%) (SADER et al, 2001; KIFFER et al, 2005).

Estudos epidemiolégicos, realizados em hospitais de diferentes paises, relatam que as
infec¢bes sdo na sua maioria endémicas, usualmente consideradas de natureza exdgena em
pacientes colonizados/infectados considerados como o principal reservatétio  desse
microrganismo (BERTRAND et al, 2001a; PELLEGRINO et al, 2002; THUONG et al, 2003;
PARAMYTHIOTOU et al, 2004). Até o momento, ndo ha um consenso quanto ao modo de
transmissao, mas as evidéncias sdao direcionadas para as maos dos profissionais de saude como a
principal via (BERTRAND et al, 2001b; DUBOIS et al, 2001). Entretanto, ha indicios da
participagdo de fontes ambientais com destaque para agua e superficies (BONTEN et al, 1999;
RUIZ et al, 2004; KIKUCHI et al, 2007).

As infecgoes causadas por P. aermginosa sio na sua grande maioria graves e ha uma
dificuldade no tratamento por causa de sua susceptibilidade limitada aos agentes
antimicrobianos, em func¢do da emergéncia de amostras resistentes durante o tratamento e que
resulta no aparecimento de surtos em hospitais de diversas regides do mundo (CARMELI et al,
1999; BUKHOLM et al, 2002; CRESPO et al, 2004; MAJUMDAR et al, 2004; PAGANI et al,
2005). No Brasil, a ocorréncia de surtos foi descrita em hospitais de diferentes regides como as
do sul, sudeste e nordeste; a maioria dos isolados estao associados a casos de pneumonia em
pacientes sob ventilagio mecanica internados em UTI. (GALES et al, 2004; ZAVASCKI et al,
2005-b, CIPRIANO et al, 2007).

O wuso intenso, pouco judicioso e empirico dos antibidticos, incluindo as drogas
pseudomonicidas, favorece a colonizacio de pacientes ctiticos por P. aeruginosa e outras

bactérias  epidemiologicamente  importantes,  predominantemente  de  linhagens



resistente/multiresistentes, favorecendo a sele¢io destas amostras e tornando um problema
terapéutico em diferentes unidades clinicas (GOOSSENS, 2003; MARRA et al, 2007).

P. arernginosa possui mecanismos de resisténcia intrinsecos e capacidade para adquirir
resisténcia a maioria dos agentes antimicrobianos utilizados no tratamento das infecces,
incluindo: penicilinas associadas aos inibidores de B-lactamase (piperacilina e tazobactam),
cefalosporinas de terceira e quarta geragio, carbapenémicos, aminoglicosideos e fluorquinolonas
(CARMELI et al, 1999; ARAKAWA et al 2000; LIVERMORE, 2002; ROSSOLINI,
MANTENGOLI, 2005).

Em relagdo a primeira resisténcia intrinseca, destaca-se a produc¢io de cefalosporinases
(AmpC) de origem cromossoémica. Estas enzimas, classificadas como da classe C sio
codificadas pelo gene cromossémico ampC, presente em algumas espécies da familia
Entrobacteriaceac do grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Serratia marsescens e

Protens mirabilis) e P. aernginosa. As AmpC sdo expressas em baixos niveis naturalmente, mas
podem ser induzidas e expressas em niveis elevados, quando na presenca de antibi6ticos B-
lactimicos, sendo resistentes a acdo dos inibidores de P-lactamases como sulbactam,
clavulanato ou tazobactam (GIWEREMAN et al, 1990; LIVERMORE, 1995; JUAN et al,
2005). Outro grupo de PB-lactamase produzida por este microrganismo, ¢ a B-lactamase de
amplo espectro (ESBL, “Extended Spectrum B-Lactamases”), classificada como do grupo A de
Ambler (NIKAIDO et al, 1995, PUMBWE, PIDDOCK, 2003; LIVERMORE, 2002;
HOCQUET et al., 2003). Estas enzimas conferem resisténcia a2 maiotia dos B-lactamicos, sendo
bloqueadas por inibidores de B-lactamases e codificadas por genes plasmidiais NIKAIDO et al,
1995; PUMBWE, PIDDOCK, 2003; LIVERMORE, 2002; HOCQUET et al., 2003).

Nos ultimos anos, a producio de Metalo-B-lactamase (MBL) por P. aeruginosa com
capacidade de hidrolisar todos os grupos de P-lactimicos assumiu grande importincia

epidemiolégica em relagdo a este patdgeno. A expressido dessas enzimas estd associada a



elementos méveis incluindo integrons e transposons (WASH et al, 2005; MENDES et al, 20006).
Atualmente, sdo conhecidas cinco subclasses: IMP (Imipenemase), VIM (Verona), SPM-1 (Sio
Paulo), GIM (“German”) e SIM-1 (“Seul”) (WALSH et al., 2005; MENDES et al, 2006). A
epidemiologia, referente a diversidade enzimatica dessa amostras produtoras destas MBLs, sao
reconhecidas internacionalmente na Asia, Europa, assim como nas Américas do Sul e Norte,
sugerindo uma rapida disseminagdo dos genes de resisténcia (ROSSOLINI, MANTENGOLI,
2005; WASH et al, 2005).

No Brasil, a identificagdo de MBL em P. aeruginosa ocorreu em 2001, e as subclasses mais
prevalentes sdao IMP-1 e SPM-1 (MENDES et al, 2006). A presenca de SPM-1 em isolados de
P. aeruginosa, até o momento ¢é descrita somente no Brasil, em diferentes regides geograficas
como: Sio Paulo, Parand, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Pernambuco e Maranhido (GALES et
al, 2003; CIPRIANO et al, 2007; GASPARETO et al, 2007). Sader et al (2004) e Zavascki et al
(2004) revelam taxas de resisténcia ao imipenem (49,0% e 59,0%) e ceftazidima (40,5% e
49,0%) preocupantes, respectivamente, relacionadas com a presenga de P. aeruginosa produtora
de MBL subclasse SPM obtidas de isolados em hospitais de diferentes regides do Brasil.

A partir da dltima década, verificou-se que muito dessa resisténcia intrinseca, em amostras
de P. aernginosa, esta associada a diminui¢ao da permeabilidade da membrana externa em funcio
da perda ou diminui¢do da expressdo da proteina de membrana externa, denominada porina D
(OptD) ou ainda a hiper expressio de bombas de efluxo caracterizadas como da familia
“Resistance Nodulation-Division” (RND), constituida por 12 sistemas no seu genoma; porém
somente seis (MexAB-OprM, MexCD-Opt], MexGHI-OprD, MexJK, MexXY e MexEF-
OprN) sio confirmados experimentalmente associados a resisténcia (SCHWEIZER, 2003).

O efluxo pela bomba MexAB-OprM ¢ o sistema de maior importancia, pois remove da
célula bacteriana drogas como B-lactimicos, clorafenicol, fluroquinolonas, macrolideos,

novobiocina, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetoprim, assim como varios corantes e anti-

sépticos (POOLE, 2001; LIVERMORE, 2002; SCHWEIZER, 2003). Nao somente a



resisténcia inerente observada em P. eruginosa, mas também as resisténcias adquiridas geram uma
preocupagio no ambiente hospitalar, pois esta ultima pode ser transferida de um
microrganismo para outro por meio de integrons, contendo genes cassetes recombinados que
expressam resisténcia aos antimicrobianos (LIVERMORE, WOODFORD, 2000; WALSH et
al, 2005, PATZER et al, 2004).

A presenca de microrganismos resistentes no ambiente hospitalar pode estar relacionada
com a pressdo seletiva causada pelo uso intenso de antibidticos ou da disseminac¢do horizontal,
associados a transmissdo clonal, quando na presenca de um unico clone ou policlonal
(PATERSON, 2002; FIGUEIREDO-MENDES et al, 2005), como observado em infec¢bes
por P. aernginosa multiresistentes (PELLEGRINO et al, 2002; KOH et al, 2004; ORTEGA et al,
2004; FIGUEIREDO-MENDES et al, 2005). Situacio oposta ao observado em isolados de
Staphylococcus aurens, resistente a oxacilina, onde clones representativos apresentam o gene MeeA,
este ¢ prevalente no Brasil e em outros paises do mundo (TRINDADE, 2005; KLUYTMANS-
VANTERDERGH, KLUYTMANS, 2000)

Independente da caracteristica epidemiolégica das infec¢des, a descri¢do dos isolados
por técnicas moleculares é imprescindivel no conhecimento da epidemiologia dessas infecgoes
(PELLEGRINO et al, 2002; PATERSON, 2002; FIGUEIREDO-MENDES et al, 2005). As
técnicas empregadas para caracterizagdo epidemiolégica de amostras hospitalares de P
aeruginosa, incluem as seguintes: a ribotipagem (BENNEKOV et al, 1996), RAPD-PCR que ¢é a
amplificacdo aleatéria do DNA (“Randomly Amplified Polymorphic DNA”, RAPD) (WANG
et al, 1993; RENDERS et al,1996), o polimorfismo de fragmentos de restricdo (“Restriction
Fragment Length Polymorphism”, RFLP) (NOCIARI et al, 1996) e a eletroforese em gel de
campo pulsado (“Pulsed Field Gel Electrophoresis”-PFGE) (WANG et al,1993; BENNEKOV
et al, 1990).

A presenga de diferentes mecanismos de resisténcia identificados em P. aeruginosa sio

codificados por genes associados a vetores de resisténcia, com destaque para plasmideo e



integrons, expressa em determinados clones, favorecendo a sua disseminagio em UTIs e
podem ser detectados e identificados por técnicas fenétipicas e moleculares (LIVERMORE,
2002; FIGUEIREDO-MENDES et al, 2005, MENDES et al, 2006)

A transmissao de infec¢bes endémicas e epidémicas por P. aeruginosa permanece
controvertida (RICHET, 2003) com evidéncias de infecges tanto enddgenas quanto exdgenas
(BONTEN et al, 1999; ZABORINA et al, 2006). Entretanto, ha suspeitas que as maos dos
profissionais de saude tenham uma participacao importante (BERTRAND et al, 2001a). A
higiene das maos de enfermeiras, médicos e outras categorias de funcionarios na unidade de
terapia intensiva de adultos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia é
inadequada, sendo realizada em apenas 30% das oportunidades segundo descrito por Borges et

al (2006).



2. JUSTIFICATIVA

Considerando a ocorréncia de infec¢es por amostras de P. aeruginosa multiresistente em
hospitais de diferentes regides do Brasil, a investigacdo de um surto por P. aeruginosa em UTIs
de dois hospitais de Uberlandia, utilizando técnicas epidemioldgicas classicas e moleculares,
embasando-se nos aspectos freqiientes nas unidades como: deficiéncia de diagndstico
microbiolégico e conseqiientemente uma terapéutica empirica para o tratamento de infec¢des
por microrganismos resistentes, representa um desafio e uma oportunidade para melhor

conhecimento nas areas de Microbiologia, Infectologia e Epidemiologia.



3. OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Avaliar a epidemiologia de um surto por P. aeruginosa resistente ao imipenem em
Unidades de Terapia Intensiva de adulto em dois hospitais na cidade de Uberlandia,
considerando a relagao temporal e espacial entre os casos de infec¢do além de identificar o caso-

indice do surto.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
1-Identificar os casos diagnosticados com a infeccdo por P. aeruginosa resistente ao

imipenem, os procedimentos invasivos utilizados e a evolugao do pacientes dos dois hospitais.

2-Realizar inquéritos de prevaléncia de colonizagdo dos pacientes, contamina¢do de
superficies proximas ao paciente, maos dos profissionais da satude, solucdes anti-sépticas e ralos

de pia no HC-UFU.

3-Analisar a multirresisténcia aos antimicrobianos, a presenga dos seguintes fenétipos de
resisténcia: ESBL, AmpC induzido e MBL, e a presenca de protefnas (porinas) da membrana

externa nas amostras de P. aeruginosa;

4- Definir a natureza clonal ou policlonal das amostras de P. aeruginosa multiresistentes e
produtoras de metalo-8-lactamases por analise dos polimorfismos dos fragmentos de restri¢do

do DNA cromossémico pela eletroforese em campo pulsado.



4- CASUISTICA E METODOS

4.1. DESENHO DO ESTUDO
4.1.1-HOSPITAIS E UNIDADES DE TERAPIA INTENSIVA-ADULTO
O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU), caracterizado como (A), é uma institui¢do de ensino que oferece assisténcia de nivel
terciario e que possui 503 leitos, e no Hospital Santa Catarina (HSC) caracterizado como (B),
privado de nivel de assisténcia terciaria, com 150 leitos. As duas unidades de Terapia Intensiva-
adulto (UTIA) sdao mistas, clinico-cirdrgicas, sendo a do hospital (A) composta por 15 leitos e

do (B) 13 leitos.

4.1.2-DESCRICAO DO SURTO
Foi realizado o estudo de um surto, a partir de um caso-indice, identificado
como uma paciente de 77 anos com pneumonia por P. aeruginosa multiresistente, diagnosticada
nas primeiras 48hs de interna¢dao na UTI de adultos do HC-UFU (A), transferida da UTIA do
HSC (B) para o hospital B, com diagnéstico de entrada de insuficiéncia respiratéria e abdémen
agudo obstrutivo, e em uso de cefalosporina de terceira geracio, em novembro de 2003. A
partir do caso-indice foram diagnosticados novos casos de infeccdo por P. aeruginosa resistente
ao imipenem em pacientes internados nas duas UTIA do Hospital (A) e (B), nos periodos de
novembro/2003 a julho/2005, e novembro/2003 a setembro/2004, respectivamente.
Por meio de dados dos pacientes infectados (n=47), um estudo caso-controle foi
realizado no hospital A, sendo o grupo controle (n=122) pacientes internados no mesmo
periodo do estudo sem diagnéstico de infecgbes, somado a inquéritos de prevaléncia no

petiodo de incidéncia das infec¢des neste hospital. Foi preenchida uma ficha individual com
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dados demograficos, clinicos, microbiolégicos e epidemiolégicos para cada paciente presente no

prontuario clinico (Apéndice I); estes foram acompanhados até alta ou 6bito.

4.1.3-DEFINICOES

- Infecgdo hospitalar: toda manifestacdo clinica de infec¢do que ndo estd presente ou
em incuba¢io no momento da admissio do paciente no hospital, manifestando-se a partir de 48
horas apds a internacio (GAMER, et al,1988; HUGONNETT et al, 2004).

- Pneumonia associada a ventilagdo mecédnica (PAV): infeccdo que inicia-se apds
48 horas de ventilagdo mecanica, cujo diagndstico é estabelecido a partir de dados clinicos,
radiolégicos e microbiolégicos (RELLO et al, 1995; TROUILLET et al.,1998).

Os diagnésticos microbiolégicos das infec¢des por P. aernginosa resistente ao imipenem
foram realizados pelos Laboratérios de Microbiologia dos Hospitais (A) e (B) e as amostras

foram transportadas para futura analises no ILaboratério de Microbilogia da Universidade

Federal de Uberlandia.

4.1.4-PESQUISA de COLONIZAGCAO nos PACIENTES e CONTAMINACAO
AMBIENTAL por P. aeruginosa na UTI de ADULTO do HC-UFU.

Foram realizados seis inquéritos de prevaléncia de colonizagdes anal e de orofaringe dos
pacientes internados na UTI do HC-UFU no petiodo de janeiro/2004 a outubro/2005. A
colonizacdo por P. aernginosa foi definida pela presenca do microrganismo em material clinico
nao associado com infec¢io (THUONG et al, 2003). A pesquisa de contaminagao por este
microrganismo também foi realizada nas maos dos profissionais de saide da unidade, em
solucbes liquidas para higienizacdo (sabbes e solugbes antissépticas), superficies localizadas
proximas ao paciente (respirador dos pacientes intubados e cabeceira da cama de todos os

pacientes) e ralos de pias. Para cada paciente, incluido no inquérito, foi preenchida uma ficha
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com dados demograficos e clinicos (Apendice I) e o termo de consentimento para a inclusdo

no estudo foi realizado verbalmente.

4.2. TECNICAS MICROBIOLOGICAS
4.21.COLETA
As coletas de material clinico, a partir das mucosas da orofaringe e perianal dos
pacientes internados, mios de profissionais de saide na UTI e de superficies contaminadas
foram realizadas durante os inquéritos de prevaléncia com o auxilio de “swabs”, transportados
ao laboratério de Microbiologia da Area de Imunologia, Microbiologia e Parasitologia da
Universidade Federal de Uberlandia-ARIMP-UFU, em tubos contendo “Trypticase Soy Broth”

(TSB —DIFCO®).

4.2.2. CULTIVO PRIMARIO e IDENTIFICACAO de P. aeruginosa
As amostras coletadas durante os inquéritos de prevaléncia, bem como, os isolados de
infeccio foram inoculados em Agar Pseudomonas (DIFCO®) pela técnica de esgotamento,
seguido de incubagio a 37°C, por 24 horas (KISKA, GILLIGAN, 1999).
As colonias foram identificadas como P. aeruginosa pelos seguintes testes: reagdo de
citocromo-oxidase positiva, oxidacdo da glicose pelo teste de Oxidagdo e Fermentacio,
atividade de diidrélise da arginina e hidrélise de acetamida. A cepa de P. aeruginosa ATCC 27853

foi utilizada como controle positivo (KISKA, GILLIGAN, 1999).

4.2.3. ESTOCAGEM
As colonias de P. aeruginosa toram subcultivadas em caldo “Broth Heart Infusion” (BHI
- DIFCO®), acrescido de 15% de glicerol, incubando-se a 37°C, por 24 horas, e a suspensio

resultante estocada a —20°C.
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4.2.4. TESTES de SUSCEPTBIILIDADE aos ANTIMICROBIANOS
4.2.4.1.Teste de Difusio em Agar: As amostras estocadas foram subcultivadas em Agar
“Trypticase Soy Agar” (TSA -DIFCO®) pela técnica de esgotamento, e encubadas a 37°C, por
24 horas. Cerca de 3 a 5 colonias foram semeadas em 5mL de caldo TSB, incubando-se a 37° C
até a uma turvacdo equivalente a concentracio padrio da escala 0,5 de McFarland, que
corresponde a 1 a 2x10° UFC/mL; em seguida, as amostras foram semeadas na supetficie do
Agar Mieller-Hinton (MHA-DIFCO® com auxilio de um “swab”, de modo a obter
crescimento confluente. Os discos de antimicrobianos foram aplicados sobre a superficie do
meio de cultura seguindo-se de incubagdo a 37° C, por 24 horas de acordo com o “National
Comittee for Clnical Laboratory Standards” (NCCLS, 2004a). Os seguintes discos de antimicrobianos
(CECON®) foram utilizados: aztreonam (30ug), ceftazidima (30ug), cefoxitina (30ug), cefepima
(30ng), ciprofloxacina (5pg), gentamicina (10pg), imipenem (10pg), meropenem (10ug),
piperaciclina-tazolbactam (10/100ug) e polimixina B (300 UI). Como cepa padrio foi utilizada

P. aeruginosa ATCC 27853.

4.2.5. DETECCAO FENOTIPICA de AMOSTRAS PRODUTORAS de B-
LACTAMASES
4.2.5.1.Fenotipo ESBL (B-lactamase de espectro ampliado): as amostras de P. aeruginosa
que apresentaram resisténcia a ceftazidima e/ou a cefepima foram submetidas ao teste de
deteccao de producio de ESBL. Em uma placa de MHA, foram aplicados os seguintes discos
de antimicrobianos (CECON®™): ceftazidima (30ug), ceftriaxona (30ug), aztreonam (10ug),
amoxacilina com 4cido clavulanico (10/100ug), cefepima (30ug) dispostos a uma distancia de 20
mm de centro a centro de cada antibiético (NCCLS, 2004b). Apds a incubagdo por 24 hs a
37°C, a observacao do crescimento da zona de inibi¢do, com areas de distorcdo entre os discos,
demonstrando sinergismo, foi indicativa da produciao de ESBL. Como cepas controles foram

utilizadas E. co/i ATCC 25922 (controle negativo) e K pneumoniae micro 23 (controle positivo).
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4.2.5.2.Fenétipo AmpC induzida: foram submetidas ao teste de aproximagio de disco “teste
D” que favorece a indugdo da enzima AmpC. Uma placa de Petri, contendo MHA, foi utilizada
para semear a suspensao bacteriana equivalente a escala de 0,5 de McFarland para obtengdo de
um crescimento confluente, e discos de imipenem (30ug) como indutor e os seguintes
substratos: (CECON®™)  ceftazidima  (30ug), cefotaxima (30ug), cefoxitina  (30ug),
piperacilina+tazobactam (10/100pg) foram acrescidos eqiidistantes 25 mm do indutor
(definida de centro a centro). Depois de incubada por 24 hs a 37° C, foi caracterizado como
teste positivo a presenca de um antagonismo entre o indutor e um dos substratos caracterizado
pela forma de um D, com uma zona de inibi¢do de > 20mm na area induzida do substrato.
Como cepas padrio foram utilizadas P. aeruginosa ATCC 27853 (controle positivo) e E. coli

ATCC 25922 (controle negativo) (DUNNE, HARDIN, 2005).
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4.2.5.3. Fenotipo Metalo-B-lactamase: as amostras bactetianas que apresentaram resisténcia a
ceftazidima e/ou imipenem foram submetidas ao teste de sinergismo com duplo disco; como
inibidores foram utilizados solu¢des de 2 acido-mercaptopropionico (2-MPA) e acido-etil-
diamino-tetracetico (EDTA) e como indicadores os discos de imipenem (10pg) e ceftazidima
(30pg) (ARAKAWA, 2000). As amostras foram subcultivadas em caldo TSB e a suspensio foi
incubada a 37° C até atingir a turvacido equivalente a escala 0,5 de McFarland, em seguida foram
semeadas em placas de “Petri” contendo MHA com auxilio de “swab” de modo a obter um
crescimento confluente. Foram acrescidos um disco de ceftazidima (30ug) e imipenem (10ug)
distantes 25 mm de um disco de papel-filtro esterilizado; em seguida sobre o disco de papel-
filtro foi adicionado 3 UL de 4cido mercaptopropidnico (2-MPA) e incubados a 37°C, por 24
hs. O outro substrato quelante foi o EDTA a 500 mM na quantidade de 10{L na presenca
equidistante de 10 mm dos discos de imipenem (10ug) e ceftazidima (30pg). A determinagio de
um aumento na zona de inibi¢do ou a presenca de um halo de inibi¢do em torno do disco de
ceftazidima (30pg) e imipenem (10ug) caracteriza o teste positivo para a presenca de metalo-f3-

lactamase (ARAKAWA et al, 2000). Como cepas controles, foram utilizadas P. aernginosa ATCC
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27853 (controle negativo) e P. aeruginosa P-319 (controle positivo-Cepa doada pela Dra. Gales-

UNIFESP).

« = “

10 MM

4.3- EXPRESSAO DAS PROTEINAS DA MEMBRANA EXTERNA
4.3.1-Extragdo das proteinas

A extragao de proteinas da membrana externa das bactérias selecionadas foi baseada no
perfil de resisténcia fenotipica quanto a presenca de metalo-B3-lactamase e ou AmpC.

Ap6s o isolamento da bactéria em agar Pseudomonas, aproximadamente 20 colonias
foram suspensas em 5mL de “Mieller-Hinton Broth” (MHB) e incubadas a 37° C, por 24 hs,
este preparo foi realizado segundo Masuda et al (1995) com modificagdes. A solugio de 2 mL
foi transferida para tubos tipo “eppendorfs” esterilizados e submetidos a centrifugacdo a 7.000x
g por 10 min. O sobrenadante foi aspirado e descartado. O precipitado foi suspenso em 1 mL
“Sodium dodecyl sulfate” SDS (INVITROGEN®) a 10%, em seguida foi agitado
energeticamente e submetido a nova centrifugacdo a 7.000 xg por 10 min, o sobrenadante

formado foi novamente desprezado. O precipitado foi suspenso em 1 mIL SDS a 10%, em
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seguida foi agitado energeticamente. Cada amostra foi sonicada em sonicador automatico em
pulsos de 10s por um tempo de 2 min em banho de gelo. Os precipitados foram novamente
centrifugados a 7.000xg por 10 min e o sobrenadante foi aspirado e utilizado para o preparo da

amostra.

4.3.2-Preparo e corrida do gel de poliacrilamida
O gel de poliacrilamida a 14% foi preparado de acordo com o protocolo do laboratério

de Biologia molecular com 10 pogos; em seguida foi aplicado no primeiro pogo, numa
quantidade de 7 UL o padrio de baixo peso molecular (10 a 200 kDA) (BenchMark-
INVITROGEN®- céd.: 10748-010), no dltimo poco, 7 UL do padrio de alto peso molecular
(30 a 460 kDA) (HiMark-INVITROGEN®-c6d.: 1.C5699) e nos demais pocos 20 UL do
sobredanadante das amostras preparadas anteriormente. Foram utilizadas as cepas de P.
aeruginosa ATCC 27853 (controle positivo), em func¢do da susceptibilidade a todos os
antibiéticos pseudomonicidas, que pode ser relacionada com a hiper-expressao de porina D e
expressao reduzida de OptM; P. aeruginosa produtora de SPM (controle negativo) por apresentar
resisténcia ao imipenem associado a possivel auséncia da porina D. A seqiiéncia de cada
amostra colocada em cada pogo dos géis fol anotada para facilitar a identificacdo. Em seguida
os géis foram submetidos a corrida eletroforética por um tempo de 40 min em uma amperagem
de 60 mA e 200 V; apds corrida os géis foram corados com Comassie Blue e/ou colora¢io por
nitrato de prata quando na auséncia de visualizagio de bandas. O peso molecular das bandas
testadas foram estipulados com base no teste estatistico realizado pelo programa KODAK 1D

imagem”.
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4.4-TIPAGEM MOLECULAR

4.41-ELETROFORESE em CAMPO PULSADO (PFGE)

Foram analisadas, quanto ao perfil de macrorestricio do ctDNA com a enzima Spel,
ap6s PFGE, 24 amostras de P. aeruginosa isoladas de pacientes dos dois hospitais, sendo 18 do
hospital A e 06 do hospital B. A escolha dos isolados para esta analise molecular foi baseada na
positividade do teste fenotipico para producdo de metalo-3-lactamase. Para as amostras
bacterianas do hospital (B), com relagdo temporal no periodo do surto, incluindo o més
subseqiiente; enquanto que, para o hospital (A), a amostra do caso-indice e amostras

distribuidas ao longo dos dois anos de inquérito.

4.4.1-Extragdo do DNA gendmico

Constatando o crescimento em cultura pura de cada amostra bacteriana, as mesmas
foram inoculadas em 5 mL de caldo BHI e incubadas a 37° C durante 24 hs com agitagdo
constante, de modo a atingirem sua fase exponencial de crescimento. Uma aliquota de 1,5 mL

da cultura foi transferida para um tubo “eppendorf” e centrifugada por 2 min a 12.000 rpm a
4°C. As células foram lavadas em 500uL de PIV (10 Mm Tris, 1.0M NaCl), novamente
centrifugadas, e o sobrenadante descartado. O “pellet” foi suspenso em 200UL de PIV e 150uL

foram transferidos para um novo tubo “eppendorf” colocado em banho-maria a 48°C por 5 a

10 min para o equilibrio da temperatura.

4.4.3-Preparo do gel de agarose
Em seguida, 150uL de agarose (1,5% Agarose Ultra Pure), foram adicionados

rapidamente ao tubo. Os discos de agarose foram confeccionados e colocados em uma solugio

de lise EC (6 mM Tris, pH 8,0;1M NaCl; 100 mM EDTA, 0,2% sédio deoxicolato; 0,5% sédio
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lauryl sacarsina; 0,5% Brij 58) acrescentado-se RNAse a uma concentragio final de 20pg/mL e
incubados por 4 a 5 hs a 37° C. Ao final deste perfodo, o tampiao EC foi substituido por
tampao ES (EDTA pH 9, sarcosil 1%) acrescido de proteinase K, incubando-se por um
petiodo de 18-24 hs a 50° C. Os discos de agarose foram lavados 5 vezes com 13 mlL do
tampdo TE 1x (10Mm Tris, pH 7,5;1 mM EDTA, pH 8.0), sendo de 30 min. o tempo. Um
tinico disco foi colocado em 100UL de tampao 1x e deixado a 37°C por 30 min. Em seguida, a
solucdo foi substituida por tampao fresco e adicionado 30 unidades de enzima de restri¢io Spe-I
seguindo-se incubacio em banho de 4dgua por 18 a 20 hs a 37°C. Foram preparados 150 mL. de
gel a 1% (Agarose Ultra Pure) em TBE 0,5x (0,89 M Ttis; 0,89 Acido Bético; 0,25 EDTA, pH

8.0).

4.4.4- Eletroforese em campo pulsado

A eletroforese foi realizada em aparelho Gene Navigator (Pharmacia), utilizando-se o
tampiao TBE 0,5x e temperatura de 14° C por 20 hs, com pulsos de 5 s por 20 hs e 15 s por 1
min utilizando-se uma corrente elétrica de 164 V, no modo interpolation. Apds esse
procedimento o gel foi corado com brometo de etidio (1 pg/mL) por 30 min e descorado em
agua destilada por 30 min e fotogratado com filme Photoman.

Os padroes de PFGE foram observados visualmente e considerados idénticos se
coincididentes em todas as bandas, similares (subtipos) se diferiram em uma ou duas bandas
claramente visiveis e diferentes quando houve diferengas em trés ou mais bandas (TENOVER
et al, 1995).

As amostras foram analisadas estatisticamente quanto a similaridade genomica pelo

programa Multi Variate Statistic Package (MVSP 7.0).
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5- ASPECTOS ETICOS da PESQUISA
O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia (n® 189/04) em anexo I. O termo de consentimento foi realizado

verbalmente.

6- ANALISES ESTATISTICA

Os dados epidemioldgicos foram analisados pelo programa “Statistic 4.5 for
Windowns” (COPYRIGHT, 1993) e Epi-Info, versiao 5.0 (DEAN, 2000).

Os testes X* e o Bxato de Fisher foram utilizados para analisar as propor¢des e o t de
Student para as diferencas entre médias. Os fatores de risco potenciais para aquisicio de
coloniza¢io/infeccio por P. aernginosa foram avaliados pela dicotomizacio, considerando
variavel significativa quando p < 0,05; as variaveis continuas foram comparadas pelo teste

Forward.
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7-RESULTADOS

7.1. Surto por P. aeruginosa resistente ao imipenem em UTIs de adulto de dois
hospitais

O caso-indice do surto descrito foi uma paciente de 77 anos com pneumonia por P.
aeruginosa multiresistente, diagnosticada nas primeiras 48hs de internac¢do na UTI de adultos do
HC-UFU (A). Ela veio transferida da UTI do HSC (B) para o hospital B, com diagnéstico de
insuficiéncia respiratoria e abdoémen agudo obstrutivo, e em uso de cefalosporina de terceira
geracdo, em novembro de 2003 (paciente 1-Figura 4).

A paciente permaneceu na UTI do hospital (A) por dois meses e meio, petfodo em que
fez uso de imipenem e polimixina B. A seguir, foi transferida para a enfermaria da clinica
médica e apdés uma semana de internagdo, evoluiu para o 6bito devido a PAV e a faléncia de
multiplos 6rgios.

Ap6s o caso-indice foram diagnosticados 67 novos casos, sendo 68,6% (46/67) dos
pacientes internados na UTT do hospital (A) (Figura 4) e 31,3% (21/67) no hospital (B), todos
infectados por P. aeruginosa resistente ao imipenem.

Entre as infec¢oes (Tabela 1), a pneumonia foi a mais freqiiente (70,6%), seguida de
infec¢io urinaria (11,7%), infeccdo de corrente sanguinea (8,8%) e do sitio cirargico (8,8%).
Verificou-se uma maior poropor¢io de bacteremia no hospital (A) (10,6% vs 4,8%) e de
infec¢io de sitio cirirgico no (B) (14,8% vs 6,7%).

Outro aspecto relevante foi a alta freqiiéncia de mortalidade total, com

aproximadamente 60,0% (41/60), particularmente na UTI do hospital (A) 79,0% (11/14).
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Tabela 1. Infec¢oes por P. aeruginosa resistente ao imipenem nos pacientes internados na UTI
de adultos no hospital (A) e (B), durante os periodos de novembro/03 a
setembro/04 (B) e novembro/03 a julho/05 (A)

Hospital* Pacientes infectados N=068 (%0)
Bacteremia/Sepse Pneumonia Inf. urinaria Inf. sitio cirirgico  Total
6 (8,8) 48 (70,6) 8 (11,7) 6 (8,8) 68 (100,0)
A) 5 (10,06) 34 (72,3) 5 (10,06) 3 (6,7) 47 (69,1)
B) 14,8 14 (66,6) 3 (14,3) 3 (14,3) 21 (30,1)

*(A)-Hospital de clinicas da Universidade Federal de Ubetlandia, (B)-Hospital Santa Catarina

7.2-Hospital Santa Catarina (B)

As caracteristicas demograficas e clinicas dos 21 pacientes infectados por P. aeruginosa
neste hospital, estdio no Quadro 1, observando-se o predominio de pacientes com idade
superior a 60 anos (71,4%), sexo masculino (62,0%), doenca pulmonar obstrutiva cronica como
a doenca de base mais freqiiente (19,0%) e a maioria dos pacientes (95,2%) sob ventila¢ao

mecanica e em uso de cateter vascular central.
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Quadro 1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes infectados por P. aeruginosa

resistente ao imipenem internados na UTT de adultos do hospital (B)

Paciente  Sexo Idade  Doenca de Infeccio Procedimentos invasivos*™**  Evolucio
(dias) base*
1 M 77 Cardiaco Cutanea CVC, VM, SV, Cirurgia Obito
2 M ND Neoplasia ITU** CVC, VM, Oostomia Alta
3 F 74 DPOC Pneumonia CVC, VM, SV, Obito
4 M 76 IAM Pneumonia CVC, VM, SV Obito
5 M 60 ND Pneumonia CVC, VM, SV ND
6 M 67 Neoplasia Pneumonia CVC, VM, SV, Cirurgia Obito
7 F 49 Neoplasia Pneumonia CVC, VM, SV Alta
8 F 63 DPOC Pneumonia CVC, VM, SV Obito
9 M 84 Hidrocefalia Pneumonia CVC, VM, SV, SNE Obito
10 M 89 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
11 F 65 AVC Pneumonia  CVC, VM, SV, SNE, Cirurgia Obito
12 M ND ND Pneumonia CVC, VM, SV, Dreno Obito
13 M 66 ND ITU CVC, VM, SV ND
14 F 59 Pancreatite Abdominal CVC, VM, SV, Dreno ND
15 M 74 ND Cutaneo CVC, VM, SV ND
16 M 56 ND ITU CVC, SV ND
17 M 79 ND Pneumonia CVC, VM, SV, ND
18 F 74 DPOC Pneumonia CVC, VM, SV Obito
19 M 74  DPOC,AVC  Pneumonia CVC, VM, SV, SOG Obito
20 F 85 AAP Sepse CVC, VM, SV Alta
21 F ND ND Pneumonia CVC, VM, SV, ND

*AAP-Abdomem agudo perfurado; AVC-Acidente vascular cerebral; DPOC-Doenca pulmonar obstrutiva cronica;
TAM - infarto agudo do miocardio;

**]TU- Infeccdo do trato urinario

#*CVC - Cateter vascular central; VM - Ventilagio mecanica; SV - Sonda vesical, SOG- Sonda Orogastrica

ND- nio definido.

A distribuicdo temporal dos pacientes infectados por P. aeruginosa resistente ao

imipenem internados no hospital (B) e a presenca do clone “A” é mostrada na Figura 1. A

maioria dos casos (66,7%) ocotreu no petiodo de dezembro/2003 a fevereiro/2004. O clone

“A” foi observado nos meses de janeiro, fevereiro, maio e julho/2004.
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Figura 1. Distribui¢io temporal e a predominancia do clone “A” em pacientes infectados

pot P. aernginosa resistente ao imipenem internados na UTI adulto do hospital

(B), no petiodo de novembro/03 a setembro/04.

Todas as amostras de P. aeruginosa resistente ao imipenem apresentaram resisténcia aos
seguintes antibidticos: gentamicina, ciprofloxacina, levofloxacina, cefoxitina, ceftazidima,
piperaciclina + tazobactam e meropenem, com susceptibilidade apenas a polimixina.

Os isolados de P. aeruginosa resistente ao imipenem que apresentaram uma

multirresisténcia foram submetidos aos testes fenotipicos para determina¢io da producio das
enzimas MBL e AmpC induzida, com os seguintes resultados: producio de MBL-MPA, MBL-

EDTA em 85,7% e 90,5%, respectivamente, AmpC induzida em 47,7% (Figura 2).
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Figura 2. Freqiiéncia dos fenétipos AmpC induzida, MBL-EDTA e MBL-MPA em

isolados de P. aeruginosa resistente ao imipenem de pacientes internados no

hospital B.

7.3- Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlindia (A)
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Ap6s o caso-indice foram diagnosticados 68,7% (46/67) pacientes internados na UTI

com infec¢des por P. aeruginosa resistente ao imipenem.

As caracteristicas demograficas e clinicas desses pacientes infectados estao no Quadro 2,

com predominancia entre os pacientes: idade menor que 60 anos (79,0%), e politraumatismo

(92,5%) como diagnéstico de entrada. A ventilacio mecanica e uso de cateter vascular central

foram procedimentos invasivos comum a todos os pacientes.
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Quadro 2. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes infectados por P.

aeruginosa resistente ao imipenem internados na UTI do hospital (A).

Paciente  Género Idade  Diagnoéstico de entrada* Infeccio Procedimentos Invasivos** Evolucio
1 F 73 IRA Pneumonia CVC, VM, SV Obito
2 F 43 IRC Pneumonia CVC, VM Alta
3 M 64 IRA Pneumonia CVC, VM, SV Alta
4 M 47 AAP Pneumonia CVC, VM, SV Obito
5 M 19 ND Sepse CVC, VM, SV Obito
6 M 52 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
7 M 43 SB Cirargica CVC, VM, SV Alta
8 F 56 AVC Urina CVC, VM, SV Obito
9 M 77 IRC Pneumonia CVC, VM, SV Obito
10 F 40 IRA, LUPUS Pneumonia CVC, VM Alta
11 M 51 ND Cirtrgica CVC, VM, SV Obito
12 F 48 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
13 M 21 ND Cirargica CVC, SV, DRENO Alta
14 M 69 NEO Urina CVC, SV Alta
15 M 46 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
16 F 38 LEU, IRA Pneumonia CVC, VM, SV Obito
17 M ND PTMA Pneumonia CVC, VM, SV Alta
18 M 56 CARDTA Pneumonia CVC, VM, SV Obito
19 68 DPOC Pneumonia CVC, VM, SV Obito

20 43 PTMA Pneumonia CVC, VM, SV Alta
21 57 IRA Pneumonia CVC, VM, SV Obito
22 M 59 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
23 F 98 ND Sepse CVC, DRENO, TET Obito
24 F 65 PTMA Sepse CVC, VM, SV Obito
25 M 26 PTMA Pneumonia CVC, VM, SV Alta
26 F 52 TR Pneumonia CVC, VM, SV Obito
27 M 42 PTMA Pneumonia CVC, VM, SV Alta
28 F 56 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
29 M 53 Utrina CVC, DRENO, VM, SV Alta
30 M 45 ND Urina CVC, SV Obito
31 M 65 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
32 F 58 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
33 M 55 IRA Pneumonia CVC, VM, SV,SNG Obito
34 M 60 CARDPATA Pneumonia CVC, VM, SV,SNG DRENO, Obito
35 M 53 NEOPLASIA Pneumonia CVC, VM, SV Alta
36 M 72 ND Pneumonia CVC, VM, SV Alta
37 F 56 ND Pneumonia CVC, VM, SV,SNG SNE Alta
38 M 52 PTMA Pneumonia CVC, VM, SV,SNG SNE Alta
39 M 30 PTMA Pneumonia CVC, VM, SV,SNG OOSTOMIA Obito
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Continuagio da quadro 2

Paciente Sexo Idade Diagnéstico de entrada* Infeccio Procedimentos Invasivos** Evolucio
40 M 33 PTMA Pneumonia  CVC, VM, SV, DRENO, OOSTOMIA Alta
41 F 18 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito
42 M 41 SIDA Pneumonia CVC, VM, SV Obito
43 M 65 CARDTA Pneumonia CVC, VM, SV Obito
44 M 55 ND Sepse CVC, VM, SV Alta
45 F 39 ND Urina CVC, SV,VM Obito
46 M 45 ND Sepse CVC, VM, SV, SNG Obito
47 M 54 ND Pneumonia CVC, VM, SV Obito

*AAP Abdome agudo perfurado; AVC - Acidente vascular cerebral; DPOC - Doenga pulmonar obstrutiva cronica; CARDTA-
cardiopata; IAM - infarto agudo do miocardio, IRA- insuficiéncia respiratéria aguda; IRC- insuficiéncia renal cronica; LEU-
leucemia; PTMA-Politrauma; SIDA-sindrome da imunodeficiéncia adquirida; TR- transplante renal;

**CVC - Cateter vascular central; VM - Ventilagio mecanica; SV - Sonda vesical; SNE-sonda nasogastrica, TET-traqueostomia;
ND-nao definido.

A distribuigao temporal destes pacientes infectados e os ébitos estdo representados na figura

3, com a presenca de dois picos de incidéncia mais expressivos, nos periodos de janeiro a

julho/2004 e fevereiro a julho/2005, respectivamente.
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Figura 3. Distribui¢dao temporal dos pacientes infectados por P. aeruginosa resistente ao

imipenem internados na UTI do hospital (A), no petiodo de outubro/2003-
outubro/2005
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No hospital (A) observou-se uma relagio temporal e espacial entre os casos de
infecgbes por P. aernginosa resistente ao imipenem internados na unidade a partir da internagao
do caso-indice durante o petiodo de novembro/2003 a julho/2005; diante da andlise da
macrorestricao do ctfDNA determinou-se a presenga de varios clones, porém o perfil clonal
“A” foi predominante a partir do caso-indice até outubro/2004 petiodo correspondente a

maior concentragiao dos casos (Figura 4).
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Figura 4. Progressio dos casos de infec¢do por P. aernginosa resistente ao imipenem em
funcio da relagio espacial/temporal na UTI adulto no hospital (A), no petiodo de
outubro/2003 a setembro/2005. Letras maitsculas apds os casos de infecgdo

indicam o perfil do ctDNA em linhagem de P. aeruginosa pela analise em PFGE
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Das amostras de P. aeruginosa resistente ao imipenem proveniente de casos de infec¢Ges
na UTI desse hospital, a maioria (75,0%) foram multirresistentes aos antimicrobianos

pseudominicidas com susceptibilidade apenas para polimixina B (Tabela 2).

Tabela 2. Perfil de resisténcia de P. aeruginosa resistente ao imipenem isolados de pacientes

internados na UTI do hospital (A), no petiodo de novembro/03 a setembro/05

Isolados Antimicrobianos* (%0)
AZT AMI GEN CEF CIpP LEV CAZ PTZ Pol B
Resistente IMP(44) 39 (88,0) 34 (77,3) 41 (93,1) 38 (66,3) 40 (90,9) 41 (93,1) 34 (77,2) 36 (61,0) 0(0,0)
Resistente MER (3) 3 (1000)  1(333)  1(333) 20666  1(333) 2 (66,6) 1(333) 0 (0,0) 0 (0,0)
Total (47) 42(89,3) 35(745)  42(893)  40(80,1)  41091,1) 43091,4) 35(74,5) 36(76,6) 0 (0,0)

*AZT-aztreonam, AMI-amicacina, GEN-gentamicina, CEF- cefpima, CIP—ciprofloxacina, LEV-levofloxacina,
CAZ-ceftazidima, PTZ-piperacilina—tazobactam, IMP-imipenem, MER-meropenem, PolB- Polimixina B.

Os testes fenotipicos para a producio de ESBL, AmpC induzida ¢ MBL foram
realizados em 38 amostras de P. aeruginosa, verificando-se a auséncia do fenétipo ESBL nas
amostras sensiveis a cefpima. Entretanto, a hiper-expressio de AmpC induzida foram
observadas em 30,0% dos isolados e uma auséncia de expressio visivel nos demais isolados
73,7% (28/38) provavelmente pela baixa expressao de AmpC induzida. A produgao de MBL foi
mais alta pelo teste com EDTA 60,5% (23/38) quando comparado com a utilizacdo do inibidor
MPA 52,6% (20/38) como representado na figura 5.
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Figura 5. Freqiiéncia das amostras de P. aernginosa resistente ao imipenem produtora de

AmpC induzida, MBL-EDTA e MBL-MPA

7.4- Pesquisa de resisténcia ao impenem por mecanismo de perda de porinas - analise

das proteinas de membrana externa

A presenga de proteinas da membrana externa nas amostras de P. aeruginosa resistente ao
imipenem foram identificadas em géis de poliacrilamida a 14,0% pelo teste de SDS-PAGE com
agentes desnaturantes e os mesmos foram comparados com o perfil eletroforético de uma cepa
susceptivel de P. aeruginosa (ATCC 27853), na qual observamos a presenc¢a de uma proteina com
o peso de aproximadamente de 45 kDa, correspondendo a porina D que confere
susceptibilidade ao imipenem e uma baixa expressao ou auséncia da porina M (constitutiva).
Durante a avaliagdo observou-se a presenca de uma proteina com baixa expressio e peso
molecular de 45 kDa em 14,0% (2/14) das amostras de P. aeruginosa coincidindo com o peso da
porina D, e uma segunda proteina com peso molecular de 49 kDa em 4/14 (29,0%) das

amostras correspondendo ao peso molecular da proteina OprM (Figura 6).
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Figura 6. Anilise eletroforética das proteinas da membrana externa: Padrio de baixo PPM,
coluna 1: P. aeruginosa sensivel; coluna 2: P. aeruginosa multiresistente; coluna 3: P.
aernginosa 17/HC-UFU, coluna 4: P. aeruginosa 3/HC-UFU, coluna 5: P. aeruginosa
38/HC-UFU; coluna 6: P. aernginosa 6/HC-UFU; coluna 7: P. aeruginosa 10/HC-UFU
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7.5- Colonizagio de pacientes e contaminagio ambiental por P. aeruginosa na UTI do

hospital (A)

Os sete inquéritos de prevaléncia pontual de coloniza¢io e contaminacio por P.
aernginosa foram realizados entre janeiro/04 e outubro/05, coincidentes com a ocorréncia do
surto (Tabela 5). Durante o primeiro semestre de 2004, foram realizados trés inquéritos
incluindo 43 pacientes, com 53,4% (23/43) colonizados na mucosa da boca e/ou intestino,
sendo 35,0% (15/43) com infeccao por P. aernginosa e 43,4% (10/23) dos pacientes colonizados
apresentaram-se também infectados. No semestre seguinte, foram realizados mais dois
inquéritos incluindo 28 pacientes, identificando-se apenas um paciente (7,7%) colonizado e
infectado pelo microrganismo. Nos dois inquéritos realizados em 2005, a freqiéncia de
colonizacio foi de 13,3%, desses somente dois pacientes colonizados e infectados,

concomitante.

Tabela 3. Prevaléncia de pacientes colonizados por P. aeruginosa na UTI de adultos do hospital

(A), durante o surto

Periodos (n*) Paciente
Infectado n (%) Colonizado n (%)

10-19/02/04 (15) 6 (40,0) 8 (26,7)
20-23/03/04 (14) 5 (35,7) 8 (21,0)
30-24/04/04 (14) 4 (29,0 7 (43,0)
40-27/10/04 (13) 1(7,7) 1(7,7)
50-15/12/04(15) 0 (0,0 0 (0,0)

60- 01/04/05(15) 2 (13,3) 4 (26,7)

70- 01/09/05(15) 0 (0,0) 0 (0,0)
Total (101) 18 (17,8) 28 (27,7

* n= numero de pacientes

Nio foi detectada a presenca de P. aeruginosa nas mios dos profissionais de saide, em
solugbes anti-sépticas e ralos de pias. No entanto, este microrganismo foi recuperado da

superficie do respirador 14,8% (9/61) e cabeceira do leito 4,0% (4/101) (Tabela ).
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Tabela 4. Contaminagdo por P. aeruginosa em superficies préximas aos pacientes

internados na UTI de adultos do hospital A

Periodo Superficie
Cabeceira do leito n* (%) Respirador n* (%)
10-19/02/04 15/1 (66,7) 12/4 (33,3)
20-23/03/04 14/2 (14,3) 10/2 (20,0)
30-24/04/04 14/1 (7,1) 13/2 (15,3)
40-27/10/04 13/0 (0,0) 10/1 (0,0)
50-15/12/04 15/0 (0,0) 6/0 (0,0
60- 01/04/05 15/0 (0,0) 8/0 (0,0
70-01/09/05 15/0 (0,0) 10/0(0,0)
Total 101/4 (4,0) 61/9 (14,8

* n= numero total de pesquisados /nimero de positivos

No total, entre os 41 isolados de P. aeruginosa correspondentes a coloniza¢io de

pacientes e contamina¢do de ambiente apresentaram resisténcia ao imipenem 65,9% (27/41) e

aos demais antimicrobianos (67,4%), exceto a polimixina (Tabela 5).

Tabela 5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados de P. aeruginosa

provenientes de coloniza¢do em pacientes e contamina¢do do ambiente

Antimicrobianos Amostras
Colonizacio Ambiente Total de amostras
n=28%) n=13(%) resistentes n=41(%)

Aztreonam 17 (60,7) 9 (69,2) 26 (63,4)
Amicacina 25 (89,9) 13 (100,0) 48 (92,7)
Gentamicina 23 (82,1) 10 (52,6) 43 (80,4)
Cefoxitina 17 (60,7) 9 (69,2) 26 (63,4)
Ceftazidima 16 (57,1) 10 (76,9) 26 (63,4)
Ciprofloxacina 16 (57,1) 10 (78,9) 26 (65,9)
Imipenem 17 (60,7) 10 (76,9) 27 (65,9)
Levofloxacina 17 (60,7) 10 (76,9) 27 (65,5)
Meropenem 15 (53,6) 9 (69,2) 24 (58,5)
Piperciclina+tazobactam 17 (60,7) 6 (46,1) 23 (56,0)
Polimixina 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)

As taxas dos fendtipos resistentes aos [B-lactamicos de importincia epidemioldgica

nestas amostras foram: MBL- 57,7% e 46,1% pelos testes com EDTA e MPA, respectivamente,

e AmpC induzida - 19,2%.
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7.6-Investigacdo do surto por meio do estudo caso x controle no hospital (A)

Os fatores de risco significativos identificados em analise univariada (p < 0,05) nos
casos de infec¢do por P. aeruginosa resistente ao imipenem foram: idade >60 anos, hospitalizagio
> 7 dias, cirurgia, uso de CVC, presenca de ventilagdio mecanica, ventilagio mecanica > 7 dias e
uso prévio de antimicrobianos como cefalosporinas de terceira e quarta geracao,

carbapenémicos e vancomicina (Tabela 6).

Tabela 6. Analise univariada dos fatores de risco para infecc¢oes associadas a P. aeruginosa

resistente ao imipenem em pacientes da UTI do hospital (A)

Fatores de risco Paciente
Infectado Nao infectado P* OR™  ICos0,™
n=47 (%) n=122 (%)

Género
Feminino 17 (36,2) 62 (50,8)
Masculino 30 (63,8) 60 (49,2) 0,12 0,65 0,39-1,89
Idade (anos)
> 060 11 (23,4) 50 (41,0) 0,05 1,85  1,02-3,36
Tempo de hospitalizacio, dias
>7 44 (93,0) 3 (16,4) <0,001 0,27 0,14-053
Comorbidades
Diabetes mellitus 03 (6,0) 07 (5,7) 1,00 1,08 0,41-2,89
Cardiaca 03 (6,0) 27 (22,0) 0,02 032 0,11-0,95
AIDS 02 (4,2) 00 (0,0 0,07 3,71 2,89-476
Procedimentos invasivos
Cateter venoso Central 30 (63,8) 110(90,2) <0,001 0,37 0,24-0,57
Drenos 12 (25,5) 33 (27,0 0,995 0,94 0,54-1,65
Ventilagio mecinica (VM) 47 (100,0) 80 (11,5) <0,001 7,92 2,00-31,30
Tempo de VM, dias
>7 40 (85.1) 14 (11,5) <0,001 0,10 0,04-0,22
Trauma 12 (25,5) 22 (18,0 0,381 1,36 0,80-2,33
Cirurgia 28 (59,5) 30 (24,0) <0,001 2,82 1,73-4,60
Uso de antibi6ticos
>2 28 (59,0) 48 (39,3) 0,08 159 0,98-2,59
Cefalosporinas (3/4" geracdo) 30 (64,0) 48 (39,3) 0,007 2,06 1,23-3,44
Carbapenémicos 22 (46,8) 04 (3.2) <0,001 4,84 3,27-7,16
Quinolonas 05 (10,0) 07 (5,7) 0,14 195 0,95-4,02
Vancomicina 13 (27,0) 14 (11,5) 0,019 2,01 1,23-3,28

*P< 0,05; **OR-Odds ratio; ***1Cos. Intervalo de Confianca.

O wuso de ventilagio mecanica >7 dias (p< 0,001; OR 72; IC,, 1,2-13,7), a

traqueostomia (p= 0,02; OR= 4; 1C,,, - 2,7-19,1) e de imipenem (p=0,02; OR= 2,7; 1C,;,, 2,7-
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19,1) foram fatores contribuintes para as infec¢Oes por P. aeruginosa resistente ao imipenem

quando de analise multivariada (Tabela 7).

Tabela 7. Analise multivariada de fatores de risco para aquisicio de infecgbes associadas a P.

aeruginosa resistente ao imipenem em pacientes da UTI-do hospital (A)

Ex=3

Fator de risco p* OR** 1C,s,,
Tempo de uso de VM > 7 dias 0,001 7,2 1,2-13,7
Traqueostomia 0,02 4 2,7-19,1
Uso de imipenem 0,02 2,7 2,7-19,1

*P< 0,05, **OR-Odds ratio; ***ICos. Intervalo de Confianca.

7.7- Analise do petfil de macorestricao do ctDNA de P. aeruginosa

Foram estudadas 24 amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem, quanto ao perfil
de macrorestrigio do crDNA pela técnica de PFGE; correspondentes a 18 isolados de
pacientes do hospital (A), e seis do hospital (B). Foram evidenciados sete clones: clone “A”
(46,0%) foi predominante; seguido do “B” (25,0%), o clone “C” foi identificado em 3 isolados,
os clones “D”, “E”, “F” e “G” em 2 isolados e 1 isolado (respectivamente) representados no

dendrograma (Figura 6).
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Figura 6. Resultado do dendrograma de uma analise computadorizada dos perfis

do ctDNA de P. aeruginosa em PFGE.

A Tabela 8 relaciona as 24 amostras de P. aeruginosa resistentes ao imipenem
representadas de casos de infec¢Bes e colonizacSes nas duas unidades. Foram detectados sete
perfis clonal no hospital (A) e trés perfis no hospital B. A presenca da porina M foi identificada
predominantemente no clone A presente em amostras de P. aeruginosa provenientes do HSC e
do HC-UFU e da porina D foi observada em amostras de P. aeruginosa sensivel a meropenem. O
fenotipo AmpC induzida foi identificado em 10 amostras particularmente nas pertencentes do

clone A



37

Tabela 8. Caracteristicas dos 24 isolados de P. aeruginosa resistente ao imipenem produtoras de metalo-B-lactamase proveniente

de infec¢Bes em pacientes internados nos Hospitais HC-UFU e HSC

Origem PERFIL DE RESISTENCIA AmpC induzida
P. aernginosa/ Data do Infeccio/ Presenca de porinas Perfil | AZT ~ CAZ  CFO  CPM  CIP  GET IMP MER  PIP/TZ  POL
Hospital isolamento Colonizag¢io OptD, OptM PFGE
1-HC-UFU 10/11/2003  Infecgio Nio testado “A” R R R R R R R S R S Positivo
2HC-UFU  6/1/2004  Infeccio OptM «4» R R R R R R R R R S Positivo
8/HSC 22/1/2004 Infeccio OptM “A” R R R R R R R R R S Positivo
12/HSC 12/2/2004 Infeccao OprM “A” R R R R R R R R R S Positivo
17/HSC 5/5/2004 Infeccio Ausente “A” R R R R R R R R R N Positivo
31-HC-UFU 18/8/2004 Infeccio Ausente “A” R R R R R R R S R S Negativo
32-HC-UFU 8/10/2004  Infeccio Nio testado “A” R R R R R R R S R S Negativo
11-HC-UFU 18/3/2004 Infeccio Ausente “A1” R R R R R R R S R S Negativo
20-HC-UFU 29/4/2004  Infecgio Nio testado “A1” R S R R R R R S S N Negativo
6-HC-UFU 21/1/2004  Infeccio OptM “A2” R R R R R R R R R S Negativo
18/HSC 6/7/2004 Infeccio Ausente “A2” R R R R R R R R R S Positivo
14/HSC 13/3/2004  Infeccio Nio testado “B” R R R R R R R R R S Positivo
48 /HC-UFU 23/3/2004 Colonizagio Nio testado “B” R R R R R R R S R S Negativo
21-HC-UFU 9/5/2004 Infeccido Ausente “B” R R R R R R R S R S Negativo
24-HC-UFU 30/5/2004  Infeccio Nio testado “B1” R R R R R R R S R S Negativo
9/HSC 23/1/2004  Infeccio Nio testado “Cc» R R R R R R R R R S Positivo
14/HC-UFU 19/2/2004  Infeccio Nio testado “Cc» R S R R R R R S S S Positivo
38/HC-UFU  11/4/2005  Infeccio OptD «» R R R R R R R 8 R S Positivo
17/HC-UFU 24/4/2004 Colonizagio OptD “D” R R R R R R R S R S Negativo
36/HC-UFU 11/2/2005 Infeccido Ausente “D” R R R R R R R S R S Negativo
37/HC-UFU 21/2/2005 Infeccio OptM “B” R R R R R R R R R S Negativo
40/HC-UFU 1/5/2005 Infeccio Nio testado “E1” R R R R R R R S R S Negativo
34/HC-UFU 28/1/2005  Infecgio Nio testado “p” R R R R R R R S R S Negativo
33/HC-UFU 6/11/2004  Infecgio Ausente “G” R R R R R R R S R S Negativo
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8-DISCUSSAO

Foi descrito um surto de infec¢io hospitalar por P. aeruginosa resistente ao imipenem,
em duas UTIs mistas de adultos nos hospitais (A) e (B), envolvendo um total de 68 pacientes,
a maioria internada no hospital (A). Os aspectos da epidemiologia classica, incluindo o caso-
indice e as relagoes temporal e espacial, bem como a participagdo de profissionais de saide e
do ambiente foram considerados somente no hospital (A); e aqueles relativos a epidemiologia
molecular nas amostras proveniente dos dois hospitais.

Cerca de 10% das infecgbes hospitalares sio causadas por P. aeruginosa, sendo que, em
UTIs, esse patogeno € o principal responsavel por estas infecgoes (VINCENT et al, 1995;
JONES et al, 2004). A infeccio mais freqiiente ¢ a pneumonia associada a ventila¢do
mecanica (PAV), mas sua importancia na etiologia de infecces de corrente sanguinea, trato
urindrio e sitio cirurgico também ¢ significativa (SPENCER, 1996; RICHARDS et al, 1999;
GALES et al, 2001)

Embora essas infec¢des sejam usualmente endémicas, hd relatos de surtos por este
microrganismo com resisténcia aos carbapenémicos, sobretudo ao imipenem, nos quais
predomina a pneumonia associada a ventilagaio mecanica (CRESPO et al, 2004; MAJUMDAR
et al, 2004; PAGANI et al, 2005; ZAVASCKI et al, 2006). O surto descrito em nossa
investigacdo incluiu mais de dois tercos (70,6%) de pneumonias associadas a ventilagdo
mecanica, seguindo-se pela ordem decrescente o trato urinario (11,7%), corrente sanguinea
(8,8%) e sitio cirargico (8,8%). As PAVs por este patdgeno estdo associadas a uma taxa
expressiva de mortalidade, evidenciada por Vallés et al (2005) na Espanha, Zavascki et al,
2006, no Brasil, e Ruiz, et al (2007) no Chile, onde relatam freqiiéncias de mortalidade total
em pacientes com PAVs por P. aernginosa de 42,3%, 60,0%, 56,0%, respectivamente, em
condi¢bes endémicas. Em nossa investigacio a mortalidade observada no hospital “B” foi

maior (92,0%-11/12) quando comparada ao hospital (A) (73,0%-22/30), mas ambas muito
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elevadas. O caso-indice do surto do hospital (A) correspondeu a uma PAV diagnosticada no
(A), em novembro em uma paciente transferida do hospital (B) sem indicio de infec¢do na
ocasido.

A ocorréncia de surtos por esse patdgeno foi relatada em todos os continentes
(DUBOIS et al, 2001; GIBB et al, 2002; CRESPO et al, 2004, PAGANI et al, 2005;
KIKUCHI et al, 2007), incluindo no Brasil (GALES et al, 2001, ZAVASCKI et al, 2005). A
situagdo € preocupante, considerando que essas amostras sdo multirresistentes aos
antibiéticos apresentando susceptibilidade somente a polimixina, antibiético menos potente e
mais toxico (CARMELI et al, 1999; ROSSOLINI, MANTEGOLI, 2005) comprometendo o
prognostico quando da terapéutica.

O surto nas duas unidades iniciou-se a partitr de novembro/03, sendo solucionado
mais precocemente, em outubro/04, no hospital (B), por meio do fechamento da unidade,
novas interven¢bes e desinfeccdo terminal. No hospital (A) as medidas de prevencdo e
controle instituidas tesultaram numa diminuicio de casos entre setembro/2004 a
janeiro/2005 com um novo pico ocorrendo a pattir de fevereiro/2005. Verificou-se uma
relacdo temporal bem documentada entre os pacientes infectados na UTI deste ultimo
hospital com uma relacdo entre os pacientes.

A emergéncia e aquisicdo de microrganismos resistentes no ambito hospitalar estao
relacionadas com a pressao seletiva (PATERSON, 2002), exercida pelo uso de antibidticos de
forma empirica e/ou sua disseminacio horizontal, particularmente em UTIs onde,
usualmente, ha uma alta densidade de prescricio de antibiéticos potentes e de largo
espectro;sendo  que, muitas vezes, sua utilizagdio ocorre de maneira empirica
(MACGOWANN, 1995; MOREIRA, 2008). A distin¢do entre estas formas de aquisi¢do pode
ser constatada pela tipagem molecular, sendo que a detec¢do de um unico clone é sugestiva de
transmissao horizontal, ao passo que a presenga de varios é caracterizada pela pressao seletiva

devido ao uso nido racional de antibidético ou contaminagio endégena do paciente
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(PATERSON, 2002). A prevaléncia de clones de P. aeruginosa resistentes ao imipenem foi
observada em hospitais nos Estados Unidos (NNIS, 2004), bem como no Brasil
(PELLEGRINO et al, 2002; FIGUEREDO-MENDES et al, 2005). Varios estudos
descrevem a ocorréncia de infec¢des relacionadas com a presenca de um udnico clone ou
clones predominantes em unidades distintas provenientes de diferentes regides do Brasil
(FIGUEREDO-MENDES et al, 2005) ou em diferentes unidades na mesma institui¢do
(SADER et al, 1993; ARRUDA et al, 1999, FONSECA et al, 20006). No surto desctito no
nosso estudo, em Uberlandia, foi relacionado com um clone predominante “A”.

No hospital B, de seis P. aeruginosa estudadas quanto ao perfil de macrorestricio do
ctDNA quatro apresentaram o perfil “A”, sugerindo uma disseminacao clonal de P. aeruginosa
de janeiro a julho/ 2004.

Entre as linhagens de P. aeruginosa com perfil “A” dos dois hospitais, 4 do hospital (B)
e 7 do hospital (A), trés delas apresentaram o gene sp7, pela amplificagdo por PCR (dados nio
mostrados).

No hospital (B), também foi observado P. aeruginosa com o petfil “B” e “C” em
marco/2004 e janeiro/2004, respectivamente; estes mesmos perfis foram constatados no
hospital (A) em mar¢o e maio/2004 (“B”) e fevereiro/2004 e abril/2005 (“C”), mas sem
transferéncia dos pacientes relacionados.

O petfil de PEGE “C” foi detectado em P. aernginosa isolada em fevereiro/2004 no
hospital A e persistiu neste hospital até abril/2005 e pela amostragem estudada por PFGE,
houve apenas estes dois casos de infec¢ao por P. aeruginosa desse perfil neste hospital.

O petfil “D” ocorreu inicialmente em paciente colonizado em marco/2004 ¢ um ano
apos, foi constatada infec¢do em outro paciente por P. aernginosa com este mesmo petfil.

O perfil PFGE “E” iniciou no hospital (A) em fevereiro/2005 e foi evidenciado em

um caso de infecgdo em maio do mesmo ano. Os demais perfis de macrorestricdo do ctDNA
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ap6s PFGE (“F, G”) foram pontuais, relacionados com a coloniza¢io e infecgio,
respectivamente.

Cerca de um terco dos pacientes hospitalizados fazem uso de antibiéticos desses,
aproximadamente 50,0%, desnecessariamente; o consumo excessivo de antibidticos na UTI
do hospital (A), incluindo carbapenémicos é superior em DDDs (MOREIRA, 2008), ao das
UTIs americanas (NNIS, 2004) e o uso pouco judicioso de antibiéticos como terapéutica
predominantemente empirica com auséncia de um descalonamento (ROCHA et al, 2008)
certamente contribuiram para a aquisicdo de amostra epidémica pelos pacientes.

A importancia do ambiente € valorizado por alguns pesquisadores (BERTRAND et al,
2001, CRESPO et al , 2004) e nio pode ser descartada. O fim do surto no hospital (B) se deu
apos o fechamento da unidade seguida de desinfec¢do terminal, ao contrario do observado no
hospital (A), no qual as medidas ndo foram adotadas, e atualmente, o microrganismo ¢é

endémico e presente também nas unidades nao criticas (CARVALHO, 2007).

Entre os fatores de risco a idade > 60 anos, gravidade da doenga (DEFEZ et al, 2004,
NOUER et al, 2005, ZAVASCKI et al 2005b) e o uso de procedimentos invasivos como
protese ventilatoria por mais que quatro dias nas PAVs (RELLO et al, 20006) e cateter vascular
central nas infec¢Ges de corrente sanguinea (MARRA, 2007) destacam-se nas infec¢bes por P.
aeruginosa. No surto investigado, a idade supetior a 60 anos nos pacientes do hospital (B) foi
mais freqiiente; entretanto os procedimentos invasivos como ventilagio mecanica e cateter

vascular central foram observados em todos pacientes.

Quando da avaliagio de pacientes com infec¢bes por P. aruginosa resistente ao
imipenem, o uso de antimicrobianos, hospitalizacdo prévia, gravidade da doenca, ocorréncia
de cirurgia e imunossupressio (ARRUDA et al, 1999; CAO et al, 2004, NOUER et al, 2005),
além dos procedimentos invasivos, sio os fatores predisponentes mais associados (NOUER

et al, 2005). Como foi referido no paragrafo anterior a idade >60 anos foi um fator de risco
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para os episédios de infec¢Ges por este microrganismo no nosso estudo, a exemplo do

relatado por Zavascki et al (2005) em investigagdo realizada no Rio Grande do Sul.

Adicionalmente, a hospitalizacio prolongada, uso de cateter vascular central,
ventilagdio mecanica e cirurgia também foram significativamente relacionados com as

infec¢des por esse microrganismo a exemplo do descrito por outros autores (HARRIS et al,

2002; CAO et al, 2004; ALOUSH et al, 2000).

A utiliza¢do do imipenem esta relacionada com a emergéncia de P aeruginosa resistente
ao imipenem (TROILLET et al, 1998; FORTALEZA et al, 2006), bem como o de
cefalosporinas de amplo espectro (ALOUSH et al 2006), aminoglicosideos (HARRIS et al,
2002; ALOUSH et al, 2006), vancomicina (HARRIS et al , 2002; NOUER et al, 2005), e
fluorquinolonas (NOUER et al, 2005). Em nosso estudo, o uso de carbapenémico,
cefalosporinas de amplo espectro e vancomicina foram fatores de risco significativos na
analise univariada, mas quando da analise multivariada apenas o uso de prétese ventilatoria
por > 7 dias, traqueostomia e a prescricao de imipenem foram relacionados as infec¢des por
P. aeruginosa resistente a este B-lactamico, achados semelhantes aos relatados por outros
estudos (CAO et al, 2004; FORTALEZA et al, 2006; NOUER et al 2005, ZAVASKI, et al,
2005b, ALOUSH et al, 2000)

A resisténcia em P.  aermginosa aos agentes pseudomonicidas: @-lactimicos,
aminoglicosideos e fluorquinolonas aumentou consideravelmente com a utilizacio desses
antimicrobianos no tratamento empirico de infecgdes por esse microrganismo em pacientes
de UTIs (GALES et al, 2001; ANDRADE, et al, 2003; LAGATOLLA et al, 2004;
ZAVASCKI et al, 2004; LANDMAN et al, 2005; NOUER et al, 2005; LODISE et al, 2007a).
A prevaléncia de amostras multirresistentes diminui as op¢des de tratamento de infecgdes por
esse microrganismo (LODISE et al, 2007b) e a introdugdo dos carbapenémicos em fungio do

aumento de bactérias da familia Enterobacteriaceae e P. aeruginosa produtoras de B-lactamases
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de amplo espectro (NORDMANN, 2002) reduziu ao emprego da associagdo piperaciclina
com tazobactam e polimixina no tratamento de infecgdes por estes microrganimos
multirresistentes (LEVIN et al, 1999; CARMELI et al, 1999; ROSSOLINI,
MANGATEGOLI, 2005) em fun¢ido da resisténcia adquirida ao primeiro que tornou-se
comum (LIVERMORE, 2001; ROSSOLINI, MANGATEGOLI, 2005), enquanto que a
polimixina ¢é considerada téxica e apresenta menor poténcia (ROSSOLINI,
MANGATEGOLI, 2005)

Dados do programa SENTRY relatam uma taxa de resisténcia a imipenem em
isolados de P. aenginosa de 49,0% no Brasil e de 37,8% em outros paises da América Latina
(SADER et al, 2004). As frequiéncias de resisténcia nas amostras de infeccbes em nosso
estudo, foram mais elevadas correspondendo a 95,6%, com susceptibilidade apenas para
polimixina.

A resisténcia adquirida aos antimicrobianos em P. aeruginosa esti relacionada a
presenca de varios mecanismos, cujos genes responsaveis estdo associados a vetores de
resisténcia com destaque para os integrons de classe 1 e transposons (LIVERMORE et al,

2002; DEPARDIEU et al, 2007; QUEENAN, BUSH, 2007). A resisténcia aos B-lactimicos

decorre principalmente da produgio de P-lactamases, sobressaindo as de amplo espectro
(ESBL, AmpC e MBL) (NORDMANN, POIREL, 2002; ROSSOLINI, MANTEGOLI,
2005). Adicionalmente, a diminui¢dao na permeabilidade da membrana pela perda de porinas
da membrana externa e a expressio de bombas de efluxo contribuem para resisténcia a estes
antibiéticos (LIVERMORE, 2002; QUEENAN, BUSH, 2007).

As ESBLs sio B-lactamases mais freqiientemente identificadas em amostras de
Klebsiella pneumoniae ¢ Escherichia coli LIVERMORE, 1995; DEPARDIEU et al, 2007), porém,
nas ultimas décadas o aumento do uso de cefalosporinas de amplo espectro em terapéutica

empirica nos pacientes criticos resultou na emergéncia de P. aeruginosa produtora de enzimas

variantes TEM, SHV, PER-1 e GES (CARMELIL 1999; NORDMANN et al, 1998;
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DOCQUIER et al, 2001, PELLEGRINO et al, 2002). Em nosso estudo, nao detectamos
fenotipicamente a presen¢a de ESBL nos isolados.

Diferente do observado para as ESBLs, a prevaléncia de amostras de P. aeruginosa
produtora de AmpC induzida é pouco detectada fenotipicamente excetuando-se na India
onde sua freqiéncia é crescente com relatos de 17,3% (SHAHID et al, 2003), 20,0%
(ARORA et al, 2005), e 22,0% (BHATTACHARJEE et al, 2008). A detec¢io desse fendtipo é
mais dificil, sendo assim dependente da utilizagdo de testes genotipicos, o que justifica os
poucos dados (DUNNE JR, HARDIN, 2005). Em nosso estudo, a pesquisa desse fenotipo
entre as amostras de P. aeruginosa foi realizada pelo teste descrito por Dunne Jr, Hardin (2005),
com 37,0% positivas para esse fenétipo.

Atualmente, a producdo de metalo-8-lactamase ¢ o principal mecanismo de resisténcia
aos carbapenémicos, além de hidrolisar todos os antimicrobianos da classe dos B-lactamicos
(LIVERMORE, WOODFORD, 2000; WALSH et al, 2005; MENDES et al, 2000). Estas
enzimas sdo codificadas por genes presentes em integrons principalmente de classe 1 que
facilita sua dissemina¢io no ambiente hospitalar (WALSH et al, 2005; MENDES et al, 2000).

A disseminacdo dos genes para MBL ¢ resultante do consumo excessivo de
cefalosporinas  de largo espectro e principalmente de carbapenémicos (imipenem)
(LOMBARDI et al, 2002; LEE et al, 2003). A exemplo das [-lactamases, elas podem ser
divididas em cromossomais e transferiveis, essas codificadas por genes presentes em
transposon e integron, identificadas nas seguintes subclasses: IMP, SIM, VIM, GIM e SPM
(LIVERMORE, WOODFORD, 2000; WALSH et al, 2005, MENDES et al, 2006) e
apresentam distribui¢des geograficas particulares (LAURETTI et al, 1999; TOLEMAN et al,
2002; CASTANHEIRA et al, 2004).

As MBLs foram descritas em amostras de P. aeruginosa relacionadas com situagoes
endémicas e epidémicas em todo o mundo como descrito previamente (GALES et al, 2003;

CRESPO et al, 2004; PAGANI, et al 2005; LAGATOLLA et al, 2006; ZAVASCKI et al,,
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2006; HUANG et al, 2007). No Brasil, ha relatos da presenca do fenétipo em percentuais que
variam de 20,0% a 60,0% (GALES et al, 2003; MAGALHAES et al, 2005; ZAVASCKI et al,
2005a). Entretanto, por se tratar de amostras epidémicas, no surto descrito em Uberlandia,
aproximadamente 90,0% dos isolados foram caracterizadas como produtoras de MBL, e
diferentemente do relatado na maioria dos estudos (GALES et al, 2003; SADER et al, 2005;
VIEIRA et al, 2005) foram resistentes ao aztreonam. Zavascki et al (2006) também
evidenciaram resisténcia a este monobactimico em amostras de P. aeruginosa produtora de
MBLs, proveniente d casos de infeccdo no hospital do Rio Grande do Sul.

No Brasil, Gales et al (2003) relataram amostras produtoras de MBL tipo SPM-1
disseminada em hospitais de diferentes regides, enzima restrita apenas no Brasil. Sader e
colaboradores (2005) também evidenciaram a ocorréncia de MBL da classe IMP-1 e VIM-1
em pacientes internados em um hospital de Sio Paulo.

A resisténcia aos carbapenémicos pode ser também associada 4 diminuicio da
expressao ou perda da porina OptD, conferindo resisténcia ao imipenem e uma baixa
resisténcia a0 meropenem (KOHLER et al, 1999; LIVERMORE, 2002). Em algumas
amostras, a expressao reduzida ou a perda dessa porina D somada a hiperproducao da bomba
de efluxo MexAB-OprM,, interfere na acdo dos B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos
favorecendo a multirresisténcia. Dentre as 14 amostras de P. aeruginosa submetidas a
eletroforese em gel de poliactimida, evidenciou-se a auséncia de OptD em 86,0% (12/14) ¢ a
presenca de uma banda mais forte e visivel com peso molecular de 49 Kda correspondendo
ao peso molecular da proteina OprM em 29,0%(4/14) amostras provavelmente associada
com a ativacio da bomba de efluxo MexAB-OprtM em P. aeruginosa, dados semelhantes ao

observado por Dubois et al (2001).
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9-CONCLUSOES

A partir do caso-indice detectado no hospital (A), proveniente de uma internacido
prévia no hospital (B), evidenciou-se uma relacio temporal e espacial entre os pacientes do
hospital (A). Pela andlise multivariada evidenciou-se os seguintes fatores de risco significativos
(p<0,05) para aquisicdo de P. aeruginosa resistente ao imipenem: ventilagdo mecanica >7 dias,
traqueostomia e prescri¢ao de imipenem. A taxa de mortalidade total foi muito alta (60,0%)
reflexo dos fatores de risco observados e possivelmente das caracteristicas da amostra
epidémica.

A multiresisténcia das amostras de P. aeruginosa resistente aos imipenem estd associada
a produgao de metalo-B-lactamase, e possivelmente, somado a perda da porina D, presenca
de porina M e a atividade de AmpC induzida.

Observou-se uma policlonalidade entre as amostras do hospital (A) durante o periodo
estudado com o predominio do clone “A” detectado no caso-indice e nos primeiros 12 meses
do surto e no hospital (B) entre os meses de janeiro e julho de 2005.

O surto resultou de uma transmissdo horizontal entre os pacientes, possivelmente
associado a baixa adesdo nas praticas de higiene das maos, apesar do microrganismo nao ter
sido recuperado de profissionais de saude. A disseminacao clonal de P. aeruginosa resistente ao
imipenem parece estar relacionada com a transferéncia interhospitalar do paciente indice,
pratica que é comum entre hospitais no pais.

Em fun¢io da dimensio e a gravidade do surto somado aos dados epidemiolégicos
alertam para necessidade de uma reavaliacdo das praticas de prevencdo e controle de IHs e

uso racional de antimicrobianos principalmente nas unidades criticas
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11-APENDICE

APENDICE 1-FICHA DE INFECGCAO/COLONIZAGCAO

Hospital: N prontuario Leito:___ Colonizacao _____/Infeccio_____
Data de admissdo na UTI:

Transferido: N() S () Clinica: Data de transferéncia _/

Nome: Idade : sexo: M() F ()

Diagnéstico clinico:

Doenca de base:

Data de Transferéncia : Alta: /] Obito: / /

Cirurgia: S()/N () Tipo de Cirurgia:

Infeccdo: S()/N () Sitio:

Proc. Invasivos: SNG () SV( )CVC ()TET() RES() Dreno( ) outros( )

Antibiéticos: S ()/N() - T() P ()

Quais/data

Germe isolado S()/N ()

Sitio: Qual:

Espectro de resisténcia:

Observagoes:
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12-ANEXO

ANEXO 1- APROVACAO DO CEP

AT

j Universidade Federal de Uberlandia

Pro-Reitoria de Pesquisa e Pos-Graduacio

COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP

Av. Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Mémica - Uberiandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (034)239-4131
PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 284/04

Registro CEP: 189/04
Projeto Pesquisa: “Swurtos por psewdomonas aeruginosa mudfiresistente em umidades de
ferapia intensiva de DA’s hospilais de Uberidndia: fatores de risco enire paciemtes
hospitalizades e mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos”.
Pesquisador Responsavel: Paulo Pinte Gontijo Fitho
De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugfo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela
aprovacdo. do projeto de pesguisa proposto.

Sitnacdo: Projeto aprovado.

Uberlandia, 22 de novembro de 2004,

ot

Prof. fo Aéﬁﬁm Eduardo Bonella
FmréPnadOr do CEP/AJFI]

Orientagdes ao pesquisador:
(Para parecer Aprovado ou Aprovado com Recc ¢des)
= O syjeito da pesquisa lem o liberdade de recusar-se a pam par ou de retirar
da pesqg L algima e sem Dy
deve receber uma copia do Termo de Consentimento
{(Item IV.2.d}).
= O pesquisador deve desenvelver & pesquisa confurme delineada no protocole aprovado ¢ descontinuar ¢ estudo
somente apOs anélise das razbes da descontimiidade pelo CEP que 0 aprovou {Res. CNS Item JI1.3.7),
aguardando sen parecer. exceto quando perceber risco ou dano nfio previsto ao sujeito participante ou
quando constatar a superioridade de regime oferecido z um dos grupos da pesquisa (ltem V.3) que
requeiram agdo imediata.
e (MY T‘T) Aax e ST G fnrm

g inform 5 tverso
{Res.

seu consentimento em qualquer fase
de (Res. ONS 106/06 - Ttem V.16
Jvre e Hsclarecido, na integra, por ele assinado

o5 0 afeitns ad

CNS Item V.4). E papel do pesqm sador .ss»\.gum medxda\ Jmedlatas adcqua as. f
adverso grave ocorrido (mesmn que tenh
Nacionai de v figildneia Sandtaria — ANVISA — junto com seu rnmwmmmusm

° Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma dara € st
identificando a

> do profocol

acolo a ser mndificada & sua -
ou II apresentados anieriormmente 8 ANVISA, o pe:qu;s&d@r ou patrocinador deve envig-las tambem a
mesma, junto conl o parecer aprovatério da CEP, para serem ﬁmﬁmia: ag pi‘mwlo micial £ Res. 251/97,
item 1112 ¢). O prazo para entrega de relatorio & de 120 dias apés o términe da exccugdio prevista no

cronograma do projeto, conforme norma da Res. 196/96 CNS.

tivas Pm easo de po




