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RESUMO

A incidéncia de infec¢des causadas por Pseudomonas aeruginosa multiresistente produtora
de metalo-B-lactamase estd aumentando mundialmente, especialmente em pacientes
criticos. O objetivo deste estudo foi determinar a incidéncia de pneumonia associada a
ventilacdo mecénica (PAV) por Pseudomonas aeruginosa produtora ou ndo de metalo-f3-
lactamases em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de adultos do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), caracterizando
aspectos epidemioldgicos, dentre os quais fatores de risco dos pacientes, € moleculares das
amostras. Foi realizado um estudo de coorte incluindo 93 pacientes com PAV por
Pseudomonas aeruginosa no periodo de janeiro/2004 a novembro/2006. Foram realizadas
coletas de secrecdo de orofaringe das primeiras 48 horas de internacdo, depois em quatro
dias, e a seguir semanalmente, e de aspirado endotraqueal quando da indicagdo clinica da
pneumonia. No estudo epidemioldgico, 40 (43 %) pacientes tiveram PAV por
P.aeruginosa produtora de metalo-f-lactamase (PA-MBL) e 53 (57 %) PAV por nao-PA-
MBL, com os seguintes fatores de risco significativos (p<0,05) associados com PAV por
PA-MBL: escore ASIS, diagndstico clinico na admissdo, hospitalizacdo prévia, estada
prolongada na UTI, uso prolongado de ventilagcdo mecéanica (VM), uso de carbapenemas,
fluorquinolonas e de trés ou mais antibidticos, na andlise univariada; e, confirmados como
independentes por andlise multivariada apenas hospitalizacdo prévia e tempo mais longo
de VM. Adicionalmente, a taxa de mortalidade foi significantemente maior no grupo de
PAV por PA-MBL, tanto na andalise univariada quanto na regressdo logistica. Quarenta (43
%) amostras de P.aeruginosa foram identificadas como produtoras de MBL pelo teste
fenotipico de sinergismo com duplo-disco € a maioria (59 %) comportou-se como do
fenétipo AmpC. A resisténcia aos agentes [-lactimicos assim como aos demais
antibidticos foi significantemente maior entre as amostras de PA-MBL, detectando-se a
presenca de multiresisténcia na maioria (82,5%) daquelas MBL positivas. O gene blagpm.i
foi detectado em apenas trés (18,8%) das 16 amostras do fenétipo MBL testadas. O estudo
de epidemiologia molecular através da técnica de “PFGE” revelou a ocorréncia de uma
policlonalidade (16 gendtipos em 20 amostras), com evidéncia de transmissdo cruzada em
trés pacientes (clone A), dois (gendtipo C) e outros dois pacientes (gendtipo E) e de
similaridade entre amostras recuperadas de dois pacientes colonizados e posteriormente
infectados. As duas amostras associadas ao surto responsavel pela emergéncia das PA-
MBL em nosso hospital, diferiram das amostras de PA-MBL recuperadas em condic¢des
endémicas no nosso estudo. A presenca destas amostras representa uma grave ameaca aos
pacientes, exigindo uma revisdo quanto a uma politica do uso mais racional de antibidticos
e na implementacdo de programas de controle e prevencio de infec¢oes hospitalares mais
efetivos.

Palavras-chave: pneumonia associada a ventilacdo mecanica, Pseudomonas aeruginosa,
metalo-f-lactamase, resisténcia aos antibidticos, fatores de risco



ABSTRACT

The incidence of infections caused by multidrug-resistant Pseudomonas aeruginosa
producing metallo-fB-lactamase is increasing, especially in critically ill patients. The
objective of this study was to evaluate the incidence of ventilator associated-pneumonia
(VAP) caused by P.aeruginosa producing metallo-f-lactamase (MBL-PA) or non-MBL-PA
in patients admitted at a adult intensive care unit (ICU) of a Uberlandia Federal University
Hospital Clinic, looking epidemiologic and molecular aspects. A cohort study was
performed including 93 patients with VAP caused by P.aeruginosa from January/2004 to
November/2006. The collection of the tract respiratory superior secretions was made by the
swab-rinse sampling method and of the endotracheal aspirate when for suspicion of VAP.
In total, 40 (43%) patients had VAP by MBL-PA and 53 (57%) by non-MBL-PA. The
study was approved by the Ethical Committee of the University. The results of univariate
analysis of risk factors for MBL-PA VAP showed that the ASIS score, clinical condition in
admission, prior hospitalization, prolonged stay in the ICU, prolonged time of mechanical
ventilation, exposure of carbapenems, fluorquinolones and use of three or more antibiotics
were risk factors for VAP by MBL-PA. After logistic regression the following risk factors
continued significant: prior hospitalization and prolonged time of mechanical ventilation.
Additionally, the mortality was also independently associated with MBL-PA VAP. During
the study period we identified 40 (43%) isolates of P.aeruginosa presumptive MBL
producers according to the disk approximation tests and of the 59% of the AmpC
phenotype. Resistance to B-lactam and non-f-lactam agents was significantly higher among
MBL-PA isolates with the 82,5% of this multidrug-resistant. Only 18,8% (3/16) of MBL-
producing strains were positive for the blaspm-1 gene. To determine the genomic diversity of
P.aeruginosa multidrug-resistant 20 isolates were analysed by macrorestriction profile
analysis following PFGE. That showed of polyclonal Pseudomonas aeruginosa (16
genotypes). Altogether the detection of horizontal dissemination was observed in three
patients (Clone A), two (Genotype C) and more two patients (Genotype E). The two
epidemic MBL-PA isolates from the outbreak in 2003 presented macrorestriction profiles
different from the endemic MBL-PA. The presence of MBL-PA in our unit indicates
problems in nosocomial infection control practice, likely associated with low adherence to
hand hygiene and especially in the abusive use of antibiotics.
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I- INTRODUCAO

Pneumonia associada a ventilacio mecanica (PAV) refere-se a pneumonia que se
desenvolve apds 48 horas de entubacdo endotraqueal e de ventilacdo mecanica (VM)
(CHASTRE, 2005; DWIVEDI et al., 2010; KOLLEF, 2005; ZHUO et al., 2008), sendo a
infeccdo hospitalar mais freqiiente em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (AYBAR,
TOPELI 2008; CHASTRE, 2005; DWIVEDI et al.,, 2010; HUGONNET, UCKAY,
PITTET, 2007; JUNG et al., 2007; LUNA et al, 2007; RELLO et al., 2006; SAFDAR,
CRNICH, MAKI, 2005).

A incidéncia de PAV nestas unidades varia de 9% a 40% (SAFDAR, CRNICH,
MAKI, 2005), dependendo da populacdo estudada e dos critérios de diagndstico utilizados
(ALP, SAFDAR, CRNICH, 2004; SAFDAR, CRNICH, MAKI, 2005). Segundo o
“National Nosocomial Infections Surveillance System” (NNISS, 2004) a taxa de PAV nos
Estados Unidos varia de 4 a 14/1.000 dias de ventilacdo e em paises latino americanos esta
entre 10 a 52/ 1.000 dias de ventilacdo (ROSENTHAL et al., 2006).

As PAVs incluem-se entre as infec¢Oes hospitalares mais graves com taxas de
mortalidade variando entre 20% a 50%, podendo chegar a 70% quando causada por
patdgenos multiresistentes (AYBAR, TOPELI 2008; CHASTRE, 2005; COMBES et al.,
2006; HUGONNET, UCKAY, PITTET, 2007; KWA et al.,, 2007; MCCLURE, 2009;
RELLO et al., 2006; SAFDAR, CRNICH, MAKI, 2005; ZIMERMANN e al., 2004).
Adicionalmente, estd associada a estadia prolongada na unidade (GARCIN et al., 2010;
HUGONNET, UCKAY, PITTET, 2007; NSEIR et al., 2006; PARKER et al., 2008),
acarretando um custo hospitalar estimado de até $40.000 délares por episddio de PAV nos
Estados Unidos (HUGONNET, UCKAY, PITTET, 2007; RELLO et al., 2002; WARREN

et al., 2003).



A maioria dos pacientes desenvolve pneumonia por microaspiracdo de secrecdo da
orofaringe previamente colonizada durante a hospitalizacdo na UTL mas a aspiragdo de
conteudo gastrico, inalacdo de aerossOis contaminados provenientes de circuitos
ventilatorios, dissemina¢do hematogénica a partir de um foco distante e extensdo direta de
uma infec¢@o continua, como infec¢des do espaco pleural podem ocorrer (KIENINGER,
LIPSETT, 2009; KOLLEF, 2005; SAFDAR, CRNICH, MAKI, 2005).

Os fatores de risco predisponentes ao desenvolvimento de PAVs se dividem em
intrinsecos, como idade avangada, gravidade da doenc¢a de base, imunocomprometimento,
doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), tabagismo, md nutricdo e coma; €
extrinsecos incluindo cirurgias, particularmente as de torax e abdome, procedimentos
invasivos, uso de antidcidos, corticdides e antibidticos (HUGONNET, UCKAY, PITTET,
2007; KIENINGER, LIPSETT, 2009; STRAUSBAUGH, 2005). A ventilagio mecéanica,
assim como sua duracdo sdo os fatores de risco mais importantes na aquisicdo de
pneumonias em pacientes internados em UTI(s) (KIENINGER, LIPSETT, 2009;
SAFDAR, CRNICH, MAKI, 2005).

O paciente hospitalizado em UTI geralmente sofre mudancas na sua microbiota
normal do trato respiratorio superior, com substituicao dos estreptococos, Haemophilus spp
e anaerobios por bacilos Gram-negativos tais como Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp. e representantes da familia Enterobacteriaceae, além do S.aureus
resistante a oxacilina (CRNICH, MAKI, 2005; KIENINGER, LIPSETT, 2009; KOLLEF,
2005; PARKER et al., 2008; SAFDAR; PARK, 2005). Estas alteracdes normalmente estao
associadas ao tempo de internacdo, gravidade da doenca de base, uso de antimicrobianos e
de procedimentos invasivos, particularmente o tubo endotraqueal (KIENINGER,

LIPSETT, 2009; NSEIR et al., 2006; PARKER et al., 2008; PARK, 2005), caracterizando



a colonizagdo da mucosa da orofaringe como fator de risco importante para o
desenvolvimento de PAVs (BERTHELOT et al., 2001; ORTEGA,ROENEVELD,
SCHULTSZ, 2004).

A etiopatogenia das PAVs estd relacionada principalmente com aquisi¢do de
bactérias nosocomiais resistentes aos antibidticos (KIENINGER, LIPSETT, 2009;
PARKER et al., 2008; PARK, 2005). O tubo endotraqueal comumente € recoberto por um
biofilme, quando examinado por microscopia eletronica, que pode agir como um foco de
infeccdo, aumentando o risco de pneumonia e protegendo os microrganismos da acdo de
antibidticos e das defesas do organismo (KIENINGER, LIPSETT, 2009; NSEIR et al.,
2006; PACHECO-FOWLER et al., 2004; TULLU et al., 2000).

O diagnostico de PAV € baseado em critérios clinicos-radioldgicos, incluindo sinais e
sintomas tais como febre, hipotermia, secrec@o purulenta, infiltrados novos ou progressivos
nas radiografias de torax; adicionalmente, considera-se a presenga de leucocitose ou
leucopenia (AYBAR, TOPELIL 2008; DIAZ et al., 2009; DWIVEDI et al., 2010;
FURTADO et al., 2007; HUGONNET, UCKAY, PITTET, 2007; JUNG et al., 2007;
KIENINGER, LIPSETT, 2009; NSEIR et al., 2008; RELLO et al., 2006; ZHUO et al.,
2008). Estes critérios sdo inespecificos, ja que podem estar associados a outras sindromes
comuns em pacientes de UTI como sindrome da angustia respiratoria (SARA), embolia e
infarto pulmonar, traqueobronquite e outras. A utilizagdo de critérios microbioldgicos no
diagnostico é recomendada pela sua sensibilidade e especificidade, além de permitir uma
terapia antibidtica mais adequada (DIAZ et al., 2009; KIENINGER, LIPSETT, 2009;
NIEDERMAN et al., 2005).

Entre os espécimes clinicos utilizados no diagndstico microbioldgico incluem-se:

aspirado endotraqueal (AE), lavado bronco-alveolar (BAL) e secrecdo coletada com



escova protegida (PSB), através de técnicas quantitativas, considerando-se usualmente
como pontos de corte: 10°, 10* e 103 unidades formadoras de coldnias/mililitro (UFC/ mL),
respectivamente (BERGMANS, BONTEN, 2004; KIENINGER, LIPSETT, 2009). Os dois
ultimos espécimes clinicos sdo coletados através de broncofibroscopia e apresentam
elevada sensibilidade e especificidade, sendo que a utilizacdo prévia de terapia antibidtica
pode diminuir a sensibilidade (BERGMANS, BONTEN, 2004; KIENINGER, LIPSETT,
2009). Entretanto, a broncoscopia € uma técnica cara e nem sempre estd disponivel na
rotina laboratorial em hospitais de paises como o Brasil. Embora a cultura do AE apresente
uma especificidade inferior (< 50%) a dos espécimes minimamente contaminados referidos
anteriormente, ainda é muito utilizada, com relatos de uso do ponto de corte de 10°
UFC/mL (FURTADO et al., 2007; NIEDERMAN, 2005; NSEIR et al., 2008; ZHUO et al.,
2008), uma vez que € incomum um microrganismo causar pneumonia € nio estar presente
na cultura do AE (NIEDERMAN, 2005).

Aproximadamente 70% dos casos de PAV s@o causados por bacilos Gram-negativos
(BERGMANS, BONTEN, 2004; KOLLEF, 2005; RELLO et al., 2006), observando-se
uma maior mortalidade quando associada a patégenos como Pseudomonas aeruginosa €
Acinetobacter spp. (COMBES et al., 2006; GARCIN et al, 2010; KOLLEF, 2005; KWA et
al., 2007; MCCLURE, 2009; ZHUO et al., 2008; ZIMERMANN et al., 2004). Segundo
Giantsou e colaboradores (2005), a mortalidade foi maior (18%) em PAVs por
Pseudomonas aeruginosa elou Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) do
que na causada por outros microrganismos (4%), caracterizando uma pior evolu¢do clinica
nestes pacientes.

Os agentes etioldgicos mais associados as PAVs segundo a casuistica do “National

Nosocomial Infections Surveillance System” (NNISS, 2004) sdo: Pseudomonas aeruginosa



21%), Staphylococcus aureus ( 20% ), Enterobacter spp. (9% ) e Klebsiella pneumoniae
(8%), sendo que nas UTI(s) o agente mais comum € Pseudomonas aeruginosa ( 25% ).

Atualmente, tanto no Brasil (FURTADO et al., 2007; ZIMERMANN et al., 2004)
quanto em outros paises (BASSETTI et al., 2006; GIANTSOU et al., 2005; KOLLEF,
2005; KWA et al., 2007; PARKER et al., 2008) a maioria das PAVs é causada por
microorganismos multiresistentes, associada a altas taxas de mortalidade, resultado em
parte de terapéuticas inadequadas com regimes antimicrobianos que favorecem a
emergéncia de amostras resistentes aos antibidticos (BASSETTI et al., 2006; BHAT et al.,
2007; DWIVEDI et al., 2010; GARCIN et al, 2010; JUNG et al., 2007; KOLLEF, 2000;
KWA et al., 2007; NSEIR et al., 2008; PARKER et al., 2008).

Na ultima década, amostras de P.aeruginosa causadoras de PAVs tem adquirido
resisténcia (> 30%) as cefalosporinas (ceftazidime e cefepime), fluorquinolonas e
carbapenemas e apresentam taxas elevadas de mortalidade (COMBES et al., 2006; PARK,
2005).

P.aeruginosa ¢ um dos principais exemplos de microrganismo oportunista,
caracterizado pela producdo de uma variedade de fatores de viruléncia (KERR,
SNELLING, 2009; SOARES, 2005), incluindo mecanismos de adesdo e invasao, produgdo
de endotoxina (lipopolissacarideo da parede celular-LPS) e exotoxinas, como a exotoxina
S e A, e enzimas incluindo a elastase, leucicidinas, além da producdo de alginato (cépsula),
auxiliar na evasdo dos mecanismos de defesa do hospedeiro (KERR, SNELLING, 2009;
SADIKOT et al.,, 2005; SOARES, 2005). Adicionalmente, P.aeruginosa apresenta
resisténcia intrinseca a muitos antibidticos e pode adquirir resisténcia mobilizada por
vetores como plasmideos e transpossons conjugativos a antibidticos considerados

pseudomonicidas, dificultando a antibioticoterapia ¢ aumentando a possibilidade de



terapéutica inadequada o que resulta numa mortalidade mais elevada (SOLH,
ALHAJHUSAIN, 2009).

Dentre estes mecanismos de resisténcia aos antibidticos estdo incluidos: diminui¢do
da permeabilidade da membrana celular externa pela perda de porinas OprD,
hiperprodu¢do de bombas de efluxo, produgdo de enzimas que inativam oS
aminoglicosideos, inativag¢@o por B-lactamases AmpC (grupo C), B-lactamases de espectro
entendido (ESBL) (grupo A) e metalo-B-lactamases (grupoB) (FLAHERTY, STOSOR ,
2004; KERR, SNELLING, 2009; MESAROS et al., 2007; SACHA et al., 2008).

A resisténcia a algumas das classes de antibidticos pode ser mediada por diferentes
mecanismos (KERR, SNELLING, 2009; MESAROS et al., 2007; SACHA et al., 2008). A
resisténcia ao imipenem neste microrganismo pode decorrer da producdo de
carbapenemases, perda ou expressio reduzida de porinas OprD, enquanto a resisténcia ao
meropenem pode ainda ser mediada pela hiperprodug¢do de B-lactamases AmpC e/ou
hiperexpressao de bombas de efluxo (KERR, SNELLING, 2009; KOUDA et al., 2009)

A produgdo de enzimas, como as [-lactamases, é o principal mecanismo de
resisténcia aos P-lactimicos em bactérias Gram-Negativas, incluindo P.aeruginosa
(JACOBY, MUNOZ-PRICE, 2005; SACHA et al.,, 2008;). Existem numerosas [-
lactamases descritas, codificadas por genes cromossomais € plasmidiais. Sao classificadas
com base na seqiiéncia de amino-4cidos e nucleotideos em quatro classes: A e C, usando a
serina como sitio ativo, B (metalo-B-lactamases — MBLs), com o zinco no sitio ativo e
classe D ou OXA-enzimas, serina-proteases, mas distintas das classes A e C

(MALTEZOU, 2009; PELEG et al., 2005; QEENAN, BUSH, 2007; SACHA et al., 2008).



Na ultima década, as MBLs emergiram como um dos mais importantes mecanismos
de resisténcia, conferindo resisténcia a todos os B-lactamicos, com exce¢do do aztreonam
e usualmente associadas a outros genes de resisténcia (MALTEZOU, 2009; SACHA et al.,
2008). A producdo de MBLs € codificada por genes cassetes moéveis associados a
determinantes de resisténcia de outras classes de antibidticos, inseridos no cromossoma ou
em integrons da classe 1 (genes IMP, VIM e GIM) ou 3 (gene IMP) (CASTANHEIRA et
al., 2004; COLLIS et al., 2002) que combinados com vetores genéticos como plasmideos e
transpossons conjugativos podem ser disseminados inclusive entre outros microorganismos
Gram-negativos que ndo P.aeruginosa (BENNETT, 1999; MALTEZOU, 2009; PATZER
etal., 2009; SACHA et al., 2008; WALSH et al., 2005).

A maioria dos genes MBL € encontrada em plasmideos (TOLEMAN et al., 2004),
mas ha evidéncias de transposson como responsavel pela disseminacdo de integrons de
classe 1 e de genes blayiv.o (YATSUYANAGI et al.,, 2004; SPENCER et al., 2003),
aumentando a freqiiéncia de bactérias resistentes (KIM et al., 2005; KOUDA et al., 2009;
MALTEZOU, 2009; PATZER et al., 2009; SACHA et al., 2008; WALSH et al., 2005).

Nem todos os genes de MBLs estdo associados com integrons ou transpossons.
Andlises de amostras brasileiras de P.aeruginosa apresentam regides comuns de elementos
chamadas CR (POIREL et al., 2004), sobre os quais o conhecimento ¢é limitado,
particularmente como facilitam a mobilizacdo de genes, apesar de sua associagdo com
genes de resisténcia a antibidticos (PARTRIDGE, HALL, 2003).

P.aeruginosa multiresistente pode ser definida quando apresenta resisténcia a trés ou
mais dos agentes antimicrobianos pseudomonicidas: penicilinas antipseudomonais
(piperacilina), cefalosporinas  antipseudomonais  (ceftazidime), fluorquinolonas,

carbapenemas (imipenem, meropenem, doripenem) e aminoglicosideos (gentamicina,



tobramicina, amicacina) (DEFEZ et al.,, 2004). A multiresisténcia é freqiilentemente
causada pela existéncia de vdrios mecanismos de resisténcia, citados anteriormente
(BONOMO, SZABO, 2006). A presenca de metalo-f-lactamases estd associada ao
fenétipo de multiresisténcia, porque normalmente ja existe neste tipo de cepa resisténcia a
aminoglicosideos e quinolonas (MALTEZOU, 2009; WALSH et al., 2005).

Atualmente, as MBLs sdo classificadas em sete tipos diferentes

(http://www.lahey.org/Studies), incluindo: IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, AIM-1, esta

ultima descrita recentemente em P.aeruginosa da Austrdlia e NDM (M.A. Toleman,
resultados ndo publicados) (MESAROS et al., 2007; PATZER et al., 2009; QUEENAN,
BUSH, 2007; WALSH et al., 2005), com diferencas na seqiiéncia de aminodcidos e quanto
a distribuigdo geografica (OLIVER, 2009; PATZER et al., 2009).

A primeira MBL descrita em P.aeruginosa foi do tipo IMP-1, detectada no Japdo em
1990 MALTEZOU, 2009; PELEG et al., 2005; QUEENAN, BUSH, 2007; ROSSSOLINI,
2005), desde entdo, a diversidade destas enzimas tem sido revelada nos dltimos 10 anos, na
Asia, Europa, assim como Américas do Norte e do Sul, sugerindo uma disseminagdo
rdpida dos genes de resisténcia responsaveis, através de determinados clones prevalentes
de P.aeruginosa (MALTEZOU, 2009; QUEENAN, BUSH, 2007; ROSSSOLINI, 2005;
SACHA et al., 2008; WASH et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006a).

Os tipos IMP (de “active on imipem’) e VIM (de “Verona integron-encoded metallo-
p-lactamase”) sd@o os mais prevalentes e com uma ampla distribui¢do geografica
(GIAKKOUPI et al., 2003; LOLANS et al., 2005; MALTEZOU, 2009). Inicialmente,
MBLs do tipo IMP estavam confinadas quase que exclusivamente no Japdo e em paises de
Sudeste asiatico, incluindo a China (PELEG et al., 2005; QUEENAN, BUSH, 2007;

ROSSSOLINI, 2005), mas atualmente foram detectadas na Australia, E.U. A., Canada,



Brasil, Inglaterra, Itdlia e Portugal, em muitas espécies de Enterobacteriaceae, assim como
em P.aeruginosa e Acinetobacter baumannii (MALTEZOU, 2009; SADER et al., 2005a;
WALSH et al., 2005).

VIM-1 foi inicialmente detectada em P.aeruginosa responsidvel por um surto
nosocomial em Verona, Itidlia em 1997 (LAURETTI et al., 1999). A andlise da seqii€éncia
dos aminoécidos revelou uma similaridade de 31,4% com o tipo IMP-1. As amostras de
P.aeruginosa produtora de VIM-2, em sua maioria (85,7%), apresentam resisténcia de nivel
alto (MIC>120pg/mL) ao imipenem (KIM et al., 2005). Atualmente, o VIM-2 é a MBL
dominante globalmente, ja descrita em 37 paises em cinco continentes (GIAKKOUPI et al.,
2003; LOLANS et al., 2005; MALTEZOU, 2009), incluindo o Brasil (SADER et al.,
2005a; SADER et al., 2005b).

O tipo SPM (de “Sao Paulo metallo-B-lactamase”) foi identificado primeiramente no
Brasil em 2001, em uma amostra pan-resistente de P.aeruginosa, recuperada de um caso de
sepse em uma crianca com leucemia linfobldstica aguda (TOLEMAN et al., 2002). Ela
apresenta similaridade (36,5%) com o tipo IMP-1 (TOLEMAN et al., 2002). A partir de sua
descoberta, SPM-1 foi implicada em surtos hospitalares no Brasil, com dados indicativos
da sua endemicidade em vérios hospitais (GALES et al., 2003; SADER et al., 2005a;
SADER et al., 2005b; ZAVASCKI et al., 2005).

A familia GIM (de “German imipenemase”) foi detectada em cinco amostras de
P.aeruginosa multiresistente de pacientes hospitalizados em Dusseldorf, Germany, em
2002 (CASTANHEIRA et al., 2004). Esta MBL estd mais intimamente relacionada ao tipo
IMP, com 39% a 43% de similaridade (MALTEZOU, 2009).

O tipo SIM-1 (de “Seoul imipenemase”) foi relatado pela primeira vez em sete

amostras de A.baumannii, isoladas de varias enfermarias de um hospital de Seul, Coréia do



Sul (LEE et al., 2005) e apresenta similaridade de 64% a 69% com o tipo IMP (LEE et al.,
2005).

As MBLs mais conhecidas sdo IMP-1, VIM-1 e SPM-1 (HELFAND, BONOMO,
2005; MALTEZOU, 2009; QUEENAN, BUSH, 2007;), esta ultima descrita em hospitais
de regides diferentes brasileiras (Sao Paulo, Rio de Janeiro, Parand, Bahia, Ceard, Distrito
Federal, Pernambuco) (GALES et al.,, 2003), incluindo na cidade de Uberlandia
(CEZARIO et al., 2009). Nesse estudo, um surto acometeu 76,7% dos pacientes infectados
por P.aeruginosa multiresistente, constatando-se uma taxa alta (70%) de mortalidade,
similarmente ao descrito por Zavascki e colaboradores. (2006b) no Rio Grande do Sul;
retratando um problema de disseminacdo clonal com necessidade de adocdo de medidas
preventivas desta dispersdo inter e intra-hospitalar (PICAO et al., 2008).

Como dito anteriormente, os genes de resisténcia codificadores de metalo-B3-
lactamases estdo inseridos usualmente em integrons de classe-1 em P.aeruginosa
(FONSECA et al., 2005; MALTEZOU, 2009; SACHA et al., 2008). A presenca destes
integrons foi detectada em amostras de P.aeruginosa multiresistente em Sdo Paulo, assim
como na regido amazonica do Brasil, com freqii€éncias acima de 50% (FONSECA et al.,
2005; GALES et al., 2003). A importancia destes vetores na dindmica de aquisicdao de
genes de resisténcia nestes microrganismos € destacada pela emergéncia destes fenotipos
multiresistentes, dificultando a conduta terapéutica (FONSECA et al., 2005).

Recentemente foram identificados e caracterizados genes cassetes (arr-4 e arr-5) em
integrons de classe-1 de amostras clinicas de P.aeruginosa no Rio de Janeiro, com
evidéncia de disseminacdo horizontal intra e inter-hospitalar deste microorganismo

(LOURENCO et al., 2008).



A detecgdo rapida e acurada de microorganismos produtores de MBLs € crucial para
estabelecimento de uma terapia antimicrobiana apropriada e prevencao de sua disseminacdo
(CORNAGLIA et al., 2007; WALSH et al., 2005). Entretanto, ndo ha nenhum método
fenotipico padrdo para deteccio destas amostras, recomendado pelo “Clinical Laboratory
Standards Institute” (CLSI, 2008), nem por qualquer outro comité internacional (SINGH et
al., 2009; PICAO et al., 2008). Existem vdrias publicacdes (FRANKLIN, LIOLIOS,
PELEG, 2006; MARCHIARO et al., 2005; PICAO et al., 2008) sobre diferentes métodos
fenotipicos baseados no emprego dos inibidores de MBL, como o 4cido-etil-diamino-
tetracético (EDTA) ou compostos derivados do tiol, como 2 4cido-mercaptopropidnico
(MPA), que embora simples e baratos quando comparados com as técnicas genotipicas,
apresentam resultados discordantes dependendo da metodologia, substratos e dos inibidores
de MBL empregados, além da espécie testada (FRANKLIN, LIOLIOS, PELEG, 2006;
MARCHIARO et al., 2005; PICAO et al., 2008).

Qu e colaboradores (2009) relataram quando da utilizacdo do teste de sinergismo de
duplo-disco (DDST), com MPA, valor preditivo positivo baixo de 48,8%. Kim e
colaboradores (2007) demonstraram que concentragdes altas do MPA no teste de
sinergismo quando da detec¢do de MBL estdo associadas com resultados falso-positivos em
1solados produtores de ESBL, AmpC e algumas carbapenemases da classes A, enquanto
baixas concentragdes reduzem a sensibilidade do teste.

A utilizagdo de técnicas de biologia molecular € imprescindivel no melhor
conhecimento da epidemiologia destas infec¢des (CEZARIO et al., 2009; NOUER et al.,
2005), uma vez que possibilita a caracterizagdo de surtos e deteccao de possiveis fontes de

transmissao (SOARES , 2005; ZAVASCKI et al., 2005).



A exemplo de outros patogenos hospitalares como S.aureus resistente a oxacilina,
K.pneumoniae, entre outros (GIAKKOUPI et al., 2003c; SOUSA et al., 2001), estudos com
técnicas de “DNA fingerprinting” revelaram que a maioria dos surtos por P.aeruginosa do
fenoétipo multiresistente produtor de  MBL € de origem mono clonal, aspecto que indica
falhas nas préticas de controle de infec¢do hospitalar como desinfec¢do inadequada dos
equipamentos médicos, além do papel das maos dos profissionais de saude como possivel
via de disseminacdo destes microorganismos, inclusive dos produtores de MBLs no
ambiente hospitalar (FIGUEIREDO-MENDES et al, 2005; MALTEZOU, 2009;
PELLEGRINO et al., 2002).

Estudos realizados inclusive no Brasil apontam uma disseminacdo intra e inter-
hospitalar de determinados clones de P.aeruginosa em diferentes regides (FIGUEIREDO-
MENDES et al., 2005; FONSECA et al., 2006; MARTINS et al., 2007). O primeiro relato
desta disseminagdo clonal foi de uma amostra de P.aeruginosa MBL SPM-1, em hospitais
de cinco estados brasileiros (GALES et al., 2003). A seguir, foi documentada a presenca de
cinco clones intra e inter-centros em UTIs de Sdo Paulo (quatro centros) e Brasilia (um
centro), utilizando a técnica de “PFGE”, sem descri¢do do tipo de MBL (FIGUEIREDO-
MENDES et al., 2005).

No Sul do Pais, Zavascki e colaboradores (2005) relataram um surto por um clone
blaspm.1, seguido de infecgdes endémicas relacionadas com este clone num hospital
tercidrio de Porto Alegre. No entanto, 0 mesmo grupo (MARTINS et al., 2007) detectou a
presenca de dois clones, um em amostras de SPM-1 como nas publicacdes anteriores e
outro englobando amostras de IMP-1 em outro hospital geral de Porto Alegre. Estas
investigacoes incluiram amostras provenientes de diversas unidades e de diferentes tipos de

infec¢des nestes dois hospitais de assisténcia tercidria.



No Rio de Janeiro, em estudo realizado num hospital universitario, houve evidéncia
de uma freqiiéncia alta (61,2%) de amostras de P.aeruginosa resistente ao imipenem, em
diferentes unidades e tipos de infeccdes, com predominio de um clone A (76%) de
P.aeruginosa produtora de MBL (KOKIS et al., 2005).

Em Uberlandia, Cezario e colaboradores (2009) relataram um surto de infecc¢ao
hospitalar, incluindo predominantemente casos de PAV (85%), acometendo 47 pacientes
em sua maioria (76,7%) infectados por P.aeruginosa produtora de MBL, com identificacdo

de quatro clones e predominio de dois, A (61,5%) e B (23,1%), do gendtipo blaspm.i.



II- JUSTIFICATIVAS

Entre as infec¢Oes hospitalares em UTIs de adultos, destacam-se pela sua freqiiéncia
e gravidade, as PAVs. Ao contrario do observado para outras infecgdes, as medidas de
prevencao e controle adotadas para as PAVs em UTIs oferecem resultados menos efetivos.
De uma maneira geral, o principal agente destas infec¢oes € Pseudomonas aeruginosa, que
se apresenta na forma endémica, bem como em surtos, usualmente associados a amostras
epidémicas e sobretudo determinados clones prevalentes com resisténcia aos carbapenemas
e demais drogas pseudomonicidas.

Esta situacdo tem se mostrado presente na UTI de adultos do HC-UFU com
P.aeruginosa responsavel por cerca de 30 a 50% das PAVs e freqiiéncia significante de
amostras produtoras de metalo-f-lactamases.

Considerando a pratica usual de terapéutica antibidtica na Unidade, com utilizacio de
drogas potentes e predominio de cefepime e/ou imipenem, a chance de antibioticoterapia
inadequada com falta de descalonamento, torna a situacdo preocupante em termos de
prognostico dos pacientes com PAVs e da transmissdo horizontal dos microorganismos na
Unidade.

O estudo proposto, incluindo o diagndstico etiologico das PAVs, com anélise do
perfil e dos mecanismos de resisténcia aos antibidticos, bem como, os aspectos
epidemioldgicos, particularmente os fatores de risco associados; utilizando técnicas
epidemioldgicas classicas e moleculares, certamente contribuird para melhor conhecimento

destas infeccoes.



IIT - OBJETIVOS

GERAL
- Descrever PAVs por Pseudomonas aeruginosa produtoras ou ndao de metalo-p-lactamases
em pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva de adultos do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia: incidéncia, aspectos epidemioldégicos e

moleculares.

ESPECIFICOS
- Avaliar os fatores de risco intrinsecos e extrinsecos associados ao desenvolvimento de
PAVs por P.aeruginosa produtora de MBL;
- Caracterizar as frequéncias dos fenétipos de resisténcia: AmpC e MBLs nas amostras de
P. aeruginosa;
- Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das amostras de P.aeruginosa;
- Detectar a presenca de genes relacionados a producdo de MBLs através da reacdo da
polimerase em cadeia (PCR);
- Avaliar o polimorfismo das amostras de P.aeruginosa MBLs positivas por andlise dos
polimorfismos dos fragmentos de restricdo do DNA cromossomico pela elefroforese em

campo pulsado (PFGE);



1V — CASUISTICA E METODOS

1 - UNIDADE

O estudo foi realizado na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de adultos do Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), instituicdo de ensino com
cerca de 500 leitos que oferece assisténcia de nivel tercidrio. A UTI de adultos é uma
unidade mista, com 15 leitos.

2 - DESENHO DO ESTUDO

Foi realizado um estudo de coorte, incluindo pacientes com pneumonia associada a
ventilacdo mecanica (PAV) por Pseudomonas aeruginosa, internados na UTI, no periodo
de janeiro/2004 a novembro/2006.

Foram realizadas culturas qualitativas de material clinico coletado da orofaringe das
primeiras 48 horas de internacdo, apds 4 dias da primeira coleta e a seguir semanalmente,
até o positivamento para P.aeruginosa em secrecao traqueal.Culturas quantitativas do
aspirado endotraqueal foram realizadas quando de indicacdo clinico/radiolégica de
pneumonia dos pacientes submetidos a ventilagdo mecanica internados na unidade.

Uma ficha individual foi preenchida com caracteristicas demogréficas, fatores de
risco intrinsecos como idade, doenca de base, tempo de internacdo hospitalar, diagndstico
na admissdo hospitalar, e fatores extrinsecos como uso de antimicrobianos, duragdo da
antibioticoterapia, cirurgia, procedimentos invasivos (protese ventilatoria, cateter vascular
central, sonda vesical e outros) (Anexo I), além de um termo de consentimento (Anexo II),
assinado pelo familiar ou responsavel pelo paciente.

As observacoes tiveram continuidade até extubagdo, morte ou alta do paciente da

unidade.



3 - DEFINICOES
- Pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAV) — infec¢do que se manifesta apds
48 horas de entubacdo nos pacientes ventilados mecanicamente (CHASTRE, 2005;
KOLLEF, 2005), com presenga de critérios clinicos (aparecimento ou modificagdo de
secrecdo respiratoria, hipertermia ou hipotermia), radiolégicos (aparecimento ou
modificagdo de imagem radiolégica com infiltrado), laboratoriais (leucocitose), segundo
“Centers for Diseases Control and Prevention” (CDC) (BERGMANS, BONTEN, 2004;
FURTADO et al., 2007; HUGONNET, UCKAY, PITTET, 2007; JUNG et al., 2007;
NSEIR et al.,, 2008; ZHUO et al., 2008) e microbiolégicos (contagem no AE = 10°
UFC/mL) (FURTADO et al., 2007; JOURDAIN et al., 1995; NIEDERMAN, 2005).
- Colonizacio do trato respiratdrio superior — presenca de P.aeruginosa na mucosa da
orofaringe.
- Multiresisténcia — resisténcia a trés ou mais dos seguintes agentes antimicrobianos:
penicilinas  antipseudomonais  (piperacilina),  cefalosporinas  antipseudomonais
(ceftazidima), fluorquinolonas (ciprofloxacina), carbapenemas (imipenem, meropenem e
doripenem) e aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina ou amicacina) (DEFEZ et al.,
2004; GISKE et al., 2008).
4 - TECNICAS MICROBIOLOGICAS
4.1 - COLETA

A coleta de material clinico da mucosa da orofaringe dos pacientes foi realizada pela
propria estudante, com “swab”, transportada em tubos com “Trypticase Soy Broth” (TSB -
DIFCO®) (DILLON et al., 2005; NSEIR et al., 2008). O aspirado endotraqueal foi coletado

por aspiracdo com sonda em tubo estéril através de técnicas assépticas, pelos fisioterapeutas



ou enfermeiros quando da higiene matinal do paciente; e encaminhados ao laboratério de
Microbiologia/ARIMP-UFU para processamento em tempo inferior a 2 horas.
4.2 - CULTIVO PRIMARIO
4.2.1 - CULTURA QUALITATIVA

A cultura qualitativa do espécime clinico da orofaringe foi realizada apos agitacio dos
tubos com TSB em “virtex” e cultivo da suspensio resultante em Agar Pseudomonas
(DIFCO®) pela técnica de esgotamento, seguindo-se incubacdo a 37° C por 24-48 horas
(KONEMAN et al., 2001; MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004).
4.2.2 - CULTURA QUANTITATIVA

O aspirado endotraqueal foi submetido a diluicdes decimais em solucdo salina
fisiolégica e volumes de 0,1 mL inoculados na superficie de Agar Pseudomonas
(DIFCO®), com auxilio da al¢a de Drigalski, seguindo-se incubagio a 37° C por 24-48
horas, e determinacdo do nimero de unidades formadoras de coldnias por mililitro
(UFC/mL) (AYBAR, TOPELL 2008; KONEMAN et al., 2001; MADIGAN,
MARTINKO, PARKER, 2004).
4.3 - ESTOCAGEM DAS AMOSTRAS

As colonias presuntivas de P.aeruginosa foram subcultivadas em caldo “Broth Heart
Infusion” (BHI-DIFCO®) acrescido de 15% de glicerol, com incubagio a 37°C por 24
horas, seguindo-se a conservacdo em ‘freezer’ a 20° C (KONEMAN et al., 2001;
MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004).
4.4 - IDENTIFICACAO DE P. aeruginosa

As amostras foram identificadas como P.aeruginosa pelos seguintes testes: produgdo
de pigmenta¢do, comportamento oxidativo no meio de Hugh-Leifson (OF) (Merck,

Darmstadt, Alemanha) acrescido de 1% de glicose (Sigma Chemical Company), reagio de



citocromo-oxidase, crescimento a 42¢ C, descarboxilacdo da arginina e hidrdlise da
acetamida (KONEMAN et al, 1999; MADIGAN, MARTINKO, PARKER, 2004). A cepa
de P.aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como controle positivo.
4.5 - TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS DAS AMOSTRAS
DE INFECCAO
4.5.1 - Teste de difusdao em Agar

Foi utilizada a metodologia proposta pelo “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI, 2008), com a utilizagdo dos seguintes discos de antimicrobianos:
piperacilina-tazobactam (100/10 pg), polimixina B (300u), ticarciclina-4dcido clavulanico
(75/10 pg), , imipenem (10 pg), ceftazidima (30 pg), cefoxitina (30 ng), cefepime (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg), gentamicina (10 pg), aztreonam (30 pg), ampicilina-sulbactam. A

cepa de P.aeruginosa ATCC 27853 foi utilizada como padrio.

4.6 - DETECCAO FENOTIPICA DE AMPc E METALO-B-LACTAMASES (MBLs)
4.6.1 - Deteccao fenotipica de AmpC induzida

As amostras bacterianas de P.aeruginosa isoladas de infeccdo que apresentaram
resisténcia a cefoxitina foram submetidas ao teste de aproximacao de disco, “teste D”, para
a inducdo da enzima AmpC. Foram subcultivadas em caldo TSB, incubadas a 37°C até
atingirem turvacdo equivalente a escala 0,5 McFarland (1-2 x 10° UFC/ml) e semeadas em
placas de “petri” contendo Agar Miieller- Hinton com auxilio de “swab”, de modo a obter
crescimento confluente. A seguir, um disco de imipenem (30 pg), utilizado como indutor,
foi colocado no centro da placa, eqiiidistante 25 mm (centro a centro) dos seguintes
discos/substratos: ceftazidima (30png), cefotaxima (30 pg), cefoxitina (30 pg) e piperacilina-

tazobactam (10/100 pg), seguindo-se incubagdo a 37°C por 24 horas.



A presenca de um antagonismo entre o indutor e um dos substratos, caracterizado por
uma zona de crescimento em forma de um D, medindo 20 mm ou mais na area ao redor do
disco/substrato caracterizou o teste como positivo para a presenca de AmpC.

Como controles foram utilizados amostras de P.aeruginosa ATCC 27853 (controle
positivo) e E.coli ATCC 25922 (controle negativo) (DUNE, HARDIN, 2005).

4.6.2 - Deteccao fenotipica de MBLs

Teste de sinergismo com duplo-disco

As amostras bacterianas de P.aeruginosa isoladas de infec¢do que apresentaram
resisténcia a ceftazidima e/ou imipenem foram submetidas ao teste de sinergismo com
duplo disco, utilizando-se como inibidores solucdes de dcido-etil-diamino-tetracético
(EDTA) e 2 A4cido-mercaptopropionico (2-MPA) e como indicadores os discos de
imipenem (10pg) e ceftazidima (30pug) (ARAKAWA et al., 2000; HELFAND, BONOMO,
2005; JESUDASON et al., 2005; LEE et al., 2001; PICAO et al., 2008; QUEEN, BUSH,
2007). As amostras foram subcultivas em caldo TSB, incubadas a 37°C até atingirem
turvacdo equivalente a escala 0,5 MacFarland (1-2x10® UFC/ml) e semeadas em placas de
“petri’ contendo Agar Miieller- Hinton com auxilio de uma “swab”, de modo a obter um
crescimento confluente. A seguir, foram acrescidos um disco de imipenem (10 pg) e outro
de ceftazidima (30ug) equidistantes 20 mm (centro a centro) de um disco de papel de filtro
estéril de 6 mm de didmetro, sobre o qual foram adicionados 3 pl de solucdo de 2-MPA,
seguindo-se incubacgdo a 37°C por 24 horas.

O outro substrato quelante utilizado foi o EDTA a 500 mM, com adicionamento de 10
pl sobre outro disco de papel de filtro estéril eqiiidistante 15 mm (centro a centro) dos

discos de imipenem (10 pg) e ceftazidima (30ug).



A presenca de um halo de inibi¢do ou de um aumento na zona de inibi¢cdo em tormo do
disco de imipenem (10 pg) ou de ceftazidima (30ug) caracterizou o teste como positivo
para a presenca de metalo--lactamase (ARAKAWA, 2000; JESUDASON et al., 2005;
LEE et al., 2001; PICAO et al., 2008).

Como cepas controles foram utilizadas P.aeruginosa ATCC 27853 (controle
negativo) e P.aeruginosa PA-319 (controle positivo — cepa doada pela Dra. Ana Gales-
Unifesp).

5 - ANALISE MOLECULAR

A andlise molecular foi realizada no Laboratorio de Microbiologia de Infeccio
Hospitalar, Departamento de Microbiologia Médica do Instituto de Microbiologia Professor
Paulo de Gées da Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob supervisdo da Prof* Dra.
Kitia Regina N. Santos, Prof* Adjunta da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRYJ).
5.1 - DETECCAO DE GENES QUE CODIFICAM A PRODUCAO DE MBL
ATRAVES DA TECNICA DA REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)
5.1.1 - EXTRACAO DO DNA BACTERIANO

A extrac@o do DNA bacteriano foi realizada através da lise térmica. As amostras de
Pseudomonas aeruginosa positivas nos testes fenotipicos de producdo de metalo-f3-
lactamases foram subcultivadas em placas de “petri” com “Trypticase Soy Agar” (TSA -
Becton Dickinson), a 37° C por 24 horas. A seguir, cerca de 5 colonias foram adicionadas
em um “eppendorf’ grande, contendo 100 pl de tampao TE (Tris 10 mM, EDTA 1 mM,
pH 7.8). Esta suspensdo foi mantida a temperatura de 100°C por 10°, em seguida
centrifugada por 30 seg a 7000 rpm, o sobrenadante foi coletado e utilizado na reacdo de

PCR (KOKIS et al., 2005; SENDA et al., 1996).



5.1.2 - REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

Nas amostras de P. aeruginosa, foram pesquisados os genes blawp.1, blaviva €
blaspm.1. As seqiiéncias de oligonucleotideos utilizadas e amplicons obtidos nas reacdes de
PCR para deteccdo de genes que codificam MPBLs estao descritas no tabela 1. Foi utilizada

a metodologia descrita por Senda e colaboradores (1996), com modificagdes.

Tabela 1. Seqiiéncias de oligonucleotideos utilizadas e amplicons obtidos nas reagdes de

PCR para deteccao de genes que codificam MBLs

Gene Seqiiéncia iniciadora (5’-3’) Amplicon (pb) Referéncia

blane. CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC 587

Pt GAACAACCAGTTTTGCCTTACC Osano et al., 1994
blacons. CCTACAATCTAACGGCGACC 648

SPM-1 TCGCCGTGTCCAGGTATAA Toleman et al., 2002

ATGTTCAAACTTTTGAGTAAG
CTACTCAACGACTGAGCG .

blay» 801 Poirel et al., 2005

De forma sintetizada, uma aliquota de 1 pL do DNA bacteriano (P. aeruginosa)
obtido pelo método da lise térmica foi adicionada a mistura da reacdo de PCR, que foi
composta por 2,5 pL. de tampado da enzima 10x (Tris HCI 10 mM, KCI1 25 mM), 1 mM de
MgCl, (Biotools, Madri, Espanha), 0,5 uM de cada iniciador (Genemed Synthesis, San
Francisco, CA, EUA), 100 uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (dATP, dGTP, dCTP
e dTTP) (Life Technologies, Sdo Paulo, Brasil), 1,5 U de Tag DNA polimerase (Biotools,
Madri, Espanha) e dgua livre de nucleases para um volume final de 25puL. A amplificacdo
dos fragmentos codificados pelos genes acima descritos foi realizada em um termociclador

(Eppendorf Mastercycler Gradient, Hamburgo, Alemanha).



Os parametros de amplificacio para os genes blamp-1 € blaspm.1 foram os seguintes:
desnaturacéo inicial a 94°C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 1 minuto, de anelamento a 62°C por 1 minuto, de extensdo a 72°C por 1 minuto; e
extensdo final a 72°C por 7 minutos. Para o gene blayim, , 0s pardmetros foram:
desnaturagdo inicial a 94°C por 2 minutos, seguidos de 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1,5 minuto, e

extensdo final a 72°C por 7 minutos.

Os produtos das reacdes de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, em TBE (Tris 0,89 M, 4cido boérico 0,89 M, EDTA 2,5 mM, pH 8,2). Apéds
corrida de 90 minutos a 80 V, o gel foi submerso em solucdo de brometo de etidio (0,5
pug/mL) por 30 minutos, e sua imagem capturada sob luz ultra-violeta em um
fotodocumentador (Vilber Lourmat, Marne-la-Valleé, Franca). Como padrao de DNA,

utilizamos o marcador 100 pb DNA ladder (Life Technologies, Sao Paulo, Brasil).

Como cepas controles foram utilizadas amostras de P.aeruginosa (SPM-1 - 48-
1997A), cedida pela Dr* Ana Gales (Laboratério Alerta, Disciplina de Infectologia,
Universidade Federal de Sao Paulo), P.aeruginosa (VIM-2 — JMI Laboratories, lowwa,
North Liberty, USA) cedida por Dr° Ronald Jones e amostras de A.baumannii (IMP-1-

48695), cedida também pela Dr* Ana Gales.

5.2 - TIPAGEM MOLECULAR

5.2.1 - ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO



A andlise dos perfis de fragmentagdo do DNA cromossdmico das amostras de
P.aeruginosa foi realizada através de eletroforese em campo pulsado “Pulsed Field Gel
Eletrophoresis” (PFGE), Foi empregado um protocolo adaptado daquele utilizado por

Pellegrino e colaboradores (2002).

As amostras foram subcultivadas em meio de “Tripticase Soy Agar” (TSA - Becton
Dickinson), e incubadas a 35°C, por 18 horas. A partir desse crescimento, foram feitas
suspensdes em 3 mL de solugdo salina, de modo a obter uma turvacido semelhante a do
padrio 6 da escala de McFarland, em seguida, 250 pL destas suspensOes foram
centrifugadas a 12000 rpm por 5’, o sobrenadante foi descartado e o “pellet” resuspenso em
250 pL de tampao PIV (NaCl 1 M, Tris-HC1 10 mM — pH 7,6).Esse volume de suspensdo
bacteriana foi misturado com um volume igual de agarose de baixo ponto de fusdo
(NuSieve GTG agarose; FMC BioProducts, Rockland, Maine, EUA) a 2%, dissolvida em
tampdo PIV e mantida a 58°C. Apés homogeneizacdo, a mistura foi distribuida em moldes,

para a formacao de blocos, que foram mantidos a 4°C por 15 minutos.

Ap6s solidificacdo, os blocos de agarose foram estocados em 2,0 mL de solucdo de
lise EC (Tris-HC1 6 mM, pH 7,6; NaCl 1M; EDTA 100mM - pH 7.5; 0,5% de Brij-58;
0,2% de desoxicolato sodico; 0,5% de lauril sarcosinato de s6dio), estando vidveis por até 2

anos.

Um ou dois blocos de agarose foram selecionados e colocados em tubos contendo 2,0
mL de solucdo de lise EC (Tris-HC1 6 mM, pH 7,6; NaCl 1M; EDTA 100mM - pH 7,5;
0,5% de Brij-58; 0,2% de desoxicolato sédico; 0,5% de lauril sarcosinato de sédio; 1

mg/mL de lisozima) e incubados por um periodo de 24 h, a 35°C. Apods esse periodo, os



tubos foram resfriados a 4° C, e a solucdo de lise foi substituida por 3,0 mL de solu¢do ESP
(EDTA 04M, pH 9 a 9,5; 1% de lauril sarcosinato de sédio), contendo 10 uL de proteinase

K (Sigma) a 20 mg/mL, e incubados em banho-maria, a 50°C, por um periodo de 24horas.

A solugdo foi substituida por nova solucio ESP e os tubos incubados a 50°C por
24horas. Apds, a solucdo ESP foi substituida por 3,0 mL de tampdo TE (Tris-HC1 10 mM,

pH 7,5 e EDTA 0,1 mM) para iniciar a lavagem dos blocos sob agitacdo suave a 35°C.

O procedimento de lavagem com TE foi realizado por cinco vezes; as trés primeiras
lavagens foram feitas em um intervalo de 20 a 30 minutos cada uma; a quarta com
intervalos de 2 horas, e a ultima de 18horas a 24 horas. Apés a ultima incubagdo, os blocos
foram colocados em solugido TE a 4° C e preparados para digestdo enzimadtica, onde foi
utilizada a enzima de restricdo Spel (Boehringer Mannheim Corporation, Indianapolis,
Indiana, EUA). Seguiu-se incubacdo durante 2 horas, a 35° C, numa solucdo contendo
200uL de tampao para a enzima de restricdo (20 pL de tampdo B 10x concentrado + 180
uL de agua Milli Q estéril). A solucdo de tampdo foi removida e substituida por nova
solu¢do ainda sem a enzima, € novamente os blocos foram incubados sob as mesmas
condi¢des. Ap0s esse periodo, estes foram submetidos ao tratamento com solu¢do contendo
a enzima (15 U) por um periodo de 24 horas, a 35° C, e posteriormente os blocos foram
retirados da solucdo e fundidos a 72° C e aplicados nos reservatorios do gel de agarose a

1,2% em tampao TBE 0,5x (Tris 0,89 M, EDTA 0,025 M e acido borico 0,89 M).

Foram incluidos padrdes de tamanho de DNA (Pulse Marker, 50-1000 Kb; Sigma

Chemical Company, St. Louis, Missouri, EUA).



Os fragmentos foram separados através de eletroforese realizada no sistema de
eletroforese em campo pulsado CHEF DR III SYSTEM (Bio-Rad Laboratories, Richmond,
California, EUA), utilizando tempo de pulsos crescentes de 5 a 35 segundos, por 24 horas a

6 V/cm, num angulo de 120° e na temperatura de 11°C.

Ap6s a eletroforese, o gel foi corado com solug@o de brometo de etidio (0,5 pg/mL),
por 30 minutos e descorado com dgua destilada, durante 1 a 2 horas, observado sob luz UV

e finalmente fotografado.

Foi efetuada a inspecdo visual dos perfis de fragmentacdo obtidos, seguindo o
critério utilizado para a interpretacdo proposto por Tenover e colaboradores (1995), de
forma que as amostras foram consideradas idénticas se coincidissem em todas as bandas,
similares (subtipos) se diferirem em uma ou até trés bandas claramente visiveis e diferentes
quando houvesse diferencas em quatro ou mais bandas. A andlise da clonalidade também
foi realizada utilizando-se o programa “Molecular Analyst Fingerprinting Plus software
package (version 1.12) of the Image Analysis System (Bio-Rad)” para confeccdo de um

dendograma.

6 - ASPECTOS ETICOS DA PESQUISA

O trabalho foi submetido e aprovado pela Comissio de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Uberlandia (n° 215/06) (Anexo III).
7 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados epidemioldgicos foram analisados através do programa Epi — Info Versdo

5.0 (DEAN et al., 2000), SPSS for Windows, Version 17.0 and Bioestat, Version 5.0



(AYRES JUNIOR, AYRES, SANTOS, 2000), utilizando os testes X% e exato de Fisher,
para varidveis categoricas e t de “Student” para as continuas, na analise univariada.

As varidveis com p<0,2 foram incluidas no modelo de regressdo logistica da andlise
multivariada, para avaliacio quanto aos fatores de risco de PAV por P.aeruginosa
produtora e nio produtora de metalo-p-lactamases.

A significancia foi considerada quando p<0,05, calculando-se os “odds ratio” e os

intervalos de confianga.



V-RESULTADOS

1- ESTUDO EPIDEMIOLOGICO DE COORTE

Um total de 207 pacientes desenvolveu PAV durante o periodo do estudo. Destes, 93
(45%) por P.aeruginosa, seguido de S.aureus (40%), Enterobacteriaceae (10%) e
Acinetobacter spp. (5%). Dos 93 pacientes incluidos neste estudo, 40 (43 %) tiveram PAV
por P.aeruginosa do fenétipo produtor de metalo-B-lactamase (PA-MBL) e 53 (57%) PAV
por amostras do fenétipo ndo produtor desta enzima.

Foi observada uma taxa de mortalidade hospitalar de 37,63% entre os casos de PAV
por P.aeruginosa.

A colonizagio prévia do trato respiratorio superior por P.aeruginosa foi observada em
98,0% dos pacientes, com desenvolvimento de infec¢do posterior, sem diferenca

significativa entre os grupos (p<0,05).

2 - CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS, FATORES DE RISCO E
MORTALIDADE DOS PACIENTES COM PAYV POR P.aeruginosa MBL POSITIVA
E NEGATIVA

Os fatores de risco significativos identificados em andlise univariada (p<0,05) para
desenvolvimento de PAV por PA-MBL foram: escore ASIS, diagnoéstico clinico na
admissdo, hospitalizagdo prévia, estadia prolongada na UTI, uso prolongado de VM, uso de
carbapenemas, fluorquinolonas e uso de trés ou mais antibidticos. A taxa de mortalidade
neste grupo foi também significativamente maior no grupo de PAV por PA-MBL (Tabela

2).



Tabela 2 - Anilise univariada dos fatores de risco e evolugdo para PAV por P.aeruginosa produtora

de metalo-B-lactamase (PA-MBL.).

PAV por P.aeruginosa
Varidveis MBL + (n-40) MBL - (n-53)  OR (95% CI) P
Idade (anos) * 52.87 48.92 0.70.2-2.7) 0.99
Sexo (masculino) 26(65.0) 37 (69.8) 0.80 (0.33-1.93) 0.62
ASIS score * 4.60 3.69 243 (1.44-4.09) 0.001
Diagnéstico de admissdo clinico 25 (62.5) 17(32.07) 3.53(1.49-28.35) 0.004
cirirgico 08 (20.0) 17(32.07) 0.53 (0.20-1.39) 0.19
trauma 07(17.5) 19 (35.85) 0.38 (0.14 - 1.02) 0.08
Imunocomprometimento 25 (62.5) 28 (52.83) 1.49 (0.64 -3.44) 0.35
Cirurgia prévia 29 (72.5) 35 (66.04) 1.36 (0.55 -3.32) 051
Hospitalizagdo prévia 36 (90.0) 35 (66.04) 4.63 (1.42- 15.05) 0.011
Duragdo de estadia UTI (dias) * 4745 17.20 1.07 (1.03-1.10)  <0.001
Duragdo de VM (dias) * 4425 13.07 1.09 (1.04-1.13) <0.001
Presenca > 3 dispositivos invasivos 37 (92.5) 44 (83.0) 2.52(0.63-10.0) 0.19
Uso de antibidticos
B-lactamicos 40 (100.0) 45 (84.90) 6.93 (0.83-57.91) 0.07
Cefalosporinas de 34(85.0) 39 (73.6) 2.03 (0.70 - 5.87) 0.19
3%/4* geracdo
Carbapenémicos 26 (65.0) 15 (28.30) 470 (1.95-11.37) 0.001
Fluoroquinolonas 17(42.5) 09(16.9) 3.6(1.39-937) 0.008
Aminoglicosideos 14 (35.0) 09 (16.98) 2.63 (1.00 - 6.93) 0.08
Anaerobicidas 12 (30.0) 19 (35.8) 0.77 (0.32-1.85) 0.55
> 3 antibidticos 29(72.5) 24(45.28) 3.19(1.32-17.68) 0.010
Mortalidade hospitalar 22 (55.0) 13 (24.5) 3.76 (1.55 -9.09) 0.003

MBL, metalo-B-lactamase; + produtoras; - nao-produtoras
Valores em nimeros (%); * Média

OR - “odds ratio”; CI - intervalo de confianca

As varidveis que apresentaram p<0,2 na andlise univariada foram incluidas na
regressdo logistica. A hospitalizacdo prévia e o tempo prolongado de VM apresentaram-se
como fatores de risco independentemente associados com desenvolvimento de PAV por
PA-MBL quando da andlise multivariada. Adicionalmente, a taxa de mortalidade

hospitalar continuou significante no grupo de PAV por PA-MBL (Tabela 3).



Tabela 3 - Andlise multivariada dos fatores de risco e evolugdo para

produtora de metalo-f-lactamase (PA-MBL).

PAV por P.aeruginosa

Variaveis OR (95%CI) p
Hospitalizacdo prévia 6.91(1.25 -38.24) 0.026
Duragé@o de VM (dias) * 1.09 (1.05-1.15) <0.001
Mortalidade hospitalar 4.95 (1.50-16.35) 0.008
‘Média

OR - “odds ratio”; CI - intervalo de confianga

3 - DETECCAO DA PRODUCAO DE MBL E AmpC EM AMOSTRAS DE

P.aeruginosa

Entre as 93 amostras de P.aeruginosa recuperadas dos casos de PAV, 40 (43%) foram

identificadas como produtoras de MBL pelo teste fenotipico de sinergismo com duplo-

disco, sendo (38%) e (40%) pelo uso dos inibidores EDTA e MPA, respectivamente

(p>0,05).

A pesquisa do fenétipo AmpC evidenciou que a maioria (59,14 %) das amostras

expressou estas -lactamases de amplo espectro. Estes dados estdo na figura 1.

M BL

testes fenotipicos
1

Amp Cinduzida

0 10 20 a0 40
n° de isolados

a0

60

Figura 1. Freqiiéncia dos fen6tipos AmpC induzida e MBL em amostras de P.aeruginosa



4 - DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE DE AMOSTRAS DE
P.aeruginosa MBL POSITIVAS E NEGATIVAS FRENTE AOS
ANTIMICROBIANOS PELA TECNICA DE DIFUSAO EM AGAR

A resisténcia aos agentes antimicrobianos das amostras de P.aeruginosa esta
sumarizada na Tabela 4. A resisténcia tanto aos agentes B-lactdmicos quanto ndo-f-
lactamicos foi significantemente maior nas amostras de PA-MBL positivas.

No total, 36 amostras (36/93 — 38,7%) apresentaram resisténcia ao imipenem, destas
80,5% foram produtoras de MBL. O fenétipo de multiresisténcia foi observado em 33

amostras (33/93 — 35,5%), sendo todas pertencentes ao fendtipo MBL (33/40 - 82,5%).

Tabela 4 - Resisténcia antimicrobiana das amostras de P.aeruginosa isoladas de PAV

Antibidticos MBL + MBL - p
n=40 (%) n=53 (%)

Aztreonam 13 (32.5) 07 (13,2) <0.001
Cefepime 24 (60.0) 08 (15,1) <0.001
Ceftazidime 28 (70.0) 04 (7.6) <0.001
Imipenem 29 (72.5) 07 (13,2) <0.001
Piperacillin/tazobactam 13 (32.5) 05(94) <0.001
Ciprofloxacina 20 (50,0) 06 (11,32) <0.001
Gentamicina 19 (47.5) 0 <0.001
Polimixina B 0 0 -

5 -DETECCAO DE GENES QUE CODIFICAM A PRODUCAO DE MBL

A presenca de genes que codificam a producdo de MBL foi investigada através da
metodologia de PCR, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores especificos em 16
amostras de P. aeruginosa que apresentaram teste fenotipico positivo para producdo de
MBL, as outras 24 amostras MBL positivas apresentaram problemas em sua reativagao. Foi

investigada a presenca dos genes blaspwm.-1, blawp-1 € blavin.o.



Somente 3 (18,75%) das 16 amostras MBL (+) de P. aeruginosa geraram produtos de
PCR compativeis com o fragmento amplificado dos genes pesquisados, sendo que estas 3
amostras apresentaram fragmento correspondente a amplificacdo do gene blagpm.1 (648
pb). Os genes blapp.; (587 pb ) e blaymm2 (801 pb) ndo foram encontrados. Nas 13

amostras restantes nao foram observados amplicons para os genes pesquisados (Figura 2).

Figura 2. Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos de 648 pb do gene blaspy.;, 587
pb do gene blayp.; e 801 pb do gene blayy.o. Linha 1 — Padrdo de tamanho molecular (100
pb DNA ladder [BioLabs]); Linha 2 — amostra controle de P. aeruginosa blaspy.; positiva;
Linha 3 — amostra controle de A. baumanni blapp.; positiva; Linha 4 — amostra controle
de P. aeruginosa blayp.; positiva; Linhas 5 a 7 — amostras clinicas de P. aeruginosa
positivas para o gene blagpp.; (85 c-2006, 97¢-2006, 64S-Sec9-2005); Linha 8 — controle

negativo (P. aeruginosa ATCC 27853)



6 - ANALISE DO PERFIL DE MACRORESTRICAO DO DNA DE P.aeruginosa

A diversidade genOmica foi avaliada para 20 amostras clinicas de Pseudomonas
aeruginosa resistentes ao imipenem, pela técnica do PFGE apds tratamento com a enzima
de restricao Spel (Figura 3).

Entre as 20 amostras testadas, 16 foram escolhidos com base na positividade do teste
fenotipico para producdo de MBL; mesmas amostras submetidas ao PCR; compreendendo
duas representativas do ano de 2004 (surto), quando ocorreu o primeiro relato de PAV por
P.aeruginosa MBL positiva no hospital e 14 do periodo de 2005 a 2006. Outras 4 amostras
resistentes ao imipenem do ano de 2009 (recuperadas fora do periodo deste estudo) foram
incluidas na andlise para comparacdo de similaridade com as amostras MBLs. Em dois
casos foram analisadas uma amostra de colonizacdo e outra de infeccdo do mesmo
paciente.

Pela anilise do dendograma (Figura 4) gerado por andlise computadorizada dos perfis
clonais do DNA de P.aeruginosa em PFGE, observamos um total de 19 perfis de
fragmentacdo do DNA gendmico, obtido nas 24 amostras analisadas. Os perfis de
fragmentagdo foram incluidos em 16 gendtipos (A, B,C, D, E,F, G, H, [, J, K, L, M, N, O,
P). Os genoétipos foram designados com letras maidsculas e aos subtipos dentro do mesmo
gendtipo foram adicionados numeros subseqiientes. Onze (45,8%) amostras foram
incluidas em apenas 5 genétipos (A, B, C, D e E), inclusive as 3 produtoras de MBL,
detectadas pelo PCR, que pertenceram ao clone A, descrito como prevalente em varios
hospitais brasileiros.

O gendtipo B foi representado por duas amostras idénticas (recuperadas do mesmo
paciente, uma associada a colonizagdo e outra a infec¢do), enquanto os genoétipos C, D e E

apresentaram duas amostras cada um, com similaridades maiores que 90%, sendo que em



relacdo ao gendtipo D, como o B, as duas amostras corresponderam a colonizagdo e
infec¢do do mesmo paciente.
As amostras correspondentes ao surto (2003) foram distribuidas nos genétipos C(C;)

e F.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25

WM
04-2004
09-2004
20cv-05
83cd-06
13cd-06

19cv-05
14Bc-05
85-2006
97-2006
Yi-2005
64Sec9/2005
31176S05
1487i-05
d2i-2005
ni-2006
3Si-2005
17 -2009
18 -2009
19-2009
20-2009
27853ATC
SI-2005
PA
IMPUFRJ

Figura 3. Perfil de macrorestricdo do DNA de P.aeruginosa resistentes ao imipenem
isoladas de pacientes com PAV internados na UTI de adultos do HC-UFU. Linha 1,
marcador de tamanho molecular, linhas 9, 10 e 12 : clone A (amostras: 85-2006, 97-2006 ¢

64Sec9/2005) — MBL positivas, linhas 6 e 16: clone B (amostras: 13cd-06 e ni-2006).



List: Noname

Entries: 24

Correlation: Bands, Dice (Tol 1.0%, Opt 0%, Min area 0.0%)
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Figura 4. Dendograma gerado por andlise computadorizada de perfis clonais do DNA de

P.aeruginosa em PFGE.



7 - CARACTERISTICAS DAS AMOSTRAS DE P.aeruginosa MBL POSITIVAS
PELO PCR
Foram observadas as mesmas caracteristicas entre duas das trés amostras MBL

positivas para os genes blaspy, inclusive uma relacio temporal (Figura 5).

Tabela S - Caracteristicas das trés amostras de P.aeruginosa produtoras de MBL que apresentaram

detec¢do do gene blagpm.; pelo PCR.

Identificacdo Data do Unidade Perfil de resisténcia AmpC Perfil
da amostra isolamento Clinica AZT CFO CAZ CPM CIP GEN IMP PPT POL induzida PFGE
85 21/10/2006 UTI S R R R R R R R S negativa A
97 30/10/2006 UTI S R R R R R R R S negativa A

645-S9 07/11/2005 UTI R R R S R R R R S negativa A




VI-DISCUSSAO

As PAVs sdo as infeccdes hospitalares mais freqiientes em UTIs de adultos
(DWIVEDI et al., 2010; GARCIN et al., 2010), com taxas de incidéncia variaveis, de 10 a
52 / 1.000 dias de ventilacdo conforme dados de vigilancia em 55 UTIs de oito paises em
desenvolvimento (“International Nosocomial Control Consortium” - (INICC, 2006). Neste
estudo, a taxa de incidéncia de PAV relacionada a protese ventilatoria foi de 22,1/1.000
dias de ventilacdo, muito superior a de 4 a 14/1.000 dias de ventilacdo da casuistica
“NNISS” (2004) nos EUA, mas similar a taxa média ( 24,1/1.000 dias de ventilacdo) de
paises latino americanos (ROSENTHAL et al., 2006).

Pseudomonas aeruginosa é o principal agente etioldgico de pneumonias hospitalares,
incluindo PAVs em UTIs de hospitais em paises desenvolvidos (FAGON et al., 1989;
RELLO et al., 2006) e em desenvolvimento (ANDRADE et al., 2003; SADER et al., 2001),
incluindo o Brasil (CEZARIO et al., 2009; GUIMARAES, ROCCO, 2006; ROCHA et al.,
2008; SADER et al., 2001; ZAVASCKI et al., 2006a). Isto foi confirmado em nossa
investigacdo, quando este microorganismo respondeu por 45% do total das PAVs estudadas
(RODRIGUES, CEZARIO, GONTIJO FILHO, 2009).

As PAVs por P.aeruginosa sao graves com freqiiéncias de mortalidades hospitalar e
atribuida da ordem de 20% - 45% e 18,5%, respectivamente (AYBAR, TOPELIL, 2008;
MCCLURE et al., 2009; ROSENTHAL et al., 2006; VALLES et al., 2007). Apresentam
tratamento dificil (KERR, SNELLING, 2009), considerando que a antibioticoterapia destas
infeccdes € usualmente empirica (GARCIN et al., 2010) e o microorganismo apresenta
resisténcia intrinseca a maioria dos antimicrobianos (KONEMAN et al., 2001; SOLH,

ALHAJHUSAIN, 2009) e pode adquirir resisténcia a muitos dos antibidticos



pseudomonicidas (KERR, SNELLING, 2009). Em nossa investigacdo foi encontrada uma
taxa de mortalidade hospitalar (37,6%) em pacientes com PAV por P.aeruginosa
semelhante a relatada por outros estudos no Brasil (ZAVASCKI et al., 2006a) e no Chile
(RUIZ et al., 2007), quando de condi¢des endémicas. Em situagdes epidémicas, tem sido
observadas taxas de mortalidade hospitalar geralmente mais altas (70%), como relatado no
Brasil por Cezario e colaboradores (2009).

Atualmente, amostras emergentes resistentes ao imipenem, multiresistentes, com
resisténcia concomitante a cefalosporinas (ceftazidima, cefepime), piperacilina com
tazobactam e fluorquinolonas representam um desafio no tratamento e controle destas
infec¢oes em UTIs (DESPANDE, FRITSCHE, JONES, 2004; GOOSSENS, 2003; KERR,
SNELLING, 2009). Segundo dados do “NNISS” (2004), a freqiiéncia deste fendtipo em
UTIs nos EUA foi de 21,1%, no periodo de janeiro a dezembro de 2003, com aumento de
15% de resisténcia ao imipenem quando comparado com o periodo de 1998 a 2002.

Em estudo multicéntrico realizado na Europa, incluindo 23 paises (“European
Antimicrobial Resistnace Surveillance System (EARSS)”, a taxa de prevaléncia de
resisténcia ao imipenem variou de 9% a 50,5%, dependendo do pais (SOULI, GALANI,
GIAMARELLOU, 2008). Esta resisténcia esta freqlientemente associada a multiresisténcia,
limitando as opgdes terapéuticas, exigindo a prescricdo de antibidticos como a colistina,
que possui toxicidade renal (KERR, SNELLING, 2009).

No Brasil, a freqiiéncia de resisténcia de P.aeruginosa ao imipenem tem variado na
ultima década de 30 a 61% em muitos hospitais (KOKIS et al., 2004; ROCHA et al., 2008;
SADER et al., 2005a; ZAVASCKI et al., 2006a). Em nossa investigacdo, estes dados foram

confirmados, com 38,7% das amostras apresentando resisténcia ao imipenem.



A inativacdo enzimdtica de carbapenémicos pelas metalo-B-lactamases é considerada
atualmente o principal mecanismo em termos de importancia epidemiologica (KOUDA et
al., 2009; NOUER et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006b). Amostras de P.aeruginosa com
resisténcia aos carbapenémicos pela produ¢do de MBLs foram detectadas inicialmente no
Japao (MALTEZOU, 2009; PELEG et al., 2005) e posteriormente em outros paises
(MALTEZOU, 2009; QUEENAN, BUSH, 2007; ROSSSOLINI, 2005; SACHA et al.,
2008; WASH et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006a). A aquisi¢do de genes codificadores
destas enzimas confere resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e carbapenemas em nivel
alto (CMI > 32 mg/L) (LIVERMORE, 2002; NORDMANN, POIREL, 2002). A resisténcia
aos carbapenemas em nivel baixo (CMI 8-32 mg/L) estd associada como resultado de perda
de porinas OprD, expressdo continua de B-lactamases Amp C e superexpressdo de bombas
de efluxo (LIVERMORE, 2002).

Nesta investigacdo, investigamos entre os mecanismos de resisténcia a producdo de
metalo-fB-lactamases e [-lactamases de espectro ampliado Amp C, através de testes
fenotipicos e genotipicos, este em relacdo ao primeiro grupo de enzimas e detectamos 40
amostras (43%) produtoras de MBL e 55 (59,14%) produtoras de AmpC.

Estudos no Canadd, Grécia e Itdlia revelaram freqiiéncias altas de 46%, 62% e 72%,
respectivamente, de amostras de P.aeruginosa produtoras de MBL, entre amostras
resistentes ao imipenem (GIAKKOUPI et al., 2003; LAGATOLLA et al., 2004; PITOUT et
al., 2005). Dados publicados de hospitais brasileiros mostraram freqiiéncias de 43,9% a
77,8% de producdo de metalo-B-lactamases em amostras de P.aeruginosa resistentes ao
imipenem (CEZARIO et al., 2009; FIGUEIREDO-MENDES et al., 2005; TOLEMAN et
al., 2005). Em nossa investigacdo foi detectada uma freqiiéncia elevada (80,5%) de

producdo de MBL entre as amostras resistentes ao imipenem.



A suposicdo € de que a disseminagdo de genes de MBL € influenciada pelo consumo
local de cefalosporinas de amplo espectro e/ou carbapenemas (LOMBARDI et al., 2002;
MALTEZOU, 2009; PATZER et al., 2004). Isto ocorre em nossa UTI, onde o consumo de
cefalosporinas de 3°/4® geracdo, assim como o de carbapenemas sdo mais altos do que
ocorre em UTIs nos EUA e Europa (MOREIRA et al., 2008).

Os fatores predisponentes associados ao desenvolvimento de PAVs  por
P.aeruginosa multiresistente incluem o uso prévio de antibidticos, hospitalizacdo prévia,
gravidade da doenca de base, hospitalizacdo prolongada, VM por mais que sete dias,
cirurgia e imunosupressao (CAO et al., 2004; GALES et al., 2003; NOUER et al., 2005
ZAVASCKI et al., 2006b). Também o uso de alguns antibidticos como fluorquinolonas
(NOUER et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006b), cefepime (NOUER et al., 2005),
antibidticos anaerobicidas (SOUZA et al., 2008) e carbapenemas
(ZAVASCKI,CRUZ,GOLDANI, 2005) foram fatores de risco independentes para infec¢ao
nosocomial por P.aeruginosa multiresistente.

Estudos epidemioldgicos considerando amostras de P.aeruginosa multiresistente
produtoras de MBL associam estas infec¢des a comorbidades, cirurgia, admissdo em UTIs,
tempo de hospitaliza¢io, quimioterapia, corticdides, cateteres urindrios, uso de antibidticos
e colonizacdo prévia do trato respiratéorio (CORNAGLIA et al., 2000; HIRAKATA et al.,

2003; HORIANOPOULOU, 2006; PATZER et al., 2004).

No presente estudo, gravidade clinica (escore ASIS), diagnodstico clinico na admissao,
hospitalizacdo prévia, estadia prolongada na UTI, uso prolongado de VM, uso de
carbapenemas, fluorquinolonas e de trés ou mais antibidticos foram fatores de risco para

desenvolvimento de PAV por P.aeruginosa produtora de MBL na andlise univariada. Estes



resultados foram concordantes com os observados em outros estudos, incluindo brasileiros
(CEZARIO et al., 2009; NOUER et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006b) e de outros paises
(HIRAKATA et al., 2003; HORIANOPOULOU et al., 2006).

A andlise de regressdo logistica apontou que os pacientes internados em nossa UTI
com PAV por P.aeruginosa produtora de MBL estavam mais comumente expostos a
hospitalizacdo prévia e a um tempo prolongado de uso de VM, como relatado em estudos
anteriores com fatores de risco para P.aeruginosa multiresistente (CAO et al., 2004;
FURTADO et al.,, 2009; GARCIN et al., 2009; HORIANOPOULOU et al., 2006;
ORTEGA, GROENEVELD, SCHULTSZ, 2004).

Um histérico médico de reinternagdes e/ou transferéncias intra e inter-hospitalares €
um fator importante para selecdo de pacientes de alto risco, com doencas de base graves,
que sdo potenciais carreadores de bactérias de dificil tratamento entre as quais
P.aeruginosa (GARCIN et al., 2010). Esta sugestdo justificou o fato da hospitalizacdo
prévia ter sido apontada como fator de risco independente de PAV por P.aeruginosa
produtora de MBL, no nosso estudo.

As UTIs s3o consideradas o epicentro da resisténcia bacteriana, sendo a principal
fonte de bactérias multiresistentes (BERGMANS, 1998). Dentre os fatores contribuintes,
destacam-se o consumo abusivo de antimicrobianos, além do uso de dispositivos invasivos
acrescido a maior susceptibilidade dos pacientes as infeccoes (ALOUSH et al., 2006;
BERGMANS, 1998; TEIXEIRA et al., 2004) Os pacientes hospitalizados na UTI, sob uso
de VM por tempo prolongado, estdo mais expostos a colonizacdo por patdégenos
nosocomiais multiresistentes, como os produtores de MBL, com subseqiiente
desenvolvimento de infeccdes por estes microorganismos (HORIANOPOULOU et al.,,

2006; RELLO et al., 2006). Nossos resultados indicaram além de hospitalizagdo prévia, o



uso de VM por tempo prolongado como fator independente ao desenvolvimento de PAV
por P.aeruginosa produtora de MBL, confirmando que o uso destes dispositivos pode
aumentar o risco de PAV por P.aeruginosa produtora de MBL.

A pressao seletiva gerada pelo uso de antibidticos, especialmente B-lactdmicos como
ceftazidima e imipenem, € um fator de risco importante para infec¢des por P.aeruginosa
resistentes, criando um ambiente favoravel e selecionando clones resistentes (NOUER et
al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006b). Os dados obtidos neste estudo, ndo apontaram o uso
de antibidticos como fluorquinolonas e B-lactimicos como fatores de risco independentes,
na analise multivariada, para PAV por P.aeruginosa produtora de MBL, conforme relatado
anteriormente (NOUER et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2006b), embora mostrassem
significancia quando da andlise univariada.

Infecgdes causadas por microorganismos multiresistentes resultam em taxas mais
elevadas de mortalidade devido a limitagdo da antibioticoterapia adequada no tratamento de
infeccdes graves em UTIs, como PAVs por P.aeruginosa produtora de MBL (HIRAKATA
et al.,, 2003; LAUPLAND et al., 2005; RAMPHAL, 2005). Isto foi ratificado em nossa
pesquisa, com uma taxa de mortalidade hospitalar de 55% no grupo de pacientes com PAV
por P.aeruginosa MBL positivas vs. 24,5% entre os pacientes com PAV por P.aeruginosa
MBL negativas, (p<0,05) nas anélises uni e multivariada. Similarmente as taxas de 57,1% e
29,6%, encontradas por Zavascki e colaboradores (2006a) em dois hospitais de ensino no
Sul do pais, comparando pacientes com pneumonia hospitalar por P.aeruginosa produtora
de MBL e aqueles com pneumonia por P.aeruginosa ndo-produtora desta enzima,
respectivamente.

Embora o teste de sinergismo com duplo-disco, utilizado neste estudo, seja

considerado o mais sensivel na deteccdo de MBLs (YAN et al., 2004) e tenha demonstrado



ser de ficil execucdo, a subjetividade quando de sua interpretacdo ¢ uma desvantagem do
teste (PICAO et al., 2008; YAN et al., 2004).

A interpretacdo dos resultados de nossos testes gerou algumas duvidas. Picdo e
colaboradores (2008) relataram que dependendo da concentracdo utilizada de inibidores de
MBL, pode haver inibicdo do crescimento bacteriano (expansdo do halo de inibi¢do de
crescimento), decorrente da atividade bactericida do inibidor e ndo pela producdo de MpBL.
Bastos (2006) relatou a mesma dificuldade na interpretacdo dos testes fenotipicos
realizados.

A correlacdo baixa (18,5%) encontrada em nosso estudo entre os testes fenotipicos e
genotipicos para detec¢do de MBL pode ser explicada, pelo menos em parte, pela
possibilidade da presenca de enzimas ainda ndo caracterizadas em nosso hospital, pela
interferéncia dos inibidores de MBL ou outros mecanismos associados. Resultados
semelhantes foram descritos anteriormente por Barroso e colaboradores (2008) e Martins e
colaboradores (2007) que evidenciaram auséncia de deteccdo de genes relacionados a
producdo de MBL em 100% e em 30,3%, respectivamente, das amostras de P.aeruginosa
do fenotipo MBL positivas testadas.

Sader e colaboradores (2005a) detectaram a presenga de MBL através do teste de
disco-aproximacao, em 54 amostras de P. aeruginosa resistentes a0 meropenem, imipenem
e ceftazidima, isoladas na América Latina, porém, somente 25 (46,3%) das amostras de P.
aeruginosa apresentaram genes codificadores de MBLs. Da mesma forma, Marra e
colaboradores (2006) caracterizaram genotipicamente apenas sete (30,4%) das 23 amostras
de P. aeruginosa produtoras de MBL isoladas de pacientes internados em um hospital

universitario em Sao Paulo.



No Brasil, como referido anteriormente, foram relatadas amostras de P.aeruginosa
produtoras de MBL do tipo SPM-1, IMP-1 e VIM-2 (MARTINS et al., 2007; SADER et
al., 2005a; SADER et al., 2005b), com a SPM-1 disseminada em hospitais de diferentes
regides brasileiras (GALES et al., 2003), apresentando maior freqiiéncia e restricio ao
Brasil (CEZARIO et al.,, 2009; GALES et al., 2003; SADER et al., 2005b). Em nossa
investigacdo, ndo detectamos pela técnica do PCR, as MBLs do tipo VIM-2 e IMP-1, mas o
gene blaspm-1 foi encontrado em 18,7% das amostras testadas, similarmente aos resultados
encontrados (26,7%) para a MBL do tipo SPM-1 por Cezirio e colaboradores (2009) na
mesma UTI deste estudo.

A andlise molecular de nossas amostras de P.aeruginosa detectou que as trés amostras
produtoras de MBLs do tipo blagpy.; pertenceram ao clone A (12,5%), relatado como o
circulante em hospitais de diferentes regides no pais (CEZARIO et al. 2009; GALES et al.,
2003; KOKIS et al., 2005; ZAVASCKI et al., 2005). Observou-se uma relagdo temporal,
além de outras caracteristicas, entre dois destes pacientes, evidenciando uma possivel
transmissao horizontal entre eles.

No entanto, a natureza endémica dos episédios de PAV por P.aeruginosa no nosso
estudo, evidenciou um maior nimero de clones, como reportado na literatura
(ABOUFAYCAL et al., 2007; ORTEGA, GROENEVELD, SCHULTSZ, 2004) quando
comparado a estudos de surtos (CIPRIANO et al., 2007; GALES et al., 2004; ZAVASCKI
et al., 2005), incluindo o descrito por Cezério e colaboradores (2009). As duas amostras de
P.aeruginosa do fenétipo MBL (gendtipo C; e F), correspondentes ao surto referido
(CEZARIO et al. 2009), nio apresentaram similaridade clonal com as MBL positivas

recuperadas durante nossa investigacdo (clone A).



A colonizacdo prévia da mucosa de orofaringe como fator de risco para PAVs por
P.aeruginosa foi confirmada em dois pacientes nos quais esta relacdo foi investigada
através do PFGE, achados similares ja foram descritos (HORIANOPOULOU et al., 2006;
ORTEGA, GROENEVELD, SCHULTSZ, 2004).

A emergéncia de microorganismos multiresistentes no ambiente hospitalar resulta do
uso abusivo e pouco judicioso de antibidticos, situagdo agravada pela deficiéncia de
préticas de prevengdo e controle de infecgdes, particularmente em UTIs (MACGOWAN,
METCHOCK, 1995; PATERSON, 2002), onde ha usualmente uma densidade alta de
prescricao destes firmacos (HARRIS et al., 2002; PATERSON, 2002).

A transmissdo de infec¢des por microorganismos multiresistentes quando de uma
predomindncia clonal, caracteriza disseminacdo horizontal, sobretudo pelas maos dos
profissionais de saude, enquanto que a presenca de varios clones evidencia uma politica
inadequada de uso de antibidticos, sobretudo quando em condi¢des endémicas (ORTEGA,
GROENEVELD, SCHULTSZ, 2004; PATERSON, 2002; WIDMER et al., 1993). Na
unidade em que foi realizada nossa investigacdo, os dois componentes epidemiologicos
estdo presentes, ou seja, adesdo baixa a higienizacdo das maos (BORGES, ROCHA,
GONTIO FILHO, 2006) e uso abusivo de antibidticos potentes como cefalosporinas de 3*
e 4° geracdo e carbapenémicos (MOREIRA, 2008), mas os resultados obtidos apontam que
maioria dos casos de PAV por amostras de PA-MBL ndo resultou de uma transmissao
horizontal, e sugerem que a pressdo ecoldgica do uso de antibidticos foi o principal

responsavel.



VII-CONCLUSOES

- A incidéncia de PAVs por P.aeruginosa foi de 45% do total de PAVs desenvolvidas
durante o periodo do estudo;

- Os pacientes com PAV por P.aeruginosa MBL positiva apresentaram tempo prolongado
de ventilacdo mecanica e hospitalizagdo prévia como fatores de risco independentes para o
desenvolvimento destas infeccoes;

- A taxa de mortalidade hospitalar apresentou-se mais elevada nos pacientes com PAV por
P.aeruginosa MBL positiva;

- De um total de 93 amostras de P.aeruginosa recuperadas dos casos de PAVs, 40 (43%)
foram identificadas como produtoras de MBL pelo teste fenotipico de sinergismo com
duplo-disco e 59,14 % expressaram B-lactamases AmpC;

-A resisténcia tanto aos agentes -lactaimicos quanto nao-B-lactdmicos foi significantemente
maior nas amostras de PA-MBL positivas;

- 38,7% das amostras apresentaram resisténcia ao imipenem, destas, 80,5% foram
produtoras de MBL;

- 35,5% das amostras apresentaram fendétipo de multiresisténcia, sendo todas pertencentes
ao fendtipo MBL (33/40 - 82,5%);

- Foi observada uma policlonalidade das amostras de P.aeruginosa resistentes ao
imipenem, sugerindo resultar da for¢a pressora do uso abusivo de antibidticos potentes na
Unidade;

- A deteccdo na nossa Unidade de MBLs do tipo SPM-1, que € a mais freqiiente no pais,
pertencentes ao clone A, o prevalente em hospitais de diferentes regides brasileiras, com
evidéncias de transmissdo horizontal entre eles, representa uma grave ameaca aos

pacientes, pois confirma uma dissemina¢do inter-hospitalar a 4mbito nacional e intra-



hospitalar, reflexo de falhas nos programas de controle e prevengdo de infecgdes, o que
exige medidas mais efetivas com énfase na racionalidade do uso de antibiéticos e lavagem

de maos.
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IX-ANEXOS

ANEXO 1

Ficha individual (UT] PEDIATRICA)
T.Identificacio:
1.1.Fichan™___ 1.2 Pronfudrico;____ 1.3 Leiw:
1.4, Nomc: ; 15 Made:  1.6Sexoc M()F()
2. Data da internacio:

Z. 1. Hospital: 2.2 Unidsde ;__
2.3, Evolugio:

251, Aha: 2.35.2. Morle: 233 Transferéncia:
3. Diagndisticas:
3. Doenga de base:
3.2 Indicag@o de LTI = ==
3.3 Diagndsticoo admissioldefinitive:___
3.4. Pocumonia: VM (S\MN) Febre i=38"C L5\

Hipatermia (<36"CrS$WN  Lencocitose (= 15.0000:5'N
3.5, Dipgnostico radioligico: mAliradao5YN, consolidpgiio: SYN, cavitagiio: 5\

3.6 Dispndstico microbiologico: SiN Conlagom: UFChml
Hemoculura positiva: SUN Microrganismo:
Especiro de resisténcia: ) =3 .
3.7 Owtrns infecg bes: S\W Sitio anatdmice: _ Natwresa: HVC

4.Fatores de risco:

4.1, Internagio prév ia: SN

4.2 CirorginzS\W - 4.3, Cal: o

4.4, Trauma: S'\N 4.5, Ma-nuirigiio (albwmima). 4.6, Nivel de consciénoin;__

4 7. Imunccompromctimento: SN 4 8. Uso prévio de mnhmmm
4.9 Quais? )
4,10, Dispositivos invigivas: ST
411 Quais? CVC, SV, PV, Orswomin, Direno, SMNG, Outros
4.12. Ventilagso mecinica: SN knigio-_________ Fim-
S. Tratamento atual com antibioticos: OQums? %

6. Colonizagho por P aeregimose: (0, semanas, positivoinegalivo):

6.1. CO- =" - >
c2- s e L . e
Ci- o C5. i T

Chie . 7. E




ANEXO II

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO

O P D Pendo 1 Gomiijo Filfo, membro do Servieo de Conteole de Infecciio
Hospitalar do HC da UFU ¢ professor titular de Microbiologia da Universidade Federal
dc Uberlindia, coordenari uma pesquisa com o objetivo de realizar um estudo sobre os
padroes de resisiéncia especificas para infecghes graves (sepse € pneumonia) ¢ benignas
(infecgies do trato unnario) em pacientes intermados na Unidade de Terapia Intensiva de
Adultos do HC da UFU. Para maiores informagies o paciente/responsavel pode entrar em
contato diretamente com o pesquisador através do fone: 3218-2236 ou com o Comilé de
Ftica no telefone: 3218-4131

Se en ou meu responsivel concordar em participar deste estudo:

Autorizo que os dados demograficos e clinicos que estio associados a
colomzacio/micedo por este microonganismo scjam coletados a partir de meu prontuario,
assim como o coleta de espéeimes clinicos: sangue, lavado ou secregio traquesl ¢ urina,
utiizando procedimentos de rotina pele hospital de modo que niio acarretara problemas
locais ou gerais para o pacientes.

Tenho plena consciéneia ¢ total iberdade para me informar quanto ao resultado da
pesquisa, bem como desistir a gqualquer momento do projeto o qual estou envolvido. Os
dados serdo discutidos com oulros pesquisadores, mas sem que em nenhum momento haja

perda da minha privacidade,

Assimalura:

Assinatura do responsavel:

Do f

Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho
Coordenador da pesqguisa
Tel: 3218-2238



ANEXOIIl

@ Universidade Federal de Uberiandia
Pré-Rsitoria de Pesquisa e Pés-Graduagao
_ COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av, Jodo Naves de Avila, n® 2160 - Bloco J - Campus Santa Monica - Uberiandia-MG -
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA N° 215/06
Registro CEP: 016/08

Projeto Pesquisa: “Pneumonia associada a venlilagdo mecanica (PAV) por
Pseudonomas asruginosa em Unidades de Terapia Intensiva de adultos (UTI) de
um Hospital Mineiro: mecanismos de resisténcia e epidemiclogia microbiolagica e
clinica™

Pesquisador Responsavel: Paulo Pinto Gontijo Filho

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolucio CNS 196/88, o CEP
manifesia-se pela aprovagio do projeto de pesquisa proposto.

Situagdo: Projelo aprovado.

O CEP/UFU lembra que:
a- segundo a Resolugio 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o
ralatério da pesquisa e os Termos de Consentimente Livre e Esclarecido, assinados

palo sujeito de pasquisa,
b- podera, por escolha aleatdria, visitar o pesquisador pura conferéncia do relatorio

— e documentagio pertinente ae projeto.

Data para entraga do 1" Relatdrio Parcial: abril/2007
Data para entrega do 2°Relatdrio Parcial: dezembro/2007
Data para enirega do 3° Relatdrio Parcial: setembro/2008
Data para entrega do Relat6rio Final: janeiro/2009

Uberlandia, 08 de agosto de 2006.

")‘l ||-r‘-l.. II'L"' 3 L' et e F W 0 "'l--|_||' .1'-_:
Prafa. Dira. Sandra Tclc.unha di Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFL

Cieningdes oo prespsatn

Para parecer Aprovado on Aprosade com Recommoagdeg

& O sugesio du pesguags bem a hberdade de mecosr—se a potlicipar ou de setimr seu consaimenio em gualguer Bisa
iy peaguin e ponalizacio alpiama e som propiilen an seu citidado (Pes. CHE 12609% - Ram (V1.0 e
deve rencher ema oopia do Termo de Consenfimenin Livie ¢ Faclmocido, t infegrs, por dle acdnsdo

(I [V_2.4d),
= O pesquisador deve deseivolver o pesguis confomme delincada no profocelo aprovade ¢ descontingar o estudo
auftnenle agis andlise dos medes do descontimindade pele CEP que o aprovou ([Res. CNS lem [HE5.2),

spuardando 5o Purocer, Exccn limu:.]-u pereeher fsco o dane bio prevedo S0 sujeio cipumie ou
qundumnﬂlh:anmwﬂnk regime ofcrecudo 2 um dos grupoes da mqﬂl‘lf’lhqﬁ

WM B Bl it
. D‘Ll'.l"' dheve ser mformndo de todos o clieitos pdversos ou fales relevimbes que altenem o carss pormal Jo cstsdo
(Hee CHS em VA) B papel do pesquismbor ssegurmr medidis modintss adequadas [reme o everto



