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RESUMO

A resisténcia bacteriana é responsavel por grandes preocupagdes quanto ao impacto imediato
aos sistemas de saude. A proposta deste estudo foi determinar as caracteristicas
epidemioldgicas, letalidade e aspectos moleculares de Pseudomonas aeruginosa isoladas de
pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) em hospital de ensino de
Belém/Par4 e analisar o desempenho do teste de sensibilidade para P. aeruginosa em sistema
automatizado VITEK-2 para esclarecimento da resisténcia. A populagdo do estudo foi
constituida de 54 pacientes com infeccdo por P. aeruginosa internados na UTI adulto,
pediatrica e neonatal no periodo de janeiro de 2010 a marco de 2012. Para investigacdo
epidemioldgica foram coletados dados demogréficos, co-morbidades, tempo de permanéncia
na UTI, classificacdo dos episddios de Infeccdo Relacionada a Assisténcia & Saude (IRAS),
uso de procedimentos invasivos, tipo de infeccdo, terapia utilizada e desfecho do paciente
(alta ou 6bito), escore de MacCabe Jackson, APACHE I1, escore de Charlson. A identificacdo
bacteriana foi realizada a partir dos testes bioquimicos e do sistema Vitek-2. O teste de
sensibilidade foi realizado com a aplicagdo do método de referéncia microdiluicdo em caldo, e
a deteccdo da producdo de metalo-beta-lactamase pelo método do duplo disco e pela PCR. A
genotipagem por amplificagdo por meio do sistema DiversiLab. A P. aeruginosa foi o
segundo patdgeno mais frequente no hospital e esta ocorréncia foi maior na UTI adulto. A
infeccdo respiratoria foi predominante na UTI adulto, enquanto a infeccdo de corrente
sanguinea prevaleceu nas UTI neonatal e pediatrica. A multirresisténcia foi mais encontrada
na UTI adulto, a média da faixa etaria da populacéo foi de 28 anos com tempo de internaco
em média de 87,1 dias, a maioria das doencas de base eram potencialmente fatais e os
principais fatores de risco para aquisi¢do de infecgdo por PaMR foram o uso de ventilagéo
mecénica e sonda vesical. Podemos afirmar que apds os resultados da metanlise foi possivel
evidenciar que as cepas MR apresentaram taxa de mortalidade maior, com duas vezes mais
chances de ocorrer o 6bito, sendo a multirresisténcia um fator de mau prognéstico em
pacientes com infeccdo por PaMR. Foi detectado quatro isolados produtores da variante
blaSPM-1 e na genotipagem figurou a presenca de similaridade genética maior que 97%, as
variagdes observadas podem ter relagdo com pressao seletiva existente na UTI adulto, somada
a terapia inadequada. Este estudo mostrou a importancia de investigagdo de infecgdes por
patdgenos multirresistentes em unidades criticas, contribuindo para o melhor monitoramento e
controle destas infecces.

Palavras-chave: Infeccdo por Pseusomonas aeruginosa, Resisténcia Bacteriana, Infeccdo
Relacionada a Assisténcia a Saude.



ABSTRACT

The bacterial resistance is responsible for major concerns about the great problems on health
systems. The proposal of this study was to determine the epidemiological, lethality and
molecular characteristics of Pseudomonas aeruginosa isolated from patients admitted to the
Intensive Care Unit (ICU) in a teaching hospital in city of Belem, Par4, Brazil and analyze the
performance of susceptibility testing for P. aeruginosa in automated VITEK -2 to study the
antimicrobial resistance. The target people of this study consisted of 54 patients with P.
aeruginosa infection at the adult , pediatric and neonatal ICUs from January 2010 to March
2012. For the epidemiological research, demographic data, comorbidities, length of stay were
collected. Episodes of Healthcare-associated infections were defined in accordance to Center
for Disease Control and Prevention (CDC), use of invasive procedures, previous therapy and
patient outcome, Jackson MacCabe score, APACHE Il score and Charlson score were
documented. The bacterial identification was performed by biochemical tests and VITEK-2
system. The sensitivity test was performed with the application of the method of broth
microdilution , and detection of metallo-beta-lactamase by the double disc and PCR method.
The test of Genotyping was made by amplification throug DiversiLab system. The P.
aeruginosa was the second most common pathogen in the hospital and this occurrence was
higher in the adult ICU. The respiratory infection was predominant in the adult ICU, while
bloodstream infection was prevalent in pediatric and neonatal ICU. The multidrug resistance
was higher in the adult ICU, the average age of patients was 28 years, with an average length
of stay of 87.1 days, the diseases were potentially fatal and major risk factors for acquisition
of PaMR infection were the use of mechanical ventilation and urinary catheterization.
Through the meta-analysis study, we found that infections caused by MR strains showed
higher mortality rate, and were twice as likely to death occurs, multidrug resistance a factor
of poor prognosis in patients with infection PaMR. Four isolates producers blaSPM-1 variant
was detected and genotyping figured the presence of genetic similarity greater than 97%, the
changes observed may be related to selective pressure existing in the adult ICU, coupled with
inadequate therapy. This study demonstrated the importance of investigations of infections
with multidrug-resistant pathogens in critical care units, contributing to these data the
possibility of better monitoring and control of these infections.

Keywords: Pseusomonas aeruginosa Infection, Bacterial Resistance, Infection-Related
Assistance to Health.
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1 INTRODUCAO

O panorama da resisténcia bacteriana tem sido observado de forma dramética no
contexto hospitalar e particularmente entre pacientes graves, pela presenca de linhagens
microbianas multirresistente (MR), extra-resistentes (XR) agravando ainda mais a
probleméatica destas infeccbes (GONCALVES et al., 2009; GOMES et al., 2011;
MAGIORAKOS et al., 2011). Esses micro-organismos apresentam caracteristicas de MR,
pela producdo de diferentes mecanismos, sejam eles isolados ou associados, promovendo a
resisténcias aos diferentes fArmacos, o qual pode ou néo ter implicaces clinicas, dependendo
dos pardmetros farmacocinéticos e farmacodindmicos aplicados aos antimicrobianos
especificos (CLIMACO, 2011; GOMES et al., 2011; MAGIORAKOS et al., 2011; PICAO et

al., 2012).

Importante destacar que as infec¢fes por P. aeruginosa séo de dificil tratamento,
pela baixa efetividade dos farmacos a este patdgeno. A acdo de muitos antimicrobianos é
limitada para tratar infecgBes causadas por esta espécie, devido as barreiras naturais da
bactéria e ou pela aquisicdo de resisténcia. E um micro-organismo intrinsecamente resistente a
varios atimicrobianos, dentre estes o cloranfenicol, a tetraciclina, algumas quinolonas e
betalactdmicos. Entre os farmacos mais utilizados na terapéutica estdo: as penicilinas
(piperacilina), cefalosporinas (ceftazidima e cefepime), carbapenemas (meropenem e
imipenem), monobactadmicos (aztreonam), aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina e
amicacina) e as fluoroguinolona (ciprofloxacina) (ROSSOLINI E MANTENGOLI, 2005;

ARORA, JINDAL, ROMIT, 2011).

O interessante € que este patdgeno € capaz de persistir em ambientes hospitalares
por periodo prolongado, em consequéncia da pressdo seletiva existente e sua real

adaptabilidade ao meio ambiente (CLIMACO, 2011). O fendtipo da resisténcia aos
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antimicrobianos tem se alastrado com muita rapidez para muitos fa&rmacos (PATERSON e

BONOMO, 2005; ARORA, JINDAL, ROMIT, 2011; WILLMANN et al., 2013).

Com o exposto, torna-se fundamental o conhecimento detalhado dos mecanismos
que as bactérias utilizam para se tornarem resistentes aos antimicrobianos, de modo que este
conhecimento é necessario tanto para adequacdo de protocolos de tratamento das infecgdes,
quanto para o desenvolvimento de novas opgOes terapéuticas. (ZAVASCKI et al., 2006;
PICOLI, 2008; CLIMACO, 2011; FEHLBERG, 2012). E importante ressaltar que a luta
contra a resisténcia bacteriana continua sendo um desafio na saude e deve ser abordado sob

diferentes aspectos.

A compreensdo dos processos relacionados a acdo dos antibiéticos no surgimento
da resisténcia segue uma linha para se entender o planejamento, a sintese e a avaliacdo
farmacoldgica de novos agentes antimicrobianos mais potentes langados no mercado, sendo
que a sua aplicacdo terapéutica de forma racional e a adogdo de normas para controle de
infeccBes no contexto hospitalar tém representado diferentes niveis de a¢des continuas e inter-
relacionadas. Os recentes avangos na identificagdo de novos alvos macromoleculares
relevantes e no entendimento dos mecanismos de agdo de antibi6tico revelam um panorama
muito complexo, onde diversos efeitos podem ser responsdveis pela poténcia de uma
determinada substancia, a partir de fenébmenos que ocorrem em consonancia e contribuem de
maneira diferenciada para a atividade antibacteriana (CLIMACO, 2011; NEVES et al., 2011;

FEHLBERG, 2012).



22

2 JUSTIFICATIVA

A problemaética da resisténcia bacteriana tem trazido grandes preocupagdes no que
se refere ao impacto imediato aos sistemas de salde, o que inclui novas exigéncias para o
tratamento do paciente, colaborando para o maior tempo de internacdo do individuo no
ambiente hospitalar, e por consequéncia, elevagdo dos custos com a administragdo de novos
antimicrobianos. Assim, diferente do que se postulavam as infec¢des bacterianas ndo foram
extintas apds a descoberta dos antibioticos, e se mantém até os dias atuais. A chamada pressao
antibidtica referente a relacdo entre extensdo de uso de antibiéticos e selecdo de linhagens
resistentes é assunto ainda polémico na literatura (CRIVARO et al., 2009; CLIMACO, 2011;

PICAO et al., 2012).

Pela amplitude do problema, tem se intensificado as mobilizagdes dos diferentes
6rgdos de vigilancia com intuito de aumentar a efetividade da assisténcia a saude, por meio do
uso racional de antimicrobianos e da detecgdo tempestiva, prevencdo e controle da
emergéncia e disseminagdo da resisténcia microbiana em servigos de saide no pais (PICOLI,

2008; TAHERI et al., 2008; MAGIORAKOS et al., 2011).

No Brasil e no mundo as Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)
representam um grande transtorno para os pacientes e para as instituicdes de saude, por
apresentar elevada morbidade e mortalidade. Inseridos nesse cenério estdo os hospitais, onde
0s avangos cientificos tém sido utilizados para fornecer aos pacientes os servigos diagnosticos
e terapéuticos mais eficazes e atualizados, e onde se tem buscado cada vez mais um controle

efetivo das IRAS.

Considerando a escassez de dados regionais relacionados aos mecanismos de
resisténcia microbiana, sobretudo a genotipagem de amostras bacterianas, entendemos ser de

grande relevancia determinar as caracteristicas epidemioldgicas e moleculares de
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Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes internados em unidade de terapia intensiva do
hospital de ensino de Belém/Para e analisar os resultados dos testes de sensibilidade do Vitek-

2.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

3.1 PSEUDOMONAS AERUGINOSA

3.1.1 Taxonomia

Os componentes do género Pseudomonas pertencem ao grande grupo de
bastonetes Gram-negativos da familia Pseudomonadaceae, constituida dos géneros
Burkholderia, Commamonas, Acidorax, Brevundimonas, Sternotrophomonas, Acinetobacter e
Moraxella. S&o micro-organismos moveis, ndo fermentadores da glicose e lactose, 0s quais
podem viver em varios ambientes como: solo, 4gua, plantas e mesmo nos animais, incluindo

os seres humanos (WINN et al., 2008).

Dentro da classificagdo bacteriana, o termo ndo fermentador faz referéncia a um
grupo de bactérias denominadas bacilos Gram-negativos aerébios, que ndo produzem esporos
e sdo incapazes de utilizar o carboidrato como fonte de energia ou degrada-los através das
vias metabdlica oxidativa ao contrario da fermentativa (WINN et al., 2008; FERREIRA e

LALA, 2010).

Apresentam-se sob forma de bastdo medindo cerca 0,5 a 0,7 um de espessura por
1,5 a 3,0 um de comprimento crescem facilmente em diferentes meios de cultura, produzindo
um odor adocicado ou semelhante ao de uva. Algumas cepas lisam hemacias, formam
colbnias lisas e redondas de coloracdo esverdeada fluorescente. Em geral, a identificacdo
ocorre através da morfologia das coldnias, na positividade da oxidase, e no crescimento entre
37°C a 42°C (CORNELLIS et al., 2008; WINN et al., 2009; FERREIRA e LALA, 2010). Seu
crescimento a 42°C ajuda a diferencié-la de outras espécies de Pseudomonas do grupo

fluorescente (WINN et al., 2009).
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E reconhecido que cada integrante dos cinco grupos de Acido ribonucléico

ribossémico (RNAr) representam grupos genéticos taxonomicamente distintos, sendo que

pela distingdo foi estabelecido diferentes denominagGes de géneros para cada um dos grupos

de RNAr. Apenas a designacdo de género Pseudomonas foi mantida para os membros do

grupo | de RNAr (ANZAI et al., 2000; CORNELLIS et al., 2008; WINN et al., 2009).

Quadro 1- Classificacéo da familia Pseudomonaceae por homologia dos grupos de RNAr.

Grupo | Grupo I Grupo 1 Grupo IV GrupoV - Classificacao
Pseudomonas Burkholderia Comamonas Brevundimonas | Stenotrophomonas | desconhecida
Grupo fluorescente | Grupo Grupo Grupo Diminuta | S. maltophylia Cryseomonas
P. aeruginosa Pseudomallei Acidovorans
P. fluorescens B. pseudomallei C. acidovovans | B. diminuta luteola
P. putida B. cepacia C. terrigena
B. gladioli C. testosteroni B. vesicularis
B. picketti
Grupo Stutzeri Flavimonas

P. stutzeri
P. mendocina
CDC grupo Vb-3

orzyhabitans

Grupo Alcaligenes
P. alcaligenes

P. pseudoalcaligenes
Espécies de
Pseudomonas do
grupo |

Shewanella

putrefaciens

Fonte: Anzai et al., (2000); Winn et al., (2008).

A espécie mais frequente em seres humanos é a P. aeruginosa, tratam-se de

micro-organismos aerobios estritos, méveis (flagelo polar), de crescimento répido, facilmente

isolados em meios de cultura in vitro, crescem entre as temperaturas de 10 a 42°C e com

temperatura ideal 37°C. A P. aeruginosa produz pigmentos hidrossoltveis difusiveis no meio

de cultura caracteristicos como (piocianina) um pigmento de cor azul, a pioverdina pigmento

responsavel pela cor verde-brilhante, a piorrubina (roxo) e piomelanina (marrom)

(CORNELLIS et al., 2008; WINN et al., 2009; RODRIGUES, 2010).
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A caracteristica das col6nias de P. aeruginosa tem variacdo morfoldgica, podendo

ser puntiforme, gelatinosa, rugosa ou mucdide. A forma mucoide ocorre devido & producéo de

grandes quantidades de polissacarideo extracelular, o alginato, identificada em amostras

clinicas de portadores de fibrose cistica. Estas cepas formam agregados de coldnias mais

firmes, que superam os mecanismos de defesa e que permitem maior aderéncia a superficies

celulares. A constituicdo fisica e quimica (polianidnica) da membrana externa desta bactéria

demonstra poder de barreira a passagem de substancias, como antibiéticos e antissépticos, o0s

quais precisam saturar toda a sua superficie antes da penetragdo, possibilitando maior

resisténcia a essas linhagens (FERREIRA e LALA, 2010).

Quadro 2: Sintese dos fatores de viruléncia de Pseudomonas aeruginosa.

Fatores de viruléncia

Atividade Bioldgica

Alginato Polissacarideo capsular responsavel pela aderéncia a superficie
epitelial pulmonar e formacéo de biofilmes.
Fimrias (Pili) Apéndices de superficie que permitem a aderéncia do micro-

0rganismos.

Neuraminidase

Facilita a aderéncia.

Lipopolissacarideo (LPS)

Produz endotoxina e causa a Sindrome séptica.

Exotoxina A

Destroem tecidos, inibe sintese proteica, interrompe atividade
celular e atividade dos macrofagos.

Enterotoxina

Promove a diarreia.

Exoenzima S

Inibe a sintese de proteina.

Fosfolipase C

Destr6i a membrana citoplasmatica, destroi o surfactante pulmonar,
inativa opsoninas.

Elastase Degrada imunoglobulinas
Leucocidina Inibe a fungdo dos neutrofilos e dos linfocitos.
Piocianinas Impede o crescimento de outras bactérias e elimina a atividade ciliar

respiratoria.

Fonte: Cornellis et al., (2008); Winn et al., (2008)

Estudos cléssicos enfatizam sua capacidade singular para crescimento em

ambientes imidos (ROSENTHAL, 1974; ZIMAKOFF et al., 1983). Trata-se de uma bactéria
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com capacidade invasiva e toxigénica, produz metabolitos extracelulares, como a elastase e
proteases, que estdo envolvidos na patogénese das infeccdes. Ela é capaz de obter carbono e
nitrogénio de fontes diversas como aminodcido, &cidos graxos e aminas alifaticas
(FLAHERTY e STOSOR, 2004). A associacdo com umidade é um fator importante para a
contaminacdo de superficies, artigos e equipamentos hospitalares (FORTALEZA, 2005;
WINN et al., 2009).
Relacionado a esses dados, relatamos a ocorréncia na Irlanda de episodios de
6bitos em UTI neonatal por Pseudomonas aeruginosa presentes na agua e na torneira, a
presenca da bactéria foi evidenciada pela analise microbioldgica da agua e da torneira, apos
investigacdo mais profunda foi verificada a contaminagdo na torneira com formagdo de

biofilme, figura 1, PEARSON, 2012.

Figura 1- Isolamento de P. aeruginosa formn"iofilme em torneira hositalar por Pearson,
(2012).

Esses micro-organismos podem colonizar varios tecidos, por apresentarem uma
capsula mucoide, que possibilita a aderéncia a superficie da mucosa normal, além da
caracteristica antifagocitaria que permite a formacdo de micro-colénias, chamadas de
biofilmes, que estdo fortemente aderidos e recobertos por material espesso, constituido pelo
préprio alginato, lipopolissacarideo e proteina (CORNELLIS et al., 2008; FERREIRA e

LALA, 2010)

Estes biofilmes sdo formados a partir de agrupamento de células bacterianas em

camadas, fortemente unidas na matriz extracelular. A associagdo dos organismos em
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biofilmes constitui uma forma de protecdo ao seu desenvolvimento, favorecendo relagdes
simbidticas e permitindo a sobrevivéncia em ambientes hostis (CORNELLIS et al., 2008; MA

et al., 2009).

A formacdo de biofilmes é frequente na superficie de proteses vasculares,
articulares, cateteres, drenos, além de outros corpos estranhos utilizados na pratica médica. Os
biofilmes estdo envolvidos na patogénese da placa bacteriana, endocardites e infecgdes
pulmonares em portadores de bronquiectasia e mucoviscidose. Além da possibilidade de se
organizar em biofilmes, outra caracteristica importante da P. aeruginosa sdo as implicacdes
epidemioldgicas e fisiopatologicas (CORNELLIS et al., 2008; MA et al., 2009; FERREIRA e

LALA, 2010).

Esta espécie assume importante papel como agente etioldgico relacionado a
ocorréncia de infeccbes hospitalares. Na maioria dos casos, essas infec¢des tém inicio quando
h& alteracdo ou destruicdo de barreiras fisicas entre as quais se evidenciam a utilizacdo de
cateteres urinario, tubo oro traqueal, procedimentos cirdrgicos, ventilagdo mecénica, pacientes
queimados, em uso de drogas imunossupressoras e pacientes oncolégicos (TORRES et al.,
2006; FERNANDES et al., 2010). A importéncia clinica e a frequéncia dos bacilos Gram-
negativos nao fermentadores vém aumentando com o crescente nimero de casos associados a
infecgdo, em razdo da gravidade da infecgdo, das altas taxas de morbidade e mortalidade em
pacientes hospitalizados e do grande risco de resisténcia aos antimicrobianos (DEPLANO et

al., 2005; TORRES et al., 2006).

Raramente a P. aeruginosa torna-se causa de infec¢Bes comunitarias em
individuos saudaveis. A baixa necessidade de nutrientes para seu desenvolvimento, sua
tolerdncia a uma série de condi¢Bes fisicas adversas e sua resisténcia a agentes

antimicrobianos contribuem para o sucesso ecoldgico e para 0 importante papel como
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patdgeno oportunista em ambientes hospitalares (CASTANHEIRA, 2005; FERREIRA e
LALA, 2010). Nesta categoria estdo enquadradas: otites externas, ceratites relacionadas a
lente de contato e endocardites em usuarios de drogas endovenosas (MORIYAMA e

HOFLING-LIMA, 2008).

Em um relato de caso descrito por Eguchi (2013), um paciente com conjuntivite
relacionada ao fio de sutura (biomaterial) contaminada por P. aeruginosa, teve a via de
transmissdo da infeccdo identificada pela técnica molecular de Pulsed field gel
electrophoresis (PFGE). Os isolados bacterianos foram recuperados do meio ambiente
domiciliar do paciente, sendo que este havia realizado cirurgia para glaucoma. Os
biomateriais (fios de suturas, lentes intra-oculares, e lentes de contato) também podem servir
como foco de infecgOes bacterianas e todo procedimento que envolve o uso de biomateriais

requer cuidados e acompanhamento clinico.

Em dados epidemioldgicos registrados em 2004, refere-se que a casuistica do
National Nosocomial Infection Surveillance (NNIS) indica que a P. aeruginosa esta entre 0s
cinco principais patégenos associados aos casos de IRAS nos Estados Unidos (NNIS, 2004),
constituindo-se ainda como a terceira causa de infeccdo mais comum do trato urinario, a
quarta causa de infeccéo de sitio cirurgico e o sétimo patégeno mais frequentemente isolado

em corrente sanguinea (NNIS, 2004; CASTANHEIRA, 2005).

No entanto, dados do Centers for Disease Control and Prevention - CDC (2013)
confere ter aproximadamente 8% de ocorréncia de todas as IRAS por P. aeruginosa e 13%

das infeccBes graves por este patdgeno sdo multirresistentes.

No Brasil, segundo dados do Programa SENTRY, programa conhecido por ser
constituido de uma rede de laboratérios em todo o mundo, que monitora a prevaléncia dos

padrdes de sensibilidade / resisténcia antimicrobiana em bactérias que causam infec¢des tanto
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hospitalar como comunitéria. Nos registros deste programa, a P. aeruginosa foi a causa mais
prevalente de infeccBes do trato respiratorio, seguida das infecg¢des urinérias e infeccdes de
ferida cirdrgica, além do sexto patdgeno de maior incidéncia em infeccOes da corrente
sanguinea no periodo de 1997 a 2001 (SADER et al., 2001; GALES et al., 2003; PIRES et
al., 2009). Em outro estudo realizado no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco, foi demonstrado que existe alta prevaléncia de P. aeruginosa em ambiente
hospitalar, com 26% de isolados do total de amostras (n=701) originados principalmente de

infeccBes respiratorias (PIRES et al., 2009).

Importante destacar que o sistema de vigilancia Meropenem Yearly Susceptibility
Test Information Colletion (MYSTIC) realiza monitoramento da sensibilidade bacteriana aos
carbapenema e outros antimicrobianos em hospitais. Dados obtidos por este sistema mostram
que na Europa, a P. aeruginosa ficou como segundo agente mais isolado em Unidades de
Terapia Intensiva e o primeiro em unidades para pacientes com fibrose cistica (MENDES et

al., 2007).

E frequente o isolamento de P. aeruginosa resistente aos carbapenemas, com
capacidade de produgdo da enzima metalo-beta-lactamases, fato comum a deteccdo destes
mecanismos em diferentes hospitais brasileiros (GRAF et al., 2008; AL-MARJANI et al.,
2010). Os carbapenemas séo antimicrobianos de elei¢éo para o tratamento de P. aeruginosa,
embora o imipenem apresente 20% de resisténcia demonstrada em estudo observacional de
ensaio clinico randomizado com revisao sistematica, que buscou identificar a incidéncia de P.
aeruginosa resistentes ao imipenem em pacientes com quadro de pneumonia (ZIBERBERG

et al., 2010).
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3.2 MECANISMOS DE AQUISICAO DE RESISTENCIA BACTERIANA

O aparecimento de bactérias resistentes aos antibidticos pode ser considerado
como uma manifestacdo natural regida pelo principio evolutivo da adaptacdo genética de
organismos a mudangas no seu meio ambiente, e o desenvolvimento de parte dos fa&rmacos
apresenta certa eficiéncia no combate as infecgdes bacterianas, o que revolucionou a terapia
antimicrobiana no passado, ocasionando na época a reducdo da mortalidade causada por
doencas de origem microbianas. Por outro lado, o uso descontrolado dos antimicrobianos na
terapéutica, a pressdo seletiva a diversos farmacos e a versatilidade adaptativa causada por
diferentes fatores associados a escassez nutricional, vém estimulando o desenvolvimento de
espécies microbianas com expressdo de diferentes mecanismos de resisténcia que contribuem
para elevacdo das taxas de mortalidade nestas infeccbes. (ZAVASCKI et al., 2006;
CLIMACO, 2011).

Os carbapenémicos (imipenem e meropenem), que séo beta-lactamicos de amplo
espectro, derivados da tienamicina, apresentam agdo bactericida no tratamento de infec¢des
para a espécie P. aeruginosa e sdo considerados como antimicrobianos de primeira linha no
tratamento de infeccdes por este patdgeno. A resisténcia a essas drogas tem sido documentada
de forma significativa em pacientes criticos, tornando-se um dos grandes desafios no manejo
terapéutico das Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) nas UTIs (ZIBERBERG

et al., 2010; NEVES et al., 2011; CAVALCANTI et al., 2012).

Os estudos voltados para investigacdo dos mecanismos de resisténcia bacteriana
vém apresentando notavel avanco nos ultimos anos, aprimorando cada vez mais o
conhecimento da estrutura e da genética destes micro-organismos favorecida pelas
ferramentas da Biologia molecular. Por definig&o, a resisténcia bacteriana pode ser descrita
como um conjunto de mecanismos de adaptacdo da bactéria contra o efeito nocivo ou letal aos

quais estas estdo sendo submetidas. Considera-se ainda, resisténcia quando o micro-
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organismo € capaz de crescer in vitro na presenga de concentragfes inibitorias que estas

drogas atingem no sangue (TAVARES, 2001; CLIMACO, 2011).

Fundamentalmente, a aquisi¢do de resisténcia por uma célula bacteriana sensivel
sempre decorre de uma alteracdo genética que se expressa bioquimicamente. (MENDES et al.,
2006; GRAF et al., 2008). Dentre os principais mecanismos de resisténcia temos como
destaque: a baixa permeabilidade da membrana; sistema de efluxo de mdltiplas drogas,
principalmente MexA-MexB-OprM; reducdo na absorcdo do antimicrobiano devido a perda
de um canal para entrada da droga, em particular a porina OprD (outer-membrane porin); e a
expressdo de enzimas, como a AmpC, IMP e VIM, producéo de enzimas inativadoras de
aminoglicosideos, alteracdo do alvo das fluoroquinolonas (GUTIERREZ et al., 2007; DIAS,

2009).

Considera-se que alguns antimicrobianos hidrofilicos que possuem menor peso
molecular, como o imipenem, consegue difundir-se através de canais aquosos na membrana,
formados por proteinas chamadas porinas. A auséncia de porinas, que apresenta alta
permeabilidade em P. aeruginosa confere resisténcia intrinseca a um grande grupo de
antibioticos. Em especial, pode-se citar as porinas OprD, cuja auséncia em algumas cepas, em
consequéncia de uma mutagdo, dificulta a entrada do imipenem na célula. Esse fato eleva a
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) na célula deste antimicrobiano conferindo resisténcia

clinica de grande importancia (TORRES et al., 2006; FERREIRA e LALA, 2010).

Outro mecanismo de resisténcia de natureza intrinseca importante, encontrado em
linhagens de P. aeruginosa, é o conhecido sistema de efluxo. Essa bactéria apresenta genes
estruturais de pelo menos 12 sistemas de efluxo. A ativacdo de um sistema eficiente, como 0
MexA-MexB-OprM, remove o antimicrobiano do interior da célula bacteriana, o que aumenta

a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das penicilinas, cefalosporinas e quinolonas, sem
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afetar a CIM do imipenem. Apesar de ndo alcancar resisténcia clinica, a CIM do meropenem é

afetada por esta bomba de efluxo (NEVES et al., 2011).

J& a resisténcia adquirida resulta de uma alteracdo fisiolgica ou na estrutura
bacteriana, ndo sendo previsivel e que pode ou ndo envolver alteracdo genética. Quando ha
alteracdo genética, estas podem ocorrer por mutagdo, transducdo, transformacdo ou
conjugacdo. Quando ndo h4 alteracdo genética pode ocorrer & indugdo de um fenotipo devido
as condigBes do meio, que pode ser estavel e permanecer mesmo que o fator de exposicéao seja
retirado, ou ainda instavel, desaparecendo juntamente com o fator de exposi¢do (FERREIRA

e LALA, 2010; NEVES et al., 2011).

Um importante grupo de antimicrobianos que agem interferindo na sintese da
parede celular é o grupo dos B-lactimicos, que constituem uma familia de substincias
caracterizadas pela presenca de um grupamento quimico heterociclico azetidiona denominado
B-lactdmico. Este grupamento é o responsavel pela atividade antimicrobiana deste grupo de
antibiéticos e seu rompimento em qualquer ponto resulta na perda completa da acéo

antibiotica da droga (TORRES et al., 2006; RODRIGUES, 2010).

No grupo dos B-lactdmicos estdo classificadas as duas principais classes de
antibioticos: as penicilinas (que podem ser naturais e sintéticas) e as cefalosporinas, que
formam um grupo de antibidticos beta-lactdmicos relacionados com as penicilinas. Com o
avan¢o da quimica e da farmacologia foi possivel a descoberta de novos B-lactamicos que
vem sendo descritos na literatura, desses se destacam as cefamicinas e carbapenemas (DIAS,

2009; RODRIGUES, 2010).

Foi considerado até a década de 1960, dentre os antimicrobianos existentes, que a
P. aeruginosa s6 se mostrava sensivel & acdo das polimixinas, sendo reconhecida por sua

resisténcia natural as diferentes classes de antimicrobianos disponiveis. Posteriormente, com a
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descoberta de novas substancias antimicrobianas, verificou-se a sensibilidade desta bactéria a
alguns aminoglicosideos, tais como: amicacina, tobramicina, netilmicina e gentamicina, as
carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, além de algumas cefalosporinas de terceira geracao,
sobretudo a ceftazidima; as cefalosporinas de quarta geragdo, as carbapenemas, ao aztreonam
e as fluorquinolonas, especialmente o ciprofloxacina. No entanto, a versatilidade desse micro-
organismo em adquirir resisténcia, por diferentes fendbmenos tornou a agdo dos
antimicrobianos obsoleta, como por exemplo, a carbenicilina. Nos ultimos anos, a resisténcia
desses patdgenos aos antimicrobianos vem se acentuando em todos os paises, particularmente
no ambiente hospitalar, com registros de surtos de infecgdes por linhagens multiresistentes

(TAVARES, 2001; PICAO et al., 2012).

Nos ultimos anos, observou-se um aumento no uso de cefalosporinas com intuito
de tratar infecches hospitalares causadas por P. aeruginosa. Porém, isso vem sendo
acompanhado por um aumento da prevaléncia de amostras de P. aeruginosa produtoras de f3-
lactamases de espectro ampliado, conhecidas como ESBL. Linhagens produtoras destas
enzimas sao resistentes & cefalosporinas de amplo espectro e a outros antimicrobianos desta

classe (VAHABOGLU et al., 2001).

O impacto da resisténcia é tido como grande preocupagdo nos hospitais
brasileiros, sendo que os estudos multicéntricos vém mostrando que a resisténcia aos
carbapenémicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas tem se elevado gradativamente nos
altimos anos, como podemos observar na tabela 1. Estes resultados foram obtidos no estudo

de Neves et al. (2011), que analisou dados amostrais da América Latina e do Brasil.
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Tabela 1- Percentual de resisténcia de P. aeruginosa isolados na América Latina e Brasil.

Antibiéticos America  Resisténcia Brasil Resisténcia
Latina (%) (%)
SENTRY MYSTICY Regido Centro- Regido Regido Sul

(n=93) (n=32) Oeste (n=121) Sudeste (81) (28)
Imipenem 30,2 36,6 58,3 38,3 82,7
Meropenem 25,6 33,9 50,0 30,4 -
Amicacina 30,5 33,8 57,6 35,6 78,7
Ceftazidima 34,3 36,0 48,7 36,5 90,7
Ciprofloxacina 41,3 48,3 59,5 43,0 93,7

Fonte: Neves et al. (2011).

3.2.1 Baixa permeabilidade da membrana externa

A membrana externa das bactérias Gram negativas estd constituida por dupla
membrana, formada por lipopolissacarideos (LPS) lipoproteinas e fosfolipidios, com varias
funcOes especializadas, e serve como barreira para certos antibidticos como a penicilina. A
sua permeabilidade estd associada & presenga de proteinas nessa membrana, denominadas
porinas, que estabelecem canais proteicos especificos, constituidos por subunidades que se
agrupam formando poros que permitem a passagem de moléculas para o0 espaco
periplasmatico e, em seguida, para o interior da célula. As porinas restringem a entrada de
muitas substancias como a entrada de alguns farmacos (TORTORA, 2005; RODRIGUES,

2010).

A denominagdo mais comum para o termo porinas é “Omp”, o qual significa
“outer membrane protein” que é um complexo de proteinas de membrana. As proteinas mais
conhecidas da membrana externa de P. aeruginosa sdo classificadas como OprC, OprD,
OprE, OprF, considera-se a Gltima como a maior e em maior quantidade. OprF é uma proteina
inespecifica com propriedade de realizar uma lenta difuséo dos substratos pelo seu canal, o
que explica a resisténcia intrinseca da bactéria a diferentes antimicrobianos (SOARES, 2005;

RODRIGUES, 2010). A alteracdo na permeabilidade da membrana sera responsavel pela
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resisténcia intrinseca dos bacilos Gram-negativos a penicilina, eritromicina, clindamicina e
vancomicina e pela resisténcia de P. aeruginosa ao trimetoprim. As bactérias utilizam esta
estratégia na aquisicdo de resisténcia. Assim, uma alteracdo na porina especifica da membrana
celular externa de P. aeruginosa, pela qual o imipenem geralmente se difunde, pode excluir o

antimicrobiano de seu alvo, tornando a P. aeruginosa resistente ao imipenem (DIAS, 2009).

Percebe-se que a perda de porina OprD resulta na resisténcia ao imipenem e em
reducdo da sensibilidade ao meropenem sem modificar a resisténcia de outros 3 lactamicos.
Existe uma homologia da OprE com OprD, embora a primeira seja especifica para a

resisténcia de cefalosporinas (SOARES, 2005; RODRIGUES, 2010).

3.2.2 Sistema de efluxo em P. aeruginosa

O sistema de efluxo consiste no bombeamento ativo de antimicrobianos do meio
intracelular para o extracelular, sendo que esta retirada ativa de compostos tdxicos do interior
da célula é parte de mecanismos utilizados pela bactéria para se proteger contra produtos
adversos do ambiente em que vivem. Podem-se destacar os antimicrobianos como produtos
toxicos presentes na clinica, que por pressdo seletiva contribuem para o aumento de expressao
de resisténcia bacteriana aos antibidticos. Estes mecanismos sdo marcantes para os bacilos
Gram negativos ndo fermentadores, sendo descritos em diferentes sistemas de efluxo para P.
aeruginosa e caracterizados pela sigla MDR (do inglés, multiple drugs resistance) (SOARES,

2005; CLIMACO, 2011).

Os sistemas de efluxo sdo constituidos de proteinas Unicas ou por um complexo
de proteinas transmembranas. A classificacdo dos sistemas de efluxo é baseada em trés
caracteristicas: a) a fonte de energia usada pelo sistema; b) a relacdo filogenética com outros
sistemas de efluxo e c) a especificidade do susbstrato, sendo que estes podem ser agrupados

em cinco familias: ABC (ATP binding cassette), MFS (major facilitator superfamily), SMR
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(small multidrug resistance), MATE (multidrug and toxic compound extrusion) e RND
(resistance-nodulation-division) encontrados tanto entre as bactérias Gram positivos como

entre as Gram negativos (XAVIER, 2008; CLIMACO, 2011).

O sequenciamento do genoma de P. aeruginosa permitiu a identificagéo de 12
sistemas de efluxo da familia RND (resistence-nodulation-division) denominados Mex
(multidrug efflux pump). Sete desses sistemas ja foram caracterizados, a saber: MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM, MexJK-OprM, MexGHI-OpmD,

MexVW-OprM (POOLE, 2007; XAVIER, 2008).

O funcionamento deste sistema baseia-se na abertura de um canal que atravessa a
membrana externa e interna, favorecendo a emisséo da substancia para o meio extracelular.
Este canal é composto de trés proteinas: a primeira conhecida como bomba propriamente dita,
que depende de energia e estd situada na membrana citoplasmatica e tem como principal
funcdo o transporte, conhecidas como (MexB, MexD, MexF, MexY); a segunda proteina
facilita a passagem da substancia para a membrana externa e séo (OprM, OprJ, OprN, OprB,
OprG, Ompl) e uma terceira proteina, periplasmética, que realiza a fungéo de ligacdo entre as
duas outras proteinas (MexA, MexC, MexE, MexX, MexJ, MexGH) (SOARES, 2005;

XAVIER, 2008).

Nas espécies de P. aeruginosa é comum encontrarmos a superfamilia RND,
formadas pelas trés subunidades MexAB-OprM (Mex- proteina ligadora, MexB- bomba,
OprM- canal de saida), nota-se que quando superexpressa, leva a resisténcia as penicilinas
antipseudomonas (ticarcilina e piperacilina), as cefalosporinas, quinolonas e a sensibilidade
reduzida ao meropenem. J& a MexXY-OprM (Mex- proteina ligadora, MexY- bomba e OprM
- canal de saida) apresentam caracteristicas diferentes da citada acima, por reduzir a

sensibilidade aos aminoglicosideos (CLIMACO, 2011).
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3.2.3 Produgéo de enzimas inativadoras de aminoglicosideos

A inativacdo dos aminoglicosideos constitui um dos principais mecanismos de
resisténcia dos micro-organismos a estes antimicrobianos. S&o trés os tipos de modificagéo

enzimética possiveis de ocorrer:

1- Fosforilagéo dos grupamentos hidroxila (OH), tendo o ATP como doador de fosfato;

2- Acetilagdo dos grupamentos amina (NH), tendo a acetilcoenzima A como doadora de
acetila;

3- Adenilagdo dos grupamentos hidroxila, tendo o ATP e outros nucleosideos trifosfatos

como doadores de adenila.

Algumas cepas de P. aeruginosa apresentam resisténcia por estes
mecanismos. Os relatos na literatura vém mostrando a resisténcia aos aminoglicosideos
(tobramicina, gentamicina) em diversas partes do mundo. S&o farmacos com multiplos
sitios de ataque para enzimas produzidas por estes patdgenos, considera-se que quanto
maior a pressdo seletiva, mais frequente sera detectada os bacilos Gram Negativos

produtores desta enzima (SOARES, 2005; FERREIRA e LALA, 2010;).

3.2.4 Producéo de betalactamases

As B-lactamases sdo enzimas capazes de conferir resisténcia aos carbapenens por
hidrdlise, particularmente & classe de pB-lactdmicos, com maior espectro de atividade
antibacteriana. Historicamente, em 1993 foi identificada a primeira ESBL da classe A de
Ambler, caracterizada em uma amostra de P. aeruginosa, detectada em espécimes clinicos na
Turquia. Em seguida foi detectada na Siria, Ird, Iraque, Leste Europeu, Franga, Bélgica e
Itdlia a enzima PER-1. As enzimas dos tipos TEM e SHV, bastante comuns entre

enterobactérias, foram identificadas em P. aeruginosa entre 1996 e 2002. J4 em 1999 foi
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observado que 93% das amostras de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima, isoladas em um

hospital Tailandés, eram produtoras de ESBL denominada VEB-1 (PICAO e GALES, 2007).

As B-lactamases de espectro restrito que hidrolisam preferencialmente oxacilina e
cloxalina sdo denominadas oxacilinases (OXA) pertencentes & classe D de Ambler. Entre
estas enzimas j& descritas temos a OXA-4, -15, -17, -18, -31 e -32 que apresentam atividades
contra cefalosporinas de amplo espectro (PICAQO; GALES, 2007). Em 2000, a enzima GES
foi identificada em uma amostra de Klebsiella pneumoniae isolada na Franca. O gene
blaGES-1 também foi identificado em amostras de P. aeruginosa isoladas na Franca e em
Portugal e em 2001 foi encontrada uma nova variante de GES-1 e foi reportada em P.
aeruginosa isolada na Africa do Sul a GES-2 que possuia uma Gnica alteragio de aminoacido
quando comparada com a GES-1. No entanto, essa alteragdo ampliou o espectro de atividade
da enzima, que passou a hidrolisar imipenem, além das cefalosporinas de amplo espectro

(PICAO e GALES, 2007).

A producéo de metalo-B-lactamases (MBL) tem sido o mecanismo de resisténcia
de grande impacto, e as linhagens produtoras desta enzima surgiram em consequéncia do uso
frequente de carbapenémicos, quando eram considerados os Unicos antibidticos eficazes
contra outras B-lactamases. Com relagdo aos primeiros isolados produtores de MpL,
destacam-se 0 primeiro registro ocorrido no Japdo em 1991 de P. aeruginosa produtora da
enzima, a partir deste ano foram isoladas na Europa, na Asia e na América passando a
registrar ocorréncias desta enzima em diferentes paises. No Brasil, foram isoladas varias
cepas produtoras de MPL, sendo que o gene prevalente no pais é o blaSPM-1, isolado

originalmente em S&o Paulo (MENDES et al., 2006; GRAF et al., 2008).

Apesar da maioria destas enzimas serem cromossOmicas, a possibilidade de

plasmidios ou integrons incorporarem a parte do DNA cromossdmico, que contenha tais
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genes de resisténcia, preocupa muito a comunidade cientifica, devido & grande chance destes

plasmidios se disseminarem para bactérias de espécie distinta. (GALES et al., 2001).

Em se tratando de producdo de pB-lactamase cromossdémica, com possivel

resisténcia induzivel, serd responsavel pela resisténcia intrinseca destas bactérias (P.

aeruginosa e Acinetobacter spp.) aos b-lactamicos, tais como as cefalosporinas e penicilinas,

embora a resisténcia as cefalosporinas de espectro ampliado possa ter como principal

mecanismo a hiperexpressdo de betalactamase cromossdmica associada & diminuicdo da

permeabilidade da membrana externa, e também pela hiperexpressdo da bomba de efluxo

(BUSH; JACOB MEDEIROS, 1995; SACHA et al., 2008; DRAWZ e BONOMO, 2010).

Quadro 3- Esquema de classificagdo das B-lactamases, baseado no estudo de Drawz e
Bonomo, 2010.

Classe Ambler Classe Bhus- Substrato Inibidores de Enzimas
Jacob Medeiros Clavulanato Representantes
A (2a, 2b, 2¢) B-lactamase de amplo espectro: + PC1 de S.aureus
(serina B-lactamase) TEM-1, TEM-2, SHV-1
2b Penicilina (Cefalosporinas de + TEM-1, TEM-2,SHV-1
amplo espectro)
2be Penicilina, Cefalosporinas de + SHV-2 para SHV-6, TEM-3
amplo espectro e Cefalosporinas para TEM-26, CTX-72
de espectro estendido
2br Penicilinas - TEM-30, SHV-72
2c Penicilina, Carbenicilina + PSE-1
2e Cefasloporina de espectro + FEC-1, Cep-A
estendido
2f Penicilina, Cefalosporina, +- KPC-2, SME-1, NMC-A
Carbapenema
2f Penicilina, Cefalosporina, +- KPC-2, SME-1, NMC-A
Carbapenema
B 3 Alguns B-lactamicos incluindo - IMP-1, VIM-1, CcrA e Bcll
(metalo-B-lactamases) carbapenem (B1); CphA (B2); L1 (B3)
C (Cefalosporinases) 1 Cefalosporinas - AmpC, CMY-1,ACT-1
D (oxacilinase) 2d Penicilinas, Cloxacilina +- OXA-1, OXA-10

Fonte: Bush & Jacob Medeiros (1995); Sacha et al. (2008); Drawz e Bonomo (2010)
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No Quadro 3 é apresentada a classificagdo das enzimas f-lactamase, a qual pode

ser dada por dois esquemas de classificacdo: a primeira pode ocorre de acordo com a
homologia dos amino&cidos, classificada por Ambler em classes A a D, e pelo perfil do
substrato inibidor que séo os grupos classificados por Bush-Jacob-Medeiros em 1 a 4. Nesta
distribuicdo temos: as classes A, C e D serine p-lactamase, e a Classe B, a qual é denominada
metalo p-lactamase (MBL) (BUSH, JACOB-MEDEIROS, 1995; SACHA et al., 2008;

DRAWZ; BONOMO, 2010).

Estas enzimas serine -lactamase da classe A, C e D, clivam a ligagdo amida do
anel b-lactamico inativando, assim, o antibidtico, enquanto que a classe B requer moléculas
de fons Zn*+ para a sua atividade. As MBL catalisam a reagdo quimica idéntica (como

enzimas serina), usando um ou dois cations divalentes de Zn % (SACHA et al., 2008).

3.3 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE (.R.A.S)).

Estima-se que aproximadamente 720.000 pessoas adquirem IRAS nos hospitais
brasileiros por ano, sendo que 20% deste total evoluem para 6bito. Estas infeccbes podem
estar associadas ao ambiente hospitalar e surgem durante seu confinamento, acometendo mais

de 15% dos pacientes internados (BARROS et al., 2012).

Por definicdo, as IRAS compreendem aquelas adquiridas apés a admissdo do
paciente e que se manifesta durante a internacéo ou apoés a alta, quando puder ser relacionada
com a internagdo ou procedimentos hospitalares (Portaria n° 2616/1998, ANVISA/MS). O
termo IRAS foi criado para reconhecer que tais agravos ndo ocorrem exclusivamente em
situacOes de internacdo hospitalar, mas podem estar associadas ao contato do paciente com
outras modalidades assistenciais, como atendimento ambulatorial, servicos de cuidados
domiciliares, entre outros (STRATEVA et al., 2007; DALTOE, KUCHENBECKER e

WAGNER 2008).
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As méos dos profissionais de saude representam uma importante fonte de
transmissdo de infeccdo por P. aeruginosa no hospital, e € um dos mais valorizados e
importantes aspectos de epidemiologia, por tratar-se de cadeia de transmisséo de doengas. A
literatura enfatiza o potencial disseminador de micro-organismos por contaminagdo através
das méos dos profissionais. Considerando a colonizagdo preceder uma infeccdo, a fonte do

micro-organismo e 0 modo de transmissdo nem sempre sdo esclarecidos.

Observa-se que pacientes internados em instituicbes de salde apresentam
exposicdo a uma ampla variedade de agentes patogénicos, em particular na Unidade de
Terapia Intensiva (UTI). Nestas unidades criticas sdo admitidos pacientes em estado grave
que necessitam de monitoramento, intervengdes terapéuticas, procedimentos médicos e de
enfermagem de maneira continua. Esses pacientes apresentam grande risco de adquirir
infeccdo hospitalar em virtude da gravidade do quadro clinico (como no caso de doengas de
base associadas) e do uso frequente de procedimentos invasivos. Entretanto, a UTI apresenta
tecnologia aplicada & assisténcia hospitalar, que viabiliza o prolongamento da sobrevida do
paciente, em situacbes muito adversas. Apesar do grande avanco no manejo diagnéstico e
terapéutico proporcionado pelos centros de tratamento intensivo, o aumento do risco de IRAS
é um evento esperado durante a evolucdo dos pacientes criticos (MOURA et al., 2007;

OLIVEIRA; KOVNER e SILVA, 2010; BARROS et al., 2012).

No Brasil, os indices de IRAS permanecem altos e com maior incidéncia nos
hospitais universitarios, quando comparado aos outros hospitais. Este aumento esta atribuido
a diversidade de doencas, os procedimentos de alta complexidade, o tempo de internagdo

prolongado e grande fluxo de pessoas contribuem para infeccdo (BARROS et al., 2012).

Durante hospitalizacdo, o recém-nascido (RN) fica exposto a diferentes

procedimentos invasivos, favorecendo o desenvolvimento de infecges mais graves, elevando
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as taxas de morbidade e mortalidade. Registros indicam que as taxas gerais de IRAS em UTI
neonatal nos paises desenvolvidos ficam em torno de 8,4 a 26%. No entanto, no Brasil, a UTI
neonatal de nivel terciario possui taxas de infeccdo em torno de 18,9 a 57,7%, considerando
que as possiveis causas nas taxas elevadas de infecgdo podem estar relacionadas as condicdes
de trabalho e estrutura fisica da UTI neonatal, além do nimero de profissionais distribuidos
por leito, os quais muitas vezes ndo atendem a necessidade real de desinfeccdo do ambiente

(PINHEIRO et al., 2009; RANGEL, SOUZA e OLIVEIRA 2012).

Entre o0s micro-organismos mais frequentemente associados as IRAS nos
pacientes internados em UTI estdo os Cocos Gram positivos seguido dos bacilos Gram
negativos. No entanto, tem sido observado frequentemente o aumento na prevaléncia dos
bacilos Gram negativos ndo fermentadores, dentre os quais podemos citar a P. aeruginosa
sendo comum em relatos de eventos de resisténcia aos antibioticos e em surtos de infecgéo

(OLIVEIRA et al., 2009; BARROS et al., 2012).

A espécie P. aeruginosa foi isolada pela primeira vez por Gessard em 1882 a
partir de pus esverdeado, denominada Bacillus pyocyaneus (PIER e RAMPHAL, 2010).
Posteriormente, a espécie foi recuperada em uma variedade de infecgdes humanas de sepse
neonatal, sepsis graves, infeccdes pulmonares agudas e cronicas. E importante ressaltar que a
P. aeruginosa esta entre 0s agentes mais comuns em infec¢fes, como a urinéria (35 a 45%),
ferida cirdrgicas e pneumonia com ventilagdo mecénica (10 a 25%) (PAVIANI et al., 2004;

FIGUEIREDO et al., 2007).

Em estudos do programa SENTRY a P. aeruginosa corresponde ao quinto agente
mais frequente responsavel por bacteremias (GRAF et al., 2008; FERREIRA e LALA, 2010).
Complementando os dados, Fernandes et al. (2010), destacam este micro-organismo como a

principal causa de 6bito em pacientes oncoldgicos, considerado como o quarto agente mais
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isolado em infeccBes de corrente sanguinea no Instituto de Oncologia Peditrica em Séo

Paulo.

Os servicos de UTI, neonatologia e clinica cirlrgica sdo ambientes que
apresentam fluxo intenso de antibioticos, e representam um habitat favorével, que alberga
bactérias com grande possibilidade de se tornarem resistentes as drogas padronizadas pelo
hospital. Alguns fatores contribuem para a sele¢éo de linhagens Multirresistente (MR) e extra
resistentes (XP), que sdo atribuidos a imunodepressdo do pacientes, pacientes queimados,
procedimentos invasivos, mecanismos de acéo das drogas e o nivel do antibiético que atinge a
populagdo bacteriana (GUTIERREZ et al., 2007; BURJANADZE et al., 2007; PICOLI, 2008;

MAGIORAKOS et al., 2011; CLIMACO, 2011).

A classificacdo de linhagens de P. aeruginosa como multirresistentes e

panrresistentes é definida como segue (CLIMACO, 2011; MAGIORAKGOS et al., 2011):

i) Multirresistentes (MR): Define-se como MR a ocorréncia de resisténcia a pelo
menos trés antimicrobianos de diferentes classes como: carbapenema (imipenem,
meropenem), cefalosporinas anti-pseudomonas (ceftazidima e cefepime), fluoroquinolona
(ciprofloxacina), aminoglicosideos (gentamicina e amicacina), e b-lactimicos com inibidor

(piperacilina-tazobactam).

ii) Extra-resistentes (XP) ou Panrresistentes: sdo as linhagens resistentes a todas

as classes acima citadas, inclusive aos monobactamicos e Polimixina B.

A literatura revela que os fatores de risco usualmente implicados nas infec¢Ges
hospitalares causadas por P. aeruginosa envolvem geralmente o uso de ventilagdo mecénica
na insuficiéncia respiratdria, disfuncdo neuroldgica associada a presenca de traqueostomia,
doenca de base, nos extremos de idade, uso de procedimentos invasivos e antibioticoterapia

no hospital, além do préprio ambiente da UTI que favorece a selecdo natural de micro-
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organismos (LISBOA et al., 2007; BARROS et al., 2012; OLIVEIRA, KOVNER E SILVA,

2010).

Oliveira, Kovner e Silva (2010) ao analisarem 146 isolados bacterianos com 8,9%
de P. aeruginosa, constataram que os dados obtidos foram de acordo com a literatura, este
obteve uma taxa de 20,3% de IRAS com média de permanéncia hospitalar de 19,3 dias, com
taxa de letalidade de 39,5% relacionando os resultados com os fatores de risco para aquisigao

de infeccéo hospitalar.

Em estudo realizado na Suécia com pacientes internados num tempo acima de 48
horas de hospitalizacdo, dos quais 196 pacientes desenvolveram um total de 364 episddios de
infecco hospitalar, apés uma mediana de 8 a 10 dias de internacdo, em que se teve
prolongamento de permanéncia no hospital por 8 a 9 dias, dobrando o risco de Obito.
Observaram-se neste estudo como principais fatores de risco de infeccdo: i) o sitio cirdrgico;
i) a pneumonia; iii) infeccdo de corrente sanguinea e iv) infeccdo do trato urinario

(APPLEGREN et al., 2001).

Em anélise de regressdo mdultipla, as principais varidveis para infeccdo foram: i)
cateter venoso central; ii) ventilagdo mecanica; iii) dreno pleural e iv) trauma com fratura
exposta, este Ultimo aumentando o risco superior a duas vezes, principalmente devido o sitio
cirirgico. Os autores concluiram que os pacientes poli-traumatizados com fratura exposta
representaram o maior risco de infeccdo em UTI a despeito do baixo indice de gravidade

(APPLEGREN et al., 2001).

3.4 METALO-B-LACTAMASE (MBL) MOVEIS OU ADQUIRIDAS.

Sdo B-lactamases pertencentes a classe B de Ambler ou & classe 3 de Bush-
Jacoby. As metalo-B-lactamase s&o enzimas que hidrolizam todos os p-lactamicos

comercialmente disponiveis. Estas apresentam a mesma estrutura tridimensional (abba) e
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necessitam dos dois ions divalentes, usualmente zinco, como co-fator para atividade catalitica.
Adicionalmente, estas enzimas s&o inibidas in vitro por Acido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e compostos derivados do acido tiolatico (ex: acido mercaptopropidnico) e ndo sdo
inibidos por inibidores de serino B-lactamases disponiveis comercialmente, tais como: o 4cido
clavuléanico, o sulbactam e o tazobactam (SANTOS FILHO et al., 2002; MENDES et al.,

2006; PICOLLI, 2008; SACHA et al., 2008).

Os novos genes que codificam as MPLs foram encontrados inseridos em
estruturas genéticas que fornecem mobilidade ao gene, e com isso estas enzimas passaram a
ser conhecidas como MBLs mOveis ou MBLs adquiridas. Atualmente, elas sdo identificadas
em seis subclasses de MPLs adquiridas: IMP (imipenemase), VIM (Verona imipenemase),
SPM (Séo Paulo metalo-B-lactamase) codificada pelo gene blaSPM-1, GIM (German
imipenemase), SIM, e mais recentemente a NDM. A primeira MBL descrita foi a IMP-1,
detectada inicialmente em uma amostra de Serratia marcescens isolada no Japdo, com
caracteristica fenotipica de resisténcia a imipenem e cefalosporinas de espectro ampliado
(OSANO et al., 1994). As enzimas do tipo VIM apresentam menos de 40% de homologia nas
sequéncias de aminoécidos quando comparadas aquelas do tipo IMP. A primeira variante
VIM-1 foi descrita em 1999 a partir de uma amostra de P. aeruginosa isolada na Italia em
1997. A MBLs GIM-1 foi detectada posteriormente em P. aeruginosa, e 0 gene que codifica
blaGIM-1 foi descrito por Castanheira et al., (2004) em cinco amostras de P. aeruginosa de
diferentes pacientes em um mesmo centro médico na Alemanha (LAURENTTI et al., 1999;

GALES et al., 2001; CASTANHEIRA et al., 2004; SACHA et al., 2008).

As metalo-f-lactamases adquiridas sdo codificadas por genes localizados tanto no
cromossomo quanto no plasmidio bacteriano. No entanto, com excecdo da enzima SPM-1, as

demais MPBLs adquiridas sdo codificadas por genes localizados em integrons (SANTOS
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FILHO et al., 2002; MENDES et al., 2004; GARZA-RAMOS et al., 2008; SACHA et al.,

2008).

Os integrons de classe 1 sdo elementos genéticos constituidos de uma regido
conservada 5’ (5’-CS) formada por um gene intll, em uma regido promotora e um sitio de
recombinagdo attll e uma regido conservada 3’(3’- CS). Essa Ultima regido é geralmente
composta do gene gacEAl conjugado ao gene sull, sendo que esses genes codificam
resisténcia a compostos quaternarios e sulfonamidas (MENDES et al., 2006; SASHA et al.,

2008).

A presenga de betalactamases plasmidicas em P. aeruginosa s&0 menos
frequentes que em enterobactérias, porém as mais habituais sdo aquelas conhecidas pela
Pseudomonas Specific Enzyme (PSE), e em menor frequéncia, as betalactamases do tipo TEM

e OXA (MEDEIROS, 2008).

3.4.1 Aspectos epidemioldgicos das MBL

As metalo-B-lactamases estdo mundialmente distribuidas e a ocorréncia desta
enzima tem mediado resisténcia em diferentes patdgenos, além de ter sido responsavel pela
ocorréncia de varios surtos hospitalares em diferentes partes no mundo. Nestes, e em outros
casos, pode-se destacar a relevancia dos estudos epidemioldgicos nos hospitais e
investigacOes dos mecanismos de resisténcia bacteriana (FURTADO et al., 2006; SACHA et

al., 2008; PICAO et al., 2009;: SCHEFFER et al., 2010).

Na década de 90 as MBLs ndo apresentavam tanta importancia na clinica, porque
eram produzidas em cromossomo por alguns micro-organismos de pouca importancia clinica
e que estavam associados com infec¢des oportunistas. No entanto, a partir da descoberta da
resisténcia mediada por enzima, transferida por elementos genéticos mdveis, passamos a ter

uma mudanca no quadro. Os mecanismos pelos quais as bactérias adquirem resisténcia sdo
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muito diversificados (PICOLI, 2008). A partir desta década, novos genes que codificam a
MBL estdo sendo descritos em micro-organismos patogénicos de importancia clinica, tais

como: Pseudomonas spp, Acinetobacter spp. e membros da familia Enterobacteriacea.

A ocorréncia desta variante (IMP-1) se deu por longo periodo de forma restrita no
Japdo, em consequéncia da disseminacdo, atualmente, a IMP-1 vem sendo detectada em
diferentes linhagens bacterianas, tais como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. Klebsiella
pneumoniae, recuperadas em diferentes localizagbes geograficas (KOH et al., 1999; GALES

et al., 2003; MENDES et al., 2006; GASPARETO et al., 2007; SACHA et al., 2008).

No Brasil, tem sido cada vez mais frequente o isolamento de linhagens de P.
aeruginosa MR produtoras de metalo-p-lactamases em infecgGes hospitalares, com
caracteristicas peculiares de resisténcia aos carbapénicos, sendo que a variante IMP foi
descrita em isolados clinicos de P. aeruginosa resistentes aos carbapenemas e ceftazidima,
originados de pacientes internados em trés hospitais de Porto Alegre e foi confirmada a
identificacdo do gene bla IMP-1 (GASPARETO et al., 2007). Em outro estudo realizado por
Martins et al. (2007) observou-se o isolamento de 33 amostras de P. aeruginosa produtora de
ML, destes, cinco apresentaram o gene IMP-1 e trés destas foram sensiveis ao imipenem.
Em janeiro de 2002 foi publicado pelo Programa SENTRY cepas de P. aeruginosa resistente
aos carbapenemas com perfil genotipico da variante IMP-16 em paciente internado num

hospital em Brasilia (MENDES et al., 2004).

Em Santa Catarina foi isolada uma amostra de P. aeruginosa produtora de MBL
variante IMP-16 com perfil fenotipico de resisténcia aos carbapénicos, e sensivel a polimixina
B. O estudo incluiu 29 amostras de P. aeruginosa resistentes aos carbapenemas recuperados

de pacientes internados no Hospital Universitario de Florian6polis (SCHEFFER et al., 2010).
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Ja em Goiania, em um hospital privado, foram analisadas 75 amostras de P.
aeruginosa. Destas amostras foram confirmados genotipicamente 26 (74,3%) isolados
produtores de MBL blaSPM-1, 9 (25,7%) com fenotipo positivo para MBL e ndo foram
detectados nem um dos genes investigados. A deteccéo de genes de resisténcia em isolados
clinicos e a avaliacdo de seu perfil de sensibilidade fornecem dados importantes para a
racionalizacdo da terapia antimicrobiana e reducdo da taxa de mortalidade (GONCALVES et

al., 2009).

A subclasse VIM (Verona imipenemase), foi a segunda subclasse descrita, com
seu primeiro relato registrado em 1999, recuperadas de amostras de P. aeruginosa isoladas na
Itdlia (LAURETTI et al.,1999), sendo que no Brasil foi recuperada com uma frequéncia
menor. (GRAF et al., 2008). Cerca de 37 isolados de P. aeruginosa recuperadas de amostras
clinicas num hospital em S&o Paulo foram estudadas por técnica de PCR, obtendo (55,6%)

blaSPM-1 (30,6%) produtora de blaVIM e (8,3%) produtora de blalMP-1.

A literatura tem destacado que no Brasil, a P. aeruginosa portadora do gene
blaSPM-1 esta cada vez mais disseminada, considerando-se que a taxa de isolados produtores
de MBLs tem sido varidvel por regido, j& identificado em Brasilia/DF, S&o Paulo/SP, Rio de
Janeiro/RJ, Goiania/GO, Uberlandia/MG, Florianopolis/SC, Rio Grande do Sul/RS,
Recife/PE, Bahia/BA, Fortaleza/CE e Maranhdo/MA. Estes foram estudos realizados em
hospitais universitarios em sua maioria que detectaram por método do PCR a genotipagem
das cepas e confirmando a producdo de MBL com gene blaSPM-1 (PELLEGRINO et al.,
2002; SADER et al., 2004; MAGALHAES et al., 2005; MARTINS et al., 2007; GRAF et al.,
2008; GONCALVES et al., 2009; PICAO et al., 2009; SCHEFFER et al., 2010;

FERNANDES et al., 2010).
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As novas variantes da enzima caracterizadas foram: German imipenemase (GIM -

1), da classe B de Ambler em isolados de P. aeruginosa resistentes ao carbapenemas
resistente, recuperados de isolados clinicos de pacientes na Alemanha. Outra variante
detectada em 2005, foi isolada em sete amostras de A. baumanni na Coréia, predominando a
Seoul imipenemase (SIM-1), e a variante Australian imipenemase (AIM) detectada em 2007
na Austrdlia. Em seguida foi relatada uma nova MBL a Kyorin health science metallo-beta-
lactamase (KMH), em isolado clinico de Citrobacter freundii identificado no Jap&o. New
Delhi metallo-beta-lactamase (NDM-1) detectada em K. pneumoniae isolada de paciente
sueco com cepa de origem indiana. O paciente viajou para Nova Delhi , na india , e adquiriu
uma infec¢do urindria por este patdgeno (CASTANHEIRA et al., 2004; LEE et al., 2005;

YOUNG et al., 2007; SEKIGUCHI et al., 2008; YONG et al., 2009).

Além destas, mais duas outras foram identificadas como novas metalo-beta-
lactamases a Dutch imipenemase (DIM-1), isolada de Pseudomonas stutzeri, e a variante
Tripoli MBL (TMB-1). Uma linhagem de Achromobacter xylosoxidans isolada do ambiente
de um hospital central em Tripoli (Libia) produziu uma unica metalo-f-lactamase (POIREL et

al., 2009, EL SALABI et al., 2009).

Na figura 2, é demonstrado o panorama ML distribuidas em todo o mundo, e a

figura 3 a distribuicdo da variante SPM-1 no Brasil.
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Figura 2 - Dissemingéao global dos diferentes tipos de Metalo - - lactamases.

Legenda: IMP (imipenemase) VIM (Verona imipenemase), SPM (Sédo Paulo metalo-R-
lactamase), GIM (German imipenemase), SIM-1 (Soul imipenemase), AIM (Australian
imipenemase), NDM (Nova deli metalo-B- lactamase), KHM (Kyorin hospital metalo-f-

lactamase) e DIM (Duth imipenemase).
Fonte: Cornaglia et al (2011).
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Figura 3 - Dissemin¢éo no Brasil de Metalo - - lactamases blaSPM-1.

Fonte:https://www.google.com.br/search?q=criar+mapa+com-+regides+do+brasil+by:experts&hl=ptBR&authuse
r=0&tbm=isch&imgil=awgaVF1zerFXnM%253A%253Bhttps%253A%252F%252Fencrypted.
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3.5 ANTIMICROBIANOS COM AGAO ANTI-PSEUDOMONAS.

As opcdes terapéuticas para o tratamento de infecgOes causadas por P. aeruginosa
séo de maneira geral limitada e incluem as cefalosporinas de amplo espectro, o0 aztreonam,
carbapenems e as fluoroguinolonas, particularmente a ciprofloxacina (CARMELI et al.,
1999). Os aminoglicosideos séo frequentemente utilizados em regimes combinados aos f-
lactamicos na tentativa de potencializar a atividade antimicrobiana e de evitar 0

desenvolvimento de resisténcia bacteriana, sendo a monoterapia raramente utilizados.

3.5.1 Cefalosporinas

As cefalosporinas séo antibidticos R-lacttmicos com acdo bactericida e
classificadas em quatro classes - 12, 22 32 e 42 geragdo - de acordo com 0 seu espectro de
atividade. Séo eficazes na presenca de bactérias Gram negativos e Gram positivos, no entanto
a medida que se avanca nas diferentes geracdes, o espectro para Gram negativos amplia-se (as
cefalosporinas de 42 geracdo sdo as mais activas) mas perde-se alguma actividade para os

Gram positivos (TAVARES, 2006; GOODMAN & GILMAN'S, 2007).

Dentre as cefalosporinas em questéo, ressaltamos a cefepima é uma cefalosporina
de quarta geragdo, e como todas as cefalosporinas, sao antibidticos B-lactamicos, Tem um
espectro mais amplo sobre Gram negativos que as restantes subclasses atuando ainda sobre P.
aeruginosa e algumas Enterobactereaceae que sdo geralmente resistentes as cefalosporinas de
32 geracdo. A principal vantagem em relagdo a toda a classe € apresentar elevada resisténcia a
maioria das (3-lactamases. Tem indicagdo terapéutica dirigida para o tratamento de infecgdes

nosocomiais graves (TAVARES, 2006; ANVISA, 2007; GOODMAN & GILMAN'S, 2007).

Seu mecanismo de acdo é similar aos das outras cefalosporinas, ou seja, inibe a
sintese da parede bacteriana & qual se liga pela sua grande afinidade com as proteinas

ligadoras de penicilina (TAVARES, 2006).
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3.5.2 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo antibioticos bactericidas activos contra a maioria das
bactérias aerdbias Gram - incluindo a espécie P. aeruginosa. Desta classe fazem parte os
farmacos gentamicina, neomicina, amicacina, netilmicina e estreptomicina. Todos 0s
aminoglicosideos agem pelo mesmo mecanismo da acéo, inibem a sintese de proteinas nas
bactérias. O mecanismo de acdo inicia-se com a ligacdo a parede celular, sendo depois
transportado para o citoplasma por um processo dependente de gasto energético. No
citoplasma liga-se a fragdo 30S do RNAr causando uma leitura errada da RNAm. Isto conduz
a uma sequéncia errada de proteinas codificadas que ao serem incorporadas na membrana
celular afetam a sua permeabilidade, conduzindo ao efluxo de moléculas e ions vitais para a

bactéria (GOODMAN & GILMAN'S, 2007).

A resisténcia de algumas espécies é devida a existéncia de enzimas que inactivam
0 antibidtico. Existem mais de nove tipos nao relacionados, que acetilam, fosforilam ou
adelinam os aminoglicosideos. Os genes que codificam essas enzimas sdo espalhados de
bactérias resistentes para bactérias ainda susceptiveis através darecombinagdo sexual
bacteriana, com troca de plasmideos ou transposi¢do de DNA (GOODMAN & GILMAN'S,

2007)

A gentamicina ¢ um antibiético da classe dos aminoglicosideos extraido de
culturas de fungos do género Micromonospora, com acgdo sobre P aeruginosa ou S.

marcescens, no tratamento de infec¢Bes urinarias e do trato respiratorio.

A amicacina é um aminoglicosideo semi-sintético, derivado da canamicina, tendo
maior atuacdo sobre bactérias Gram-negativos, além de ser bactericida. A amicacina pode

produzir oto e nefroxidade (TAVARES, 2006; AMATO NETO, 2007).
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3.5.3 Quinolonas

A sua actividade bactericida resulta da inibicdo do ADN girase ou topoisomerase
I1, enzima essencial & replicacéo e transcricdo do DNA bacteriano. A inibigdo desta enzima
impede o super-enrolamento do ADN, ndo ocorrendo a separagdo da cadeia de DNA, logo
inibindo a transcricdo e a sintese proteica. Apresenta um espectro de actividade que abrange
muitos micro-organismos Gram positivo e Gram negativo incluindo P. aeruginosa e E.coli.
Apresenta pouca ou nenhuma agdo sobre Streptococcus spp., Enterococus spp.
Staphylococcus spp. resistentes & meticilina e anaerébios (GOODMAN & GILMAN'S, 2007,

ANVISA, 2007).

A ciprofloxacina é o principal representante desta classe e a que apresenta maior
actividade contra P. aeruginosa. Estd indicada no tratamento de infeccbes do tracto
respiratorio, urindrio e genital. A norfloxacina esté exclusivamente indicada no tratamento de

infeccBes urinérias.

3.5.4 p-Lactamicos + inibidores de p-Lactamases

Os R-lactamicos séo a classe de antimicrobianos mais prescritos em todo o0 mundo
e possuem em comum na sua estrutura o anel 3-lactamico. Fazem parte deste grupo 4 grandes

sub grupos: Penicilinas, Cefalosporinas, Carbapenemas e Monobactas.

O mecanismo de acéo interfere com a sintese do peptidoglicano que é responsavel
por manter a integridade da parede bacteriana. No caso das bactérias Gram negativo, 0
antibiotico deve conseguir penetrar através das porinas presentes na membrana externa da
parede celular e ligar-se a receptores proteicos bacterianos designados por PBPs (Penicillin
Binding Proteins) ou transpeptidase e conseguir inactiva-las. Desta forma impedem a etapa

final na sintese da parede celular. Em bactérias Gram positivo o polimero de peptidoglicano
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encontra-se mais a superficie da célula, permitindo que o antibiético se ligue mais facilmente

as PBP’s (TAVARES, 2006; GOODMAN & GILMAN'S, 2007).

A piperaciclina é uma penicilina semi-sintética de amplo espectro, ativa contra
numerosas bactérias aerdbicas e anaerdbicas, Gram-positivos e Gram-negativos, exercendo
sua atividade bactericida através da inibicdo da sintese da parede celular e dos septos. O
tazobactam é um derivado sulfonado do &cido triazolil metil penicilamico; potente inibidor de
numerosas beta-lactamases, incluindo enzimas mediadas por plasmideos e cromossomos, as

quais produzem resisténcia as penicilinas e as cefalosporinas.

A presenca do tazobactam nessa associacdo medicamentosa aumenta 0 espectro
antibiotico da piperacilina passando a cobrir muitas bactérias produtoras de beta-lactamases
normalmente resistentes a ela e a outros antibidticos beta-lactamicos. A piperacilina +
tazobactam tem uma elevada atividade tanto contra micro-organismos piperacilina-sensiveis
quanto contra aqueles piperacilina-resistentes. Estes micro-organismos sdo bactérias Gram-
negativas fermentadoras e ndo fermentadores da glicose (TAVARES, 2006; AMATO NETO,

2007).

A piperacilina + tazobactam atua sinergicamente com os aminoglicosideos contra
certas cepas de P. aeruginosa e o tratamento combinado mostrou ser eficaz, especialmente em
pacientes com as defesas diminuidas. Ambos os fArmacos devem ser usados em suas doses
terapéuticas maximas, e apds conhecer os resultados da cultura e das provas de sensibilidade,

ajustar o tratamento antimicrobiano (TAVARES, 2006).

3.5.5 Carbapenemas

Os carbapenemas sdo antibidticos B-lactdmicos que tem como caracteristica uma
estrutura quimica composta de duas cadeias unidas representadas por um anel pentaciclico

ndo-saturado, de conformacgdo variavel, ligado ao anel B-lactdmico. S&o produzidos por
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diferentes espécies de Streptomyces, sendo hoje disponiveis comercialmente o imipenem,
meropenem, ertapenem e doripenem, cujo prototipo é a tienamicina (DRAWZ & BONOMO,
2010).

S8o uma classe de uso reservado para o tratamento de infecgBes graves causadas
por bactérias resistentes aos demais B-lactdmicos, como as enterobactérias e bacilos gram-
negativos ndo fermentadores representados pela P. aeruginosa e Acinetobacter spp. Mantendo
estabilidade & hidrolise pela maioria das p-lactamases incluindo as p-lactamases de espectro

ampliado (ESBL) (SADER et al., 2001; TAVARES, 2006; DRAWZ; BONOMO, 2010).

O Imipenem é um antibidtico B-lactdmico sintético, introduzido em 1979, o qual
consiste na N-formimidoil-tienamicina, uma amida cristalina derivada da tienamicina, que se
mantém estavel em solugdes e em estado solido. Este antimicrobiano apresenta propriedades
antimicrobianas exercendo agdo bactericida sobre germes sensiveis, com atuacdo sobre a
parede celular bacterianaem crescimento, provocando sua lise osmoética (TAVARES, 2006;

DRAWZ; BONOMO, 2010).

O meropenem é um antibidtico da familia carbapenems, partilhando com o
imipenem a presenca de um radical hidroxietil no carbono quatro, como diferenga a presenca
de novas cadeias de carbono dois e trés, as quais lhe conferem maior atividade contra bacilos
gram-negativos e anaerdbios, apesar de apresentar o mesmo espectro de acdo do imipenem

(TAVARES, 2006; DRAWZ; BONOMO, 2010).

O emprego dos carbapenemas pode exercer pressdo seletiva sobre 0s micro-
organismos nosocomiais, possibilitando gerar aumento de resisténcia a eles devido a sele¢do
de sub-populagdes menos sensiveis (PICOLI, 2008). Nos ultimos anos, o isolamento de
amostras de P. aeruginosa resistentes também aos carbapenems vem se tornando cada vez

mais comum em todo o mundo (SADER et al., 2005; GRAF et al., 2008).



57
3.6 ASPECTOS DA BIOLOGIA MOLECULAR NA CARACTERIZACAO

GENOTIPICA DOS MECANISMOS DE RESISTENCIA DAS MBL.

A ferramenta molecular para o diagnostico laboratorial trouxe grandes avangos na
compreensdo da resisténcia bacteriana. Técnicas moleculares mostraram perspectivas
totalmente novas, acerca da diversidade, distribuicdo, adaptacdo, filogenia de diferentes
micro-organismos. Aspectos que ndo seriam possiveis de se observar utilizando os métodos
tradicionais fenotipicos. Estas técnicas oferecem diferentes niveis de sensibilidade, resolugéo
e se ajustam a diferentes objetivos de investigacdo e podem fornecer dados para uma base
racional consistente Util para investigagdes epidemioldgicas.

Nas investigacOes epidemioldgicas em casos de surtos de infeccdo hospitalar,
procura-se elucidar as fontes e vias de transmisséo, para que o surto possa ser controlado. Os
recursos laboratoriais disponiveis envolvem desde os métodos classicos de tipagem bacteriana
até as mais recentes técnicas de biologia molecular. A disponibilidade destes recursos é
escassa ou inexistente em nosso meio, limitando a atuagdo dos microbiologistas. Muitas
destas técnicas oferecem elevado grau de discriminacdo entre bactérias aparentemente iguais,
permitindo um melhor conhecimento dos aspectos epidemioldgicos das infecgdes

hospitalares.

Na é&rea das doencas infecciosas, a deteccdo répida de micro-organismos de
crescimento lento, ou daqueles ndo cultiviveis, passa a ser possivel pela técnica de biologia
molecular (MOLINA; TOBO, 2004). Dentre estas técnicas, destacam-se os perfis plasmidiais,
analise de restricdo da endonuclease e gendmica de DNA plasmidial, hibridizacéo do tipo dot
ou blot, Southern e Northern, e hibridizacdo in situ; técnica de amplificacdo de alvos-
especificos como PCR, PCR competitiva, PCR-transcriptase reversa (RT-PCR) e a PCR em
tempo real; métodos de amplificacdo de sinal, como a branched DNA (bDNA): tecnologia de

arrays e perfis de DNA cromossomico usando eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE).
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Todos estes métodos usam campos elétricos para separar fragmentos de DNA, cromossomos
inteiros, plasmideos em padrfes Unicos ou impressdes digitais que sdo visualizados através
da coloracdo com brometo de etidio ou por sonda de hibridizagdo e &cidos nucléicos
(MOLINA; TOBO, 2004). Séo técnicas escolhidas de acordo com 0 micro-organismo e o
evento que se quer investigar, vém sendo empregadas em epidemiologia molecular (SACHA
et al., 2008; PICAO et al., 2009; SCHEFFER et al., 2010).
Embora os testes fenotipicos de triagem para MBL sejam relativamente prético,
ele ndo permitem definir especificamente qual a MBL envolvida no processo de resisténcia. O
desenvolvimento de uma técnica molecular para a deteccdo de genes responsaveis pela
producéo de MBL utilizando a Rea¢do de Cadeia de Polimerase (PCR) tem tomado destaque
em diversas publicagdes (GALES, 2003; SADER et al., 2006; SACHA et al., 2008; PICAO et
al., 2009; SCHEFFER et al., 2010).
Essa metodologia consiste no desenho de iniciadores (primers) que sdo sequéncias
de oligonucleotideos que hibridizam em regides especificas do DNA molde, as quais s&o
amplificadas pela enzima Taq polimerase, gerando um produto (amplicon) que é visualizado
em gel de agarose que sofreu eletroforese. Esta técnica permite a deteccdo de genes
codificadores especificos como: bla IMP-1, blaVIM-1, blaSPM-1, responsaveis pela produ¢édo

da enzima MfL.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Analisar as caracteristicas epidemioldgicas, de resisténcia, molecular e a
letalidade por Pseudomonas aeruginosa isolados de pacientes internados em Unidade de

Terapia Intensiva em hospital de ensino de Belém/Paré.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
a) ldentificar os principais agentes causadores de IRAS em hospital de ensino de Belém

(PA);

b) Descrever os aspectos epidemioldgicos das infeccbes por P. aeruginosa em pacientes

internados na UTI de hospital de ensino de Belém (PA).

c) Avaliar o desempenho do teste de sensibilidade para P. aeruginosa em sistema

automatizado VITEK-2;

d) Investigar a producdo de metalo-beta-lactamase (MBL), em amostras resistentes a

carbapenemas;

e) Identificar a presenca dos genes blaSPM-1, blaIMP-1 e blaVIM-1 nos isolados de P.

aeruginosa recuperados de espécimes clinicos;

f) Analisar a ocorréncia de mortalidade associada a infeccdo por P. aeruginosa

multirresistentes (MR), o impacto clinico da MR e presenca do gene blaSPM.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 LOCAL DO ESTUDO

O estudo foi desenvolvido na Fundagdo Santa Casa de Misericordia do Para
(FSCMPa), uma Fundacéo de Direito Pablico, vinculada & Secretaria Especial de Protecdo
Social (SEPROS). Possui 22.000 m? de &rea construida, distribuida horizontalmente em 395
leitos e realiza em média 1.500 internacfes/més. Tem como missdo promover assisténcia,
ensino e pesquisa integrados, buscando atendimento ético, de qualidade e humanizados aos
clientes. A FSCMPa é distribuida em Clinicas Médica, Tocoginecologia, Cirtrgica, Pediatria,

UTI-Adulto, UTI-Neonatal, UTI Pediatrica com diferentes programas em desenvolvimento.

O namero de leitos por UTI é de 10 leitos na UTI adulto e na UTI pediétrica e 50

leitos na UTI neonatal.

Esse hospital possui uma Comisséo de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH)
organizada, dentro das normas legais vigentes, que realiza vigilancia ativa no hospital e
desenvolve politicas de controle de infeccdo, bem como educacdo continuada, em todas as
areas do hospital. E composta por médicos, enfermeiros, farmacéuticos, biomédicos

especializados na rea de controle de infec¢des.
5.2 POPULACAO DO ESTUDO

A populacéo do estudo foi composta de pacientes com infec¢do por Pseudomonas
aeruginosa internados nas UTIs adulto, pediatrica e neonatal, de ambos os sexos. Para efeito
de analise de amostragem os dados das UTIs pedidtica e neonatal foram aglutinados em uma

s6, denominado NeoPed.

Foram analisados 54 isolados de P. aeruginosa recuperados de diferentes

espécimes clinicos no laboratério de bacteriologia do hospital, tais como: sangue, urina,
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lavado bronco alveolar (LBA), secrecéo traqueal e ponta de cateter vascular central, coletado
no periodo de janeiro de 2010 a marco de 2012. O critério de inclusdo no estudo foi
considerado o fato de ser paciente de UTI com infeccdo por P. aeruginosa isolado em cultura

microbioldgica.

5.3 TIPO DE ESTUDO

Foi realizado um estudo do tipo Coorte retrospectiva, em que a classificagéo
inicial dos individuos foi feita pela presenga ou auséncia da multirresisténcia.

“EXPOSTOS" = pacientes com a infecgéo por P. aeruginosa MR (PaMR).

“NAO EXPOSTOS" = pacientes com infeccdo por P. aeruginosa no MR (Pa no
MR).

Para esta investigacdo foram coletados dados demograficos (sexo, idade), co-
morbidade, tempo de permanéncia na UTI, classificacdo do episodio de IRAS, uso de
procedimentos invasivos, terapia antimicrobiana utilizada (adequada e inadequada) e desfecho
do paciente (alta ou 6bito), sendo que o tempo para desfecho foi considerado em dias, entre a
data da internacdo na UTI e a alta ou dbito, Classificagdo de McCabe Jackson, APACHE II,

Classificagdo de Charlson.
5.3.1 Critério de adequacéo da terapia antimicrobiana.

Foi considerada adequada, quando a bactéria em questdo era sensivel in vitro a

pelo menos um dos antimicrobianos usados na terapia.

Nos casos em que 0 agente bacteriano isolado ndo foi sensivel in vitro, a nenhum
dos antimicrobianos empregados no tratamento do paciente, ou se, este ndo estivesse usando

nenhum antibidtico, a terapéutica foi considerada inadequada.

5.3.2 Critérios epidemioldgicos de IRAS padronizados pelo CDC.
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Os episddios de infeccdo foram obtidos ap6s avaliacdo da equipe e da Comissdo

de Controle de Infeccdo Hospitalar do hospital (CCIH), conforme registrado nas fichas de
busca ativa e no prontudrio do paciente. Estes dados foram baseados nos critérios
epidemioldgicos de IRAS padronizado pelo CDC (GARNER et al.,1988), que classifica as

infecgBes como segue:

i) Infeccdo do Trato Respiratorio Inferior (ITR): Presenca de manifestagdes clinicas

relacionadas a infecgdo de vias aéreas inferiores, com ou sem alteracdes radioldgicas.

ii) Infeccdo do Trato Urinério (ITU): quando apresentam sinais e sintomas de infecgéo
urindria associados a presenca de leucocitiria no exame de urina tipo | e com urocultura com

>10° UFC/mL com n&o mais de dois organismos.

iii) Infeccdo de Corrente Sanguinea (ICS): quando o paciente apresenta uma ou mais
hemocultura positiva. O paciente apresenta pelo menos, um dos sinais ou sintomas, a saber:

febre (38°C), calafrios ou hipotenséo.

iv) Infeccdo de pele ou partes moles (IPPM): presenca de sinais inflamat6rios com secrecéo
purulenta em pele ou planos profundos, com tecido muscular, ndo sendo necessaria a

documentacéo de agente por cultura.

V) Infeccdo gastrointestinal (IGI): presenca de quadro clinico compativel com infeccdo restrita
ao trato gastrointestinal (por exemplo, diarreia com ou sem vOmitos), com ou sem

confirmacdo por coprocultura.

5.3.3 Classificagdo de McCabe Jackson
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Os pacientes foram classificados segundo o critério utilizado por McCabe

Jackson, com o objetivo de verificar a relacdo da gravidade da doenca & admissdo e a

ocorréncia da infeccdo hospitalar. Considerou-se a doenca de base do paciente classificada
como:

i) Doenca rapidamente fatal: sdo classificadas como enfermidades de aparecimento abrupto e

de répida evolucgdo, cujo prognostico estimado em dias ou semanas, estdo incluidas: leucemias

agudas, leucemias cronicas em crise blastica, neoplasias em estagio avangado e doencas

cronicas com descompensagdo aguda que acarretam o aumento da letalidade de forma

imediata (miocardiopatias refrataria, sindrome de hipertensdo portal com manifestacdo

hemorréagica grave).

ii) Doenga potencialmente fatal: apresenta expectativa de vida maior, consideradas as anemias
aplasticas, leucemias cronicas, insuficiéncia renal em tratamento dialitico, insuficiéncia
hepética, pancreatopatias cronicas, doenga pulmonar com hipercapnia ou hipoxemia basais
em niveis considerados ndo criticos, hepatopatias crénicas com hipertensdo portal e sem
manifestacdo hemorrgica. Ou ainda, doencas que acarretam alteraces na resposta imune,
muitas vezes, relacionadas a terapia instituida (transplante renal, cardiaco, pulmonar ou de
medula 6ssea, as doencas do colageno, com terapia imunossupressora e as neoplasias em

tratamento quimioterapico).

iii) Doencas de base ndo fatal ou auséncia de doenga de base: séo os portadores de doenca
com prognostico e sobrevida superiores aos anteriormente citados, cuja terapia empregada
ndo foi associada & imunossupressdo. Nesse grupo estdo as neoplasias consideradas com cura
clinica ap6s tratamento cirurgico, hipertensdo arterial sistémica (leve a moderada), diabetes

mellitus descompensado, Ulcera péptica, hipotireoidismo ou hipertireoidismo, doenca
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pulmonar obstrutiva cronica compensada, miocardiopatia com insuficiéncia cardiaca

compensada.

5.3.4 Uso de dispositivos invasivos
Foi considerado como uso de dispositivo invasivo, o uso de cateter venoso central
(CVC) de longa e curta permanéncia, sonda vesical de demora (SVD), ventilagdo mecénica

(VM).

5.3.5 Acute Physiology and Chronic Health Disease Classification System 11 -APACHE
1

Sistema de pontuacdo de mortalidade estimada é um indice que pode ser calculado
apds admissdo imediata do paciente no hospital, principalmente em unidade de terapia
intensiva (UTI), e que levam em consideragdes variaveis fisioldgicas, idade e doenga cronica.
E recomendado pelo Ministério da Satde devido ao seu uso consagrado em pacientes adultos

que precisam de cuidados intensivos (CHIAVONE, 2003).

Quadro 4- Sistema de pontuacéo de mortalidade estimada (APACHE II).

Escore (pontos) Risco de mortalidade
0-4 aproximadamente 4%

5-9 aproximadamente 8%

10-14 aproximadamente 15%
15-19 aproximadamente 25%
20-24 aproximadamente 40%
25-29 aproximadamente 55%
30-34 aproximadamente 75%

> 34 aproximadamente 85%

Fonte: Chiavone (2003).

5.3.6 Escore de Chalson

E um método que emprega condicBes clinicas selecionadas, registradas como

diagndstico secundario — co-morbidades - no célculo do risco de 6bito. O indice calcula a
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carga de morbidade do paciente, independentemente do diagndstico principal. Para compor o
indice de Comorbidade de Chalson (ICC), foram definidas 17 condig@es clinicas. Para cada
uma das condigBes clinicas, uma pontuacdo é estabelecida com base no risco relativo, com

pesos variando de um a seis.

Quadro 5-indice de Comorbidade de Chalson (ICC).

Escore (pontos) Condicdes Clinicas

1 Infarto do miocardio
Insuficiéncia cardiaca congestiva
Doenca vascular periférica
Doenca cérebro-vascular
Deméncia

Doencga pulmonar crénica
Doenca do tecido conjuntivo
Ulcera

Doenga cronica do figado

2 Diabetes sem complicacdes
Hemiplegia ou paraplegia
Doenca renal severa ou moderada
Diabete com complicagdo

Tumor

Leucemia

Linfoma

Doenca do figado severa ou moderada

Tumor maligno, metastase
AIDS

Fonte: Charlson (1987).

5.4 ESTUDO COMPARATIVO COM METANALISE:

Foi aplicada a metanalise dos estudos da mesma natureza, para avaliar a concordancia
do cenario desta investigacdo regional realizado em Belém do Par4, com os dados dos demais
trabalhos selecionados. Na expectativa de maior certeza de que a infec¢do por PAMR, quando
comparado com o outro tipo PA ndo MR, contribuem como um dos fatores determinantes
para o Gbito.

Foram analisados neste estudo, pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) com infeccéo relacionada a assisténcia a satde (IRAS) por P. aeruginosa, no periodo

de janeiro de 2010 a margo de 2012 em hospital de ensino de Belém-Pard. O grupo de
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“expostos” foi constituido por pacientes com infec¢do por PAMR produtoras ou ndo de ML
gene blaSPM-1 e o0s “ndo expostos” constituidos de pacientes com infec¢do por PA ndo MR.

Foi considerado como MR a ocorréncia de resisténcia a pelo menos trés
antimicrobianos de diferentes classes como: carbapenema (imipenem, meropenem)
cefalosporinas anti-pseudomonas (ceftazidima e cefepime), fluoroquinolona (ciprofloxacina),
aminoglicosideos (gentamicina e amicacina), B-lactdmicos com inibidor (piperacilina-
tazobactam).

Para este artigo foram analisados estudos originais, publicados em inglés e que
apresentavam os termos utilizados para pesquisa: P. aeruginosa MR (multiresistance), gene
blaSPM-1, mortalidade (mortality). Os estudos foram analisados com base nas normas de
metanalise constantes no Cochrane Handbook for Sistematic Review sof Intervention section,
editado por HIGGINS e GREEN, 2011. Os resumos foram examinados pelo autor e por mais
um revisor. Foram consultadas as bases de dados PUBMED, MEDLINE, BIREME,
EMBASE. Foram incluidos prioritariamente artigos publicados no periodo de 2006 a 2013.

Os dados extraidos dos artigos foram por nimero de pacientes com infeccdo por
PAMR e ndo MR, nimero de Gbitos respectivamente, nimero de cepas produtoras do gene
blaSPM-1 e nimero de Obitos relacionados. Foram extraidos de cada estudo: autor, periodo
do estudo, desenho do estudo, pais, unidade de internacdo, populacdo estudada, definicdes
sobre 6bito e sitio de infecgdo.

Nos casos em que ndo houve concordancia entre os revisores, foram realizadas
discussdes especificas, até o consenso. Os revisores ndo estavam cegos para 0S autores,
instituicBes e jornais de publicacdo. Néo foram incluidos estudos ndo publicados ou de

comunicacao pessoal.
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55 ISOLAMENTO BACTERIANO E CARACTERIZACAO FENOTIPICA.

Todo o material para realizacdo de cultura bacteriologica foi processada no
laboratério do hospital em sua rotina diaria e eram registrados os resultados da cultura dos
pacientes. Quando diagnosticado caso de infec¢do por P. aeruginosa nos pacientes de UTI,
estas cepas eram separadas e semeadas em agar nutriente (tubo de criopreservagio com Agar
Nutriente), identificadas e armazenadas para posterior transporte ao Instituto Evandro Chagas

- Laboratdrio de Bacteriologia, Micologia e Biologia Molecular (IEC/SVS/MS).

5.5.1 Teste de identificacio bacteriana

Todas as amostras de P. aeruginosa isoladas foram semeadas em meios de Agar
Mac Conkey (Oxoid) e incubados por 24h/36°C. Apés as 24h, quando foi preparado um
esfregaco e submetido & coloracdo pelo método do Gram para observacdo de pureza do

isolado.

Foi aplicada para a identificacdo bacteriana a metodologia automatizada através
do sistema Vitek 2 (Vitek 2 software, version R02.03; Advanced Expert System [AES]
software, version R02.00N [bioMerieux, Marcy I’E’toile, France). Foi usado neste estudo
junto aos cartdes ID-GNB e AST-N020 e AST-N239, os testes de identificacdo da espécie foi
complementado com o teste da oxidase, agar TSI ndo fermentacdo de glicose + sacarose +
lactose, e posteriormente observagdo da producdo de pigmento, comportamento oxidativo do
meio Hugh- Leifson (OF) acrescido de 1% de glicose, reacdo de citocromo oxidase, para

identificacdo fenotipica das bactérias.

5.5.2 Procedimento de estocagem das amostras
Foi realizado o sistema de preservagdo para 0 armazenamento em longo prazo das
cepas de P. aeruginosa em ambiente e em baixa temperatura a -70°C. As colbnias

confirmadas de P. aeruginosa foram subcultivadas em Agar Nutriente (Nutrient Agar
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DifcoTM) com incubagéo na temperatura de 36°C/18 a 24horas. Foram identificados os tubos
de Agar Luria (LB Agar, Miller /Luria-Bertani), posteriormente foi semeada a amostra nova
no tubo de ensaio com Agar Luria levemente inclinado para conservagdo em ambiente e
incubado 18 as 24h/36°C e apds as 24h de incubagdo, as amostras foram identificadas de
acordo com o cédigo do projeto para armazenagem na bacterioteca do IEC (WINN et al.,

2008).

Dando continuidade, foram adicionados 10 mL de Caldo Luria com 20% de
Glicerol (LB Broth, Miller/Luria-Bertanii) estéril no interior do tubo de Agar Nutriente
restante, com crescimento bacteriano, com o intuito de homogeneizar bem e transferir toda a
suspensdo bacteriana para um tubo estéril. Também foi preciso inocular assepticamente 0,5ul
da suspensédo bacteriana em dois tubos de ependorff identificado e com migangas e um tubo
de ependoff sem micangas. Apds esses procedimentos as amostras foram identificadas de
acordo com as recomendacdes de identificacdo do laboratério, seguindo para a conservacdo

em freezer a -70°C, figura 4 (WINN et al., 2008).
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Agar Nutriente com cepa pura de P. aeruginosa
(Criopreservagao)

Agar Nutriente levemente
inclinado para conservagao em

ambiente (Bacterioteca) .

Identificagdo dos tubos tipo Caldo Luria com 20% de
biofreezer para Congelamento glicerol
na temperatura-70°C 2 tubos biofreezer
(3 com leite e 2 com Caldo
Luria)

Colocar quantidade generosa
da bactéria nos tubos
identificados com caldo Luria,

Ekim M'Jk homogeneizar vigorosamente
( [HESER/AGd0 de . e colocar no freezer -70°C
P. aeruginosa em leite
desnatado ).
3 tubos biofreezer

Colocar quantidade generosa da
| bactéria nos tubos identificados com
leite, homogeneizar vigorosamente e
colocar no freezer -70°C.

Figura 4- Fluxograma dos procedimentos laboratoriais utilizados para congelamento a -70°C

das cepas de Pseudomonas aeruginosa.

5.6 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS.

5.6.1 Método automatizado — VITEK 2

Para a andlise de sensibilidade aos antimicrobianos foi utilizada a metodologia
automatizada Vitek-2, com determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Todas as
amostras foram testadas para os seguintes antibi6ticos: Amicacina (AMI), Cefepima (CPM),
Ceftazidima (CAZ), Ciprofloxacina (CIP), Gentamicina (GN), Imipenem (IPM) e

Piperacilina-tazobactam (PTZ) Meropenem (MER).
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A polimixina foi testada realizando o método de difusdo em &gar. Para o controle

de qualidade dos testes foram utilizadas as cepas ATCC de P. aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, cepas bacterianas gentilmente cedidas pelo Laboratério de

Microbiologia da ALERTA - UNIFESP.

5.6.2 Meétodo de Microdilui¢do em Caldo (Padrdao Ouro)

Este método envolve o uso de pequenos volumes de caldo colocados em
microplacas de pléstico estéreis, proprias para microdilui¢do, que possuem pogos de fundo
redondo ou conico. Cada pogo deverd conter um total 0,2mL (0,1 mL caldo com
antimicrobiano e 0,1 mL suspenséo bactériana). A maneira mais conveniente de preparar as
placas de microdiluicdo é usar um dispositivo dispensador com dilui¢Bes de antimicrobiano,
com capacidade para 10mL de caldo. Essas diluigdes sdo usadas para dispensar 0,1mL
(£0,02) em cada um dos 96 pogos da placa padrdo. Cada placa devera incluir um poco de

controle positivo e um pogo controle negativo.

5.6.2.1 Preparo da solugéo estoque do antibidtico.

Inicialmente deve-se preparar a solugéo estoque de antimicrobiano verificando a
poténcia do sal da droga e calcular a quantidade de sal necessério de acordo com a férmula

abaixo:

Peso(mg): volume(mL) x Concentracdo Maxima do sal (ug/mL)
Poténcia do sal (ug/mL)

Diluir 1mL da solugdo estoque do antimicrobiano (calculada para 2.560 pg/mL)
em 9mL de caldo MH,_dando um total de 10 mL desta solucéo. Este volume sera utilizado
para realizar as diluicOes seriadas de antimicrobiano. Em seguida distribuir a solu¢do do
antimicrobiano preparado, em placas de microdiluicio em caldo, de acordo com as

concentragdes inibitérias minimas da droga (ex: de 128_ug/mL a 0,025 pg/mL).
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5.6.2.2 Preparo da suspenséo bacteriana.

Seleciona-se, de trés a cinco colbnias, bem isoladas, do mesmo tipo morfolégico
de cultura em placa de Agar nutriente. Toca-se o topo de cada colonia com uma alga,
transferindo-se 0s micro-organismos para um tubo contendo 4-5mL de Caldo Mueller
Hinton(MH) até alcancar a turbidez de uma solucéo padréo do tubo 0,5 (1,5x10%) da escala de
McFarland. Em seguida diluir 49,5uL dessa solugdo em 1.450,5 pL de caldo MH (1:32-
5x10°). Ap6s este procedimento, diluir ImL dessa ultima solugdo em 4mL de caldo MH
(1:10-10x10%). Transferir 100 pL dessa nova solucdo bacteriana para a placa de
microdilui¢do, contendo 100 pL da solucéo de antimicrobiano (diluicdo 1:2). A concentragédo
final do inoculo na placa serd de aproximadamente 5 x 10° e as concentracdes do
antimicroiano diluidas pela metade (1x). Incubar as placas de microdiluicdo na estufa a 35°C

por 18-24hs.

Apos o periodo de incubacdo, realizar a leitura dos testes, verificando 0s pogos
dos controles positivos e negativos, a fim de verificar se houve crescimento bacteriano e se as
placas ndo foram contaminadas, durante a inoculacéo das amostras. Considerar como CIM a
diluicdo correspondente ao primeiro po¢o onde ndo houve crescimento bacteriano, ou seja,

onde n&do houve turvacdo do meio de cultura.

Figura 5: Demonstracdo da microplaca para realizacdo do teste a)materiais para
realizacdo do teste, b) microplaca com a droga e ¢) microplaca ap6s 18-24hs de incubagdo —

leitura e interpretacao.
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A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi definida como a menor concentracéo

de antimicrobianos capaz de inibir o crescimento bacteriano. A CIMso e a CIMgy foram
definidas como as concentragdes inibitdrias minimas capazes de inibir o crescimento de 50%

e 90%, respectivamente, dentre as amostras bacterianas testadas.

5.6.3 Critérios interpretativos de erros

Os valores da concordancia geral e da concordancia categorica foram calculados de
acordo com Henry; Smith e Jones (1987). Foi considerada concordéncia geral (CA) quando as
CIM obtidas eram concordantes pelas duas metodologias, econcordancia categorica (EA)
quando eram concordantes na mesma categoria, mesmo com CIM diferentes. A categorizacao
de erros foi aplicada com as denominagdes erro muito grave (EMG): a mudanca da categoria
de resistente (R) pelo método referéncia para resultado sensivel (S) na categoria testada
(interpretacdo de falsa sensibilidade pela categoria testada); erro grave (EG): quando ocorre
mudanca da categoria sensivel (S) pela metodologia referéncia para resistentes (R) na
categoria testada (interpretacdo de falsa resisténcia pela metodologia testada) e erro leve (EL):
quando houver relagdo com valores intermediérios (reportar como sensivel ou intermediario)
(31617 As taxas de erro foram consideradas aceitaveis quando EMG for menor que 1,5%; EG
menor que 3,0% e EL menor que 10,0%.

Como controles de qualidade dos testes foram utilizados as amostras da American

Type Culture Collection (ATCC): Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e ATCC

Escherichia coli ATCC 25922.
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57 DETECGCAO DE PRODUGCAO DE CARBAPENEMASES OU METALO-BETA-

LACTAMASE (MBL).

Todas as amostras utilizadas no estudo foram submetidas ao teste de sinergismo
com duplo disco, utilizando como inibidor para producao de MBL seguindo a metodologia do
disco aproximacdo (ARAKAWA et al., 2000). Teve como inibidor de MBL o acido o 2-
mercaptotropiénico (MPA), que possui a propriedade de bloquear a acdo da ML partir do

sequestro dos metais do meio.

Foram selecionadas cerca de trés colonias aproximadamente para cada espéecie em
questdo, para preparacdo de suspensdo em caldo Mueller Hinton, considerando a turvacéo
cerca de 0,5 de McFarland (1,5 x 108 UFC/mL). Estas suspensdes foram semeadas com o
auxilio de um “swab” estéril em placas de “Petri” contendo o meio Mueller Hinton. Foram
aplicados no meio um disco de Ceftazidima (CAZ), colocado na placa a uma distancia de 2,0
mm, um disco de papel de filtro estéril (disco branco), ao qual foi adicionado 3 pl de solugéo
de 2-MPA e um disco de Imipenem (IPM), e posterior incubagéo das placas a 36°C por 18 -

24h, figura 6.

O—0O0—0O

MI 2-MPA CAZ

Figura 6 - Modelo esquematico do posicionamento do disco aproximagdo para deteccdo de
MBL.

Legenda: a) representacdo esquematica do posicionamento dos discos b) MPLactamase
Negativa, ¢c) MBLactamase Positiva. Fonte: Arakawa et al., 2000.
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Para o estudo da diversidade genética foram selecionadas as amostras sensiveis e

resistentes. Dentre as amostras resistentes, aquelas produtoras de metalo-beta-lactamase,
procedimento realizado no Laboratorio de Biologia Molecular do Instituto Evandro Chagas

(IEC/SVS/MS).

5.8 DETECGCAO MOLECULAR DOS GENES blaSPM-1, blalIMP-1 e blaVIM-1.

Considerando a confirmagdo da producdo de MBL como mecanismo de resisténcia
aos carbapenémicos foi realizado a pesquisa dos genes blalMP-1, blaSPM-1 e blaVIM
codificadores desta enzima por reacdo em cadeia mediada pela polimerase (PCR)
convencional ou multiplex. A sequéncia de oligonucleotideos utilizados e amplicons obtidos
nas reacdes de PCR para deteccdo dos genes que codificam ML (tabela 2), foram baseados
nas regides conservadas de cada gene, seguindo a sequéncia consenso determinada por
Mendes et al. (2007). Apds o isolamento da amostra bacteriana de cultura preferencialmente
fresca (24 horas de incubagdo) em placas de Agar nutriente, suspenderam-se
aproximadamente de trés a cinco coldnias bacterianas em 300ul de agua Milli-Q estéril, e
agitou-se vigorosamente em vortex.

A extracdo do DNA foi realizada a partir de coldnias bacterianas de 24 horas
utilizando o método do fenol cloroférmio ou preparada diretamente a partir das coldnias

bacterianas.

O DNA extraido foi submetido a amplificacdo pela técnica de PCR utilizando a
sequéncia dos primers para a pesquisa dos genes codificadores de MBL em isolados clinicos

de P. aeruginosa utilizando os primers apresentados no Quadro 6, a seguir.



75

Quadro 6 - Relacdo de sequéncia dos oligonucleotideos e amplicons obtidos nas reagdes de

PCR, para a pesquisa dos genes codificadores de MBL em isolados clinicos de P. aeruginosa.

Oligonucleotideos Sequéncia (5’ - 3%) (pb) Referéncia
blaIMP-F1 CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC 587 Gongaves et al., (2009)
blaIMP-R1 GAACAACCAGTTTTGCCTTACC
blaVIM-F1 TCTACATGACCGCGTCTGTC 920 Graft et al., (2008)
blaVIM-R1 TGTGCTTTGACAACGTTCGC
blaVIM-F2 ATGTTCAAACTTTTGAGTAGTAAG 801 Graft et al., (2008)
blaVIM-R2 CTACTCAACGACTGAGCG
blaSPM-F1 CCTACAATCTAACGGCGACC 650 Mendes et al., (2007)
blaSPM-R1 TCGCCGTGTCCAGGTATAAC
blaSPM-F1 CCTACAATCTAACGGCGACC 650 Gales et al., (2003)
bla SPM-R1 TCGCCGTGTCCAGGTATAAC

A reagdo de PCR teve na preparagdo mix (1x) 25 pL com tampéo da enzima
(PCR Buffer 10X Quiagen) 3,0 pL, MgCI2 (25mM-Quiagen) 0,2 pL, betaina 2,5 pL, dNTP
(5mM) 1,0 pL, 10 pmol de cada oligonucleotideo (1,0 pL) em reacdes isoladas contendo
apenas um dos primers e 0,2 pL da enzima Taq DNA polimerase (Hot StarTag-Quiagen -
5U/mL), complementando com &gua de injecdo. O programa utilizado para amplificacéo
consistiude: desnaturagédo a 94°C por 10 minutos, seguido de 35 ciclos de baixa estrigéncia de
94°C por 1 minuto, 50,8°C por 1 minuto e 70°C por 1 minuto, com posterior extensdo final a

72°C por 10 minutos em termociclador Bioneer (My Genie 96 Thermal Block).

Foram incluidas para controle de qualidade dos testes as ATCC P. aeruginosa
produtora de SPM-1: 48-1997, P. aeruginosa VIM-1:75-3636C e P. aeruginosa IMP-1:19-
A5386. Quando realizado PCR a diferenciagdo dos genes amplificados foi feita de acordo
com o tamanho do amplicom, diferentes para cada gene que codifica MBL a ser detectado. A
eletroforese foi realizada em gel de agarose a 2,0% com 3,0 uL de Sybr Safe DNA gel strain

(Invitrogen) de brometo de etidio. Finalizando com a visualiza¢do em transiluminador de UV.
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59 TIPAGEM MOLECULAR PELO DIVERSILAB.

Dos 54 isolados 44 foram submetidos a genotipagem por meio do Sistema
automatizado DiversiLab (BioMérieux, Genebra, Suica), dez amostras foram perdidas no
descongelamento. Fundamentado na identificacdo e andlise genética pelo método de rep-
PCR, utilizando a presenga de sequéncias repetitivas presentes no genoma bacteriano. A
extracdo, amplificacdo e eletroforese capilar foram realizadas conforme recomendagGes do
fabricante para posterior anélise de dados.

Os isolados foram cultivados em agar Mc Conkey e incubadas durante 24 horas a
37°C. O DNA gendmico foi extraido de uma al¢a de 10 pl de P. aeruginosa usando o kit
UltraClean Microbial DNA (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA), de acordo com as instrucgdes
do fabricante. O DNA foi quantificado pelo software NanoDrop® 2100c (Thermo Scientific-
EUA - Canadd) e a concentracéo utilizada foi entre 25ng/pl 50ng/ul para cada isolados. Apés
a extracdo, o DNA foi amplificado utilizando-se o kit DiversiLab (BioMérieux, Brasil), e
AmpliTag DNA-polimerase, com GeneAmp 10x PCR Buffer (Applied Biosystems, Brasil),
seguindo as recomendag@es dos fabricantes. Os ciclos térmicos foram: a) desnaturacéo inicial
a 94°C durante 120 segundos; b) 35 ciclos de desnaturagdo a 94°C durante 30 segundos; c)
hibridacéo a 65°C durante 30 segundos; d) extensdo a 70°C durante 90 segundos e e) extenséo
a 70°C para 180 segundos.

Os produtos de rep-PCR foram analisados utilizando o Sistema DiversiLab no
qual, cada amostra apresenta um unico fingerprint rep-PCR com multiplas bandas de
intensidade varidvel que sdo separados e detectados utilizando um LabChip em Agilent
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, CA).

A relacdo de semelhanga entre os isolados foi realizada seguindo a sugestédo do
fabricante para espécies heterogéneos como "indistinguiveis", isolados considerados clones

(sem diferenca de bandas, percentual de similaridade geral > 97%); "semelhantes”, isolados
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epidemiologicamente relacionados (uma ou duas diferencas de bandas, porcentagem de
semelhanca, geralmente > 95%) e “diferente”, isolados néo relacionados (trés ou mais faixas

de diferenca) (DiversiLab ® Analise Guia, 2009).

5.10 ANALISES ESTATISTICAS

Andlise bivariada: as varidveis categdricas foram comparadas por meio dos testes
de Quiquadrado ou teste de Fisher e Mantel Haenszel e anélise multivariada com Regresséo
Logistica para avaliar o efeito isolado de cada um dos possiveis fatores de risco sobre a
chance de ocorrer infeccdo por P. aeruginosa MR e ndo MR e consequentementeo Obito.
Foram estimados Odds Ratio (Raz&o de Chances) e Risk Ratio (Risco Relativo), Intervalos de
Confianca a 95% (IC 95%) e valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Os célculos estatisticos foram aplicados através do programa Epi Info 7 e

Biostat 5.0 (AYRES et al., 2007).

As andlises estatisticas para o artigo da metanalise foram realizadas por meio do
célculo do odds ratio, com teste de Mantel-Haenszel e intervalo de confianca de 95%
(IC95%) e nivel de significancia de 5% (p<0,05), para comparar 0s pacientes com infeccdo
por PAMR com PA ndo MR. O Grafico de floresta (forestplot) foi produzido pelo Review

Manager 5.0.

5.11 ASPECTOSETICOS

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Fundacdo Santa Casa de Misericordia do Pard em 30/05/2010 de n° CAAE.

0030.0.440.000-10 e protocolo n° 026/2010/CEP (Anexo A).
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6 RESULTADOS

6.1 APRESENTACAO DOS ARTIGOS

O presente estudo descreve os principais agentes causadores de IRAS no
hospital de ensino de Belém e sdo descritos no artigo 1 (se¢do 8.1), o qual descreve 0s
dados retrospectivos de infeccdo no hospital no periodo de 2005 a 2010, tragando o
perfil microbiano do periodo. O artigo mostra o isolamento de P. aeruginosa como

segunda causa de infeccéo.

Em outra abordagem é descrito o perfil epidemiol6égico da populagdo
estudada, com suas caracteristicas clinicas e analise molecular da P. aeruginosa

recuperados de espécimes clinicos de pacientes internados em UT], artigo 2 (secéo 8.2).

Em abordagem mais diagndstica € apresentado e discutido no artigo 3
(secdo 8.3) o desempenho do teste de sensibilidade para P. aeruginosa em sistema
automatizado VITEK-2. Foi realizada uma anélise comparativa com o teste de
referéncia baseado nas recomendagdes do CLSI (2012). Este artigo fundamenta a
questdo dos cuidados na realizagdo de um teste de sensibilidade aos antimicrobianos

para reduzir a margem de erro nos resultados dos testes.

Em seguida é discutida a ocorréncia de mortalidade associada a infeccéo por
P. aeruginosa multirresistentes (PaMR), de modo que o impacto clinico da MR e a
presenca do gene blaSPM-1 like é apresentado no artigo 4 (segdo 8.4). Neste estudo é
realizada uma metanalise com referéncia a multirresisténcia como fator de risco para o

aumento da taxa de mortalidade.
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7 ARTIGOS

71 ARTIGO 1 - PREVALENCIA DE AGENTES MICROBIANOS E
SENSIBILIDADE DA PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Prevaléncia de agentes microbianos e sensibilidade da Pseudomonas aeruginosa’.

Eliseth Costa Oliveira de MATOS?, Nbia dos Santos MODESTO?, Wana Lailan Oliveira da
COSTA?, Irna Carla do Rosario Souza CARNEIRQ®, Karla Valéria Batista LIMA®

Publicado na Revista Paraense de Medicina, v.28, p.35-43, abril/junho 2014

RESUMO

Objetivo: descrever a ocorréncia de agentes microbianos e avaliar o perfil de
sensibilidade de Pseudomonas aeruginosa provenientes de pacientes internados em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de hospital sentinela em Belém, Para, no periodo de
2005 a 2010. Método: abordagem retrospectiva e quantitativo-descritiva com dados
oriundos da consulta das fichas dos pacientes, dos arquivos da comisséo de controle de
infeccdo hospitalar. Resultados: dentre os micro-organismos isolados obtive 40,8% de
estafilococos coagulase negativo, 11,4% de P. aeruginosa e 7,4% de Staphylococcus
aureus. A ocorréncia de infecgbes por P. aeruginosa foi maior na UTI adulto. A
infecco respiratoria foi predominante na UTI adulto e a infecgdo de corrente sanguinea
predominante nas UTI pediétrica e neonatal. Conclusdes: foram encontrados 49 grupos
de micro-organismos na populagdo estudada, sendo o Staphylococcus sp coagulase
negativo, P. aeruginosa, S. aureus, Candida albicans, Acinetobacter baumanni e
Klebsiella pneumoniae os mais predominantes. A P. aeruginosa apresentou elevada
resisténcia aos antibidticos tradicionais. Os resultados obtidos neste trabalho destacam a
importancia de estudos epidemioldgicos continuos com a finalidade de se evitar a
instalacdo de surtos.

DESCRITORES: Pseudomonas aeruginosa, Unidade de Terapia Intensiva, Infeccéo
Nosocomial.

! Trabalho realizado na Fundagdo Santa Casa de Misericordia, Belém, Para.

2 Bjomédica Graduada pela Universidade Federal do Para-UFPA, Mestre e Docente da
Universidade do Estado do Para-UEPA

¥ Académica do Curso de Enfermagem da Universidade do Estado do Para-UEPA.

* Académica do Curso de Farmécia da Universidade Federal do Para-UFPA.

*Médica Infectologista Graduada pela Universidade Federal do Par4. Doutora e Docente da
Universidade do Estado do Para-UEPA e Universidade Federal do Para-UFPA.

® Farmacéutica Graduada pela Universidade Federal do Para. Doutora e Docente da
Universidade do Estado do Para-UEPA.



INTRODUCAO

As InfeccBes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS)
representam um considerdvel problema
de salde publica, o que eleva os custos
do tratamento do paciente, aumenta o
tempo de permanéncia do mesmo no
hospital e como consequéncia gera
aumento dos riscos de morbidade e de
mortalidade para os individuos
hospitalizados. A aquisicdo de IRAS
estd intimamente relacionada aos fatores
de risco comumente descritos como o
estado de salde do paciente, realizacdo
de procedimentos invasivos e tempo de
internagdo. Outro agravante para essas
infeccbes € o crescente aumento de
micro-organismos resistentes a terapia
antimicrobiana dentro do ambiente
hospitalar’.

Estudos tém apontado os agentes
bacterianos  estafilococos coagulase
negativo (SCN), Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus e
espécies da familia Enterobacteriaceae
como 0S micro-organismos  mais
isolados em IRAS:. A P. aeruginosa,
componente da microbiota normal, é um
bacilo Gram negativo ndo fermentador
que possui requerimentos nutricionais
minimos e pode sobreviver a grande
variedade de superficies e ambientes
agquosos. As taxas de colonizagdo por P.
aeruginosa aumentam naqueles
pacientes hospitalizados por longos
periodos de tempo e/ ou que estejam
recebendo terapia antimicrobiana de
amplo espectro ou terapia de combate a
neoplasia. 34

A P. aeruginosa é resistente a
antimicrobianos de diferentes classes
estruturais, por mecanismos intrinsecos
ou por aquisicdo de determinantes
genéticos. A maioria das linhagens €
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resistente & ampicilina, ampicilina-
sulbactam, amoxicilina-clavulanato,
cefalosporinas de espectro-estendido
(exceto ceftazidima e cefepima),
tetraciclinas, macrolideos, rifampicinas,
clorafenicol e trimetoprim-
sulfametoxazol. O seu espectro de
resisténcia ainda pode aumentar por
alteracbes na permeabilidade da
membrana, aumento da atividade da
bomba de efluxo, alteragdes no sitio de
interacdo ou degradagdo enzimética (ex.
enzimas modificadoras de
aminoglicosideos e lactamases). 2*° A
diminuicdo da sensibilidade da P.
aeruginosa aos antimicrobianos tem
sido discutida em &ambito mundial,
ressaltando a mudanga das respostas
bacterianas aos carbapenémicos e as
cefalosporinas de terceira e quarta
geracdo, as quais sdo as principais
opcOes terapéuticas para o tratamento
de infecgéo por esse agente. 2°

OBJETIVO: Este estudo teve como
objetivo descrever a ocorréncia de
agentes microbianos relacionados as
infecgbes hospitalares e determinar o
perfil de sensibilidade de P. aeruginosa.

METODOS:

Este é um estudo transversal,
que tem por base a anélise de dados da
assessoria da Comissdo de Controle de
Infeccdo Hospitalar (CCIH), do Setor de
Estatistica e consulta aos prontuérios
dos pacientes da Fundagdo Santa Casa
de Misericordia do Para (FSCMPa). O
estudo se deteve nas Unidades de
Terapia Intensiva  (UTI)  adulto,
pediatrica e neonatal. Foram
consideradas a taxa de densidade de
incidéncia de infeccdo, casos
confirmados de IRAS, identificacdo do
agente e teste de sensibilidade.



A FSCMPa é uma fundagdo de
direito publico, vinculada a Secretaria
Especial de Protecdo Social, possui
22.000m? de area construida, distribuida
horizontalmente com 370 leitos,
portanto, trata-se de um hospital de
nivel tercidrio que realiza em media
1.500 internagdes/més, distribuidas nas
Clinicas Meédica, Cirurgica, Toco-
ginecologia, Pediatria, Neonatal, UTI
neonatal, UTI Pediatrica, UTI Adulto e
demais programas em desenvolvimento.
A FSCMPa atende 100% dos pacientes
oriundos do Sistema Unico de Salde
(SUS) com referéncia na &rea Materno-
Infantil.

Para este  estudo  foram
considerados 1.240 casos de infeccdo
cujos isolados foram recuperados de
espécimes clinicos como: sangue, urina,
lavado bronco alveolar (LBA), ponta de
cateter vascular, e secregéo
traqueobrdnquica, no periodo de 2005 a
2010, sendo que 142 isolados
pertenciam & espécie P. aeruginosa.

A identificacdo bacteriana foi
realizado a partir do uso do sistema
Vitek 2 (Vitek 2 software, version
R02.03; Advanced Expert System
[AES] software, version R02.00N
[bioMerieux, Marcy I’E’toile, France]).
O mesmo foi utilizado junto aos cartdes
ID-GNB e AST-N020 compondo a
identificagdo e teste de suscetibilidade
antimicrobiana, respectivamente. Foi
avaliada a suscetibilidade da P.
aeruginosa a amicacina  (AM),
aztreonam (AZT), cefepima (CPM),
ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina
(CIP), gentamicina (GN), imipenem
(IMP), meropenem (MER),
piperacilina-tazobactam (PTZ), com
determinagéo da Concentragdo
Inibitdria Minima (CIM).

As hemoculturas foram
realizadas a partir do sistema de
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deteccdo de fungos e bactérias
Hemobac trifasico adulto e pediatrico,
composto de caldo suplementado (TSB,
Piridoxina, L-Cisteina, Extrato de
Leveduras).

Para a analise estatistica dos
dados, utilizou-se o programa BioEstat
50 (AYRES et al., 2007), com a
utilizacdo dos testes do Qui-Quadrado,
teste Exato de Fisher e teste G,
considerando o valor de p<0,05.

) desenvolvimento deste
trabalho foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Fundagio Santa
Casa de Misericordia, CAAE
0086.0.440.000-10.

RESULTADOS

No periodo do estudo foram
realizados 7.818 exames
microbiolégicos no laboratério de
microbiologia da FSCMPa em amostras
provenientes das UTI adulto, pediatrica
e neonatal. Destes, 1.240 (15,8%) foram
culturas positivas. Identificou-se 18
espécies de micro-organismos com 10
ou mais isolados encontrados e 31
espécies denominadas como “outros”,
por apresentarem entre um e O0ito
isolados durante o periodo estudado.
Entre o0s patdgenos identificados,
destacaram-se o0s Staphylococcus sp
coagulase negativo seguido por P.
aeruginosa e Staphylococcus aureus, o
que caracterizou a microbiota circulante
no hospital (tabelas 1 e 2).

A densidade de incidéncia no
periodo de 2005 a 2010 por UTI ¢
demonstrada na tabela 3. Na UT1 adulto
observa-se elevacdo da densidade de
incidéncia, sugerindo situacdo
epidémica em 2008, no entanto na UTI
pediatrica ndo houve variacdo no
mesmo periodo. Ao avaliar o nimero de



ocorréncias de infeccbes por P.
aeruginosa nas UTI estudadas, &
possivel constatar que ndo houve
variacdo significativa no numero de
casos de infecgdo no periodo. Observa-
se que apds a intensificacdo das
atividades de vigilancia, prevengédo e
controle realizadas pela CCIH do
hospital, ocorreram periodos de reducéo
de casos de infec¢do, como é possivel
observar na pediatria e na UTI adulto, o
que justifica a necessidade de vigilancia
continua desse patdgeno nessas UTI,
tabela 03.

As amostras clinicas de maior
ocorréncia foram sangue, urina e ponta
de cateter vascular central, dados
demonstrados na tabela 4.

No geral foram registradas 142
culturas positivas para P. aeruginosa
nas unidades de terapia intensiva do
hospital. A UTI adulto apresentou o
maior ndmero de infeccdes,
contribuindo com 77 casos (54,2%),
seguida da UTI neonatal e pediatrica
com 37 (26,0%) e 28 (19,7%) casos
respectivamente.  Todas as 142
infecgcdes estudadas foram confirmadas
e relacionadas a infeccéo hospitalar.

Em relacdo aos espécimes
clinicos estudados, houve
predomindncia de infeccdo respiratoria
na UTI adulto e na UTI Neonatal e
pediatrica a infeccdo de corrente
sanguinea (tabela 5).

Neste trabalho foram observados
valores elevados de resisténcia da P.
aeruginosa a gentamicina, imipenem,
meropenem, cefepime, ciprofloxacina,
levofloxacina, aztreonam e a
piperacilina-tazobactam, dados
observados na tabela 6.
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Tabela 1: Prevaléncia de agentes associados as Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Satde no periodo
de 2005- 2010 na Unidade de Terapia Intensiva da FSCMPa.

Micro-organismos N° %

Staphylococcus sp coagulase negativo 506 40,8
Pseudomonas aeruginosa 142 11,5
Staphylococcus aureus 92 7,4
Candida albicans 53 43
Acinetobacter baumanni 51 41
Klebsiella pneumoniae 39 3,1
Enterococcus faecalis 36 2,9
Escherichia coli 36 2,9
Serratia marcescens 30 2,4
Candida tropicalis 26 2,1
Candida spp 22 1,8
Candida parapsilosis 18 1,5
Burcholderia cepacea 15 1,2
Enterobacter cloacae 15 1,2
Klebsiella oxytoca 14 11
Bacilo Gram negativo 12 0,9
Proteus mirabilis 10 0,8
Klebsiella spp 10 0,8
Outros 113 9,1

1240

Legenda: FSCMPa, Fundagdo Santa Casa de Misericérida do Para.
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Tabela 2: Distribui¢cdo percentual de micro-organismos no periodo de 2005 a 2010 na Unidade de Terapia Intensiva da FSCMPa.

NUMERO DE CULTURAS POSITIVAS POR ANO

ANO 2005 2006 2007 2008 2009 2010 Total
Micro-organismo N % n % N % n % n % n % n %
Acinetobacter baumanni - - 4 3,1 7 4,9 9 4,1 16 5,0 15 4.4 51 4,1
BGN~* 3 3,3 9 7,0 - - - - - - - - 12 0,9
Burkholderia cepacia - - - - 4 2,7 7 3,2 1 0,3 3 0,8 15 1,2
Candida albicans - - 7 55 7 4.8 13 5,9 18 5,6 8 2,3 53 4,2
Candida parapsilosis - - - - 1 0,6 4 1,8 7 2,1 6 1,7 18 1,4
Candida tropicalis - - 1 0,7 3 2,0 4 1,8 7 2,1 11 3,2 26 2,1
Candida spp - - - - 5 3,4 1 0,4 5 15 11 3,2 22 1,7
Enterobacter cloacae 7 7,6 1 0,7 2 1,3 - - - - 5 14 15 1,2
Enterococcus faecalis - - - - - - 5 2,3 14 4,3 17 49 36 2,9
Escherichia coli 4 43 11 8,6 13 9,0 - - - - 8 2,3 36 2,9
Klebsiella oxytoca 5 54 7 55 1 0,6 - - - - 1 0,2 14 1,1
Klebisiella spp 6 6,5 3 2,3 1 0,6 - - - - - - 10 0,8
Klebsiella pneumoniae 4 4,3 5 3,9 11 7,6 1 0,4 1 0,3 17 4,9 39 3,1
Proteus mirabilis - - 1 0,7 1 0,6 2 0,9 4 1,2 2 0,5 10 0,8
Pseudomonas aeruginosa 18 19,6 25 19,6 22 15,2 29 13,3 26 8,1 22 6,4 142 11,4
Serratia marcescens - - 1 0,7 5 3,4 1 0,4 3 0,9 20 5,8 30 2,4
Staphylococcus aureus 13 14,1 11 8,6 6 41 24 11,0 26 8,1 12 3,5 92 7,4
SCN** 27 29,3 32 25,2 30 20,8 89 410 172 539 156 457 506 40,8
Outros*** 5 54 9 7,0 25 17,3 28 12,9 19 5,9 27 7,9 113 9,1
Total de culturas positivas 92 127 144 217 319 341 1240

*BGN: Bacilo Gram negativo. **SCN: Staphylococcus sp coagulase negativo. ***Qutros: 31 espécies denominadas como “outros”, por apresentarem entre um e oito isolados
durante todo o periodo estudado. FSCMPa, Fundagdo Santa Casa de Misericorida do Pard. Sinal convencional utilizado: - dado numérico igual a zero.
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Tabela 3: Densidade de incidéncia de Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Satde por P. aeruginosa no

periodo de 2005 a 2010, na Unidade de Terapia Intensiva da FSCMPa.

ANO NOUTI %UTI NeUTI  %UTI  N°UTI  %UTI p
ADULTO ADULTO PED PED NEO NEO

2005 13 2,2 3 16,7 2 3,2 0.0269
2006 8 20,8 8 53,7 9 14,4 0.4997
2007 10 27,9 4 33,8 8 12,5 0.1450
2008 19 77,2 1 7,5 9 13,1 0.1527
2009 14 38,5 5 44,2 7 6,0 0.2668
2010 15 42,6 5 40,9 2 2,1 0.2119

Legenda: N°UTI, NUmero na Unidade de tratamento intensiva. FSCMPa, Fundacéo Santa Casa de
Misericdrida do Para. PED, pediatrica. NEO, neonatal

Tabela 4- Prevaléncia de P. aeruginosa nos diferentes espécimes clinicos periodo de 2005 a 2010 na

unidade de terapia intensiva da FSCMPa.

MATERIAL BIOLOGICO N° %
Sangue 45 31,7
Urina 37 26,1
Ponta de Cateter Vascular Central 27 19,0
Lavado Bronco Alveolar 20 14,1
Aspirado traqueal 8 5,6
Outros 5 3,5
Total 142 100,0

Tabela 5- Distribuicdo percentual de espécimes clinicos com isolamento de Pseudomonas aeruginosa,
por Unidade de Terapia Intensiva no periodo de 2005 a 2010, na FSCMPa

%

MATERIAL BIOLOGICO  Adulto % Pediatrica % Neonatal

Secre¢do Traqueal e LBA 22 28,5 4 14,3 3 8,1
Sangue 17 22,1 11 39,3 16 43,3
Urina 19 24,7 8 28,6 11 29.7
Ponta de Cateter VVascular

Central 18 23,4 4 14,2 6 16,2
Qutros 1 1,3 1 3,6 1 2,7
Total 77 100,0 28 100,0 37 100,0

Legenda: FSCMPa, Fundacdo Santa Casa de Misericérida do Para, LBA: Lavado broncoalveolar
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Tabela 6 — Perfil de resisténcia de P. aeruginosa no periodo de 2005 a 2010 nas Unidade de tratamento

intensivo da Fundacgdo Santa Casa de Misericérida do Para.

ANTIMICROBIAOS NeS %S NeR %R Ne DE
TESTADOS
Amicacina 53 38,4 85 61,6 138
Gentamicina 11 10,6 93 89,4 104
Imipenem 3 3,3 88 96,7 91
Meropenem 3 12,5 21 87,5 24
Cefepime 2 1,7 24 92,3 26
Ceftazidima 111 92,5 9 75 120
Ciprofloxacina 11 39,3 17 60,7 28
Levofloxacina 0 0,0 20 100,0 20
Aztreonam 21 29,2 51 70,8 72
Piperacilina/tazobactam 37 34,9 69 65,1 106

N°S: nimero de casos sensiveis, %S: porcentagem de sensibilidade, N°R: nimero de casos resistentes, %R:

porcentagem de resisténcia,



DISCUSSAO

O perfil de infecches da
FSCMCPa faz referéncia ao cenério
encontrado por outros autores que
identificaram o Staphylococcus sp
coagulase negativo como 0 micro-
organismo mais isolado nas infecgdes
em UTI, sendo constantemente relatado
em bacteremias relacionadas ao cateter
intravascular™’. Esse fato chama a
ateng&o aos cuidados em procedimentos
de insercdo de cateteres, uma vez que a
propria pele é a fonte mais comum deste
micro-organismo. O segundo patdgeno
mais isolado foi a P. aeruginosa, a qual
chamou a atengdo por sua crescente
resisténcia aos antimicrobianos.

A espécie P. aeruginosa pode
ser encontrada na pele, em superficies
de bancadas, pias, respiradores,
desinfetantes, nos alimentos e na agua o
que evidencia boa capacidade de
adaptacdo dessa espécie ao ambiente.
Este  patdogeno  apresena  grande
relevancia  clinica,  principalmente
quando encontrado em  pacientes
sondados, cateterizados, em uso de
ventilacéo mecénica que séo
considerados fatores de risco para
infecgdo por este agente. A prevaléncia
de infeccdo do trato respiratorio foi
maior na UTI adulto correspondendo ao
da literatura, Os dados deste estudo
mostram a maior prevaléncia de
infeccdo de corrente sanguinea na UTI
pediatrica e neonatal e como segunda
ocorréncia a infec¢do urinaria em todas
as unidades. 11, 12, 13, 14, 16,18.

Considera-se que as infec¢des do
trato urinério estdo no grupo das quatro
infecgdes hospitalares mais frequentes,
principalmente na populacdo adulta.
Cerca de 70% a 88% dos casos
diagnosticados em individuos
internados em UTI ocorrem em
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pacientes submetidos ao cateterismo

urinario de curta e longa duragéo * **> *°
17,19

Nos hospitais brasileiros, a
resisténcia em UTI é preocupante e
alarmante, sendo que alguns estudos
multicentros como o SENTRY e
MISTYC, tém demonstrado estes perfis
de resisténcia nas infecgbes por P.
aeruginosa. O aumento da ocorréncia
de linhagens resistentes aos
antimicrobianos é um problema que
deve ser trabalhado na pratica clinica,
justificando o perfil continuo da
resisttncia da P. aeruginosa nas
instituicdes de satide #1820 Ha um
ndmero limitado de agentes
antimicrobianos com atividade contra a
P. aeruginosa, incluindo penicilinas
antipseudomonas, cefalosporinas,
carbapenens, aminoglicosideos e
fluoroquinolonas. Tal resisténcia € um
problema clinico crescente e
reconhecido pelos servigos de satde °°.
Este micro-organismo apresenta uma
particular propensao para 0
desenvolvimento de resisténcia e esta
situacdo est4 associada ao aumento da
taxa de mortalidade, morbidade e dos
custos do tratamento® %0,

A resisténcia  bacteriana é
considerada, aos efeitos dos agentes
antimicrobianos, um fendmeno natural
que se pode verificar espontaneamente.
Observa-se que ha grandes variagdes do
tipo de resisténcia que ocorre e a
frequéncia com que acontece. Essa
resisténcia ndo deixa de  ser
consequéncia do uso indevido destes
medicamentos, que devem ser utilizados
de acordo com as recomendacOes
descritas no rétulo, como a escolha do
produto adequado, a administracdo no
tempo certo e na dose correta “**?!. Ha
também uma constante discussdo a
respeito do uso de farmacos nos
alimentos de animais com finalidade de



engorda, o que contribui para a
resisténcia  bacteriana®. Esses sdo
aspectos importantes que devem ser
revistos, de modo a promover agdes que
incentivem a populagdo ao uso
controlado destes medicamentos e esta
realidade deverd ser mudada com as
acOes educativas dos profissionais para
a prescricio e dispensacdo dos
antimicrobianos, além da orientacdo
gglra a populacéo sobre a sua utiIidac!e“*
“*. De qualquer modo, para a efetiva
vigilancia e monitoramento destas
acOes, ressaltamos o fato de se
considerar as notificagdes de infecgdes
hospitalares ~ como critério de
investigacdo e identificagdo completa
do patdgeno envolvido. As informaces
obtidas a partir deste estudo sdo
necessarias para orientar a terapia
empirica no tratamento de infecgdes
humanas, assim como na prevengédo e
controle dessas patologias causadas por
estes micro-organismos.

CONCLUSOES

A prevaléncia dos agentes
descritos da microbiota do hospital
mostrou-se composta por 49 micro-
organismos, sendo o Staphylococcus sp
coagulase  negativo, = Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Candida albicans, Acinetobacter
baumanni e Klebsiella pneumoniae o0s
mais predominantes

A ocorréncia de infeccdes por
P. aeruginosa foi maior na UTI adulto,
embora a mesma tenha sido encontrada
em isolados na UTI neonatal e
pediatrica. Na distribuicdo geral, a
infeccdo de corrente sanguinea foi a
mais frequente, seguida da infecgdo do
trato urindrio, dado estatisticamente
significativo para o periodo analisado.
A anélise separada por UTI evidenciou
a infeccédo respiratoria como
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predominante na UTI adulto e a
infeccdo de  corrente  sanguinea
predominante nas UTI pediatrica e
neonatal. A P. aeruginosa apresentou
elevada resisténcia aos antibidticos
tradicionais, gerando preocupagdo com
a faléncia terapéutica relacionada ao uso
desses medicamentos. Os resultados
obtidos neste trabalho destacam a
importancia de estudos epidemioldgicos
continuos deteccdo de alteragdo na
microbiota local, com a finalidade de se
evitar a instalagdo de surtos e expresséo
de novos mecanismos de resisténcia
bacteriana as drogas.
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PREVALENCE OF MICROBIAL AGENTS AND SENSITIVITY Pseudomonas aeruginosa

Eliseth Costa Oliveira de MATOS?, N(bia dos Santos MODESTO?, Wana Lailan Oliveira da
COSTA?, Irna Carla do Rosario Souza CARNEIRO®, Karla Valéria Batista LIMA®

ABSTRACT

Objective: to describe the occurrence of microbial agents and evaluate the sensitivity of
Pseudomonas aeruginosa from patients hospitalized in the Intensive Care Unit (ICU) of
sentinel hospital in Belém (Pard), on the period 2005-2010. Methods: retrospective and
quantitative approach - with descriptive data from the query of patient records, the files of the
hospital infection control committee. Results: Among the isolated microorganisms got 40,8%
of coagulase-negative staphylococci, 11,4% of P. aeruginosa 7,4% of Staphylococcus
aureus. The occurrence of P. aeruginosa infections was higher in the adult ICU. The
respiratory infection was predominant in the adult ICU and bloodstream infection prevalent in
pediatric and neonatal ICU. Conclusions: 49 groups of microorganisms were found in the
population studied, coagulase negative Staphylococcus spp, P. aeruginosa, S. aureus,
Candida albicans, A. baumannii and Klebsiella pneumoniae the most prevalent. P.
aeruginosa was highly resistant to traditional antibiotics. The results of this study highlight
the importance of ongoing epidemiological studies in order to avoid the installation of
outbreaks .

KEYWORDS: Pseudomonas aeruginosa; Intensive Care Unit ; Nosocomial Infection.
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7.2 ARTIGO 2 - PERFIL EPIDEMIOLOGICO E MOLECULAR DE PSEUDOMONAS
AERUGINOSA EM UTI DE UM HOSPITAL DE BELEM-PARA.

O presente artigo em fase de redacdo apresenta os aspectos epidemioldgicos e
moleculares das infec¢bes por P. aeruginosa em pacientes internados na UT1 de um hospital
de ensino de Belém do Pard. Foram selecionados 54 pacientes com infeccdo por P.
aeruginosa respeitando os critérios de inclusdo, com 55,6% (30/54) internados na UTI adulto
e 44,4% (24/54) na UTI NeoPed. Dos pacientes analisados 51,9% (28/54) eram do sexo
feminino e 48,1% (26/54) masculino.

A densidade de incidéncia dos episodios de IRAS por P. aeruginosa em 2011 foi
de 5,2 episodios de infeccdo por 1.000 pacientes/dia na UTI adulto e 0,7 episddios na UTI
Neoped. Nos anos anteriores foi relatado periodo de elevacdo da densidade de incidéncia com
possivel ocorréncia de surto epidémico em 2008 (77,2 episodios de infeccdo na UTI adulto),
no entanto na UTI NeoPed ndo houve variacdo significativa na densidade, conforme dados do

artigo 1 (secéo 8.1).

Os isolados bacterianos foram procedentes de ITU, ITR e ICS, separados por
multirresisténcia (figura 6a) e por unidade de internacdo (Figura 6b e 6c). Nesta analise,
observa-se a predominéncia da ITR na UTI adulto, e ICS na UTI NeoPed, (figuras 6b e 6c).
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Figura 1- Prevaléncia de isolados de P. aeruginosa recuperados de espécimes clinicos ocorridos no periodo de
janeiro de 2010 a marco de 2012 nas UTI da FSCMPA.

Legenda: a) P. aeruginosa Multirresistentes e ndo Multirresistentes; b) PAMR: P. aeruginosa Multirresistente; c) PA ndo MR: P. aeruginosa

ndo multirresistente; ITR: infeccdo do trato respiratério; ICS: infeccéo de corrente sanguinea; ITU: Infeccdo do trato urinario.
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A taxa de mortalidade geral, para os casos de infeccdo por P. aeruginosa foi de
64,8% (35/54), sendo que os isolados produtores de MBL nédo apresentaram associa¢do com o
obito.

A frequéncia de cepas multirresistentes (PaMR) e ndo multirresistentes (Pa néo

MR) é apresentada na figura 2a que segue.

Quanto a deteccdo de producéo da enzima metalo-beta-lactamases (MBL) foram
identificadas 20% (4/20) de isolados produtores de blaSPM-1 like, e ndo houve producédo de
ML para as variantes blalIMP like e blaVIM like (figura 2b).

~ | l 20%
Pando MR - (4/20)

63% PaMR
(34/54) 37%
(20/54) 80%
(16/20)

BP. aeruginosaSPM-1 ®P. aeruginosa ndo SPM-1

a) b)

Figura 2- Distribuicdo de cepas de P. aeruginosa multirresistentes e producéo de blaSPM-1 like recuperados de

espécimes clinicos ocorridos no periodo de janeiro de 2010 a margo de 2012 nas UTI da FSCMPA.

Legenda: a) Pa ndo MR: P. aeruginosa ndo multirresistentes, PaMR: P. aeruginosa multirresistentes b) P.

aeruginosa blaSPM-1 like.

A analise retrospectiva dos registros médicos evidenciou que dos 20 pacientes
com infecgdo por PaMR, a faixa etdria com maior ocorréncia foi a partir de > 60 anos de
idade, e o menor perfil de MR predominou entre os pacientes no grupo etario de 0 a1 ano e
de 11 a 20 anos (figura 3).
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Figura 3- Proporcéao de infeccdo por P. aeruginosa segundo grupos etarios, ocorridos no periodo de janeiro de
2010 a marco de 2012 nas UTI da FSCMPA.
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A seguir sdo apresentados em topicos e nas tabelas 1 e 2 os resultados

consolidados das analises bivaridas, comparando expostos e ndo expostos:

i.  Tipo de Unidade de Internacéo
Predominou a ocorréncia de multirresisténcia na UTI adulto quando
comparada as UTIs NeoPed (RC 5.7143, p=0.0128);

ii. Faixa etaria/multirresisténcia

A média de idade ficou em 28 anos com variagdo entre 0 a 84 anos de idade, e no

grupo etéario de 0 a 1 ano foi maior a ocorréncia de ndo MR (RC 0.157, p=0.0139);
iii.  Tempo de internagéo

A média de internagdo foi de 87,1 dias com mediana de 62 dias de internacéo
geral. O tempo de internacdo por UTI foi de 67,8 dias (mediana 64,5 dias) na UTI adulto e
111,3 dias (mediana 58.5 dias) nas UTIs NeoPed;

iv.  Escore MacCabe Jackson

Neste escore predominou as doencas classificadas como potencialmente fatais
(RC 3.8831, p= 0.0405), como podemos observar na tabela 1;

v.  APACHE Il (Sistema de pontuacgdo de mortalidade estimada).

O escore APACHE Il ndo apresentou associacdo estatisticamente significativa

com relagéo a multirresisténcia para a gravidade da infecgdo nos >20 pontos na UTI adulto.
vi.  Procedimentos invasivos

Ao analisar o uso de procedimentos invasivos, considerados fatores de risco
externo para aquisi¢éo da infecgdo por P. aeruginosa, as infecgdes foram favorecidas pelo uso
de ventilagdo mecanica (X? 6.3529 p=0.0098) e sonda vesical (RC 3.6000, p=0.0273);

vii.  Sitios de Infeccdo Relacionada & Assisténcia a Saude
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Todos os isolados foram confirmados com IRAS, e relacionados com os fatores
de riscos externos nas infeccbes pulmonares (RC 7.9167, p=0.0314) e infeccdo do trato
urinério (RC 6.0357, p=0.0025), conforme podemaos verificar na tabela 2;

viii. ~ Obito
N&o houve associacdo de dbito e multirresisténcia neste estudo. Este desfecho é
discutido no artigo 3 (apéndice 3);

ix.  Terapia inadequada

Neste caso todos os pacientes com infeccdo por PaMR receberam terapia

inadequada no momento da suspeita diagndstica.(X? 12.2172, p=0.0004);

X. Uso de Antimicrobianos

Quando observado o uso de antimicrobianos percebe-se 0 menor fator de risco de
infeccdo em relacdo ao uso da gentamicina com (RC 0.0752, p= 0.00343), para o Imipenem
com relacdo significativa para MR (RC 6.3750, p=0.00556) e Meropenem (RC 0.2813, p=
0.02631). Foi ressaltado que o uso de mais de trés classes de antimicrobianos predominou no

estudo.
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Tabela 1- Anélise bivariada das caracteristicas clinicas dos pacientes com infecgdo por P.

aeruginosa multirresistente, recuperados de espécimes clinicos ocorridos no periodo de
janeiro de 2010 a margo de 2012 nas UTI da FSCMPA.

VARIAVEIS MR N&do MR (n=34) Razdo de Chances P
(n=20) (1C95%)
UTI adulto 16 (53,3%) 14 (41,2%) 5.7143 (1.5712 - 20.7820) 0.0128
UTI Neoped 4 (16,7%) 20 (83,3%) 0.1750 (0.0481 - 0.6364) 0.0128
Faixa etaria
O0al 3 (14,3%) 18 (85,7%) 0.1569 (0.0387 - 0.6381) 0.0134
lal0 0 1(2,9%) X2 0.0734 0.7864
11a20 2 (10,0%) 2 (5,9%) 1.7778 (0.2304 - 13.7174) 0.9841
21 a60 6 (30,0%) 7 (20,5%) 1.6531 (0.4655 - 5.8697) 0.6515
>60anos 9 (45,0%) 6 (17,6%) 3.8152 (0.0979 - 13.2791) 0.0639
Tempo de intenagéo
Tempo de internagdo (< 30 dias) 2 (10,0%) 9 (26,5%) 0.3086 (0.0594 - 1.6033) 0.2707
Tempo de internacao (> 30 dias) 18 (90,0%) 25 (73,5%) 0.6237 ( 0.6237 -16.8309) 0.2707
Escore McCabe Jackson
Doenca potencialmente fatal 13 (65,0%) 11 (32,3%) 3.8831 (1.2095 - 12.4668) 0.0405
Doenga de base ndo fatal 3(15,0%) 3 (8,8%) 1.8235 (0.3311 - 10.0435) 0.4855
Comorbidades
Doenca Cardiovascular 6 (30,0%) 4 (12,1%) 3.2143 (0.7806 - 13.2357) 0.1925
Doenga gastrointestinal 3 (15,0%) 6 (17,6%) 0.8235 (0.1817 - 1.6033) 0.8997
Neuropatia 3 (15,0%) 1 (3,0%) 5.8235 (0.5623 - 60.3124) 0.2731
Diabete 3 (15,0%) 1 (3,0%) 5.8235 (0.5623 - 60.3124) 0.2731
Doenca hepatica 1 (5,0%) 1 (3,0%) 1.7368 (0.1026 - 29.3947) 0.7194
Doenga do Sistema Nervoso Central 4 (19,0%) 4 (12,1%) 1.8750 (0.4130 - 8.5125) 0.6701
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica 3 (15,0%) 1 (3,0%) 5.8235 (0.5623 - 60.3124) 0.2731
AIDS 1 (5,0%) 1(3,0%) 1. 7368 (0.1026 - 29.3947) 0.7194
Doenca Renal Aguda e Cronica 6 (50,0%) 6 (50,0%) 2.000 (0.5446 - 7.3446) 0.4743
N° de antimicrobianos usados
por classe.
2 0 3(8,6%) - 0.1319
3 2 (10,5%) 6 (17,1%) 0.5185 (0.0941 - 2.8565) 0.7134
>3 13 (68,4%) 30 (85,7%) 0.2476 (0.0617 - 0.9944) 0.0896

*: Em NeoPed ndo foi uilizado Score de gravidade (APACHE 1l e CHALSON).
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Tabela 2-Anélise bivariada das caracteristicas clinicas dos pacientes com infeccdo por P.

aeruginosa multirresistente, recuperados de espécimes clinicos ocorridos no periodo de
janeiro de 2010 a margo de 2012 nas UTI da FSCMPA.

VARIAVEIS MR Ndo MR Razdo de Chances P
(n=20) (n=34) (1C95%)
Corticoterapia 2(25,0%) 6 (75,0%) 0.5185 (0.0941 - 2.8565) 0.7134
Procedimentos invasivos
Cateter Venoso Central 20 (39,2%) 31 (60,8%) X2 0.5052 0.4521
Ventilacdo Mecénica 20 (100,0%0) 25 (73,5%) X?#4.5900 0.0321
Sonda Vesical 12 (60,0%0) 10 (29,4%) 3.6000 (1.1291 - 11.4786) 0.0273
Hemodidlise 4 (20,0%) 1 (2,9%) 8.2500 (0.8513 - 79.9538) 0.1090
Gastrostomia 2 (10,0%) 1(2,9%) 3.6667 (0.3107 - 43.2730) 0.6323
Sitios de IRAS
Pulmonar 19 (95,0%0) 22 (70,5%) 10.3636 (1.2311 - 87.2422) 0.0288
Corrente Sanguinea 18 (90,0%) 30 (88,24%) 1.2000 (0.1993 - 7.2247) 0.8033
Trato Urinario 13 (65,0%0) 8 (25,8%) 6.0357 (1.7938 - 20.3090) 0.0063
Pele e Partes Moles 0 3 (9,1%) X? 05652 0.4521
Qbito 14 (70,0%) 20 (58,9%) 1,6333 (0.5043 - 5.2901) 0.5964
Obito na UT1 adulto 13 (81,3%) 10 (71,4%) 4.4571 (1.3718 - 14.4815) 0.0233
Obito na UT1 NeoPed 1 (25,0%) 11 (55,0%) 0.1100 (0.0130 - 0.9311) 0.0459
Terapia inadequada 20 (100%) 19 (55,8%) X?10.1171 0.0014
Uso de Antibidticos
Amicacina 4 (25,0%0) 22 (57,8%) 0.1364 (0.0371 - 0.5014) 0.0038
Gentamicina 1(6,7%) 14 (93,3%) 0.0752 (0.0090 - 0.6287) 0.0107
Cefepime 13 (40,6%) 19 (59,3%) 1.4662 (0.4683 - 4.5904) 0.7100
Ciprofloxacina 5 (26,3%) 14 (73,7%) 0.4762 (0.1404 - 1.6146) 0.3644
Imipenem 17 (51,5%) 16 (48,4%) 6.3750 (1.5720 - 25.8522) 0.0134
Meropenem 4 (20,0%) 16 (80,0%6) 0.2813 (0.0777 - 1.0177) 0.0897
Piperacilina-Tazobactam 10 (33,3%) 20 (66,7%) 0.7000 (0.2304 - 2.1266) 0.7289
N° de Antimicrobianos usados
por classe.
2 0 3 (8,6%) - 0.1319
3 2 (10,5%) 6 (17,1%) 0.5185 (0.0941 - 2.8565) 0.7134
& 13 (68,4%) 30 (85,7%) 0.2476 (0.0617-0.9944) 0.0896

Legenda: Infec¢do Relacionada a Assisténcia a Sadde (IRAS), (ITR) Infecgdo Trato Respiratorio, (ITU) Infecgdo
do Trato Urinario, (ICS) Infeccdo de Corrente Sanguinea, (MR) Multirresistentes (RC): Razédo de Chaces, (IC):

Intervalo de Confianga a 95%.
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Na analise bivariada dos indices de gravidade, figura a ndo relagdo com a

multirresisténcia, como é visto na tabela 3.

Tabela 3- Andlise bivariada dos scores de gravidade dos pacientes com infeccdo por P.
aeruginosa, recuperados de espécimes clinicos ocorridos no periodo de janeiro de 2010 a
marc¢o de 2012 na UTI adulto da FSCMPA.

APACHE | (Média N°UTI Adulto N°UTI Adulto Razéo de Chances P
21pontos) MR Ndo MR (1C95%)

APACHE <20 pontos 5 9 0.9259 (0.2608 - 3.2868) 0.8395
APACHE >20 pontos 11 5 7.0889 (1.9417 - 25.8800) 0.00476
Escore de Chalson

(Escala 0-2pontos) 15 13 4.8462 (1.4223 — 16.5122) 0.0198
(Escala 3-6pontos) 1 1 0.7368 (0.1026 — 29.3947) 0.7194

A anélise multivariavel do estudo demonstrou que sepse (RC 16.3252/ p=0.0122)
estd associada com o Obito, e a exposi¢do a ventilacdo mecéanica ndo alcangou significancia
estatistica nesse modelo, tabela 4, que segue.

Tabela 4- Analise multivariada com variavel depende 6bito, das caracteristicas clinicas dos
pacientes com infeccdo por P. aeruginosa multirresistente, recuperados de espécimes clinicos

ocorridos no periodo de janeiro de 2010 a marco de 2012 nas UT| da FSCMPA.

VARIAVEL Razéo de Chances P
(1C95%)

Ventilagdo Mecénica 2, 2303 (0.3630 — 13.7034) 0.3865

Sepse 16.3252 (11.8383 — 144.9798) 0.0122

APACHE Il >20pontos 2.0879 (0.49.0244)831 - 0.3243
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A multivariada que segue demonstrou que a exposicdo ao imipenem, é

estatisticamente significativo para multiresisténcia neste modelo (tabela 5).

Tabela 5- Analise multivariada com varidvel depende a multirresisténcia, dos pacientes com

infeccdo por P. aeruginosa multirresistente, recuperados de espécimes clinicos ocorridos no
periodo de janeiro de 2010 a margo de 2012 nas UTI da FSCMPA.

VARIAVEL

Razdo de Chances
(1C95%)

Imipenem

Meropenem

Gentamicina

4.9378 (1.1350 — 21.4818)
0.4782 (0.1169 — 1.9560)

1.3942 (0.4051 - 4.7984)

0.0333
0.3047

0.5982

O perfil de sensibilidade é

apresentado na tabela 6, com valores percentuais e a

CIM50% e CIM90% para cada droga. E importante destacar que 100% das amostras foram

sensiveis a Polimixina B.

Tabela 6 - Perfil de sensibilidade de 54 isolados de P. aeruginosa frente a seis

antimicrobianos, recuperados de espécimes clinicos ocorridos no periodo de janeiro de 2010 a
marc¢o de 2012 nas UTI da FSCMPA.

ANTIBIOTICOS S %S R %R TOTAL CIM50% CIM90%
Cefepime 28 51,9 26 48,1 54 16 128
Imipenem 19 35,2 35 64,8 54 8 16
Meropenem 19 35,2 35 64,8 54 2 8
Piperacilina-tazobactam 29 53,7 25 46,3 54 8 32
Gentamicina 29 53,7 25 46,3 54 4 64
Ciprofloxacina 32 59,3 22 40,7 54 4 64
Amicacina 46 85,2 8 14,8 54 4 32
Ceftazidima 20 37,0 34 63,0 54 32 64
Polimixina b 54 100,0 0 0 54 0,5 1

Legenda: (S) Sensivel (R) Resistente (I) Intermediario, (CIM) Concentracdo Inibitéria Minima.
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A figura 4 que segue, destaca a CIM dos antibidticos e a distribuicdo das
concentragdes em CIM50%e CIM90%.

Determinacdo da Concentracao Inibitdria Minima Determinac&o da Concentracao Inibitdria Minima
do Imipenem e Meropenem. da Gentamicina e Amicacina.
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Determinac¢éo da Concentragéo Inibitoria Minima Determinacéo da Concentracéo Inibitéria Minima
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Figura 4- Box Plot da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) dos antibidticos: imipenem, meropenem,

gentamicina, amicacina, ciprofloxacina, piperacilina-tazobactam, cefepime e ceftazidima, testados em isolados

de P. aeruginosa, recuperados de espécimes clinicos ocorridos no periodo de janeiro de 2010 a margo de 2012
nas UTI da FSCMPA.

Quanto a producdo de MBL, do total de isolados, quatro amostras foram positivas
para 0 gene blaSPM-1, sendo negativas para blaIMP-1 e blaVIM-1 (figura 5). Com estes
dados, registra-se o primeiro relato na literatura de deteccdo do gene blaSPM-1 na regido
Norte do Brasil, muito embora jé tenha sido identificado nas regides Nordeste, Sul, Sudeste e
Centro-Oeste. Todas as amostras apresentaram perfil fenotipico de resisténcia com as
caracteristicas dos ja relatados na literatura.
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Figura 5 - Isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1.

Legenda: (+) amostra positiva, (c-) controle negativo, (c+) controle positivo, (1kb) marcador.

Dos 54 isolados de P. aeruginosa, 44 foram submetidos a genotipagem por REP-
PCR (Sistema Diversilab) por ter-se perdido dez amostras no descongelamento, sendo que
obtivemos 35 padrdes considerando indice de similaridade maior ou igual a 97%, conforme a
figura 6. Dos isolados positivos para SPM e genotipados pelo Diversilab (SC083, SCO036,
SC040, SC115), dois compartilharam padrdo Unico (SC036, SC040) provenientes de UTI
pediatrico e adulto respectivamente. Os isolados SC083 e SC016 apesar de apresentarem mais
de 97% de similaridade, diferenciam-se quanto a presenca do gene SPM, o que sugere a

possibilidade de transferéncia veiculada por plasmidio (Figura 6).
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Divarsilab va.d Padréo Grupo Identificacdo UTI  Espécime
.Eﬁafyi-ii- R da amostra clinico
1 SC01 ADULTO SECTRAQUE | | 1
1 SCO1Z  ADULTO  LBA I | ] ]
2 SCO08 ADULTO LBA [ i |
3 SCO75 ADULTO CATETER | | |
+  scom  apuTo  secTRaoue | | || | IF]
5 SCO04  ADULTO  LBA | LI
§  SC14 ADULTO  URINA
7 SC110  NEONATAL CATETER | |
§  SCO0E  ADULTO  CATETER _
8 SCOX  ADULTD SEC TRAQUE | |
9 SCO0E  ADULTO  URINA |

10 sCo2r ADULTD  SANGUE

1 SC0% FEDIATRIA SEC TRAQUE
1 SC103 ADULTO  SANGUE
12 SC 047 MEOHATAL SANGLE

|
|
|
12 sSCozm MEOMATAL SANGUE I
13 SCO%  NEOMATAL SANGUE |

i

14 SC 101 ADULTO  SEC TRAQUE

13 SC06 ADULTD  LBA
15 SCoa3 ADULTD SEC TRAQUE !

]
ay
15  SCO0®  PEDIATRIA CATETER (111
15  SCO40 ADULTO  SEC TRAQUE (1

16 S5C1MNM MWEOMATAL SANGLUE
16 S5C 115 PEDIATRIA SANGUE

17 scow PEDIATRIA CATETER |

18 SCO13  NEONATAL CATETER Il

a4

I [l
=
m o™

"o Similarry

Similarity Lina: 9%

Figura 6 - Dendrograma da relac&o clonal das cepas de P. aeruginosa. Os isolados destacados s&o 0s casos que
apresentaram 97% de semelhanca.

Legenda: UTI- Unidade de Terapia Intensiva; NEO- Neonatal, e PED- Pediétrica.
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Diversitab vid Padrdo  Grupo ldentificagdo  UTI Espécime
.ﬁmmaﬂnmmﬂ da amostra clinico
e 24 18 SC080  NEONATAL SANGLE il Il
L 2g 24 19 SCO®  NEOMATAL SANGUE 0 I
| i 29 24 18  SCO7  NEOMATAL SANGLE Il Il
1t 24 18 SCO81  NEOMATAL SANGUE 0l I
i 3 24 19 SC0  ADULTD LBA Il Il
L 25 20 SCO3  ADULTO  URINA I |
L 33 2 21 SCO05 ADULTD URINA | I
3 I 27 22 SCOM  ADULTO  CATETER L L1 1
i~ 38 28 23 SCOM  ADULTD LBA | | 1 1l
3 % 23 SCOm ADULTO  CATETER | | | ] ] |
£ 28 23 SCO0G  ADULTD CATETER | | i1 1l
s = 2 scom ADULTO  SECTRAQUE VLT TR )
: » D 25 SCO48  ADULTD SEC TRAGUE | ] I 1]
: — % 26 SCO021  PEDIATRIA URINA [ Wi
_E: a1 I @ 27 SC0H  ADULTO URINA | 1] |
_{ —: @ B 28 soms  PeDATRIASECTRaoue | | |
: 43 3 28 SCOR  ADULTD CATETER 1 1l iy )
A |E1__ ® @ SC113  PEDIATRIA SEC TRAQUE | Il 1

a1
il

| N |
T L] T T
» o0 /| a0
"o Similarity

e

Similarity Line: @

Figura 6—-Continuac&o.

Legenda: UTI- Unidade de Terapia Intensiva; NEO- Neonatal; e PED- Pediatrica.



103

Os quadros 1 e 2 destacam a distribuicdo fenotipica das amostras de P.
aeruginosa multirresistentes com seu padrdo genotipico do diversilab, produgdo de
metalobetalactamases blaSPM-1, desfecho de alta e 6bito e a tranferéncia de outro hospital,
para observagdo da variacdo dos perfis existentes entre as amostras analisadas. Reforgando o

fato de que a UT| Neonatal ndo apresentou multirresisténcia.
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Quadro 1- Perfil fenotipico de multirresisténcia, 6bito e padrdo do Diversilab de P.

aeruginosa ocorridos no periodo de janeiro de 2010 a margo de 2012 nas UTI adulto,

pediatrica.
Identificacdo Padrédo i
No Projeto UTI CPM IMI MER PTZ GN CIP AM CTZ MBL | Diversilab Obito
SCO036 PED CPM IMI MER S GN CIp AM CT1z SPM 19 N&o
SC040 PED CPM IMI MER PTZ GN CIp AM CT1z SPM 19 N&o
SCO083 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIP S S SPM 18 N&o
SC115 PED CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z SPM 21 N&o
SC021 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp AM CT1z nédo 31 Sim
SCO033 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIP AM CTz nédo 9 Sim
SC048 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z nédo 30 Sim
SCO055 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z nédo () Néo
SCO057 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z nédo () Sim
SCO070 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z nédo () Sim
SC071 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z nédo 4 Sim
SC094 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z nédo 27 Sim
SC18 ADULTO CPM IMI MER S GN CIp S CT1z nédo () Sim
SCO065 ADULTO CPM IMI MER S GN CIp S CT1z nédo 28 N&o
SC19 ADULTO CPM IMI MER PTZ GN CIp S CT1z nédo 28 Sim
SCO032 ADULTO CPM IMI MER S GN CIp S CT1z nédo 28 N&o
SC058 ADULTO CPM IMI MER S GN CIP S CTz ndo 29 N&o
SC06 ADULTO CPM IMI MER PTZ S S AM CT1z nédo () Sim
SC027 ADULTO S IMI MER S GN CIp S CT1z nédo 11 N&o
SC10 ADULTO S IMI MER S S CIP S CTz ndo 6 N&o

Legenda: UTI: Unidade de Terapia Intensiva, COM: Cefepime, IMI: Imipenem, MER: Meropenem, PTZ:
Piperacilina-Tazobactam, GN: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacina, AM: Amicacina, CTZ: Ceftazidima, MBL:

MetalobetalLactamase.
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Quadro 2- Perfil fenotipico de multiresisténcia, 6bito e padrdo do Diversilab de P. aeruginosa

ocorridos no periodo de janeiro de 2010 a margo de 2012 nas UTI neonatal.

Identificagdo do Padréo )
Projeto UTI CPM | IMI | MER| PTZ GN CIP AM CTZ | Diversilab| Obito
SC13 NEO S S S GN S S CTZ 23 Sim
SC049 NEO CoM S S S S CIp S S () Sim
SC050 NEO S S S S S S S S () Sim
SC053 NEO S S | MER S S S S CTZ () Sim
SC054 NEO S S S S S S S S () Néo
SCo047 NEO S S S S S S S S 14 Néo
SC059 NEO S IMI S S GN S S S 15 Sim
SC073 NEO S S S S S S S S () Néo
SC074 NEO S S S S S S S S () Sim
SC078 NEO S IMI | MER S S S S S () Néo
SC079 NEO S S S S S S S 24 Sim
SC080 NEO S S S S S CIP S S 24 Sim
SC081 NEO S S S S S S S S 24 Sim
SC082 NEO S IMI S S S S S S 24 Néo
SC110 NEO S IMI S S S CIP S S 7 Néo
SC111 NEO S IMI S S S S S S 20 Néo

Legenda: UTI: Unidade de Terapia Intensiva, COM: Cefepime,IMI:
Piperacilina-Tazobactam, GN: Gentamicina, CIP: Ciprofloxacina, AM:
MetaloBeta-Lactama

Imipenem, MER: Meropenem, PTZ:
Amicacina, CTZ: Ceftazidima, MBL:
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8 DISCUSSAO

Este estudo é o primeiro da regido que descreve os aspectos clinicos e
epidemioldgicos de pacientes infectados com P. aeruginosa produtora de SPM-1,
variante amplamente disseminada nos hospitais brasileiros. N&o obstante a escassez de
dados sobre a biologia e epidemiologia da aquisicdo do gene blaSPM like. O
desenvolvimento de medidas para prevenir a disseminagdo de P. aeruginosa MR em

hospitais brasileiros representa um problema de saide publica.

J& esta bem estabelecido na literatura que as infec¢Bes hospitalares
representam importante problema de salde em todo o mundo. No Brasil, de 5 a 15%
dos pacientes internados, e aproximadamente de 30 a 35% dos pacientes admitidos em
UTI adquirem IRAS, sendo considerada a quarta causa de mortalidade. Os indices de
IRAS nas UTIs tendem a serem maiores quando comparado as outras unidades, isto se
justifica pela gravidade das doencas de base. Mesmo considerando o nimero de leitos
de um hospital, estima-se que na UTI ocorram aproximadamente 25% de todas as
infeccOes hospitalares (LEISER; TOGNIN; BEDENDO, 2007; CORDEIRO et al.,
2009; MACIEL E CANDIDO, 2010; OLIVEIRA et al., 2010).

O hospital em estudo é caracterizado como hospital de ensino, de nivel
terciario com 395 leitos. Com densidade de incidéncia elevada nos periodos de 2005 a
2009 na UTI adulto pela maior frequéncia de ocorréncia de infec¢éo por P. aeruginosa,
apresenta uma reducdo nos Ultimos anos em consequéncia da vigilancia e maior controle
das infeccOes por este patdgeno.

Os estudos de ocorréncias e riscos de doencas infecciosas sdo fundamentais
do ponto de vista epidemioldgico por contribuirem como fonte de informacdo dos
principais micro-organismos que circulam pelo hospital e seu comportamento no
aspecto de resisténcia aos antimicrobianos, ja que estas infec¢des séo responsaveis por
hospitalizacbes prolongadas e consequentemente o 6bito. Neste estudo, obteve-se a
maior ocorréncia de infecgdo por P. aeruginosa na UTI adulto seguida da UTI NeoPed
(Neonatal e Pediétrica).

As infecgdes envolveram particularmente os extremos de idade e entre os

grupos de participantes com maior risco de adquirir infeccdo por PaMR estd o grupo
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etario acima de 30 anos. Quando analisamos o grupo etario de 0 a 1 ano predominaram
as infecgdes por P. aeruginosa ndo MR.

A faixa etéria acima dos 30 anos se destacou por ser 0 grupo em que se
enquadram as maiores ocorréncias de infeccdo, a populagdo adulta, sobretudo o idoso
estd mais sujeita aos processos infecciosos pela caracteristica de imunossenescéncia e
exposicdo aos agentes antimicrobianos, houve uma frequéncia maior de infecgfes por
cepas resistentes quando comparada & populacdo dos recém-nascidos. A populagdo
acima dos 60 anos € mais susceptiveis a adquirir infeccbes pelo fato de desenvolverem
alteracbes fisioldgicas do envelhecimento, declinio da resposta imunoldgica e a
necessidade de realizagdo de procedimentos terapéuticos invasivos, o que favorece o
maior nimero de casos de MR (VILLAS-BOAS; RUIZ, 2004; MACIEL e CANDIDO,
2010).

Na populacdo NeoPed predominaram os casos de infecgdo com cepas nao
MR (RC 0.1579, p=0.0139). Fatores que favorecem a exposicdo a qualquer tipo de
infeccdo, sdo bem descritos neste grupo etario: a) demora na maturacdo do sistema
imunolégico, b) desnutricdo aguda, prematuridade e a presenca de doengas congénitas,
assim como as doencas hemato-oncoldgicas (BRASIL, 2005; ANVISA, 2006).

Somado as questdes acima relacionadas diretamente ao paciente, outros
fatores podem contribuiram para a ocorréncia destas infeccOes, tais como: infeccdo
cruzada através das maos dos profissionais de salde, contaminacdo de nebulizadores,
umidificadores, equipamentos de assisténcia respiratdria, incubadoras e superficies de
ambiente nas unidades de terapia intensiva (BRASIL, 2005; ANVISA, 2006).

Na andlise da distribuicdo das infeccdes relacionadas a assisténcia a saude
por sitio de infeccéo, verificou-se maior prevaléncia nas infec¢bes do trato respiratorio
inferior (p=0.0314), que teve associa¢do as doengas pulmonares na populacdo adulta,
destacando como fator de risco o uso de ventilagdo mecéanica.

O paciente com infeccéo respiratoria que necessite de UTI é considerado
um paciente grave. No entanto, existe uma variedade de mecanismos de defesa no trato
respiratorio humano, os quais protegem os pulmdes de processos infecciosos. Esses
mecanismos incluem as barreiras anatdmicas como a glote e a laringe, reflexos da tosse,
secrecOes traqueobrénquica, epitélio mucociliar e imunidade celular e humoral, além do

sistema fagocitério envolvendo macrofagos alveolares e neutréfilos. Todas as infecgdes
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respiratorias traduzem diminuigao por determinado periodo ou permanente das defesas
pulmonares a penetragdo de micro-organismos na intimidade alveolar. Portanto, para
que ocorra infecgdo ha necessidade de quebra de equilibrio de defesa do hospedeiro e a
capacidade de invasdo bacteriana (BRASIL, 2005; MARSOLLA, 2005).

Considera-se a pneumonia como a segunda causa de infecgdo mais comum
adquirida em paciente hospitalizado. Na UTI, a maior parte das pneumonias
hospitalares sdo, de fato, causada por bacilos Gram negativos ndo fermentadores, entre
eles, a infecgdo por P. aeruginosa, por uso de ventilagdo mecanica, podendo ocorrer
entre 8% e 38% dos pacientes submetidos a este procedimento (AMARAL, CORTEZ E
PIRES, 2009; GUIMARAES et al., 2006). As taxas de mortalidade dessas infecgdes
podem variar de 24% a 76% dos casos (AMARAL, CORTEZ e PIRES, 2009;
CAVALCANTI, 2012; BARROS et al., 2012).

Neste estudo, a sepse foi fortemente associada a mortalidade, em acordo
com estudos prévios sobre bacteremia por P.aeruginosa (ROBINSON, KUMAR E
CADICHON, 2008; MORRELL, MICEK e KOLLEF, 2009).

A incidéncia de sepse em pacientes admitidos em UT]I fica em torno de 9%
a 31% e a mortalidade por sepse varia de acordo com a gravidade do quadro clinico.
Entre as razdes citadas para esse crescimento estd o envelhecimento populacional, maior
nimero de doentes imunocomprometidos, em virtude dos fatores que favorecam a
aquisicdo de infeccdo, que podem estar relacionados ao maior uso de medicamentos
imunossupressores, maior sobrevida dos doentes com AIDS ou com cancer, além de
maior resisténcia microbiana (SILVA et al., 2004; BRASIL, 2005).

Como este estudo envolveu populagbes diferenciadas (adulto, pediatrica e
neonatal), verificou-se uma ocorréncia de 73,7% de sepse neonatal, caracterizada por
atingir principalmente prematuros, com baixo peso ao nascer, e pode estar associada a
esta ocorréncia, outros fatores como: a infeccdo da mée principalmente infeccéo
urinéria, a prematuridade, hospitalizagdo prolongada, uso de antimicrobianos de amplo
espectro, procedimentos invasivos, como cateter venoso central e ventilagdo mecénica.
(ROBINSON, KUMAR E CADICHON, 2008).

Dados da literatura retratam que nos Estados Unidos a sepse € responsavel
por 9% dos 6bitos e é considerada a décima causa de morte, sendo que cerca de 50%
dos casos evoluem para sepse grave (MORRELL, MICEK e KOLLEF, 2009).
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As infecgBes do trato urindrio foram o terceiro sitio de infeccdo mais
frequente, que tiveram predominancia na UTI adulto, sendo o principal fator de risco o
uso de sonda vesical. A infeccdo do trato urinario (ITU) é responsavel por cerca de 35%
a 45% das infeccOes hospitalares (SOUZA NETO et al., 2008). O risco de surgimento
de infecgbes do trato urinario depende da susceptibilidade do paciente e do cuidado com
0 cateter antes e durante a realizacdo do procedimento. Entretanto, existem fatores
independentes para ITU associada a cateteres urinarios de longa permanéncia, como
doengas de base (diabetes mellitus, imunodeficiéncias, dentre outras) (BARROS et al.,
2012).

Consideram-se ainda poucos os dados na literatura com investigagdes nos
estudos comparativos relacionados aos aspectos clinico-epidemiolégico entre pacientes
admitidos com sepse e sem sepse em UTI por P. aeruginosa. Essas informagdes sdo
importantes e poderiam identificar variaveis clinicas relacionadas ao progndstico destes
pacientes quando relacionados & infecgdo bacteriana. Fundamentado em outros estudos,
é esperado que o0s pacientes com sepse apresentem piores desfechos clinicos,
contribuindo para o aumento da mortalidade e do tempo de hospitalizagdo (MURIEL-
BOMBIN et al., 2008; JUNCAL et al., 2011).

Constata-se que nas Ultimas décadas, observou-se um aumento na
ocorréncia de pacientes hospitalizados, sejam eles infectados ou colonizados por bacilos
Gram negativos ndo fermentadores, principalmente as espécies P. aeruginosa, que
apresentaram caracteristicas de multiresisténcia aos antimicrobianos. Esta problemética
tem merecido atengdo, em especial nas Comissdes de Controle de Infeccdo Hospitalar
(CCIH) e dos servicos de sa(de, principalmente por considerar a diversidade da
condicdo clinica dos pacientes e a variedade de condutas terapéuticas aplicadas nas
unidades.

Neste estudo a taxa de mortalidade no hospital foi elevada com 64,8% nas
infeccdes por P. aeruginosa, considerando-se a especialidade de cada UTI, por
conseguinte a gravidade da doenga de base contribuiu para 0 aumento desta taxa,
embora ndo tenha tido resultado estatisticamente significativo da relacdo 6bito/PaMR na
analise geral, porém, o que existe em comum entre muitos estudos é que a taxa de
mortalidade chega a ser até seis vezes maior entre pacientes que adquirem infeccdo por
PaMR. (ZAVASCKI et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009; WILLMANN et al., 2013).
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Ao separar por UTI os resultados foram estatisticamente significativos para o obito,
considerando que na UTI adulto foi quatro vezes maior a chance de ocorrer o 6bito em
MR.

E digno de registro que em nossos achados sugerem que esse desfecho,
Obito, possa ter sido mediado tanto por uma apresentacdo mais grave de tais infeccdes
ou consequente doenca de base, como também por um pouco frequente adequacéo da
terapia antimicrobiana para tais infecg0es de forma precoce.

As consequéncias das infeccBes causadas por P. aeruginosa também
refletem no aumento do tempo médio de internagdo. Nesse estudo o tempo médio de
internacdo foi maior entre os pacientes da pediatria/neonatal.

O presente estudo permitiu determinar a ocorréncia de linhagens
multirresistentes de P. aeruginosa e a presenca dos gene blaSPM-1 like, sendo que é
escasso os dados registrados na literatura acerca da deteccéo deste gene na regido Norte,
embora ja tenha sido identificado nas regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste.
Né&o foi detectada nenhuma cepa de P. aeruginosa produtora das variantes IMP e VIM
entre as amostras analisadas no hospital em estudo. Esse resultado sugere a necessidade
de continuidade desta investigacdo no hospital e na regido, para termos um perfil mais
concreto desta enzima na comunidade hospitalar e sua contribuicdo na resisténcia
bacteriana e na elevagdo das taxas de mortalidade.

Interessante destacar que entre as amostras produtoras de metalo beta
lactamases blaSPM-1 like, a ocorréncia por sitio de infeccdo foi de dois (2) casos de
ICS, um (1) caso de ITR, e um (1) caso de ITU, de modo que todos evoluiram bem com
alta hospitalar. Esta descricdo pode caracterizar que a presenca de expressao do gene
ndo esteja necessariamente associada & gravidade/mortalidade do paciente com infeccéo
por P. aeruginosa produtoras da enzima.

Na tipagem molecular analisada nos resultados do Diversilab, observa-se a
presenca de cepas com similaridade genética maior que 97% e que apresentaram
variaces em relacdo ao fenotipo de resisténcia, como figura nos Quadros 7 e 8. Essa
variacdo dos perfis pode ser justificada pela pressdo seletiva existente na UTI adulto
associada a terapia empirica inadequada, embora na UTI seja utilizada grande
quantidade de antimicrobianos, o estudo mostra a pequena variagdo ocorrida na UTI

neonatal, unidade que apresentou melhor controle no uso de antimicrobianos.
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A genotipagem demonstrou concordancia nos agrupamentos de clones
restritos nas UTI (figura 6: P1,P1s,P19,P24,P28) € revelou a distribuicdo de clones em
diferentes ambientes,no periodo proposto (figura 6: P20, P28, P29, P46). O dado de
grande relevancia é a ampla diversidade genética entre 0s grupos resistentes e que
apresentavam genes relacionados. Tal fato sugere transmisséo de genes entre diferentes
cepas nos dois anos investigados nas UTI e possivelmente em outras alas de Hospitais
de Belém.

A diferenca genética entre os isolados blaSPM-1 positivos pode ser
indicativo da presenca do gene em elementos moveis. Da mesma forma, o agrupamento
observado, entre isolados positivos ou ndo para o gene blaSPM-1 sugere aquisi¢do
horizontal do gene, podendo ser levantada a hipotese de que estes genes estejam sendo
carreados por plasmideos de resisténcia. O sequenciamento do plasmideo responderia o
contexto genético de blaSPM-1, até o momento sdo conhecidos apenas algumas
sequéncias adjacentes ao gene (POIREL et al., 2004).

Desde a introducéo do mais antigo antimicrobiano até os mais recentes, vem
se registrando uma pressao seletiva dos micro-organismos, causada principalmente, pelo
uso indiscriminado dos antibidticos, o que resulta no desenvolvimento de espécies
resistentes aos diferentes antimicrobianos langados pela inddstria farmacéutica
associados as complicagdes do quadro clinico dos pacientes hospitalizados.

Os carbapenémicos continuam a ser os principais antimicrobianos para o
tratamento de infecgdes causadas por P. aeruginosa MR, mas o desenvolvimento de
resisténcia aos carbapenemas podem significativamente comprometer a sua eficicia. Na
auséncia de enzimas hidrolizantes (principalmente metalo-p-lactamases), a resisténcia
aos carbapenemas geralmente é multifatorial, tais como: a) maior produgdo de
cefalosporinas e cromossomo codificado por AmpC; b) reducédo da membrana externa
porina expressdo OprD; e c) factores associados conhecidos por contribuir para
carbapenemas resisténcia (CAVALCANTI et al., 2012).

A super expressdo do sistema de efluxo MexAB-OprM é conhecido por
atingir a eficécia de acdo do meropenem, mas ndo atinge o imipenem. Além disso, 0s
sistemas de efluxo MexCD-OprJ e MexXY-OprM também podem estar envolvidos na
reducdo da sensibilidade da P. aeruginosa ao meropenem. Dessa forma podemos

justificar algumas alteragdes observadas nos antibiogramas, chamando a atengéo para o
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cuidado ao liberar um resultado de antibiograma duvidoso, o conhecimento destes
mecanismos colaboram para melhor interpretar e detectar alteracdes que podem ocorrer
no teste de sensibilidade.

Todas as amostras deste estudo apresentaram perfil fenotipico de resisténcia
caracteristico aos relatados na literatura (XAVIER et al., 2010; ARORA; JINDAL,;
ROMIT, 2011; XIAO et al., 2013). Estes dados reforcam a necessidade da investigagio
epidemioldgica deste gene e a analise periodica dos perfis de resisténcia para este
patdgeno a nivel hospitalar, visando a melhor compreensdo nos padrdes de evolugéo
desta resisténcia bacteriana especificamente a esta espécie em questdo que é o foco do
estudo.

Dada a importancia epidemioldgica acerca da difusdo de B-lactamases,
enzimas que dificultam a antibioticoterapia, & utilizacdo da biologia molecular como
ferramenta torna-se importante no auxilio diagndstico, principalmente na identificacdo
de genes de resisténcia e controle de infecgdes nosocomiais. Este estudo representa um
avango no conhecimento epidemioldgico acerca deste micro-organismo na regido Norte,
entretanto, mais estudos sdo necessarios para 0 entendimento da aquisicdo de
mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa.

A resposta desse problema é importante na tomada de medidas de controle
de transmissdo de patdgenos no Hospital investigado. O padréo de resisténcia dentro de
um hospital deve ser monitorado continuamente através de rapida deteccdo para a
execugdo de ajustes consecutivos de regimes de tratamento. Diante da ocorréncia de
infeccdo por P. aeruginosa, a administracdo da terapéutica definitiva e apropriada
continua a ser fator essencial para melhora dos resultados clinicos e deve ser combinada
com medidas de controle de infecgéo de rotina para reduzir ainda mais a morbidade e os

custos.
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7.3 ARTIGO 3: ALTAS TAXAS DE ERROS EM SISTEMA AUTOMATIZADO NA
DETERMINACAO DA SENSIBILIDADE ANTIMICROBIANA EM
PSEUDOMONAS AERUGINOSA.

Altas taxas de erros em sistema automatizado na determinacéo da

sensibilidade antimicrobiana em Pseudomonas aeruginosa.

Rates High of errors in automated system for the determination of antimicrobial

susceptibility in Pseudomonas aeruginosa.

Eliseth Costa Oliveira de Matos'; Ana Judith Garcia Quaresma?; Ana Cristina Gales®;

Irna Carla do Rosario Souza Carneiro*; Karla Valéria Batista Lima®

RESUMO

Numerosos estudos tém reportado variada acurécia de sistemas automatizados para o
teste de sensibilidade em Pseudomonas aeruginosa. No entanto, o uso destes é mantido
em muitos hospitais. Neste estudo foram avaliados os tipos e taxa de erro em sistema
Vitek 2 na determinagdo da sensibilidade antimicrobiana em P aeruginosa. A
concordancia geral e categoria foi abaixo de 90% para todos os antibiéticos. Erro muito
grave foi detectado para ciprofloxacina, imipenem, cefepime, gentamicina. Foi

observado taxas de erro elevadas para falsas sensibilidades aos antimicrobianos.

PALAVRAS CHAVE: Antimicrobianos; Automagéo; Pseudomonas aeruginosa.
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Introducéo

Vérios sistemas automatizados estdo disponiveis para a identificacdo e teste de
sensibilidade (TS) para a maioria das bactérias de importancia clinica. Tais sistemas
apresentam varias vantagens como praticidade, menor risco e reducdo do tempo para
liberacdo dos resultados quando comparado as culturas microbioldgicas convencionais.
O TS contribui diretamente para o estabelecimento da terapéutica apropriada, o que
resulta em melhor prognéstico do paciente e menor possibilidade de transmissédo do
patdgeno. No entanto, a ocorréncia de erros, em alguns sistemas pode ter serias
implicacdes para 0s pacientes.

Numerosos estudos tém reportado variada acuracia de sistemas automatizados
para o teste de sensibilidade em Pseudomonas aeruginosa(2,7,9). No entanto, o uso
destes € mantido em muitos hospitais. A proposta deste estudo € avaliar os tipos e taxas

de erro do sistema Vitek para determinagéo do TS em culturas de P. aeruginosa.

Materiais e métodos

Foram selecionados 63 isolados de P. aeruginosa, obtidos de pacientes
internados em unidades de terapia intensiva (UTI) de hospital de referéncia de Belém/

Para com nivel terciério de atencéo a saude.
Identificacdo e teste de sensibilidade bacteriana

Foram realizados por meio do Vitek2 (BioMerieux, version R02.03) e teste de
microdiluicdo em caldo (8). Para garantir controle de qualidade foram utilizadas
amostras de Escherichia coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853. Foram
considerados nos testes 0s seguintes antibioticos: gentamicina (GN) e piperacilina-
tazobactam (PTZ) e cefepima (CPM), ciprofloxacina (CIP), imipenem (IPM),
meropenem (MEM).

Critérios interpretativos do teste de sensibilidade e de erros

Atribuiu-se a cada antimicrobiano a categoria: sensivel (S), intermediario (I) e
resistente (R) pelo sistema Vitek-2, e a mesma categoria para a microdiluigdo em caldo
de acordo com os critérios de interpretacdo do CLSI (8).

Foi considerada concordancia geral (CA) quando as CIM nédo diferiam pelas

duas metodologias, e concordancia categérica (EA) quando apresentavam CIM
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diferentes e concordava na mesma categoria. A categorizagéo de erros foi aplicada com
as denominagdes erro muito grave (EMG): a mudanga da categoria de resistente (R)
pelo método referéncia para resultado sensivel (S) na categoria testada (interpretacdo de
falsa sensibilidade pela categoria testada); erro grave (EG): quando ocorre mudanga da
categoria sensivel (S) pela metodologia referéncia para resistentes (R) na categoria
testada (interpretacdo de falsa resisténcia pela metodologia testada) e erro leve (EL):
quando houver relagdo com valores intermedidrios. As taxas de erro foram consideradas
aceitaveis quando EMG for menor que 1,5%; EG menor que 3,0% e EL menor que
10,0%(3).

Analise estatistica

Os resultados da CIM obtidas pelas metodologias de microdiluicdo em caldo e

Vitek-2 foram comparados pelo teste Qui-quadrado considerando o valor de p<0,05.

O desenvolvimento deste trabalho foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Fundagfo Santa Casa de Misericordia do Para, CAAE
0086.0.440.000-10, Protocolo n°072/2010.

Resultados

A tabela ilustra as concordancias nos resultados com
valores percentuais das taxas de erro, valores CA, EA e tipos de erro. Percebe-se grande
variacéo nos resultados em relacdo aos pardmetros de avaliacdo da técnica em questdo.
Os valores de concordancia abaixo de 90% para cefepima, meropenem, piperacilina-
tazobactam, gentamicina e ciprofloxacina, refletem a baixa acurécia do sistema de

automag&o em estudo.

As taxas de EMG foram consideradas acima do aceitavel para CIP, IPM, CPM e
GN, enquanto o EG foi considerado elevado para PTZ, MER, e CPM

As taxas de EL se relacionam as variacBes nos resultados intermediarios com
taxa aceitavel de erro menor que 10,0%. Foi observado EL para MER, CPM, PTZ e
GN.
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Tabela 1: Resultado da comparagdo entre os a Determinacdo da CIM do Vitek e da
Microdiluicdo em caldo dos isolados clinicos de P. aeruginosa frente aos seis
antimicrobianos testados, isolados de pacientes internados em Unidade de Terapia
Intensiva em hospital de ensino de Belém-Para, no periodo de janeiro de 2010 a margo
de 2012.

ANTIBIOTICOS N° % EMG EG EL EA(%) CA(%)
Discordancia Discordancia

CEFEPIMA 19 30,2 6,3 79 158 857 69,8
IMIPENEM 8 22,8 7.9 00 48 92,6 87,3
MEROPENEM 21 33,3 16 159 159 825 66,7
PIPERACILINA- 22 34,9 16 190 142 793 65,1
TAZOBACTAM

GENTAMICINA 13 20,6 4.8 16 142 93,6 79,4
CIPROFLOXACINA 12 19,0 127 00 6,3 87,3 81,0

Legenda: EMG: Erro Muito Grave (falsa sensibilidade); EG: Erro Grave (falsa
resisténcia)EL:Erro Leve; EA: Concordancia categdrica; CA: Concordancia geral.

DISCUSSAO

Os resultados deste estudo possibilitaram identificar a baixa concordancia nos
dados obtidos no sistema Vitek-2, quando comparado & técnica de microdiluicdo em
caldo. As taxas de erros obtidas estdo acima do nivel aceitadvel em um teste de
sensibilidade antimicrobiana, evidenciando EMG (aceitavel <1,5%) graves (aceitavel
<3,0%) e erro leve (aceitavel <10%) na maioria dos antibioticos testados. Dados de
impacto significativo para a clinica no uso de agentes antipseudomonas, interferindo na
orientacdo da terapia empirica adequada. Seria prudente para reduzir ou eliminar a
ocorréncia destes erros o uso de metodologia de referéncia para testes de sensibilidade

para este patdgeno.

Joyanes et al.(6), ao analisarem 146 amostras de P. aeruginosa, relataram taxa
de EL (13,7%), quando comparado aos outros ndo fermentadores. Sader et al.(9),
analisando P. aeruginosa de pacientes hospitalizados nos Estados Unidos e no Brasil,
demonstrou que os sistemas automatizados Vitek 2 e Vitek apresentaram taxas elevadas
de EMG 27 e 21% respectivamente, para o antibiético PTZ, embora tenha predominado

no geral erros leves nas analises observadas.

Juretschko et al.(7) compararam os dados de TS de quatro sistemas

automatizados, utilizando 30 isolados de P. aeruginosa frente a seis antimicrobianos e
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obtiveram para o Vitek-2 EL para cefepima (13,3%) e imipenem (25,0%) e EMG para
piperacilina-tazobactam (21,7%). A PTZ tem sido relatada como o antimicrobiano que

apresenta maiores erros na literatura.

O estudo de Torres, Villanueva, Bou (2009) (10) aplicado em 101 isolados de P.
aeruginosa, evidenciou concordancia categérica entre os métodos empregados (E-test,
Disco difuséo,Vitek-2 ) >90% e menor taxa de CA para o imipenem de 89,1%. Cabe
ressaltar que na maior parte dos resultados houve concordancia de 98% no Vitek-2 para
PTZ com taxas de EG de 11,8%. A falta de concordancia foi observada na categoria
intermedidria, sugerindo que seja utilizado para controle do teste, metodologia de

referéncia para validagéo dos resultados.

Doern et al.(1) ao analisarem 158 amostras da espécie P. aeruginosa originadas
de quatro laboratorios clinicos, recomendaram que os testes de sensibilidade sejam
realizados com maior exatiddo no momento da preparacdo do indculo seguindo
protocolos ja existentes e padronizados(4), para obter maior precisdo nos resultados do
Vitek-2 quando utilizada a cartela GNS-F6. A falha no indculo tem sido observada
como uma das causas da falsa resisténcia aos agentes imipenem, aztreonam,

piperacilina, ticarcilina e ticarcilina-clavulanato.

As principais causas de falhas podem ser atribuidas a deficiente qualificacdo
e/ou empenho do profissional que executa os exames; ma qualidade dos kits e reagentes
empregados; falta de calibragem periddica dos equipamentos; erros de procedimentos
na preparacdo do TSA, além da falta de controle e validagdo dos resultados da
CIM(5,7,9,10). Para dirimir a ocorréncia de erros, existem os critérios de controle, tais
como: a qualidade de armazenamento das cartelas de antimicrobianos e tempo de
validade das mesmas, preparacdo do inoculo bacteriano (tubo 0,5 da escala de
McFarland) e as caracteristicas de incubagdo para cada micro-organismos. Tudo
complementado com atencdo nos critérios de interpretacdo dos valores da CIM
equivalentes, que representam os pontos de corte da CIM aproximados. As informagdes
descritas nos manuais de desempenho para teste de sensibilidade antimicrobiana, estas
estratégias sdo fundamentais no trabalho no laboratério de microbiologia para garantir a

reducdo dos erros nos diagndsticos (4).

Ha grande expectativa em melhorar a qualidade dos diagnosticos microbioldgicos,

tornando-os realmente mais eficientes e acurados, o que certamente continuara sendo
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um dos principais desafios para o futuro. Por serem fundamentais ao diagndstico,

progndstico e decisdes terapéuticas, erros podem ocasionar danos irreversiveis.

CONCLUSAO

Os resultados da concordancia geral e categdrica apresentaram valores abaixo do

aceitavel, destacando-se as taxas de erro elevadas para falsas sensibilidades aos

antimicrobianos.
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RESUMO

OBJETIVO: Analisar a ocorréncia da mortalidade associada & infeccdo por P.

aeruginosa multirresistentes (PAMR) e presenga do gene blaSPM-1.

METODOLOGIA: Estudo coorte retrospectivo, com isolados de P. aeruginosa (PA)
proveniente de pacientes internados no hospital de ensino de Belém-Para, dados

comparados a metanalise.

RESULTADOS: Foram analisados 54 isolados de P. aeruginosa distribuidos em 20
(37,0%) PAMR e 34 (63,0%) PA ndo multirresistente (MR), nos diferentes sitios de
infeccdo. Na metanalise o total de 2.407 isolados de P. aeruginosa, com taxa de
mortalidade de 70% para MR e 58,9 para ndo MR, mostra maior percentual de Gbito
entre os pacientes com infecgdo por PAMR (41,5%) quando comparado aos PA ndo MR
(23,6%) com OR de 2,16 e intervalo de confianga (IC) de 1,54 a 3,03 (p<0, 00001).

CONCLUSAO: As cepas MR apresentaram taxa de mortalidade maior, com duas vezes
mais chances de ter dbito, sendo a multirresisténcia um fator de mau progndstico em
pacientes com infecgdo por PAMR. A auséncia de dados de PA produtora de MBL gene
blaSPM-1 e sua associagcdo com o 6bito, ndo foram suficientes para a anélise por falta

de dados de caracterizagdo molecular do gene em questéo.

Descritores: Pseudomonas aeruginosa. Unidade de Terapia Intensiva. Coeficiente de

mortalidade.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To analyze the mortality occurrence associated with infection by multi-
resistantP. aeruginosa (MRPA) and presence of the SPM-1 gene.

METHODS: Retrospective cohort study, using isolates of P. aeruginosa (PA) obtained from
infected inpatients in a teaching hospital located in Belém-PA-Brazil, data were compared by

meta-analysis.

RESULTS: There were analysed 54 P. aeruginosa distributed into 20 (37,0%) MRPA and 34
(63,0%) PA non MR in the different infection sites. The meta-analysis showed that from the
2.407 total of P. aeruginosa isolates there is a higher death percentage among patients
infected by multi-resistant P. aeruginosa (41,5%) than when compared with the PA non
multi-resistant (MR) (23,6%), with a 2,16 odds ratio (OR) and confidence interval (Cl) 1.54
to 3.03 (p<0,00001).

CONCLUSION: The multi-resistant P. aeruginosa strains showed higher mortality rate, with
two times higher chances of death, this is a risk factor that contributes to the increase of

hospital mortality among patients with P. aeruginosa infection.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, Intensive Care Units, Mortality Rate.



127

1 INTRODUCAO

A espécie Pseudomonas aeruginosa é um patdgeno versatil, amplamente isolado nos
hospitais em todo o mundo e associado a infecgBes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS).
E responsavel por causar infeccbes hospitalares com elevadas taxas de mortalidade em
pacientes graves incluindo também pacientes de enfermarias gerais e ambulatérios’®. Nas
ltimas décadas tem sido muito discutido a resisténcia deste micro-organismo aos
antimicrobianos. Publicagbes em ambito mundial destacam 0 aumento da resisténcia aos
carbapenémicos e as cefalosporinas anti-pseudomonas de amplo espectro de uso
hospitalar>®**.

Tem-se observado que a resisténcia bacteriana esta diretamente relacionada a
gravidade da infeccdo e da doenca de base, assim como a terapéutica antibidtica empregada.
Ademais, a complexidade associada aos mecanismos de resisténcia da bactéria aos
antimicrobianos, contribui para elevacdo gradativa da taxa de resisténcia, hoje alarmante no
ambiente hospitalar®6*°,

Sdo multiplos os mecanismos de resisténcia utilizados por P. aeruginosa que tém
contribuido para o aumento da mortalidade, entre eles tem-se, a producdo de beta-lactamases
(metalo-pB-lactamases) e enzimas de relevancia clinica. Geralmente ocorrem associadas com
maior tempo de hospitalizacdo, infecgdes polimicrobianas e uso prévio de antimicrobianos. A
ativagéo dos sistemas de efluxo, alteragdo da permeabilidade da membrana externa, produgdo
de enzimas inativadoras de aminoglicosideos e alteracdo do alvo de fluoroquinolonas também
contribuem para o fendtipo de resisténcia bacteriana®**.

Nos ultimos tempos, as metalo-B-lactamases (MBLs) emergiram como um dos
mecanismos de resisténcia mais temidos devido a sua capacidade para hidrolisar praticamente
todos os agentes B-lactamicos, com excessdo do aztreonam, aspecto relevante, pelo fato deste
gendtipo ser transferido por elementos genéticos moveis, favorecendo a répida disseminacéo
entre as bactérias Gram negativas. Até o momento j& foram identificados seis grandes grupos
clinicamente importantes de MBLs: IMP, VIM, SPM, GIM, SIM, NDM, KHM, TMB, DIM ¢
recentemente descoberto a variante FIM-1, em isolado clinico na ltalia. Tais variantes de
MBLs se espalharam rapidamente por toda a Europa, seguida da América Latina e Estados

Unidos®*1°,
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Recentemente, as MBLs tém sido descritas na América do Norte e Oceania, enquanto
que a sua prevaléncia continuou aumentando em muitos paises de outros continentes,
refletindo um problema com dimens&do mundial. A propagagéo destas enzimas nas infecgdes
por bacilos Gram negativos ndo fermentadores, de origem hospitalar, em particular a espécie
P. aeruginosa, tem limitado severamente as opcOes terapéuticas. Alguns estudos tém
demonstrado mortalidade significante quando comparadas infecgcbes por cepas de P.
aeruginosa produtoras de MBL*'°. A emergéncia de cepas multiresistentes produtoras de
MBL, mostra a necessidade de mudancas no diagndstico laboratérial com a investigacdo da
producéo desta enzima na rotina do laboratdrio, e de suas variantes como a SPM-1, por ser a
mais isolada no Brasil e investigar sua relagdo com o 6bito. A proposta do estudo foi analisar
a ocorréncia de mortalidade associada a infeccdo por P. aeruginosa multirresistentes

(PAMRY), o impacto clinico da MR e presenca do gene blaSPM.

2 METODOS

O trabalho realizado no hospital de ensino consiste em um estudo do tipo Coorte
retrospectivo. Além disto, foi aplicada a metanélise dos estudos da mesma natureza, para
avaliar a concordancia do cenédrio desta investigacdo regional realizado em Belém do Parj,
com os dados dos demais trabalhos selecionados. Na expectativa de maior certeza de que a
infecgdo por PAMR, quando comparado com o outro tipo PA ndo MR, contribuem como um
dos fatores determinantes para o 6bito.

Foram analisados neste estudo, pacientes internados em Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) com infeccéo relacionada a assisténcia a satde (IRAS) por P. aeruginosa, no periodo
de janeiro de 2010 a margo de 2012 em hospital de ensino de Belém-Pard. O grupo de
“expostos” foi constituido por pacientes com infec¢do por PAMR produtoras ou ndo de ML
gene blaSPM-1 e o0s “ndo expostos” constituidos de pacientes com infec¢do por PA ndo MR.

Foi considerado como MR a ocorréncia de resisténcia a pelo menos trés
antimicrobianos de diferentes classes como: carbapenemas (imipenem, meropenem)
cefalosporinas anti-pseudomonas (ceftazidima e cefepime), fluoroquinolona (ciprofloxacina),
aminoglicosideos (gentamicina e amicacina), B-lactdmicos com inibidor (piperacilina-
tazobactam).

Para este artigo foram analisados estudos originais, publicados em inglés e que
apresentavam os termos utilizados para pesquisa: P. aeruginosa MR (multiresistance), gene

blaSPM-1, mortalidade (mortality). Os estudos foram analisados com base nas normas de
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metandlise constantes no Cochrane Handbook for Sistematic Review sof Intervention section,
editado por HIGGINS e GREEN, 2001°*. Os resumos foram examinados pelo autor e por mais
um revisor. Foram consultadas as bases de dados PUBMED, MEDLINE, BIREME,
EMBASE. Foram incluidos prioritariamente artigos publicados no periodo de 2006 a 2013.

Os dados extraidos dos artigos foram por nimero de pacientes com infeccdo por
PAMR e ndo MR, nimero de Gbitos respectivamente, nimero de cepas produtoras do gene
blaSPM-1 e nimero de Obitos relacionados. Foram extraidos de cada estudo: autor, periodo
do estudo, desenho do estudo, pais, unidade de internacdo, populacdo estudada, definicdes
sobre 6bito e sitio de infecgdo.

Nos casos em que ndo houve concordancia entre os revisores, foram realizadas
discussBes especificas, até o consenso. Os revisores ndo estavam cegos para 0S autores,
instituicBes e jornais de publicacdo. Néo foram incluidos estudos ndo publicados ou de
comunicacao pessoal.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do calculo do odds ratio, com teste
de Mantel-Haenszel e intervalo de confianca de 95% (1C95%) e nivel de significAncia de 5%
(p<0,05), para comparar os pacientes com infeccdo por PAMR com PA ndo MR. O Gréfico
de floresta (forestplot) foi produzido pelo Review Manager 5.0.

O desenvolvimento deste trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
CAAE 0086.0.440.000-10 Protocolo n°072/2010.

3 RESULTADOS

Entre os pacientes analisados na coorte retrospectivo, 31/54 (57,4%) foram
provenientes da UTI adulto, 15/54 (27,8%) da UTI neonatal e 8/54 (14,8%) da UTI pediétrica.
A distribuicio dos isolados de PAMR e PA ndo MR por espécimes clinicos e por UTI
analisados sdo apresentados na tabela 1.

Obteve-se um total de expostos a infeccdo por PAMR de 20/54 (37,0%) e de néo
expostos de 34/54 (63,0%), com taxa de mortalidade de 14/20 (70,0%) para PAMR e 20/34
(58,9%) para PA ndo MR.

A UTI neonatal ndo apresentou casos de infecgdo por PAMR, apresentando 100% dos
casos com isolados sensiveis. Um aspecto importante foi a maior ocorréncia de infecgdo de
corrente sanguinea, com13/15 (86,7%) entre os recém-nascidos, com taxa de mortalidade de
9/34 (26,5 %) (tabela 1).
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Tabela 1- Distribuicdo dos 54 casos de IRAS por P. aeruginosa em UTI e evolugéo para o

Obito no hospital de ensino de Belém-Para.

Sitios de IRAS | UTI Adulto UTI Ped Total PAMR UTI Adulto UTI Ped UTI Neo Total PA ndo

PAMR PAMR N (%) PA ndo MR PAndo MR | PA ndo MR MR

N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
ITU 2 (12,5) 1 (25,0) 3 (15,0) 2(13,3) 0 0 2(5,9)
ITR 9 (56,2) 1(25,0) 10 (50,0) 9 (60,0) 3(75,0) 2(13,3) 14 (41,2)
ICS 531,3) 2 (50,0) 7 (35,0) 4 (26,7) 1(25,0) 13 (86,7) 18 (52,9)
Total 16 (100,0) 4 (100,0) 20 (100,0) 15 (100,0) 4 (100,0) 15 (100,0) 34 (100,0)
(E\:Jolu)géo 13 (65,0) 1(5,0) 14/20 (70,0) 10 (29,4) 1(2,9) 9 (26,5) 20/34 (58,9)
6bito

Legenda - ICS: Infecgdo de Corrente Sanguinea. IRAS: Infeccdo Relacionada & Assisténcia a
Saude. ITR: Infeccdo do Trato Respiratorio. ITU: Infeccdo do Trato Urinario. MR:
Multirresistentes. Neo: neonatal. Ped: Pediatrica. UTI: Unidade de Terapia Intensiva.

Para efeito comparativo pela metandlise, foi realizada pesquisa de banco de dados

selecionando 2677 estudos, destes foram excluidos 2667 por auséncia de informagdo sobre

mortalidade associada a producdo de MBL. Foram selecionados 10 estudos para a analise,

apresentados na tabela 2. Os resultados desta investigagdo foram comparados com 0s estudos

selecionados pela metandlise e analisou-se o nimero de Obitos nas infeccbes por P.

aeruginosa (tabela 2).
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Autores Periodo do Pais Desenho Unidades de Populacao estudada Definicdes Taxa de Taxa de
estudo do estudo internacéo sobre Obito MR Obito
obito Nao MR
Zawaski 2005 Set2004- Brasil (RS) PO Dois Hospitais > 18 anos com fibrose cistica. 30 dias 51,2 37,6
jun 2005 terciarios de Porto
Alegre
Tam 2010 Jan 2005-dez EUA CR Dois hospitais > 18 anos 30 dias 40,0 11,9
2008 universitarios com bacteremia
Trecarich 2011 2009 Italia CP Nove Centros adultos com neoplasias hematologicas 30 dias 40,7 9,1
terciarios
Joo 2011 Out 2006- mar  Coréia do CP Hospital terciario > 16 anos 30 dias 38,1 21,9
2009 Sul universitario com bacteremia
UTI e uso de ventilagdo mecanica.
Gomes 2011 Abr 2002- fev  Brasil (RJ) CP Hospital Adultos, HIV positivo. 30 dias 73,3 3,8
2007 universitario UTI e enfermaria
Tumbarello 2011 Jan 2006-dez Italia CR Dois Hospitais Adultos, bacteremia 21 dias 50,0 39,4
2007 Universitarios sindrome de resposta inflamatéria
sistémica
Pefa 2012 Jan 2008- dez Espanha CR Estudo multicentro > 18 anos com 30 dias 35,2 27,1
2009 10 hospitais bacteremia
Morata 2012 Jan 2000- dez Espanha CR Hospital Adulto com 30 dias 32,3 17,2
2008 universitario Bacteremia.
Pefia 2013 Jan.2006 - dez Espanha CR Hospital Adultos com ventilagdo mecanica 30 dias 50,0 54,8
2011 Universitario,
terciario
Caselli 2012 Jan 2000 - out Italia CR 12 Centros Pediatricos, que receberam 30 dias 35,9 12,5
2008 hospitalares antineopléasicos, quimioterapia e
(AIEOP) TCHT.
Matos 2014 Jan 2010 - mar Brasil CCA Hospital de ensino UTI Adulto, pediatrica e neonatal 30 dias 70,0 58,9

2012

(Pard)

do Estado do Para
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Tabela 3 — Total de pacientes com infecgdo por PAMR e PA ndo MR produtores de MBL
gene blaSPM-1 e respectivos nimeros absolutos de ébitos.

Autores Isolados  Obitos por  Isolados Obitos por Isolados  Obitos por
PAMR PAMR PA ndo MR PA ndo MR blaSPM-1  blaSPM-1

Zawaski 2005 86 44 212 68 DI DI
Caseli 2010 39 14 88 11 DI DI
Tam 2010 25 8 84 10 DI DI
Gomes 2011 15 11 26 1 7 5
Joo 2011 42 16 160 35 DI DI
Tumbarello 2011 40 20 66 26 DI DI
Trecarichi 2011 27 11 11 1 DI DI
Pefla 2012 145 51 487 132 DI DI
Morata 2012 127 41 582 100 DI DI
Pefia 2013 60 30 31 17 DI DI
Matos 2014 20 14 34 20 4 0
Total 626 260 1781 420 1 5

Legenda - DI: dados indisponiveis. PAMR: Pseudomonas aeruginosa multirresistente.

PASPM-1: Pseudomonas aeruginosa gene blaSPM-1.

A metandlise, ilustrada em um gréfico de floresta (forestplot), demonstra maior
propor¢do de Obitos entre pacientes com PAMR (41,5%, 260/626), quando comparados
aqueles PA ndo MR (23,6%, 420/1781), conforme demonstrado pela raz&o de chance (OR,
oddsratio) de 2,16 e intervalo de confianca a 95% de 1,54 a 3,03 (p<0,00001). As auséncias
de diferengas estatisticas significativas entre os grupos, para os estudos individuais, s&o
demonstradas pelos intervalos de confianca (linhas horizontais) que incluem a linha da
hipotese nula (linha vertical). Apesar da substancial heterogeneidade estatistica (12>52%),
somente Pefia (2013)10 apresenta estudo com dados em diregdo de efeito em favor do grupo
sem PAMR (com maior proporcdo de dbito neste grupo), mas sem significancias estatisticas
em suas estimativa (OR 0,82 -1C 95% 0,35-1,97) figura 1.
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Figura 1 — Raz0es de chance para mortalidade entre pacientes com infecgéo por P. aeruginosa
com fendtipo de PAMR comparado aos PA ndo MR.

MRD Nao-MRD Odds Ratio Odds Ratio
Estudo Eventos Total Eventos Total Peso M-H, Random, IC95% M-H, Random, IC95%
Caseli 2010 14 39 11 88 8.3% 3.92[1.58, 9.73] —
Gomes 2011 11 15 1 26 2.0% 68.75 [6.87, 687.92]
Joo 2011 16 42 35 160 10.6% 2.20[1.06, 4.55] = -
Morata 2012 41 127 100 582 15.5% 2.30[1.50, 3.53] -
Matos 2014 14 20 20 34 6.0% 1.63[0.50, 5.29] B
Pena 2012 51 145 132 487 16.1% 1.46 [0.98, 2.17] [
Pena 2013 30 60 17 31 8.8% 0.82[0.35, 1.97] G
Tam 2010 8 25 10 84 6.8% 3.48[1.20, 10.14] =
Trecarichi 2011 11 27 1 11 2.2% 6.88[0.77, 61.69] T
Tumbarello 2011 20 40 26 66 9.7% 1.54 [0.70, 3.40] T
Zawaski 2005 44 86 68 212 14.0% 2.22[1.33, 3.70] -
Total (IC95%) 626 1781 100.0% 2.15[1.53, 3.02] ¢
Total de eventos 260 421
Heterogeneidade: Chi? = 21.05, df = 10 (P=0.02); I? = 52%

0.001 0.1 1 10 1000

Teste do efeito global: Z = 4.39 (P< 0.0001) Favorece MRD Favorece ndo-MRD

Legenda- MRD: multirresistencia as drogas, M-H: Mantel-Haenszel, ClI: Intervalo de confianca,

A figura 2 demonstra menor e maior probabilidade de morte entre pacientes ndo-SPM
em (Gomes 2011) 3 e Oliveira (2013), respectivamente, quando comparados aos pacientes
SPM. Entretanto, em nenhum estudo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos
de comparagédo, conforme observado pelas linhas horizontais (intervalos de confianga), que
interceptam a linha da hipdtese nula.

As direcOes de efeito contrarias e teste de inconsisténcia demonstram grande
heterogeneidade entre os estudos (12=85%), como resultado das provaveis heterogeneidades

clinicas e metodoldgicas entre as investigacoes.

Figura 2 — Razbes de chance para mortalidade entre pacientes com infecgdo por P. aeruginosa

com fendtipo de MR produtor de MBL, SPM-1 comparado aos ndo MR ndo produtores da

enzima.
SPM-1 Nao- SPM-1 Odds Ratio Odds Ratio
Estudo Eventos Total Eventos Total Peso M-Total de eventos % M-H, Random, IC95%
Gomes 2011 5 7 12 34 53.6% 4.58 [0.77, 27.30] — i
Matos 2014 0 4 33 50 46.4% 0.06 [0.00, 1.14] -

Total (95% Cl) 11 84 100.0% 0.60 [0.01, 50.14]
Total de eventos 5 45

Heterogeneidade: Chi? = 6.51, df = 1 (P = 0.01); 1> = 85% 1

. 0001 01 1 10 1000
Teste do efeito global: Z = 0.22 (P = 0.82) Favorece SPM-1 Favorece ndo- SPM-1

Legenda- Cl: intervalo de confianca M-H: Mantel-Haenszel. MR: multirresistentes. MBL: metalo-B-lactamase.
SPM: Séo Paulo metalo-B-lactamase.
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4 DISCUSSAO

O presente estudo selecionou um numero de artigos originais para analise,
combinando e realizando uma sintese dos resultados baseados nas varidveis de PAMR
relacionando-0os com a mortalidade. Na metanélise dos dados observamos que as infec¢des
por P. aeruginosa resultaram em taxas de mortalidade elevadas nos casos com infeccdo por
PAMR quando comparadas as infecgdes por PA ndo MR. As infecgdes por P. aeruginosa sao
de natureza oportunista, consideradas entre as que apresentam elevada mortalidade num
contexto mundial. Este patdgeno apresenta estreita relagdo com infec¢Bes hospitalar em
pacientes graves, considerando que atinge também individuos imunocompetentes, 10141

No estudo do hospital de ensino as infeccbes de corrente sangiinea foram
identificadas como a de maior freqiiéncia entre os pacientes de UTI neonatal. Entre os
trabalhos selecionados, nenhum avaliou esta faixa etaria (neonatal). No entanto, um estudo
realizado na Italia em 12 centros hospitalares de hematologia e oncologia, descreveu uma
série retrospectiva de nove anos de infecgBes de corrente sanguinea por P. aeruginosa em
criangas, que apresentavam diagndstico de cancer na oncologia pediatrica, e teve como taxa
de mortalidade 35,8% dos casos de infec¢cdo com MR. Nesta investigagédo foi enfatizado que a
infeccdo por este patdgeno é uma grande preocupacdo em pacientes submetidos a
quimioterapia, mesmo tendo na antibioticoterapia empirica pelo menos um farmaco ativo, e a
multiresisténcia representa maior fator de risco para um desfecho fatal'.

Entre os pacientes neonatos no hospital de ensino, o 6bito ocorreu com maior
frequéncia nos casos de bacteremia por PA ndo MR, com taxa de mortalidade de 86,7%
(13/15). Pela peculiaridade da caracteristica da populagdo da UTI neonatal, observaram-se
poucos registros na literatura, quanto ao comportamento destes micro-organismos resistentes.
O suporte de vida destes pacientes requer cuidados especiais, tanto direto como indireto,
embora apresente um quadro de imunodepressdo critico e algumas vezes tempo de
permanéncia prolongadol5. Mesmo com todas as caracteristicas citadas de imunodepresséo,
observou-se que nesta populagdo ndo ocorreu casos de MR, aspecto importante do ponto de
vista clinico, com taxa de mortalidade total de 26,5% (9/34) entre os ndo MR, indicando que o
fator mortalidade esta associado a outros indicadores que ndo diretamente a multirresisténcia
bacteriana.

Ao contrario do estudo acima, uma investigacdo realizada na India em 2006, obteve
em 593 hemoculturas positivas, destes 286/593 (48,22%) foi isolado P. aeruginosa, com

63,6% MR. O estudo também destacou o aumento da ocorréncia de MBL na regido
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representando um grande problema terapéutico20. Nos dados regionais foi reportada a maior
ocorréncia de infeccdo na UTI adulto, predominando as infec¢@es do trato respiratério (ITR) e
urindrias (ITU), classicamente reconhecidos como sitios de infecgdes prevalentes no cenario
das unidades criticas na populacdo adulta com taxa de mortalidade de 65,0% (13/20). No
entanto, a maioria dos estudos selecionados elegeu no desenho a corrente sanguinea como
sitio de infecgdo. As ICS elevam muito os custos para o hospital, pela complexidade dos
casos e tempo de internagdo prolongado e sdo agravados pelo desfecho muitas vezes
desfavoravel. As elevadas taxas de mortalidade relatadas nos artigos selecionados consideram
como preditores a imunodeficiéncia grave, idade > 80 anos, terapia antimicrobiana nos 30
dias anteriores, terapia empirica inadequada, presenca de cateter vascular central *781618,

Corroborando com dados da literatura foi reportado no hospital de ensino, o total de
infeccBes do trato respiratorio 44,4% (24/54) sendo 41,7% (10/24) causadas por cepas MR. A
infeccdo do trato respiratorio inferior estid entre os principais sitios de infeccdo por P.
aeruginosa em pacientes adultos. Este micro-organismo estd associado a patogénese da
infeccdo em pacientes submetidos & ventilagdo mecénica, e é importante fator de risco da
infecgdo. A taxa de mortalidade entre os casos de pneumonia, fica em torno de 30 a 70% %,
Os estudos evidenciam a relacdo da infeccdo com a terapia inadequada como fator
determinante no processo saude-doenca. Os pacientes com terapéutica adequada apresentaram
melhor prognéstico *'0161718,

Embora heterogénea, as populagdes estudadas apresentaram aspectos em comuns
como a imunodepressdo favorecida pela caracteristica clinica do paciente, doenca de base, uso
de imunossupressores, terapia antimicrobiana, terapia empirica inadequada, uso de

rocedimentos invasivos e a faixa etaria®®'"

Além da infeccdo por P. aeruginosa
multiresistentes, as principais caracteristicas clinicas observadas nos estudos, foram o0s
pacientes HIV positivo com diversas complicagdes, neoplasia hematoldgica, fibrose cistica,
em uso de ventilagdo mecanica e pacientes neonatos, justificando o teste de inconsisténcia
(12=85%) mostrando grande heterogeneidade entre os estudos “*51°,

Zavascki et al, (2005)'® relata que os pacientes com infecgdes por PA produtora de
enzima MBLs apresentam maior mortalidade quando comparados aqueles com infecgdo por
ndo produtores da enzima, frisando a importancia da adequada terapia antimicrobiana inicial
para reduzir o indice de mortalidade. Na realizacdo da metanalise foi possivel constatar a
limitacdo de alguns estudos por ndo delinear de forma completa o conceito de MR e nem
detectar as cepas produtoras da enzima MPL variante SPM-1, dados que impossibilitaram a

analise especifica da relacdo de producdo da enzima com relacéo & mortalidade.
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Os dados demonstrados no gréafico florestplot mostram resultado de menor e maior
probabilidade de 6bito entre os pacientes com infeccdo por PAMR produtora de MBL variante

312 g50dados

SPM-1 como visto pelos dois estudos que investigaram neste aspecto
insuficientes para uma analise mais concreta, em relacdo a taxa de mortalidade associada a
producdo da enzima MBL, por ser um dos mecanismos de resisténcia do patdgeno em questdo,
demonstrando a necessidade de investigagOes a cerca da producdo da enzima e sua relagéo
com o Obito na literatura, considerando que esta disseminada no Brasil e analisar com uma
amostragem maior o efeito sobre o Gbito. E notério que a exposicdo aos antimicrobianos
predispde os pacientes a infeccdo com cepas de PAMR produtoras da enzima, a pressdo
seletiva tem contribuido para o aumento e disseminacdo deste patdgeno e expressdo de
diferentes genes de resisténcia® "8,

Mesmo com o aumento da prevaléncia de P. aeruginosa produtora de MBL em
diferentes regides, ainda é pouco conhecido o comportamento clinico das infecgdes por este
patdgeno. A relevancia deste conhecimento se d& na hipdtese de que a producéo desta enzima
esteja relacionada aos desfechos de 6bito, aumentando a taxa de mortalidade hospitalar. Neste
estudo ndo houve significancia estatistica na produgdo desta enzima versus mortalidade,
justificado pelo pequeno nimero dos estudos que realizaram a detec¢do do gene. O que
reforca a necessidade de mais investigacdo neste contexto com deteccdo da MPL gene
blaSPM-1, com nimero amostral representativo para analise.

Um outro aspecto relevante é a elucidacdo dos fatores de risco associados com a
aquisicdo de infeccdo por P. aeruginosa resistentes. O Tempo de internacdo, a doenca de
base, procedimento de hemodidlise, ventilagdo mecénica, uso de antimicrobianos e
intervencdes terapéuticas invasivas sdo todos os riscos conhecidos para a aquisicdo desta
infeccdo e tem contribuido para a gravidade do paciente a adquirir infeccdo por P.
aeruginosa.

A prevaléncia de PAMR foi elevada entre as populagbes estudadas, a metandlise,

revelou alta proporcéo de 6bito entre os isolados MR quando comparado aos ndo MR.
O total de 6bito nos pacientes do hospital regional foi elevada entre os pacientes com infeccdo
por PAMR com taxa de mortalidade de 70%, em contra partida, na UTI neonatal o ébito
ocorreu nos casos de infeccdo por PA ndo MR com taxa de mortalidade de 58,9%, sem casos
de multirresisténcia nesta populagéo.

Foi observada a heterogeneidade da populagéo estudada na metandlise, evidenciando
as caracteristicas particulares de cada estudo pela condi¢do de imunodepresséo por diferentes

situacbes de co-morbidades, com taxas de mortalidade elevadas entre os MR, com
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necessidade nesta linha de pesquisa, na populagdo de neonatos, pela particularidade da
populacéo e freqlientes infecgBes hospitalares por este patdgeno.

A andlise das amostras por produgdo da enzima ML variante SPM-1 versus
mortalidade, ndo permitiu obter dados suficientes a partir dos estudos primérios. A falta da
investigacdo das caracteristicas moleculares do patégeno, nos estudos publicados limita a

analise da associacdo da expressdo do gene SPM-1 com a mortalidade.

5 CONCLUSOES

A prevaléncia de PAMR foi elevada entre as populacdes estudadas, sendo a
multirresisténcia um fator de mau prognéstico para pacientes com infecgdo por P. aeruginosa.
Foi observada heterogeneidade da populacdo estudada na metanélise, que mostrou as
caracteristicas particulares de cada estudo pela condigdo de imunodepressdo por diferentes
situagbes de co-morbidades, com taxas de mortalidade elevadas entre os MR, com
necessidade de mais estudos, na populacdo de neonatos, pela particularidade da populagéo e
frequentes infeccOes hospitalares por este patogeno.

A andlise das amostras por producdo da enzima MPBL gene blaSPM-1 versus
mortalidade, ndo permitiu obter dados suficientes a partir dos estudos primérios. A falta da
investigacdo das caracteristicas moleculares do patdégeno, nos estudos publicados limitaram a

analise da associacdo da expressdo do gene blaSPM-1 com a mortalidade.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

No estudo restrospectivo de 2005 a 2010, foram encontrados 49 grupos de
micro-organismos no periodo estudado, sendo o Staphylococcus sp. coagulase negativo
0 primeiro mais isolado nas UTIs adulto, pediatrica e neonatal, seguido da espécie P.
aeruginosa que foi considerado o segundo agente responsavel por infeccdo na UTI do
hospital, com elevada resisténcia aos antibioticos. Nesta descricdo foi possivel
identificar a maior ocorréncia de IRAS na UTI adulto. A infeccéo de corrente sanguinea
foi a mais frequente na UTI NeoPed e na UTI adulto predominou a infecgdo

respiratoria.

A avaliagdo comparativa dos resultados do sistema Vitek-2 permitiu
observar dados de concordéncia geral e categdrica com valores abaixo do aceitavel, e
taxas de erro elevada para falsa sensibilidade, implicando na necessidade de reavaliar 0s
procedimentos na preparagdo da amostra, o controle de qualidade do aparelho, uso de

cepas padrdes para garantia de qualidade dos resultados periodicamente,

Na metanélise foi observada a heterogeneidade da populagdo estudada, que
mostrou as caracteristicas particulares de cada estudo pela condicdo clinica. No entanto
a analise das amostras produtoras de MBL gene blaSPM-1 versus mortalidade, ndo
permitiu obter dados suficientes a partir dos estudos primérios. A falta da investigacéo
das caracteristicas moleculares do patdgeno, nos estudos publicados limitaram-se na

analise da associacdo da expressdo do gene blaSPM-1.

O registro das amostras produtoras de metalobetalactamases blaSPM-1 na
Regido Norte do Brasil, merece uma atengdo especial no tocante a possibilidade de
surgimento de novos casos em um futuro préximo, alterando a conduta terapéutica
nestas infeccdes e servindo, ainda, de alerta para motivar acdes necessérias a prevencao
da disseminagdo destes microrganismos. Da mesma forma, com que configura a
necessidade da utilizagdo, em rotina de laboratérios clinicos, de testes para a detecgéo

preliminar de linhagens produtoras de MBL que sejam praticos e aplicaveis.
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Os resultados obtidos neste trabalho, destacam a importancia de estudos
epidemioldgicos continuos desse patdgeno, com a finalidade de se evitar a instalacdo de

surtos e expressdo de novos mecanismos de resisténcia as drogas.
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11 APENDICES

APENDICE - A
PROTOCOLO DE PESQUISA DE INFECQAO HOSPITALAR
Identificacdo do paciente:Nome: Idade: Sexo:( )F ()M
Datadainternacdo: [/ [ Data da saida: / /
Clinica: Enfermaria e leito:
Tipo de infecgdo:( ) Hospitalar ( ) Hospitalar de outro hospital(nome do
Hospital):
Motivo ou doenga de base que levou o paciente a internacéo:
Local principal da infec¢éo:
Urinario ( ) Cardiovascular ( )
Corrente sanguinea ( ) Respiratorio inferior ()
Sistema nervoso central () Sitio cirdrgico ()
Osteoarticular ()
Mencionar local especifico:
Infeccdo adquiridaem UTI( ) Néao ( )Sim Mencionar local principal da infecgdo:
Cirurgia
Nome da cirurgia:
Tipo de cirurgia Limpa ( ) P.Contaminada ( Contaminada ( Infectada (
) ) )

Estudo Microbiologico
Hemocultura; () Positiva () Negativa () Nao realizada
Micro-organismo (s) isolado(s):
Outros materiais: Bacterioscopia Positiva ( ) Negativa () Néo realizada ( )
( ) Cultura; Positiva () Negativa ( ) Né&o realizada ()
Micro-organismo isolado:
Fatores de procedimento de risco: MATERIAL COLETADO:

Cl: cirurgia( ) SV=Sonda vesical ( ) VR=Ventilagdo respiratoria () [CV=Cateter vascular

()
HD= Hemodialise( ) QT=Quimioterapia ( ) DP=Diaélise peritoneal( ) OP=outros

procedimentos( )

RT= radioterapia ( ) NP=Nutricdo parenteral( ) SN=Sonda nasogastrica ( )

UA=Uso de antimicrobiano( ) IC=Infecgdo comunitéria ( ) UP=Ulcera de pressio ( )
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Outros ( especificar):

Isolamento:

Sim( )

Néo ( )

Tipo de isolamento: Precaug¢bes com goticulas ( )

PrecaucGes comoar ( ) Precaugdes com o contato ( )

Notificacdo compulséria (nome da doenga ou agravo):

Resultado do tratamento

Tipodealta: Curado( )  Melhorado( ) Inalterado ( )

Transferéncia ()

Obito ()

Obito associado a infeccdo hospitalar: Sim (

)
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APENDICE B

1-
2-
3-
4-
5-
6-
7-

PROTOCOLO DE PESQUISA PARA COLETA DE DADOS CLINICOS DE
PACIENTES COM INFECCAO POR P.aeruginosa.

N° da ficha ( )

Nome do Paciente:

RH:

Data da IRAS: / /

Data de Nascimento: / /

Data da internacdo hospitalar: / /
Sexo: o0 Feminino oMasculino

Local da aquisi¢éo da infecgao (se hospitalar)

a) UTI: UTI adulto, UTI pediatrica , UTI Neonatal

b) Enfermarias e clinica médica

¢) Enfermaria cirlirgica

d) Enfermaria pediatrica

Dispositivos invasivos (até 48hs das IRAS)

a) Cateter venoso central () Sim ( ) Ndo

b) Sonda vesical de demora ( ) Sim ( ) Nédo

¢) Ventilagdo mecanica () Sim ( ) Ndo

Diagnostico de base:

a) Neoplasias (tumores s6lidos)

b) Neoplasias (Leucemias ou Linfomas)

¢) Doenca renal

d) Doenca cardiaca

e)Doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC)

e) Doenca do Sistema Nervoso Central

f) Doenca Hepatica

g) Doenca gastrointestinal

h) Prematuridade

i) Malformagdo congénicta

j)Infecgdo congénita

Classificagdo de McCabe, Jackson:

a) Grupo 1 - Doengas rapidamente fatais

b) Grupo 2 — Doenga potencialmente fatais

¢) Grupo 3 — Doengas nao fatais

Neutropenia (<500): ( ) Sim ( ) Néao

Uso prévio de antimicrobianos (nos Gltimos 15 dias, durante no minimo 48horas) () Sim (
) Ndo

Se sim quais 0s antimicrobianos?

a) Penicilina

b) Cefalosporinas de primeira geragio

c) Cefalosporinas de segunda geracdo

d) Cefalosporinas de terceira geracdo

e) Cefalosporinas de quarta geragdo

f)  Glicopeptideos

g) Carbapenémicos

h) Betalactamicos com inibidores de betalactamases
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i) Metronidazol

i) Monobactamicos

k) Aminoglicosideos

1) Macrolideos

m) Quinolonas

n) Oxazolidinona

0) Clindamicina

p) Antifungicos

p) Polimixina B

r) Sulfametoxazol-trimetropim

t) Outros

Precedendo a bacteremia

a) Cirurgia prévia nos Gltimos 30 dias ou 1 ano de colocacéo de proteses
()Sim () Nao

b) Uso de drogas imunossupressoras ( ) Sim () Né&o

Se sim?

- Corticoides ( dose superior a 20mg/dia de prednisona por menos duas semanas precedendo a
bacteremia ou >30mg/dia durante uma semana precedendo a bacteremia.

¢) Quimioterapia (nos Ultimos 15 dias)

d) Imunossupressao apos transplante.

9- Presenca de sepse? o Sim 0 N&o
10- Presenca de sepse severa? o Sim o N&o
11- Presenca de choque séptico? o Sim o N&o
12- Se ndo, qual sitio?
o a) Infecgdo do trato urinério;
o b) Infecgdo do sitio cirdrgico;
o ¢) Pneumonia;
o d) Infecgdo osteoarticulares;
o ¢) Infeccdo do SNC
o f) Infec¢do do Sistema cardiovascular;
o g) Infecgdo do trato gastrointestinal;
o h) Infecgdo do trato respiratério inferior que ndo pneumonia;
o i) Infecco de pele e tecidos moles;
o j) Infecclo de corrente sangiiinea priméria (associada a cateter).

19- Avaliacdo da terapia empirica utilizada ( no momento da coleta da cultura e até 24 horas apés):
o Adequada o Inadequada

20- Awvaliacgdo da terapia definitiva, apds recebimento dos resultados da cultura:

o Adequada o Inadequada.

21- Evolucdo:

o Alta o Obito

22- Data da Alta: / /

23- Data do Obito: / /

24- Confirmacédo laboratorial de Pseudomonas spp. o Sim o N&o

25- Espécie: -
26- Perfil de sensibilidade:
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APENDICE - C

UNIVERSIDADE DO FEDERAL DO PARA-UFPA
NUCLEO DE MEDICINA TROPICAL-NMT-PA
TERMO DE AUTORIZAGAO DO SERVICO MEDICO E ESTATISTICO

Prezado(a) Sr(a) Responsavel pelo SAME,

Dirijo-me a V.Sa. para solicitar a colaboragdo na pesquisa que tem como titulo:“Perfil Epidemiologico
e Molecular de Pseudomonas aeruginosa isolado de amostras clinicas de pacientes internados em Unidade de
Terapia Intensiva de um Hospital Sentinela de Belém — Pard. cujo objetivo € realizar a caracterizagdo
epidemioldgicos e de resisténcia de P. aeruginosa por Metalo-beta-lactamases blaSPM-1 e bla IMP-1 isolados
de amostras clinicas de pacientes internados em UTI com infeccdo hospitalar em um hospital sentinela em
Belém/Para.

Sera utilizado o material biolégico (urina, sangue, liquidos organicos) dos pacientes para
realizacdo de isolamento de bactérias dos pacientes com infeccdo. Este estudo ndo oferecera riscos de qualquer
natureza, possibilitando dessa forma identificar qual bactéria estd causando prejuizo ao paciente e que ndo
respondem ao tratamento, possibilitando dessa forma direcionar o tratamento para a bactéria especifica e detectar
casos de infeccdo adquirida no hospital com micro-organismos resistentes. Garantimos ainda que havera o sigilo
das informacOes obtidas, e que a Instituicdo tera o direito de desistir de participar da pesquisa a qualquer
momento. Em caso da sua desisténcia serdo excluidos os dados dos pacientes e devolvidos todas as informac6es
ao diretor do hospital. Informo-lhe que os resultados obtidos na pesquisa serdo divulgados em eventos
cientificos nacionais e/ou internacionais e publicados em revistas, anais, jornais cientificos.

Para atender a Resolucdo que trata da pesquisa com seres humanos necessito de autorizacdo para a
consulta dos prontudrios, assinando este termo de consentimento livre e esclarecido emitindo uma declaracéo de
aceite da Geréncia de Informacédo do Paciente (Arquivo Médico) do hospital.

Declaro que li as informagdes sobre a pesquisa, e estou perfeitamente esclarecido (a) sobre o contetido

do mesmo. Declaro ainda que, estaremos liberando para consulta o prontuario do paciente.

Periodo de consulta de prontuarios: Janeiro a Novembro de 2011

Belém, de de

Dr. Benedito da Costa Maués
Geréncia de Informagcdo do Paciente.
(Arquivo Médico)

Pesquisadora: Eliseth Costa Oliveira de Matos, celular 8121.3375 , Rua Bartolomeu de Gusmdo, 36, Souza e-mail:
elisethcosta2 @yahoo.com. br

Orientadora: Dra Karla Valéria Batista Lima — Instituto Evandro ChagasContato:81832080

Co-Orientadora: Dra Irna Carla do Roséario Souza Carneiro

Pés- Graduacéo Nucleo de Medicina Tropical da UFPA Coordenagdo do Mestrado Profissional Gestdo e Salide na Amazonia da
Santa Casa de Misericordia do Para
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AV | ~ GOVERNO DO ESTADO DO PARA
Parsa | FUNDACAO SANTA CASA DE MISERICORDIA DO PARA sl bl
: COMITE DE ETICA EM PESQUISA 53\525&;*\
TERMO DE APROVACAO

PARECER DO COMITE DE ETICA

O Comité de Etica em Pesquisa da Fundagio Santa Casa de
Misericordia do Para analisou no dia 30 de margo de 2010 o Projeto de
Pesquisa intitulade “PERFIL EPIDEMIOLOGICO E MOLECULAR DE
pseudomonas aeruginosa I1SOLADO DE AMOSTRAS CLINICAS DE
PACIENTES INTERNADOS EM UNIDADE DE TERAPIA INTENSIVA DE UM
HOSPITAL SENTINELA DE BELEM - PARA” de CAAE 0030.0.440.000-10 e
protocolo n°. 026/2010/CEP, sob a responsabilidade da Profe. Eliseth Costa
Oliveira de Matos, obtendo APROVACAQ com autorizacio para desenvolvé-lo

nesta Instituicéo.

Belém, 31 de margo de 2010.

Informamos ainda, que V. S. devera apresentar relatério semestral (previsto para
30/05/2010), anual e/ ou relatério final para este Comité acompanhar o
desenvolvimento do projeto (item VII. 13.d. da Resolugio n® 196/96 — CNS / MS).

RO N OnA
Dra. Simone Regina Souza da Silva Conde
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa / FSCMPA

CEP /Fundagdo Santa Casa de Misericordia do Pard, Rua Oliveira Belo, 395 ~Umarizal — Fone: (091) -
4009.2264, CEP: 66.050-380 - CNPJ: 049.293.45/0001-85 -- Belém — Pa.
E-mail: cep@santacasa.pa.gov.br
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