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RESUMO

Introducdo: A disseminacdo de variantes de Pseudomonas aeruginosa associada a
emergéncia de genotipos de resisténcia aos carbapenémicos, é de grande preocupacdo no
mundo todo. Objetivos: Realizar estudo epidemiologico-molecular da resisténcia aos
carbapenémicos em isolados de P. aeruginosa recuperados de sangue. Material e Métodos:
Para avaliacdo epidemioldgica, foi realizado um estudo observacional prospectivo por meio
de vigilancia ativa no Laboratdrio de Microbiologia do HC-UFU para deteccdo de pacientes
com bacteremia por P. aeruginosa, no periodo de maio/2009 a dezembro/2012. A pesquisa
dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos baseou-se em métodos fenotipicos, teste
de sinergismo com duplo disco e teste de Hodge, e genotipicos para deteccdo de
carbapenemases, incluindos genes MBL (blajwp, blayiv, blas, blagim € blaspym) € genes
OXA (bIaOXA-511 blaoxa-23, blaoxa-a0 € blao)(A.sg) por PCR multiplex € gene blakpc por PCR
end point. A técnica do gRT-PCR foi utilizada para detecgdo dos mecanismos de resisténcia
intrinsecos: hiperproducdo de AmpC, hiperexpressao de bombas de efluxo (MexABOprM,
MexXY, MexCDOprJ, MexEFOprN) e perda de porina OprD. Através do PFGE foi
realizada a tipagem molecular dos isolados positivos para genes MBL. Resultados: 157
pacientes internados no HC-UFU com bacteremia por P. aeruginosa foram incluidos no
estudo. No total, 162 episodios/isolados de bacteremia foram observados, sendo a UTI de
adultos, a unidade hospitalar com maiores taxas de isolados resistentes aos carbapenémicos.
Foi observado um alto consumo de ceftriaxone, cefepime e meropenem, com tendéncia
ascendente até o final do periodo de estudo, sem correlacdo positiva com isolados
resistentes aos carbapenémicos, entretanto foi observado um surto desses isolados em
dezembro de 2010, predominantemente na UTI de adultos. A taxa de mortalidade entre os
pacientes foi elevada (43,3%) e a analise multivariada mostrou que os preditores
independentemente associados com oObito foram céncer e terapia antimicrobiana
inapropriada, particularmente pelo uso de cefepime. Os fatores de risco associados com
resisténcia aos antimicrobianos foram: tempo de hospitaliza¢do > 30 dias, admissao na UTI,
uso prévio de antimicrobianos, e presenca de procedimentos invasivos, incluindo
traqueostomia, hemodialise e cateter urinario. Pacientes com bacteremia por isolados
resistentes aos antimicrobianos tiveram maiores taxas de mortalidade hospitalar, com a
terapia antimicrobiana inapropriada sendo um forte marcador de progndstico ruim. A
pesquisa de producdo de MBL foi realizada em 56 isolados, com positividade de 21,4%
pelo teste fenotipico, dos quais 75,0% tiveram amplicon consistente com genes
pesquisados, sendo 66,7% do tipo blaspm.; € 33,3% blaym. Dos 47 isolados resistentes aos
carbapenémicos e ndo-MBL, nenhum apresentou outro tipo de carbapenemase. 14 isolados
foram incluidos na pesquisa de mecanismos de resisténcia através da técnica de gQRT-PCR,
com taxas de positividade de 71,4% para hiperproducdo de AmpC e perda de porina OprD,
e de 57,1% e 64,3% para hiperexpressdo de MexABOprM e MexXY, respectivamente. A
avaliacdo da relacdo clonal entre isolados contendo os genes MBL apresentou alta
similaridade naquelas contendo blaspy, 0 que ndo foi observado para aqueles contendo o
gene blayu. Concluses: Ficou evidenciado que a terapia inapropriada € fator significativo
para pior progndstico entre os pacientes com bacteremia por P. aeruginosa resistente. Na
auséncia de carbapenemase efetiva, isolados de P. aeruginosa apresentam frequentemente
associacdo de outros mecanismos de resisténcia. Além disso, foi evidenciado uma
disseminacéo cruzada do clone blaspy € 0 primeiro relato de blaVIM no HC-UFU.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, bacteremia, resisténcia aos
carbapenémicos, carbapenemases, bombas de efluxo, porina OprD.
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ABSTRACT

Introduction: The spread of Pseudomonas aeruginosa variants associated with the
emergence of carbapenem resistance genotypes, is of great concern worldwide.
Objectives: Molecular epidemiological study of carbapenem resistance in isolates of P.
aeruginosa from blood. Material and Methods: We conducted a prospective
observational study through active surveillance in the HC-UFU Microbiology
Laboratory for detection of patients with P. aeruginosa bacteremia, from May/2009 to
December/2012. The mechanisms of resistance to carbapenems were studied based on
phenotypic methods, including Synergy Test with Double Disk and Hodge Test, and
genotypic to detection of carnapenemase genes, including MBL genes (blayp, blayim,
blasiv, blagim € blaspm) and OXA genes (piaoxa-s1, blaoxa-23, blaoxa-40 € blaoxa-ss) by
multiplex PCR and gene blakpc by end point PCR. The gRT-PCR technique was
conducted to determine the intrinsic resistance mechanisms: overproduction of AmpC,
overexpression of efflux pumps (MexABOprM, MexXY, MexCDOprJ, MexEFOprN)
and loss of OprD porin. The PFGE was used to molecular typing of isolates presenting
MBL genes. Results: 157 patients admitted to the HC-UFU with P. aeruginosa
bacteremia were included. A total of 162 episodes/isolated bacteremia were observed,
with the adult ICU presenting the highest rates of isolates resistant to carbapenems. A
high consumption of ceftriaxone, cefepime and meropenem was observed, with an
increasing trend until the end of the study period, and no positive correlation with
carbapenems resistant isolates, however we observed an outbreak of these isolates in
December 2010, predominantly in adult ICU. The mortality rate was high (43.3%) and
the multivariate analysis showed that the predictors independently associated with death
were patients with cancer and with inappropriate antimicrobial therapy, particularly
from cefepime use. Risk factors associated with antimicrobial resistance were: hospital
stay > 30 days, ICU admission, prior use of antibiotics, and presence of invasive
procedures, including tracheostomy, hemodialysis and urinary catheter. The mortality
rates were higher among patients with resistant isolates. The inappropriate antibiotic
therapy was a strong marker of worse prognostic. The MBL production was conducted
in 56 isolated, with positivity of 21.4% by the phenotypic test, of which 75.0%
presented amplicon consistent with MBL genes, being 66.7% of blaspym.1 type and
33.3% of blayv. Of the 47 non-MBL carbapenems resistant isolates, none had another
type of carbapenemase, and 14 were included in the study of resistance mechanisms
from gRT-PCR, with rates of AmpC overproduction and OprD porin loss of 71,4%, for
both. The rates of MexABOprM and MexXY overexpression were 57,1% and 64.3%,
respectively. The evaluation of the clonal relationship among isolates with MBL genes,
showed high similarity of those isolates presenting blaSPM, which was not observed for
those containing the blaVIM gene. Conclusions: Our results showed that inappropriate
therapy is a significant worse prognosis factor among patients with bacteremia resistant
P. aeruginosa. In the absence of effective carbapenemase, P. aeruginosa isolates
presented association of other resistance mechanisms. Furthermore, this study showed a
cross spread of blaSPM clone and the first report of blaVIM at HC-UFU.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, bacteremia, carbapenem resistance,
carbapenemase, efflux pumps, porin OprD.
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1. INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia

As Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) constituem um grave
problema de salde publica, responsavel por considerdvel elevacdo dos custos
hospitalares, além de contribuir para 0 aumento do tempo de internacdo, da morbidade e
mortalidade nos servicos de saude do mundo todo (BARSANTI & WOELTIJE, 2009;
WAWRZYNIAK et al., 2010; ANVISA, 2013a; ANVISA, 2013b). No Brasil, estima-se
que 5 a 15% dos pacientes hospitalizados adquiram algum tipo de IRAS, com destaque
para infec¢do de trato urinario (35 — 45%), seguido de infeccdo de trato respiratério (15
— 25%), bacteremia (10 — 20%) e infeccdo de sitio cirargico (14 — 16%) (ANVISA,
2013a; ANVISA, 2013b; OLIVEIRA et al., 2012).

A Infeccdo de Corrente Sanguinea (ICS) esta entre as complicagdes infecciosas
mais graves decorrente de hospitalizacdo e cuidados médicos (ANVISA, 2013c)
associada a altas taxas de mortalidade hospitalar (SABATIER et al., 2009; MASEDA et
al., 2011; GAHLOT et al., 2014). Nas ultimas décadas, tem sido observado um aumento
na incidéncia dessas infecc@es, refletindo, entre outros fatores, a dificil implementagéo
de técnicas basicas de controle de infeccdo (SABATIER, 2009; MASEDA et al., 2011),
a frequente utilizacdo de procedimentos médicos invasivos (NNIS, 2001 e DIEKEMA
et al., 2003), particularmente o uso de dispositivos intravasculares e a presenca de
ventilacdo mecénica, que sdo considerados importantes fatores de risco para 0
desenvolvimento de infec¢des (LEAO et al., 2007).

Cerca de 10% das IRAS sdo causadas por Pseudomonas aeruginosa, com
participacdo importante em infecgdes de trato urinario (12%), corrente sanguinea (10%)
e sitio cirdargico (8%), além de ser o principal agente de pneumonia nos hospitais
brasileiros (40 - 50%) (POLLACK et al., 2003; KIFFER et al.,, 2005). Estudos
epidemioldgicos em hospitais de diferentes paises relatam que as infecgdes por P.
aeruginosa sdo, em sua maioria, endémicas e de natureza exdgena em pacientes
colonizados/infectados, considerados principais reservatorios desse micro-organismo
(BERTRAND et al.,, 2001; PELLEGRINO et al., 2002; THUONG et al., 2003;
PARAMYTHIOTOU et al., 2004), além de fontes ambientais, com destaque para agua
e superficies (RUIZ et al., 2004). Geralmente, essas infec¢des sdo de dificil tratamento

decorrente das limitadas opcOes terapéuticas, em funcdo da emergéncia e disseminagédo
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de isolados clinicos resistentes aos agentes antimicrobianos (MAJUMDAR et al., 2004;
PAGANI et al.,2005).

Nas bacteremias, do ponto de vista epidemioldgico, os cocos Gram-positivos sdo
mais frequentemente isolados, embora esta regra ndo possa ser expandida para paises
em desenvolvimento, como o Brasil, onde as condi¢des ambientais favorecem a
emergéncia de bacilos Gram-negativos (TUON et al., 2012), com participagdo
importante de Pseudomonas aeruginosa entre os nao fermentadores (MARIN et al.,
2014; ORTEGA et al., 2014). A presenca de bactéria na corrente sanguinea é de grande
importéncia clinica, demonstrando que o hospedeiro ndo péde controlar a infeccdo a
partir de um foco priméario ou pode néo estar recebendo terapia empirica antimicrobiana
apropriada. Sendo assim, a identificacdo de P. aeruginosa na corrente sanguinea,
geralmente € um indicador de disseminacdo de infeccdo, além de um marcador de
prognostico ruim (SHORR et al., 2006), estando associados com elevadas taxas de
mortalidade (LEAO et al., 2007).

Os indices de mortalidade de pacientes com bacteremia por P. aeruginosa
relatados na literatura tém alcancado taxas superiores a 60% (ALIAGA et al., 2002;
MARRA et al., 2006). Um estudo multicéntrico realizado em 49 hospitais dos Estados
Unidos, durante um periodo de sete anos, detectou-se 24.179 casos de ICS hospitalar.
Embora a P. aeruginosa tenha sido o sétimo agente isolado mais frequente, este micro-
organismo liderou as taxas de mortalidade entre o total de pacientes (38,7%), pacientes
internados em Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) (47,9%) e pacientes de outras
enfermarias (27,6%) (WISPLINGHOFF et al., 2009). Os estudos tem destacado a
gravidade do paciente e a resisténcia aos antimicrobianos de P. aeurigonsa associada a
terapéutica empirica inapropriada como importantes preditores de morte nestes
pacientes (MICEK et al., 2005; SHORR et al., 2006; MARIN et al., 2014).

E consenso que a resisténcia bacteriana tem sido um importante fator no
aumento dos indices de mortalidade nos pacientes criticamente doentes (AZEVEDO et
al., 2005), e que as infeccOes por germes resistentes vem aumentando expressivamente,
tornando-se um problema de salde puablica, atraindo a atencdo de 0Orgéos
governamentais nacionais e internacionais como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS), o CDC (Centers for
Diaseses Control and Prevention), as associa¢0es de Controle de Infeccdo Relacionadas

a Assisténcia a Saude (CCIHs), além da indastria farmacéutica internacional
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(HAMBRAEUS, 2006). Neste contexto, destaca-se a importancia clinica da P.
aeruginosa, considerando seus niveis crescentes de resisténcia, relacionada a sua
caracteristica intrinseca de apresentar baixo nivel de sensibilidade aos antimicrobianos e
de carrear plamideos e outros elementos genéticos de resisténcia (LIVERMORE et al.,
2002; LIVERMORE; WOODFORD, 2006).

Os carbapenémicos aparecem como escolha terapéutica no tratamento de
infeccbes graves por P. aeruginosa, entretanto seu uso tem sido ameacado
principalmente pelo aumento da incidéncia de isolados clinicos resistentes a esta classe
de antibidticos (GALES et al., 2003; QUALE et al., 2006; GALES et al., 2012). O
Programa de vigilancia Meropenem Yearly Susceptibility Test Informattion Collection
(MYSTIC) avaliando 20 hospitais brasileiros, encontrou P. aeruginosa como patégeno
Gram-negativo mais frequentemente isolado, com taxa de resisténcia de 64% para
meropenem (KIFFER et al., 2005). No Brasil, grupos independentes de pesquisa tem
relatado que as taxas de resisténcia ao imipenem entre isolados de P. aeruginosa variam
de 30 a mais que 80% em alguns hospitais (ZAVASCKI et al., 2004; ZAVASCKI et al.,
2005; GONCALVES et al., 2009; BAUMGART et al., 2010).

Nos ultimos anos, o problema da resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa
tem sido notadamente complicado, pois varios estudos tém relatado um aumento na
frequéncia de isolados com perfil multi-resistente (MDR), extensivamente resistente
(XDR) e pan-resistente (PDR) (SOULLI et al., 2008; HIRSCH et al., 2010; TAM et al.,
2010; CABOT etal., 2011; KARAISKOS et al., 2014; GONCALVES et al., 2014). Um
programa de vigilancia europeu, o ECDC-Net (European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network, demonstrou aumento progressivo nas taxas de isolados de P.
aeruginosa com perfil MDR, nos hospitais de Portugal, ao longo dos Gtlimos anos:
menor que 10% em 2007, 13,6% em 2008, 13,8% em 2009 e 2010, 16,2% em 2011, e
de 18,1% em 2012 (ECDC, 2008; ECDC, 2009; ECDC, 2010; ECDC, 2011; ECDC,
2012; ECDC, 2013). Mais recentemente, MDR, XDR e PDR tiveram suas defini¢oes
atualizadas pelo CDC e ECDC (European Center for Disease Control and Prevention)
promovidas com o objetivo de padronizagdo internacional destas terminologias,
conforme publicado por Magiorakus e colaboradores (2012). MDR é definido como a
resisténcia a pelo menos um agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos,
XDR é a resisténcia a pelo menos um agente, incluindo todas as categorias, podendo

excluir no maximo duas categorias, e PDR ¢ a resisténcia a todos 0s agentes em todas as
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categorias de antimicrobianos. J& considerando essas novas definigdes, um estudo
recente publicado por nossa equipe identificou taxas de P. aeruginosa MDR e XDR de
47,5% e 25,8%, respectivamente, em isolados clinicos de bacteremia (DANTAS et al.,
2014).

Entre os fatores de risco para o0 desenvolvimento de resisténcia aos
antimicrobianos citados na literatura destacam-se: transferéncia de pacientes entre
unidades de atendimento médico ou da comunidade, internacdo em unidades de
tratamento intensivo, maior frequéncia de uso de procedimentos invasivos, colonizagdo
prévia, tempo prolongado de hospitalizacdo, além da baixa adesdo dos profissionais de
salde as medidas de controle de infeccdo hospitalar (OLIVEIRA et al., 2012; PEREZ et
al., 2007; DANTAS et al., 2014). Além disso, inimeros estudos tém estabelecido o
papel importante que o uso abusivo e indiscriminado de antimicrobianos representa para
ocorréncia de micro-organismos com resisténcia multipla aos antimicrobianos
(GAYNES et al., 1997; WHITE et al., 2000; PATRICK et al., 2004).

Na tentativa de monitorar a emergéncia destes isolados resistentes, varios
estudos tem explorado a relacdo entre o uso excessivo de antibioticos e a selecdo de
isolados resistentes aos antimicrobianos através da Dose Diaria Definida (DDD)
(HARBARTH et al., 2002; ONG et al., 2011), que ¢é considerado um bom marcador
utilizado para avaliacdo do consumo de antimicrobianos e evita o viés do paciente
namero, permitindo comparar taxas de micro-organismos e seus fendtipos de
resisténcia. Adicionalmente, inimeros estudos confirmam a relevancia do nimero de
DDD por 1000 pacientes/dia como uma unidade de medida para comparar uso de
antimicrobianos entre paises e regides (MONNET et al., 2004). Em P. aeruginosa,
varios estudos tém relacionado o uso abusivo de antimicrobianos com a aquisicdao de
resisténcia, particularmente pelo DDD de cefalosporinas de amplo espectro e
carbapenémicos (HARBARTH et al., 2002; ONG et al., 2011).

1.2 Mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos

Alguns estudos tem demonstrado que o mecanismo de resisténcia adquirida aos
carbapenémicos em P. aeruginosa pode ser devido a producdo de enzimas
carbapenemases, incluindo aquelas pertencentes a classe A, a serino-carbapenemase

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), e classe D (Oxa-carbapernemase) da
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classificacdo de Ambler (1980), entretanto, o problema ainda se concentra,
principalmente, na inativacdo enzimatica de antibidticos devido a producdo de Metalo-
B-Lactamases (MBLs), descrita como mecanismo responsavel pelos elevados niveis de
resisténcia aos cabapenémicos no Brasil (GALES et al., 2003; SADER et al., 2005;
NEVES, et al., 2011).

MBLs pertencem a classe B na classificacdo estrutural das [-lactamases e
possuem zinco no sitio ativo da enzima (AMBLER, 1980). Além da inativacdo por
agentes quelantes de metais, como EDTA e acido mercaptopropiénico, as MBLs tem
como caracteristicas funcionais a potente atividade de hidrolisar todos os p-lactamicos e
inibidores de pB-lactamases, a excecdao do aztreonam (CROWDER et al., 1998;
QUEENAN et al., 2007). A expressdao dessas enzimas € associada a elementos
genéticos madveis incluindo integrons, transposons e plasmideos (WALSH et al., 2005),
e até o momento, sdo conhecidos 10 subtipos de MBLs incluindo enzimas do tipo: IMP
(Imipenemase) (WATANABE et al., 1991), VIM (Verona Imipenemase) (LAURETTI
et al., 1999), GIM (German Imipenemase) (CASTANHEIRA et al., 2004), SIM (Seoul
Imipenemase) (LEE et al.,, 2005), SPM-1 (Sdo Paulo Metallo-beta-lactamase)
(TOLEMAN et al., 2002), AIM (Australian Imipenemase) (YONG et al., 2007), KHM-
1 (Kyorin Health Science Metalo-beta-lactamase), DIM-1 (Dutch Imipenemas)
(POIREL et al., 2009) e TMB-1 (Tripoli Metalo-beta-lactamase) (EL SALABI et al.,
2009).

A presenga MBLs em isolados de P. aeruginosa tem sido relatada com
frequéncia crescente no mundo todo, sendo as enzimas do tipo IMP e VIM as mais
prevalentes globalmente, enquanto as demais ocorrem de maneira mais localizada. No
Brasil, em isolados de P. aeruginosa produtores de MBL ja foram descritos 0s genes
blaspm-1, blajve € blayivm, sendo os dois primeiros com maior frequéncia (MENDES et
al., 2004; LINCOPAN et al., 2005; SADER et al., 2005; MENDES et al., 2006). O
problema maior ainda se concentra em isolados produtores de enzima do tipo SPM-1,
que apos ser detectada pela primeira vez numa amostra urinaria de P. aeruginosa em
Sdo Paulo (TOLEMAN et al., 2002), tornou-se endémica, sendo descrita em varias
outras regides do pais (GALES et al., 2003; CIPRIANO et al., 2007; DANTAS et al.,
2014).

Estudos brasileiros demonstram variacGes nas frequéncias de detecgdo destas

enzimas entre as diferentes regides do pais. Sader e colaboradores (2004) e Zavascki e
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colaboradores (2005) encontraram taxas de resisténcia elevadas ao imipenem (49,0% e
59,0%, respectivamente) e ceftazidima (40,5% e 49,0%, respectivamente), relacionadas
com a presenca de P. aeruginosa produtora de MBL do tipo SPM-1 recuperados em
hospitais de diferentes regides do Brasil. No Sul do pais a enzima SPM-1 foi detectada
em 19,6% dos isolados de P. aeruginosa resistentes ao imipenem ou ceftazidima
(MARTINS et al., 2007). Outro estudo realizado num hospital universitario de S&o
Paulo por Xavier e colaboradores (2010) detectou os genes blaspm1 em 14 isolados
(23.7%) e blajp-1 em 1 isolado (1.7%), entre aqueles resistentes aos carbapenémicos.
Dentre os 14 isolados de P. aeruginosa produtores de SPM-1, 13 demonstraram o
mesmo perfil clonal, evidenciando a transmisséo cruzada do gene de resisténcia.

Na auséncia de uma carbapenemase efetiva, a resisténcia aos carbapenémicos
pode estar relacionada a presenca de mecanismos intrinsecos ou mutacionais, que inclui
a produgdo cromossomal da B-lactamase AmpC e a alteracdo na permeabilidade da
membrana externa, através da perda de porina OprD e hiperexpressdo de bombas de
efluxo (WALTHER-RASMUSSEN & HOIBY, 2007; LISTER et al., 2009). Estes
mecanismos podem ser expressos isoladamente ou combinados, desempenhando papel
importante na resisténcia mdltipla aos antimicrobianos (FUSTE et al., 2013;
KARAIKOS et al., 2014).

Os sistemas de bomba efluxo aparecem como causa importante de multi-
resisténcia em P. aeruginosa e sdo, geralmente, agrupados em cinco familias
(NIKAIDO et al., 2012). Os sistemas de maior importancia clinica nesse micro-
organismo pertencem a familia RDN ("resistance-nodulation division"), sendo eles:
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexXY e MexEF-OprN, onde a denominagdo ‘“Mex”
vem do inglés “multi-drug efflux pump”. Estas bombas de efluxo possuem uma
organizacao genética determinada por operons, (LISTER et al., 2009; WOLTER et al.,
2013), e os genes codificadores de cada componente da bomba, geralmente, estéo
localizados no cromossomo bacteriano. A organizacdo estrutural destes sistemas se da
através de trés componentes: i) proteina transportadora de membrana citoplasmatica,
que desempenha a funcdo de bomba; ii) proteina de membrana externa (porina), que
forma o canal extrusivo e iii) proteina de fusdo localizada no espago periplasmatico que
une os outros dois constituintes, ou seja, a bomba e o canal de extrusdo (Figura 1)
(ASKOURA et al., 2011; AESCHLIMANN, 2003; POOLE, 2005).
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Figura 1. Modelos estruturais e funcionais das bombas de efluxo de P. aeruginosa, indicando a
localizacdo das proteinas constituintes das bombas e acdo preferencial a determinados tipos de
substratos. FQ, Fluorquinolona; BL, Beta-lactamico; TC, Tetraciclina; CF, Cefalosporina CP,
Carbapenémico; AG, Aminoglicosideo

Fonte: Adaptacdo de AESCHLIMANN, 2003; POOLE, 2005; NEVES et al., 2010; ASKOURA et
al., 2011

Sabe-se que, a hiperexpressdo dessas bombas esta relacionada a resisténcia a
uma ampla variedade de drogas antimicrobianas de agdo antipseudomonas (Tabela 1),
incluindo B-lactdmicos, fluorquinolonas e aminoglicosideos, e varios estudos tém
documentado elevada frequéncia na presenca dessas bombas em isolados clinicos de P.
aeruginosa resistente aos carbapenémicos, alcancando taxas superiores a 60%
(XAVIER et al.,, 2010). O sistema MexAB-OprM foi o primeiro da familia RDN
caracterizado em P. aeruginosa (POOLE et al., 1993) e, atualmente, tem sido
reafirmado como a bomba de maior relevancia clinica, pois remove da célula uma
ampla variedade de substratos, e parece ser o principal contribuinte, entre os demais,
para o desenvolvimento do fenotipo de multi-resisténcia (Tabela 1) (LI et al., 2004;
POOLE et al., 2007; LISTER et al., 2009; NEVES et al., 2010; XAVIER et al., 2010).



Tabela 1. Substratos antimicrobianos para os principais sistemas de efluxo em P.

aeruginosa

MexABOprM MexCDOprJ MexEFOprN MexXY
Aztreonam Cefepima Cloranfenicol Amicacina
Carbenicilina Cefuroxima Ciprofloxacina Cefepima
Cefotaxima Claranfenicol Calavulanato Cefotaxima
Ceftazidima Ciprofloxacina IMIPENEM Ciprofloxacina
Cefuroxima Eritromicina Levofloxacina Eritromicina
Cloranfenicol Levofloxacina Norfloxacina Levofloxacina
Ciprofloxacina Nafcilina Sulbactam Tetraciclina
Clavulanato Norfloxacina Trimetoprima Tobramicina
Faropenem Tetraciclina

Levofloxacina Travofloxacina

MEROPENEM

Nafcilina

Norfloxacina

Piperacilina

Sulbactam

Tetraciclina

Trimetoprima

*Adaptagdo de NEVES, 2010.

Além das bombas de efluxo mencionadas, a producdo de p-lactamase
cromossomal do tipo AmpC esta frequentemente associada com a resisténcia intrinseca
de P. aeruginosa (LIVERMORE et al., 2002; QUALE et al., 2006; LISTER et al.,
2009). Na auséncia de B-lactamicos esta enzima é normalmente produzida em baixos
niveis, entretanto, pode ser induzida a niveis significativamente elevados na presenca de
alguns antibidticos dessa classe, como os carbapenémicos (LEE et al., 2012;
VATCHEVA-DOBREVSKA et al., 2013). A hiperprodugdo dessa p-lactamase pode
ocorrer por inducdo do gene ampC ou através de um processo de desrepressao, levando
a um alto nivel de expressdo constitutiva, conferindo resisténcia a todos [-lactdmicos,
com excecdo dos carbapenémicos, mas certamente contribui para resisténcia a esta
categoria quando acompanhado por um mecanismo adicional, como por exemplo,
hiperproducdo de bomba de efluxo ou perda de porina OprD (LISTER et al., 2009;
XAVIER et al., 2010). Além disso, h& controveérsias na literatura quanto a resisténcia
aos carbapenémicos atraves desse mecanismo, na qual estudos tém demonstrando
aumento na susceptibilidade ao imipenem em cepas de P. aeruginosa com delecdo do
gene ampC (LISTER et al., 2009), sugerindo efetiva participacdo desta enzima na

resisténcia intrinseca de P. aeruginosa aos carbapenémicos.
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A perda ou diminuicdo da expressdo da proteina de membrana externa
denominada porina D (OprD) esté entre os mecanismos de resisténcia intrinseca mais
estudados em P. aeruginosa. Esta porina parece servir como porta de entrada
preferencial para os carbapenémicos e sua perda confere resisténcia particularmente ao
imipenem e pode levar a suscetibilidade reduzida ao meropenem (LIVERMORE et al.,
2002; LISTER et al., 2009; POOLE et al., 2011; LEE et al., 2012). A perda de OprD em
P. aeruginosa ocorre frequentemente durante terapia com imipenem e nao confere
resisténcia a outros B-lactdmicos a ndo ser aos carbapenémicos, porém a associacdo
desse mecanismo com a hiperexpressdo de bombas de efluxo, por exemplo, também
pode contribuir para multi-resisténcia (LIVERMORE et al., 2002). Um estudo clinico
demonstrou emergéncia da resisténcia ao imipenem durante o tratamento das infeccdes
com esta droga em aproximadamente 25% dos pacientes (ZANETTI et al., 2003). Quale
e colaboradores (2006) encontraram diminuicdo da expressdo de OprD em 28/33
(84,8%) dos isolados de P. aeruginosa resistentes a esta classe de antimicrobianos, com
a maioria dos isolados também apresentando associa¢do com hiperproducdo de AmpC e
hiperexpressao de bombas de efluxo.

Os diversos mecanismos de resisténcia que os isolados de P. aeruginosa
apresentam e as suas possiveis interagdes levam diferentes estudos a questionar a
relacdo clonal entre os isolados. Nos ultimos anos, a literatura vem destacando a
disseminacédo global de diferentes variantes endémicas e epidémicas de P. aeruginosa,
frequentemente associada a sua grande viruléncia, que confere maior vantagem
adaptativa, e a emergéncia de novos genotipos de resisténcia aos antimicrobianos
(LIVERMORE, 2002; HOCQUET et al., 2003; CABOT et al., 2012). Os métodos de
tipagem molecular, como o Pulsed Fiel Gel Electrophoresis ou Eletroforese em Campo
Pulsado (PFGE), sdo fundamentais para determinar sSe 0S o0rganismos
epidemiologicamente relacionados sdo também geneticamente relacionados, além de
auxiliar na deteccdo de surtos, na identificacdo da transmissdo cruzada e fontes de
infeccdo, como também no monitoramento e controle das infec¢bes relacionadas a
assisténcia a saude. O meétodo de PFGE tem sido amplamente utilizado para
classificagdo dos isolados em linhagens clonais e descrito em diversos estudos de
epidemiologia molecular, considerando o seu alto poder discriminatdrio, tipabilidade e
reprodutibilidade (GALETTI, et al., 2010).
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Para caracterizagdo molecular dos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, além do PCR convencional para pesquisa de genes
epidemiologicamente relevantes, a maioria dos trabalhos na literatura cientifica utilizam
a metodologia do qRT-PCR (Reacdo em Cadeia de Polimerase quantitativo em Tempo
Real) para pesquisa de mecanismos que s&o relacionados ao aumento ou diminuic¢éo dos
niveis de RNAm especificos. Em P. aeruginosa, estes estudos baseiam sua analise na
comparacgéo dos resultados de expresséo das linhagens investigadas com os da linhagem
padrdo da cepa PAOL, permitindo assim, inferir quantitativamente a
hiperproducdo/hiperexpressdo ou expressdo reduzida de determinada proteina/gene
(YONEDA et al., 2005; XAVIER et al., 2010).

Atualmente, as amostras de P. aeruginosa isoladas no HC-UFU apresentam
indices de resisténcia aos carbapenémicos bastante relevantes, e, portanto, faz-se
necessarios trabalhos que envolvam estudos de epidemiologia molecular, capazes de
esclarecer questdes relevantes, como a caracterizagdo de clones e principais
mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos. A principal hipétese do trabalho foi
considerar a existéncia de outros mecanismos envolvidos na resisténcia aos
carbapenémicos em isolados clinicos de P. aeruginosa ndo produtora de Metalo-p-

lactamase.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Realizar estudo epidemioldgico/molecular das cepas de Pseudomonas aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos associadas com bacteremias nosocomiais no Hospital de

Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar a ocorréncia de bacteremias por P. aeruginosa diagnosticadas no HC-
UFU.

» Analisar os aspectos epidemioldgicos, principais fatores de risco intrinsecos e
extrinsecos das bacteremias por P. aeruginosa resistente as diferentes categorias
de antimicrobianos, P. aeruginosa MDR e XDR, bem como o impacto da

resisténcia na evolugdo clinica dos pacientes.

» Avaliar os principais preditores de mortalidade e impacto da terapia

antimicrobiana inapropriada na evolucdo clinica dos pacientes.

» Auvaliar a dose diaria definida (DDD) de cefalosporinas de 3% e 42 geracdo,
carbapenémicos e fluorquinolonas e sua relacdo com as taxas de P.aeruginosa

resistente aos carbapenémicos.

» Determinar a frequéncia de Pseudomonas aeruginosa produtora de metalo-f3-
lactamase (MBL).

» Determinar os genes responsaveis por codificar MBL (blaspm, blamwe, blayviv,
blag.M e b|as||\/|) e OXA (b|aox/_\_51, b|ao)(A_23, b|ao)(A_4o (] b|ao)(A_58) por PCR

multiplex e do gene blakpc por PCR end point.
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Determinar a frequéncia de outras carbapenemases nos isolados ndo produtores
de MBL, incluindo a serino-carbapenemase KPC e oxa-carbapenemase (OXA),

por técnicas fenotipicas e genotipicas.

Avaliar a expressdo génica dos sistemas de efluxo (MexAB-OprM, MexCD-
OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM), da proteina de membrana externa (porina
OprD) e da B-lactamase cromossémica AmpC pelo qRT-PCR em isolados néo
produtores de MBL.

Avaliar a contribuigdo destes mecanismos para a resisténcia antimicrobiana.

Determinar a relacdo clonal entre as linhagens produtoras de MBL por meio da
técnica de PFGE.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Hospital

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) é um
complexo hospitalar pablico, universitario, de assisténcia terciaria e com capacidade
para 530 leitos. E referéncia para uma populacio estimada de mais de dois milhdes de
habitantes, moradores de Uberlandia e de 81 municipios das regides do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba. Até recentemente, era o principal responsavel por
praticamente todo o atendimento hospitalar vinculado ao Sistema Unico de Sadde
(SUS) do municipio de Uberlandia. Possui clinicas de varias especialidades e, por ser
um hospital de alta complexidade que atua como referéncia regional, grande parte dos

seus pacientes exige cuidados complexos.

3.2 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo observacional prospectivo através de vigilancia ativa no
Laboratorio de Microbiologia do HC-UFU para deteccdo de pacientes com bacteremia
por Pseudomonas aeruginosa, no periodo de maio de 2009 a dezembro de 2012. Para
avaliacéo dos fatores de risco e variaveis diretamente relacionadas aos pacientes, como
caracteristicas clinicas e demogréficas, tratamento inapropriado, mortalidade e outras,
os dados foram analisados considerando o primeiro episodio bacteremia por P.
aeruginosa. Foi conduzido um estudo de coorte para o total de pacientes internados com
bacteremia por P. aeruginosa para deteccdo dos fatores de risco associados a resisténcia
antimicrobiana, preditores de mortalidade hospitalar (30 dias) e impacto da terapia
inapropriada na evolugdo dos pacientes com bacteremia. Os demais episddios foram
incluidos para andlises da pesquisa dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémcios.
As caracteristicas demograficas, clinicas e epidemioldgicas dos pacientes foram obtidas
atraveés da revisdo de prontuarios médicos utilizando uma ficha individual, seguindo o
modelo do NHSN (National Healthcare Safety Network) (ANEXO 1I).
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3.3 Definicbes

Infeccdo relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS): é qualquer infeccédo
adquirida apds a admissdo do paciente no hospital. As IRAS também podem se
manifestar durante a internacdo ou apos a alta, desde que estejam relacionadas com a
internacdo ou com os procedimentos realizados durante a internacdo (RODRIGUES;
RICHTMANN, 2008).

Bacteremia (primaria e secundaria): de acordo com o CDC (Centers for
Disease Control and Prevention), bacteremia é definida como a presenca de bactérias
na corrente sanguinea comprovadas laboratorialmente atraves de hemocultura positiva.
A bacteremia é classificada como primaria quando ndo € relatado outro foco da
infeccdo, podendo ter origem desconhecida ou relacionada ao uso do cateter venoso
central, comprovada através da cultura positiva de mesma etiologia da ponta do cateter,
e secundaria quando clinicamente relacionada a outro sitio anatdbmico de infec¢do, como
pulmdo, trato urinario, infeccdo de sitio cirdrgico, entre outros (CDC, 2002;
BAUMGART et al., 2010).

Average Severity of lllness Score (ASIS): calculado para avaliar a gravidade
clinica de cada paciente, 0s pontos sdo atribuidos de forma proporcional a complexidade
do tratamento e gravidade observada do paciente (ROSENTHAL et al., 2006).

Pseudomonas aeruginosa Multi-resistente: resisténcia a pelo menos um agente
antimicrobiano dentro de 3 ou mais categorias: Aminoglicosideos (gentamicina e
amicacina), Carbapenémcios (imipenem e meropenem), Cefalosporinas (ceftazidima e
cefepime), Fluorquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina), Penicilinas/Inibidores de
B-lactamses (piperacilina/tazobactam), Monobactdmicos (aztreonam) e Polimixinas
(colistina e polimixina B) (MAGIORAKOS et al., 2012).

Pseudomonas aeruginosa Extensivamente-resistente: resisténcia a pelo menos
um agente antimicrobiano incluindo todas as categorias mencionadas, podendo ser
excluida ate duas categorias (MAGIORAKOS et al., 2012).
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Terapia antimicrobiana inapropriada: micro-organismo isolado com
resisténcia in vitro ao antimicrobiano usado no tratamento do paciente e/ou auséncia de
terapia durante 24 horas ou mais ap0s o diagnostico microbioldgico da infeccédo
(GILBERT et al., 2007).

Uso prévio de antimicrobianos: foi considerado quando o paciente recebeu
terapia com qualquer antibiotico durante pelo menos 72h observada em um periodo de

até 30 dias prévio ao diagnostico microbioldgico da infecgéo.

Mortalidade hospitalar (30 dias): evolugdo para o Gbito em até 30 dias ap6s 0
diagnostico de infeccdo (LODISE et al., 2007).

Calculo das taxas e Densidade de Incidéncia

N° total de infeccOes X 1000

Infec¢do/1000 pacientes-dia =
N° pacientes-dia

Dose Diéaria Definida de antimicrobiano por 1000/pacientes-dia (DDD/1000
pacientes-dia): foram selecionados para calculos de uso por 1000 pacientes/dia 0s
seguintes antibidticos: cefalosporinas (ceftriaxone e cefepime), carbapenémicos
(imipenem e meropenem), fluorquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina), como
proposto pela Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2000) A densidade de uso (DDD
por 1000 pacientes-dia) foi obtida pela formula:

Consumo de antibidticos em gramas
DDD =

Dose Diaria Definida (NNIS, 2004)

DDD/1000 pacientes-dia = DDD x 1000

A _ N pacientes-dia”
Pacientes-dia: PxLxT

P= Periodo de tempo em observacéo na unidade; L= Leitos disponiveis na unidade; T=
indice de ocupacao no tempo considerado (%)

Para o célculo do DDD, o relatorio do consumo dos antibioticos foi obtido na farmécia
do HC-UFU.
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3.4 Amostras bacterianas

Foram avaliadas P. aeruginosa isoladas de material clinico (sangue) recuperadas
junto ao Laboratdrio de Microbiologia do HC-UFU. As amostras foram re-cultivadas e
estocadas a -20°C para posteriores avaliagdes microbiologicas ¢ moleculares no
Laboratorio de Microbiologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas da
Universidade Federal de Uberlandia (MICROMOL-ICBIM-UFU). As amostras controle

que foram utilizadas nos experimentos estdo descritas na tabela 2.

Tabela 2. Linhagens controle utilizadas em cada experimento

Linhagem controle Experimento

P. aeruginosa ATCC27853 Controle positivo para P. aeruginosa, Teste “D”
P. aeruginosa 101-4704 PCR - blajvp

P. aeruginosa A1254 PCR - blaym

A. baumannii YMCO03/9/T104 PCR - blagv

P. aeruginosa 75-5671 PCR - blagm

P. aeruginosa 48-1997 TSDD*'; PCR? - blaspy

A. baumanni 1144 PCR — blao)(A51, blao)(Azg, blao)(A4o bIaOXA48
K. pneumoniae® PCR - blakpc, Teste de hodge

E.coli ATCC 25922 Teste de Hodge

PAO1 Controle gRT-PCR®

®Amostra clinica previamente isolada no HC-UFU e molecularmente caracterizada no MICROMOL-
ICBIM.

Teste de Sinergismo com Duplo Disco; *Reacdo em Cadeia da Polimerase; *Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real quantitativo.

3.5 Coleta e Hemocultura

A coleta do material clinico (sangue) foi realizada por puncdo periférica pelos
profissionais do setor de coleta do hospital e a hemocultura foi realizada no Laboratério de
Microbiologia do HC-UFU através do sistema automatizado BacT/ALERT® (BioMérieux).
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3.6 Identificacéo

A identificacdo dos isolados de Pseudomonas aeruginosa foi realizada
utilizando-se o sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux) no Laboratério de
Microbiologia do HC-UFU. Brevemente, os isolados clinicos foram suspensos em
solucdo salina 0,45% com turbidez compativel a escala de 0,50 a 0,63 de McFarland,
medida em turbidimetro. Em seguida, os cartdes foram inseridos no aparelho e cada
teste bioquimico foi preenchido, selado e incubado automaticamente. Durante o periodo
de incubagdo (7-10 horas) os cartGes foram lidos a cada 15 minutos através de um
sistema Optico de transmitancia usando diferentes comprimentos de onda no espectro
visivel. Os resultados foram analisados pelo software do aparelho através de algoritmos

e reportados automaticamente.

3.7 Testes de Sensibilidade aos antimicrobianos

A susceptibilidade aos antimicrobianos dos isolados de Pseudomonas
aeruginosa também foi realizada utilizando-se o sistema automatizado VITEK®2
(BioMeérieux) no Laboratério de Microbiologia do HC-UFU. Brevemente, os isolados
foram suspensos em solucdo salina 0,45% com turbidez compativel a escala de 0,50 a
0,63 de McFarland e em seguida, diluidos conforme as recomendacdes do fabricante.
Os cartdes foram inseridos no aparelho e automaticamente preenchidos com as
suspensdes bacterianas. No cartdo, os antimicrobianos sdo encontrados em duas a quatro
concentracdes diferentes. Cada poco com o antibidtico teste é avaliado automaticamente
a cada 15 minutos durante 18 horas. Esses dados sé@o usados para gerar uma curva de
crescimento e, por comparagdo com um controle, o MIC (do inglés, “Minimum
Inhibitory Concentration) de cada antibiotico é estimado. Esse célculo é realizado com
um algoritmo especifico para cada antimicrobiano independente da espécie do micro-

organismo.
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3.8 Armazenamento das bactérias

Os isolados de P. aeruginosa provenientes de sangue, identificados no
Laboratorio de Microbiologia do HC-UFU, foram encaminhados para o Laboratério de
Microbiologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas (MICROMOL). Foram
entdo cultivados em TSA (Tryptic Soy Agar) pela técnica de esgotamento para obtencéo
de culturas pura e, posteriormente, armazenada em tubos criogénicos contendo caldo
BHI (Brain Heart Infusion) acrescido de 15% de glicerol, seguindo-se de incubacdo a
37°C por 24 horas. A suspensdo resultante foi estocada a temperatura de -20°C
(KONEMAN et al., 2001).

3.9 Técnicas Fenotipicas

3.9.1 Teste de Hodge — Carbapenemase (LEE et al., 2001, com modificacdes)

Uma suspensdo bacteriana com turvacdo equivalente a escala 0,5 de McFarland
de E.coli ATCC 25922 foi preparada em caldo TSB, diluida (1:10) e, em seguida, uma
aliquota foi semeada em placa de Petri contendo &gar Mueller-Hinton (MH) de maneira
a obter um crescimento confluente. No centro da placa foi adicionado um disco de
meropenem (10ug) e o isolado a ser testado foi semeado estriadamente (por cima da E.
coli) da borda do disco até a periferia da placa. Ap6s incubacdo overnight a 37°C, a
presenca de uma distor¢do — endentacdo — na zona de inibicdo da E. coli proximo a
borda do in6culo da amostra teste foi interpretado como teste positivo para presenca de

atividade carbapenemase.

3.9.2 Teste de Sinergismo com Duplo-Disco (TSDD) - Fenotipo Metalo-§-

Lactamase (LEE et al., 2003, com modificac@es)

Os isolados foram suspensos em caldo TSB com turvacao equivalente a escala
0,5 de McFarland e, em seguida, uma aliquota foi semeada em placa de petri contendo
agar MH de maneira a obter crescimento confluente. Foram adicionados sobre o agar
discos de ceftazidima (30pug) e imipenem (30pug) como indicadores, posicionados ao
lado de discos esterilizados de papel-filtro contendo as seguintes quantidades de agentes
quelantes: 3ul. de solugdo de &cido 2-mercaptopropiénico (2-MPA) e outro contendo

10uL de solugdo de &cido-etileno-diamino-tetracético (EDTA) 0,1M. As distancias pré-
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determinadas entre os discos de antibidtico e os discos contendo quelantes foram: 20
mm para o disco com 2-MPA e 15 mm para o disco com EDTA. Apos incubacao
overnight a 37°C, a observacao de distorcdo e/ou aumento no halo de inibicdo em torno

dos discos indicadores caracterizou o teste positivo para a presenca de MBL.

3.9.3 Teste de disco antagonismo ou teste “D” - Fendtipo AmpC-induzido
(DUNNE; HARDIN, 2005)

Os isolados foram suspensos em caldo TSB com turvacdo equivalente a escala
0,5 de McFarland e, em seguida, uma aliquota foi semeada em placa de Petri contendo
agar MH de maneira a se obter crescimento confluente. Foram adicionados sobre o agar
discos de imipenem (30ug) como indutor ao centro da placa e os seguintes discos de
antibioticos (substratos): ceftazidima (30ug), cefotaxima (30ug), cefoxitina (30ug),
piperacilina/tazobactam (10/100ug) equidistantes 25 mm do indutor (de centro a centro
do disco,). Ap6s incubagdo overnight a 37°C, a observacdo de um antagonismo entre o
indutor e um dos substratos, caracterizado pela forma de um “D”, com uma zona de
inibicdo > 20 mm na area induzida do substrato, caracterizou o teste como positivo para

a producdo induzivel da AmpC.

3.10 Técnicas Moleculares

3.10.1 PCR end point e multiplex PCR

A deteccdo dos genes codificadores de Metalo-B-lactamase (MBL) e OXA-
carbapenemase (OXA) foi realizada utilizando-se o método de PCR multiplex, segundo
0 protocolo de Xavier e colaboradores, 2010 e Woodford, 2010, respectivamente. O
gene blakpc foi determinado por meio de PCR end point, segundo o protocolo de
Galleti, 2010. Os primers especificos utilizados e as referéncias dos protocolos seguidos

nas reacgoes estdo descritos na tabela 3.
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Tabela 3. Primers especificos para deteccdo dos genes codificadores de carbapenemases

Gene Primer Sequéncia (5°- 3°) Anzgg)con Referéncia
Ve IMPgen-F1  GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC o
IMPgen-R1 CCAAACYACTASGTTATC
ST VIMgen-F2  GTTTGGTCGCATATCGCAAC 382
VIMgen-R2 ~ AATGCGCAGCACCAGGATAG
T GIM-F1 TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC _ AR, A0
GIM-R1 CGGAACGACCATTTGAATGG :
SRETY SIM-F1 GTACAAGGGATTCGGCATCG e
SIM-R1 TGGCCTGTTCCCATGTGAG
T SPM-F1 CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG -
SPM-R1 CCTTTTCCGCGACCTTGATC
OXAB51-F1
blaOXA5L TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353
OXA51-R1 TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXA23-F2 GATCGGATTGGAGAACCAGA
blaOXA-23 501
OXA23-R2 ATTTCTGACCGCATTTCCAT WOODFORD,
OXA40-F1 GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 2010
blaOXA-40 496
OXA40-R1  AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
OXA58-F1  AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
blaOXA-58 599
OXAB58-R1 CCCCTCTGCGCTCTACATAC
KPC-F1 GTATCGCCGTCTAGTTCTGCTG
blakPC 860 GALLETI, 2010
KPC-R1 GTTGACGCCCAATCCCTCGA

3.10.1.1 Extracdo do DNA por lise térmica

Para a extracdo do DNA gendomico de P. aeruginosa, os isolados foram

cultivados em agar MacConkey por 18-24 horas. Foram selecionadas colénias puras e

isoladas que foram ressuspendidas e lavadas em 1mL de tampéo Tris-EDTA [1X] (TE)

contido em tubos de 1,5 mL. Apds centrifugacdo a 12000xg por 2 minutos, 0

sobrenadante foi descartado e o pellet de bactérias ressuspendido novamente para outra

lavagem em 1mL de tampdo TE [1X]. Ap0Os nova centrifugacdo a 12000xg por 2

minutos, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 1mL de tampdo TE

para a etapa de fervura.
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Os tubos foram entdo fervidos a 100°C por 10 minutos em banho maria ou
termobloco e novamente centrifugados a 12000xg por 2 minutos. Foi recuperado 500uL
do sobrenadante com DNA. O DNA extraido foi quantificado em relacdo a sua
concentracdo, expressa em ng/uL, através da medida de absorbancia 280nm em
espectrofotometro (NanoDrop®), e, concomitantemente, analisados quanto a pureza,
determinada pela razdo 260/280 nm. Apds a leitura, 0 DNA extraido considerado puro,
ou seja, dentro do limiar entre 1.9 e 2.1, foi armazenado a -20°C até o momento da

utilizacdo.
3.10.1.2 Amplificacdo

Para a amplificacdo dos genes foi utilizado 1pL da suspensdo do DNA extraido
anteriormente. A reacgdo foi preparada para um volume final de 25 pL utilizando os
seguintes reagentes: agua ultra pura, solucdo tampédo da Taq [10X] diluido para uma
concentracdo final de [1X], 0,05 U de Tag DNA polimerase com MgCl, (Promega
Corporation), desoxirribonucleotideos (dNTPs) 0,2 mM (Promega Corporation) e
0,5uM dos primers especificos. A amplificacdo foi realizada no Eppendorf

Mastercycler com as condigdes descritas na tabela 4.

Tabela 4. Condi¢6es para amplificacdo nas reacoes de deteccdo dos genes codificadores de
carbapenemases por PCR

Multiplex para Multiplex para PCR para KPC?

genes MBL! genes OXA?
Desnaturacdo inicial 94°C por 5 min 94°C por 5 min 95°C por 5 min
Desnaturacéo 94°C por 25 seg. 94°C por 30 seg. 95°C por 1 min
Anelamento 53°C por 40 seg. 52°C por 45 seg. 61°C por 1 min
Extenséo 72°C por 50 seg. 72°C por 30 seg. 72°C por 1 min
Extenséo final 72°C por 6 min 72°C por 10 min 72°C por 10 min

IXAVIER et al, 2010; “’WOODFORD, 2010; >GALLET]I, 2010.
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3.10.1.3 Eletroforese em gel de agarose

A andlise dos produtos da reacdo foi realizada através da eletroforese em gel de
agarose aplicando-se 5 pL dos produtos da PCR. O gel de agarose foi preparado a 1,5%
utilizando tamp&o Tris-AcidoBorico-EDTA (TBE) [0,5x] acrescido com 1 pL de
SYBR® Safe (Invitrogen) para cada 20 mL de gel produzido. O marcador de peso
molecular utilizado foi 100 pb DNA Ladder (BioAmerica Inc). A eletroforese foi
conduzida em voltagem constante de 90V, durante 90 minutos, e o gel foi fotografado

utilizando o sistema de fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia®).

3.10.2 Reacéo em Cadeia de Polimerase quantitativo em Tempo Real -
gRT-PCR (XAVIER et al., 2010, com modificacGes)

Utilizando-se os pares de primers descritos na tabela 5, a quantificacdo relativa
da expresséo dos genes que codificam componentes dos sistemas de efluxo, mexB,
mexD, mexF e mexY; do gene oprD que codifica a proteina de membrana externa e
ampC foi conduzida para 14 isolados ndo-MBL (caracterizados na tabela 6) pela técnica
de QgRT-PCR e comparada com a expressio da cepa PAOl1l (amostra
referéncia/calibradora). O gene rpsL foi utilizado como controle endégeno da reagdo
para normalizacdo dos dados de expressédo transcricional dos genes alvo.



Tabela 5. Primers utilizados na reacao de qRT-PCR
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Genes Pi';ﬁ?:;?/o Primer Sequéncia 5' - 3'
e MexAB- mexB-F GTGTTCGGCTCGCAGTACTC
OprM mexB-R AACCGTCGGGATTGACCTTG
mexD MexCD-OprJ mexD-F CGAGCGCTATTCGCTGC
mexD-R GGCAGTTGCACGTCGA
e MexEF-OprN mexF-F CGCCTGGTCACCGAGGAAGAGT
mexF-R TAGTCCATGGCTTGCGGGAAGC
mexy MexXY mexY-F CCGCTACAACGGCTATCCCT
mexY-R AGCGGGATCGACCAGCTTTC
oprD OprD oprD-F TCCGCAGGTAGCACTCAGTTC
oprD-R AAGCCGGATTCATAGGTGGTG
ampC AmpC ampC-F CTGTTCGAGATCGGCTC
ampC-R CGGTATAGGTCGCGAG
rpsL = rpsL-F GCAAGCGCATGGTCGACAAGA

rpsL-R

CGCTGTGCTCTTGCAGGTTGTGA
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Tabela 6. Caracterizacéo dos isolados incluidos para analise de Reacdo em Cadeia de Polimerase quantitativo em Tempo Real

NUmero Data Clinica Resistétncia PCR*  Fendtipo Perfil de resisténcia
Isolado L1 poRt  isolamento CBP? MBL AmpC
PAS 1 26/07/2010  Clinica Médica + - - CAZ>, PPTAZ®, IMI’, CIP?, LEV", GEN", AZT™
PA11 2 17/10/2010  UTYP® adulto + - + CPM®, IMI, MER®, CIP, GEN, AMK™ AZT
PA14 3 17/12/2010  UTI adulto + ; + CAZ, CPM, PPTAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AMK, AZT
PA20 4 18/02/2011  UTI adulto + - + CPM, IMI, MER, CIP, GEN, AMK, AZT
PA21 5 31/01/2011 Cirdrgica + - + CAZ, CPM, PPTAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AZT
PA25 6 06/03/2011 Clinica Médica + - + CAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AZT
PA27 7 29/04/2011 UTI adulto + - - CAZ, CPM, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AMK
PA29 8 07/06/2011 UTI adulto + - + IMP, MER
PA31 9 11/07/2011 Cirdrgica + - + IMP
PA35 10 19/11/2011 UTI adulto + - + CAZ, CPM, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AMK, AZT
PA46 11 08/06/2012 UTI adulto + - - CAZ, CPM, IMI, MER
PA47 12 02/07/2012 Cirurgica + - + IMI
PA49 13 22/07/2012 Cirdrgica + - + IMI, MER
PA51 14 14/08/2012  Pronto Socorro + - + CAZ, CPM, PPTAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN

'gRT-PCR, Reacio em Cadeia de Polimerase quantitativo em Tempo Real; “CBP, Carbapenémicos; UTI, Unidade de Terapia Intensiva, “PCR MBL, Reacdo em Cadeia de
Polimerase para Metalo-B-lactamase; *CAZ, Ceftazidima; °PPTAZ, Piperacilina/Tazobactam; "IMP, Imipenem; ®MER, Meropenem; °CIP, Ciprofloxacina °LEV,
Levofloxacina; ""GEN, Gentamicina; >AZT, Aztreonam; **CPM, Cefepime; **AMK, Amicacina

+ ou — (Positivo ou Negativo para resisténcia aos carbapenémicos; genes MBL e fen6tipo AmpC pelo teste
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3.10.2.1 Extracao de RNA total

O RNA total dos isolados foi obtido a partir de uma suspensao bacteriana em
fase exponencial de crescimento (ODggo de 0,6-1,0) e extraido utilizando o Kit SV Total
RNA Isolation System (Promega Biotecnologia®), seguindo as recomendacgdes do
fabricante. Durante o processo de extracdo do RNA total as amostras foram tratadas
com desoxiribonuclease (DNAse) para eliminar a possivel contaminacdo com DNA
residual bacteriano. As amostras de RNA total foram quantificadas em relagdo a sua
concentracdo, expressa em ng/pL, através da medida de absorbancia 260 e 280nm em
espectrofotdbmetro (NanoDrop®), e, concomitantemente, as amostras foram analisadas
quanto a pureza determinada pela razdo A260/280. As amostras de RNA total que foram
situadas dentro do limiar entre 1,9 e 2,1 foram consideradas puras e, entdo, armazenadas

a -80 °C para posterior processamento e anélise.

3.10.2.2 Sintese do cDNA

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir de 5 ug do RNA total
extraido utilizando o kit GoScript Reverse Transcription System (Promega
Biotecnologia®), sequindo as instrucdes do fabricante. Brevemente, acrescentou-se ao
RNA experimental 0.5 pg de Primer Oligo (dT):s e incubou-se a 70°C durante 5
minutos. Ao término do aquecimento, as amostras foram imediatamente resfriadas em
agua com gelo por pelo menos 5 minutos e mantidas em gelo até 0 momento da adi¢édo
do mix de reacdo de transcricdo reversa.

O mix de reacdo da enzima Transcriptase Reversa foi preparado em gelo
contendo agua livre de nuclease, tampdo de reacdo da enzima, cloreto de magnésio
(MgCl,), dNTPs, inibidor de ribonuclease e a enzima, a concentragdes determinadas
pelo fabricante. A combinagdo de RNA-primer foi adicionada ao mix da enzima e entdo
colocada em termociclador com as seguintes condi¢fes: anelamento inicial a 25° C
durante 5 minutos e extensdo a 42° C durante até uma hora. As amostras foram entéo
incubadas a 70° C por 10 minutos para inativacdo da enzima transcriptase reversa. O

cDNA foi mantido a -20° C antes de prosseguir com o PCR quantitativo.
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3.10.2.3 Reagéo de qRT-PCR

A quantificacdo relativa da expressdo dos genes estudados foi realizada pela
técnica de gRT-PCR no Laboratério de Patologia Molecular e Biotecnologia
(CREDESH) da UFU. O principio do método baseia-se na deteccdo da fluorescéncia no
tubo de reacdo a medida que a dupla fita de DNA € gerada.

A reacdo de PCR em tempo real foi preparada utilizando o kit VeriQuest Fast
SYBR Green gPCR Master Mix (Affymetrix®) para um volume final de 25 pL,
contendo 10 pmol de cada primer (anteriormente descritos na tabela 5) e 2 pL do
cDNA. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em triplicata, acompanhadas de um
controle de auséncia de contaminacdo de material genético, utilizando um termociclador
em tempo real (Apllied Biosystem, modelo 7300®), com a seguinte programacéo: 40
ciclos de 95 °C durante 15 segundos e 60 °C por 30 segundos, de acordo com
informac@es técnicas do fabricante. A realizacdo da curva de dissociacdo dos primers,
ou curva de “melting”, foi adicionada ao final da termociclagem para confirmacdo da
especificidade dos primers, ou seja, de que ndo houve a formacdo de produtos

inespecificos, garantindo a formacdo de um Unico produto (Unica sequéncia de DNA).

3.10.2.4 Analise da expressao génica

Considerando uma eficiéncia de 100% dos primers (XAVIER, et al, 2010) a
expressao relativa dos genes-alvo foi obtida pelo método do Ct comparativo, também
denominado delta delta Ct (2%*“"), segundo PFAFFL, 2001 e LIVAK &
SCHMITTGEN, 2001. Neste modelo matematico, o valor de ACt foi obtido pela
subtracdo do valor de cada gene-alvo pelo valor da média de Ct do gene rpsL (controle
interno); o valor de AACt foi obtido pela subtragdo do valor da media de Ct da amostra
desconhecida pelo valor da média de Ct da amostra de referéncia (PAOL). O valor de
Quantificacao Relativa final (RQ) foi obtido pela elevagao negativa do valor de AACt na
base 2 (2*“"). Dessa maneira, o resultado da expressdo relativa indica quantas vezes
um gene é expresso em uma amostra, em relagdo a expressdo desse mesmo gene para a
cepa utilizada como referéncia (PAOL).

Os sistemas de efluxo MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY

foram considerados hiperexpressos quando os niveis transcricionais de mexB, mexD,
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mexF e mexY foram pelo menos 2, 100, 100 e 4 vezes maior em relacdo a expressao dos
genes da amostra de referéncia PAO1. A reducdo na expressdo da porina OprD e a
hiperproducdo de AmpC foram considerados positivos quando a expressdo de ampC e

oprD foram > 10 vezes e < 70%, respectivamente, em relacdo a cepa PAOL.

3.10.3 Tipagem molecular pela técnica de Eletroforese em Campo Pulsado
(PFGE)

A escolha dos isolados para essa analise foi baseada nos resultados obtidos no
PCR para os genes codificadores das metalo-B-lactamases.

Uma coldnia bacteriana foi inoculada em 3 mL de caldo TSB e incubada
overnight a 37° C, sob agitacdo a 200 rpm. Apds o periodo de incubacdo, a medida da
densidade Optica da suspensdo bacteriana resultante foi ajustada para 0,9 a 1,10
(ODggonm). Uma aliquota de 200 pL da suspensdo celular foi transferida para um tubo
eppendorf centrifugada a 12.000 xg e 4 °C por 2 minutos e o sobrenadante foi
descartado.

O precipitado foi ressuspendido em 200 uL de tampao TE, e 200 puL de agarose
low melting point 2,2% (Ludwig Biotec) preparada em tamp&o TE foi adicionada em
cada tubo para confeccdo dos blocos. Os blocos foram mantidos a temperatura ambiente
por aproximadamente 15 minutos até a solidificacdo.

Os blocos de agarose foram transferidos para tubos contendo 5 mL de solucdo de
lise (50 mM de Tris pH 8,0; 50 mM de EDTA pH 8,0; Sarcosyl 1%) acrescido de
proteinase K na concentracdo final de 1 mg/mL. Os tubos foram mantidos sob leve
agitacdo (aproximadamente 70 rpm) durante 4 horas a 55° C. Apés essa etapa, seguiu-se
para a lavagem dos blocos, a solucdo de lise foi retirada e adicionou-se 10 mL de
tampéo TE [1X]. Os tubos foram mantidos na estufa a 37° C sob leve agitagdo, durante
30 minutos. A etapa de lavagem se repetiu por pelo menos 5 vezes sendo a ultima
overnight.

Para digestdo do DNA, uma pequena parte do bloco de agarose (2 mm) foi
incubada em 40 pL da solugdo tampao da enzima Spel 1X (Vivants) e mantida a 37 °C
por 2 horas. Essa solugcdo foi desprezada, e uma nova solugdo acrescida de 30 U da

enzima de restricdo Spel foi adicionada. A reacao foi incubada a 37 °C por 4 horas.
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Para a corrida eletroforética, foi preparado gel de agarose 1% (Agarose Campo
Pulsado, Agargen) em TBE [0,5X]. Os blocos de agarose ja digeridos foram dispostos
no pente e o0 peso molecular (Lambda Ladder PFG Marker, New England Biolabs) foi
colocado apds a solidificacdo do gel, diretamente nos pocos. A corrida eletroforética foi
realizada em aparelho Chef DRIII System (Bio Rad, USA), utilizando-se solucgéo
tamponante TBE [0,5X], nas seguintes condic¢des: pulso incicial de 5 segundos e final
de 40 segundos, angulo de 120°, 6 VV/cm, a temperatura de 12° C durante 21 horas. Apds
a eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio 1pg/mL sob leve agitacdo por 45
minutos, e descorado em agua destilada pelo mesmo periodo de tempo.

O perfil eletroforético de macrorrestricdo foi analisado utilizando o software
BioNumerics versdo 5.01 (Applied Maths, Bélgica). A similaridade genética dos
isolados foi determinada pelo indice de similaridade de Dice e o dendrograma foi
construido segundo o método UPGMA (do inglés, Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Averages). Isolados com similaridade genética superior a 80% foram

considerados do mesmo tipo clonal.

3.11 Andlise Estatistica

Os fatores de risco foram avaliados individualmente contra uma varidvel resposta
(analise univariada) através de tabelas de contingéncia do tipo dois por dois (2 x 2)
utilizando-se o teste do y2 para comparacao entre os valores quando o n foi maior que 5
e o teste exato de Fisher quando o n foi menor ou igual a cinco. Para comparar variaveis
quantitativas foram utilizados os testes t de Student ou U de Mann Whitney, quando
apropriado. Os fatores de risco significativos na andlise univariada foram avaliados
através de analise multivariada por meio de regressdo logistica multipla. O Coeficiente
de correlacdo de Spearman foi tutilizado para andlise da relacdo entre o consumo de
antimicrobianos e a incidéncia de bacteremia por P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos. A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi construida e a analise
da significancia foi obtida atraves do teste Log-Rank. A significancia estatistica foi
definida por um valor de P < 0,05 utilizando os programas estatisticos Graph Pad Prism
5.0® e Bioestat 5.0®.
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3.12 Analise pelo Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia sob os nimeros de protocolo 550/09 e 47897 (ANEXO

).
4. RESULTADOS

4.1. Populacéo de estudo
No periodo de maio/2009 a dezembro/2012, 157 pacientes internados no

Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia com bacteremia por P.
aeruginosa foram incluidos no estudo. No total, 161 episodios/isolados de bacteremia
foram obervados (Apéndice 1). O estudo epidemioldgico-molecular e 0s experimentos

realizados com breves resultados estdo resumidos na figura 2.

Pseudomonas oeruginosa - SANGUE
Hospital de Clinicas UFU

Maio/2009 a
dezembro/2012
" BSTUDO | T PESQUISA — MESCANISMOS DE
3 RESISTENCIA CARBAPENEMICO
SISl ‘ DDD/Consumo de antibiéticos ‘
§ I ‘ Total Episddios/Resistentes
Pacientes (N= 157) Cefiri e [N= 15|1p3]
| Imipenem, Meropenem Recu =
AT . - . perados/ Analisados
12 Episodio Ciprofloxacina, Levofloxacina Cmmm = 1
BACTEREMIA Positivas _ TSDD (N=56) Megativas
| N=12 (N=44)
PCR - MBL
risco
Positivas Negativas
Caso/Obitos Controle fAlta | Caso/¥XDR Caso/MDR Controle (N=9) [N=47)
= = N=35 N=67 N= 50
(N=68) (N 3|9] { ] (N=67) (N=50) Blasen (N=§) T s Postiva (- 1)
Blawm (N=3, [N=47) -
Curva de sobrevivéncia PCR - OXA. KPC
Terapia apropriada Ne 4.',’
X
Terapia inapropriada MNegativas
(N=47)
AmpC teste “D”
Positivas (N=47) Negativas
{N=36) (N=11})
N=11 QRT-PCR N-3
N=14
ABM+{N=8)
XV+ [N=9)
AmpC+ OprD- CDJ+ (N=0)
(N=10) (N=10) EFN+ [N=0)

Figura 2. Organograma da populacdo estudada referente a bacteremia por Pseudomonas aeruginosa. MDR, Multi-
resistente; XDR. Extensivamente resistente; MBL, Metalo-B-Lacatamase; TSDD, Teste de Sinergismo com Duplo-Disco;
PCR, Reacdo em Cadeia de Polimerase; OXA, Oxacilinase tipo carbapenemase; KPC, Klebsiella pneumoniae
carbapenemase; gRT-PCR, Reacdo em Cadeia de Polimerase em Tempo Real quantitativo. AmpC+, Hiperproducéo de
AmpC, OprD-, Perda de porina OprD, ABM+, XY+ CDJ+ e ENF+, Hiperexpressao de bombas de efluxo.
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4.2. Estudo epidemioldgico — Pacientes, fatores de risco e mortalidade

A distribuicdo dos pacientes com bacteremia por Pseudomonas aeruginosa entre
as unidades hospitalares do HC-UFU esta descrita na tabela 7. Do total de 157 pacientes
incluidos no estudo, 46 (29,3%) foram admitidos na Unidade de Terapia Intensiva de
adultos (UTI adultos), seguido de Unidades Cirargicas (N= 36; 22,9%) e Clinica
Médica (N= 17; 27,2%). A maioria dos pacientes que tiveram bacteremia por P.
aeruginosa resistente a carbapenémico (considerando 1° episodio) (70/157; 44,6%)
apresentou a mesma distribuigdo por unidades hospitalares, nas seguintes proporgdes:
26 (37,1%) na UTI de adultos, 21 (30,0%) em Unidades Cirurgicas e 14 (20,0%) na

Clinica Médica.

Tabela 7. Distribuicdo dos pacientes com bacteremia por P. aeruginosa e daqueles com
isolados resistentes aos carbapenémicos entre as unidades hospitalares do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Unidade hospitalar Total Resistente
N = 157 (%) Carbapenémicos
N =70 (%)
UTI! adulto 46 (29,3) 26 (37,1)
Unidades Cirdrgicas 36 (22,9) 19 (27,1)
Clinica Médica 27 (17,2) 11 (15,7)
Unidade de Oncologia 14 (8,9) 3(4,3)
Pediatria 13 (8,3) 1(1,4)
Pronto Socorro 10 (6,4) 6 (8,6)
UTI Pediatrica 1(0,6) 1(1,4)
UTI Neonatal 3(1,9 0(-)
Outras 7 (4,5)° 3(4,3)°

'Unidade de Terapia Intensiva
24 Moléstia Infecciosa, 2 Unidade de Transplante e 1 Unidade de Queimados
%3 Moléstia Infecciosa
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Quando foi feita a andlise da incidéncia dos episodios de bacteremia por 1000
pacientes/dia entre as unidades hospitalares, observou-se que a maior incidéncia de
isolados de P. aeruginosa de bacteremia foi na UTI de adultos (1,9/1000 pacientes-dia),
seguido de Unidade de Oncologia (0,5/1000 pacientes-dia), Clinica Médica (0,39/1000
pacientes-dia) e Pediatria (0,32/1000 pacientes-dia); e daqueles isolados resistentes aos
carbapenémicos foi na UTI de adulto (0,55/1000 pacientes-dia), seguido de Clinica
Médica (0,2/1000 pacientes-dia, ambos), Moléstia Infecciosa (0,16/1000 pacientes-dia)
e Unidades Cirargicas (0,15/1000 pacientes-dia) (Figura 3).

Unidades Hospitalares

Figura 3. Incidéncia do total de bacteremia por P. aeruginosa/1000 pacientes-dia e
daquelas por isolados resistentes aos carbapenémicos entre as unidades hospitalares do

Hospital de Clinidas da Universidade Federal de Uberlandia.

Durante o periodo de estudo de 44 meses, a taxa por 1000 pacientes-dia de
bacteremia por P. aeruginosa e daquelas por isolados resistentes aos carbapenémicos foi

de 13,21 e 6,34, respectivamente, sendo que de maio a dezembro de 2009 a taxa foi de

. Total isolados B aeruginosa

. Isolados B aeruginosa resistente
aos carbapenémicos
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0,74; 1,58 no ano de 2010, aumentando para 2,44 em 2011. O numero total de
pacientes-dia foi 538,4 e a média do numero de pacientes-dia com bacteremia por P.
aeruginosa resistente a carbapenémicos foi 5,66 + 2,44. As taxas de mortalidade para o
total de 157 pacientes e para aqueles com bacteremia por P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos (N= 70) foi de 43,3% e 50,0%, respectivamente (Tabela 8).

Tabela 8. Taxas e indicadores epidemiolégicos de bacteremia por Pseudomonas
aeruginosa resistente a carbapenémicos no Hospital de clinidas da Universidade Federal
de Uberlandia

Variaveis Indicadores

Paciente-dia 538,4

Pacientes-dia com bacteremia por P.aeruginosa resistente a CBP (média 5,66 + 2,44
* desvio padréo)

Bacteremia por P. aeruginosa total/1000 pacientes-dia 13,21
Bacteremia por P. aeruginosa resistente CBP/1000 pacientes-dia 6,34

Mortalidade total em 157 pacientes 43,3%
Mortalidade total em 70 pacientes com isolados resistentes a CBP 50,0%

CBP, Carbapenémicos

A taxa de ocorréncia de bacteremia por P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos/1000 pacientes-dia no més de dezembro de 2010 foi mais alta do que o
limite de controle superior estabelecido em 3o acima da média de incidéncia dos casos
de infeccdo, o que pode ser descrito como um surto (Figura 4). A taxa de P. aeruginosa
resistente a carbapenémico foi de 0,66/1000 pacientes-dia no més de dezembro/2010 e
caiu para 0,18/1000 pacientes-dia no final de fevereiro de 2011, quando foi observado o
término do surto de P. aeruginosa resistente a carbapenémico e inicio de um periodo de
endemicidade no hospital (média de 0,16 P. aeruginosa/1000 pacientes-dia). No
periodo do surto, os pacientes estavam internados principalmente em UTI de adultos, e

alguns em Unidades Cirurgicas.
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Figura 4. Nivel endémico de bacteremia por P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos por
1000 pacientes-dia no periodo de marco de 2009 a dezembro de 2012.

A figura 5 traz a relacdo entre a dose diaria definida dos antimicrobianos/1000
pacientes-dia e 0 numero de pacientes com bacteremia por Pseudomonas aeruginosa
resistente aos carbapenémicos/1000 pacientes-dia. Foi observado alto consumo de
ceftriaxone, cefepime e meropenem no periodo de estudo com tendéncia ascendente
entre o inicio e o final do periodo estudado (Apéndice I1). N&o foi observada correlacédo
positiva entre 0 aumento na incidéncia de isolados de P. aeruginosa resistente aos

carbapenémicos e o consumo de antibiéticos.
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As caracteristicas clinico-demogréficas relevantes da populacdo estudada e os
fatores de risco associados com a mortalidade hospitalar estdo apresentados na tabela 9,
(referenciada na dissertacdo de Ferreira e colaboradores, 2014). A idade média dos
pacientes foi de 51 anos (0 — 89), sendo a maioria do género masculino (N= 105;
66,8%), e 0 tempo médio de internacdo foi de 57 dias. Cerca de 76% dos pacientes
apresentaram bacteremia primaria, sendo a maioria (N= 98; 62,4%) com foco
desconhecido e 13,8% (N= 21) relacionada ao uso do Cateter Venoso Central (CVC).
Entre as secundérias (N= 38; 24,2%), o trato respiratério foi a origem mais frequente
(N= 27; 17,2%), seguida de trato urinario (N= 6; 3,8%). O uso de procedimentos
invasivos foi frequente na populacdo estudada (N=139; 88,5%), com destaque para uso
de Ventilacdo Mecanica (N= 89; 56,7%), CVC (N= 125; 79,6%), sonda nasogastrica ou
nasoenteral (N= 109; 69,4%) e cateter urindrio (N= 101; 64,3%). Aproximadamente
44% (N= 69) dos pacientes passaram por cirurgia e as principais comorbidades
observadas foram: insuficiéncia renal crénica (N= 40; 25,5%), cardiopatia (N= 35;
22,3%) e cancer (N= 32; 20,4%).

O resultado dos fatores de risco associados com mortalidade hospitalar através
da anélise multivariada evidenciou que os preditores independentemente associados aos
pacientes que foram ao 6ébito em 30 dias incluiram doenca de base grave, como cancer
(P= 0,012; OR= 3,18), bem como pacientes que receberam terapia antimicrobiana
inapropriada (P= 0,0026; OR= 3,23). A maioria dos pacientes (N= 81; 56,6%) tiveram
ASIS > 4, caracterizando uma populagdo critica e semelhante entre os grupos alta e
Obito, sem diferenca estatistica. A taxa de mortalidade hospitalar para os pacientes que
receberam terapia inapropriada foi de 47,1%, contra 19,1% para pacientes que
receberam terapia apropriada, corroborando com o resultado da curva de sobrevivéncia
de Kaplan-Meier, que demonstrou que o grupo de pacientes que receberam terapia
antimicrobiana inapropriada teve menor probabilidade de sobrevivéncia e em menor

tempo (Figura 6).
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Tabela 9. Fatores de risco associados com mortalidade hospitalar em 30 dias em pacientes com bacteremia por Pseudomonas aeruginosa

internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Fatores de Risco

Idade-média
Género Masculino
Género Feminino
Tempo de hospitalizacdo-média (dias)
Unidade de Terapia Intensiva
Cirurgia
Procedimentos Invasivos
Ventilagdo Mecanica
Traqueostomia
Cateter Urinario
Cateter Venoso Central
Dreno cirargico
SNG'/ SNE®
Hemodialise
Nutricédo Parenteral
Comorbidades
Cardiopatia
Cancer
Diabetes Mellitus
Insuficiéncia Renal Crénica
HIV®

ASIS’ > 4

Total Obito Alta
N=157(%) N=68 (%) N=89 (%)
51.36+25.10 56.10 £22.74 47.73 £26.31
105 (66.8) 44 (64.7) 61 (68.5)
52(33.1)  24(353)  28(3L5)
57.01+56.93 30.90 +26.34 76.97 +65.48
74(471) 32(47.1) 42(47.2)
69 (439) 30 (44.1) 39 (43.8)
139 (88.5) 61(89.7)  78(87.6)
89 (56.7)  40(58.8) 49 (55.0)
70 (44.6)  32(47.1)  38(42.6)
101 (64.3) 48(30.6) 53 (59.5)
125(79.6) 57(83.8) 68 (76.4)
24(153) 12(17.6) 12 (13.5)
109 (69.4) 53(33.7) 56 (62.9)
30 (24.8)  21(134)  18(20.2)
25(15.9)  10(147)  15(16.8)
123(783) 61(89.7) 62 (69.6)
35(22.3)  18(265)  17(19.1)
32(20.4)  21(134)  11(123)
21(134)  11(162)  10(11.2)
40 (255)  22(323)  18(20.2)
10(64)  8(118) 2(2.2)
81(56,6) 39(57.3) 42 (47.2)

Univariada

OR! (1C? 95%)

0.84 (0.43-1.64)
1.18 (0.60-2.31)
0.99 (0.52-1.87)
1.01 (0.53-1.91)
1.22 (0.44-3.35)
1.16 (0.61-2.21)
1.19 (0.63-2.25)
1.63 (0.83-3.19)
1.60 (0.71-3.59)
1.37 (0.57 3.28)
2.08 (1.01-4.26)
1.76 (0.84-3.65)
0.85 (0.35-2.03)
3.79 (1.53-9.36)
1.52 (0.71-3.24)
3.16 (1.40-7.15)
1.52 (0.60-3.83)
1.88 (0.91-3.89)
5.80 (1.18-8.27)

1.50 (0.79-2.84)

p?
0.065
0.737
0.737

0.0001*
0.884

0.9
0.88
0.756
0.701
0.206
0.345
0.62
0.064
0.178
0.885
0.004*
0.365
0.007*
0.506
0.122
0.020*

0.270

Multivariada

OR (IC 95%)

2.42 (0.89-6.60)

3.18 (1.28-7.90)

4.54 (0.80-5.70)

0.083

0.012*

0.086
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Bacteremia Primaria 119 (75.8) 46 (67.6) 73(82.0) 0.45(0.21-0.96) 0.057 0.76(0.19-3.12) 0.711
Relacionada ao CVC® 21 (13.8) 6 (8.8) 15(16.8)  0.47 (0.17-1.30) 0.219 - -
Desconhecida 98 (62.4) 40 (58.8) 58 (85.3) 0.76 (0.39-1.46) 0.517 - -

Bacteremia Secundaria 38 (24.2) 22 (32.3) 16 (17.9) 2.18(1.03-4.58) 0.06 - -
Trato respiratorio 27 (17.2) 17 (25.0) 10(11.2) 2.63(1.11-6.20) 0.040* 2.20(0.45-10.90) 0.325
Trato urinario 6 (3.8) 2(2.9) 4 (4.4) 0.64 (0.11-3.62) 0.698 - -
Outros’ 5(3.2) 3(4.4) 2(2.2) 2.00 (0.32-2.36) 0.652 - -

Terapia Inapropriada 49 (31.2) 32 (47.1) 17 (19.1)  3.76 (1.84-7.66) 0.0003* 3.23 (1.50-6.94) 0.0026*

Do inglés “Odds Ratio”; “Intervalo de Confianca; *Valor de P; “Sonda Nasogaéstrica; >Sonda Nasoenteral; ° Do inglés “Human Immunodeficiency Virus”; "Do inglés
“Average Severity of Ilness Score”; éCateter Venoso Central; ° Liquido ascitico , abscesso, secrecéo de ferida, secrecdo ocular, liquor;"P < 0.05 - Estatisticamente

significante)
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Figura 6. Curva de sobrevivéncia dos pacientes com bacteremia por Pseudomonas aeruginosa
que receberam terapia antimicrobiana inapropriada em relagdo ao grupo que recebeu terapia
apropriada.

Os fatores de risco associados com o desenvolvimento de bacteremia por P.
aeruginosa multi-resistente  (MDR) e extensivamente resistente (XDR) estdo
apresentados na tabela 10. Através da analise multivaridada foram identificados como
fatores de risco comuns e independentemente associados a XDR e MDR, 0 uso prévio
de carbapenémicos (P= 0,001/OR= 3,48 e P= 0,02/OR= 2,22, respectivamente) e
presenca de traqueostomia (P= 0,02/OR=2,97 e P= 0,05/0R=2,19, respectivamente).
Outros fatores de risco independentes para MDR foram: admissdo em Unidade de
Terapia Intensiva (P=0,02; OR= 2,19) e tempo de internacdo igual ou superior a 30 dias
prévio a infec¢cdo (P= 0,05; OR=1,95).

Na tabela 11 estdo descritos os fatores de risco independentemente associados
com resisténcia as diferentes categorias de antimicrobianos. As taxas de resisténcia para
cefepime, carbapenémicos, piperacilina/tazobactam, fluoquinolonas e aminoglicosideos
foram 38,8 (61/157), 44,6 (70/157), 28,7 (45/157), 40,8 (64/157) e 39,5% (62/157),
respectivamente. Pela analise univariada, inimeros fatores comuns foram encontrados
como estatisticamente significantes, entretanto, depois de ajustadas as caracteristicas
através da regressdo logistica mdltipla, as varidveis independentes comumente
associadas foram: uso prévio de antimicrobianos, principalmente carbapenémicos; e 0
uso de procedimentos invasivos como: presenca de hemodidlise e cateter urinario nos

grupos resistente a carbapenémico e a aminoglicosideo, respectivamente.
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Tabela 10. Analise univariada e fatores de risco independentes associados com bacteremia por Pseudomonas aeruginosa multiresistente e
extensivamente resistente em pacientes com bacteremia por Pseudomonas aeruginosa internados no Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia

Variaveis XDR! MDR? Sensivel Analise XDR Anélise MDR
N =35 (%) N = 67 (%) N =90 (%)

Univariada Multivariada Univariada Multivariada

P® (OR" P (OR) P (OR) P (OR)

Idade — média (variacao) 56,06 (2-89) 56,58 (2-89) 49,09 (0-88) 0,42 (-) - 0,10 (-) -

Género Masculino 22 (62,9) 44 (65,7) 61 (67,8) 0,75 (0,80) - 0,91 (0,91) -

Género Feminino 13 (37,1) 23 (34,3) 29 (32,2) 0,75 (1,24) - 0,91 (1,10) -

Tempo hospitalizacdo > 30 dias 17 (48,6) 31 (46,6) 32 (35,6) 0,25 (1,71) - 0,02 (2,19)* 0,05 (1,95)*

prévio a infeccéo

Admissgo UTI® 17 (48,6) 39 (58,2) 35 (38,9) 0,43 (1,48) - 0,02 (2,19)* 0,02 (2,19)*

Cirurgia 19 (54,3) 34 (50,7) 35 (38,9) 0,17 (1,87) - 0,18 (1,62) -

Uso prévio antimicrobianos 31 (88,6) 57 (85,1) 67 (74,4) 0,13 (2,66) - 0,01 (2,81)* 0,57 (1,29)
Cefalosporina 32 geracéo 13 (37,1) 29 (43,3) 39 (43,3) 0,66 (0,77) - 0,87 (1,00) -
Cefepime 12 (34,3) 26 (38,8) 35 (38,9) 0,78 (0,82) - 0,84 (1,00) -
Carbapenémicos 22 (62,9) 39 (58,2) 37 (41,1) 0,04 (2,42)* 0,001 (3,48)* 0,05 (2,00)* 0,02 (2,22)*
Fluorquinolonas 7 (20,0 13 (19,4) 7(7,8) 0,05 (2,96)* 0,51 (0,71) 0,05 (2,85)* 0,43 (1,42)
Aminoglicosideos 4(11,4) 5(7,5) 7(7,8) 0,49 (1,53) - 0,81 (0,96) -

Procedimentos Invasivos 33 (94,3) 62 (92,5) 77 (85,5) 0,23 (2,79) - 0,23 (2,09) -
Ventilagdo mecanica 24 (68,6) 45 (67,2) 44 (48,9) 0,04 (2,28)* 0,61 (0,77) 0,03 (2,14)* 0,39 (1,42)
Traqueostomia 22 (62,9) 39 (58,2) 31 (34,4) 0,007 (3,22)* 0,02 (2,97)* 0,005 (2,55)* 0,05 (2,19)*
Cateter urinéario 27 (77,1) 49 (73,1) 52 (57,8) 0,07 (2,52) - 0,06 (1,99) -
Cateter venoso central 30 (85,7) 54 (80,6) 71 (78,9) 0,53 (,61) - 0,95 (1,11) -
Dreno cirurgico 8(22,8) 10 (15,0) 14 (15,6) 0,07 (2,36) - 0,90 (0,95) -
SNG/SNE* 24 (68,6) 50 (74,6) 59 (65,6) 0,91 (1,15) - 0,29 (1,55) -

Hemodialise 13 (37,1) 21 (31,3) 18 (20,0) 0,07 (2,36) - 0,14 (1,83) -

Nutricéo parenteral 4 (11,4) 9(13,4) 16 (17,8) 0,55 (0,60) -- 0,60 (0,72) -

Extensivamente-resistente; “Multi-resistente; *Unidade de Terapia Intensiva; “Sonda Naso-Géstrica/ Sonda Naso-Enteral; ®Valor de P; "Odds Ratio;
*P < 0,05 — Estatisticamente significante
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Tabela 11. Fatores de risco independentes associados com resisténcia as diferentes
categorias de antimicrobianos em pacientes com bacteremia por Pseudomonas
aeruginosa internados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Variaveis Univariada Multivariada
P! (ORY P (OR)
Cefepime [N=61 (38,8%0)]
Admissdo Unidade Terapia Intensiva 0,05 (1,97) 0,31 (1,43)
Cirurgia 0,02 (2,19) 0,17 (1,61)
Tempo estadia > 30 dias prévio infec¢ao 0,03 (2,13) 0,11 (1,74)
Uso prévio antimicrobianos 0,03 (2,87) 0,15 (2,09)
Uso prévio Cefepime 0,05 (2,03) 0,88 (0,94)
Uso prévio Carbapenémicos < 0,0001 (4,09) 0,02 (2,24)*
Ventilagdo mecénica 0,05 (2,05) 0,97 (0,99)
Carbapenémicos [N=70 (44,6%0)]
Admissédo Unidade Terapia Intensiva 0,001 (3,09) 0,46 (0,72)
Cirurgia 0,0004 (3,46) 0,11 (1,98)
Tempo estadia > 30 dias prévio infec¢ao < 0,0001 (4,32) 0,14 (1,79)
Uso prévio Cefepime <0,0001 (4,19) 0,29 (0,61)
Uso prévio Carbapenémicos < 0,0001 (0,97) 0,01 (2,90)*
Uso prévio Fluorquinolonas 0,02 (3,38) 0,48 (0,68)
Uso prévio Aminoglicosideos 0,05 (4,13) 0,31 (2,05)
Ventilacdo mecéanica 0,02 (2,19) 0,74 (1,19)
Traqueostomia 0,0008 (3,16) 0,13 (2,01)
Cateter venoso central 0,03 (2,44) 0,58(0,73)
Hemodidlise 0,0001 (4,61) 0,0004 (5,36)*
Piperacilina/Tazobactam [N=45 (28,7%)]
Admissdo Unidade Terapia Intensiva 0,02 (2,36) 0,19 (1,63)
Cirurgia 0,09 (1,93) 0,13 (1,77)
Uso prévio antimicrobianos 0,03 (3,58) 0,02 (3,97)*
Uso prévio Cefepime 0,0002 (3,78) 0,79 (0,90)
Ventilagdo mecanica 0,004 (3,20) 0,07 (2,31)
Traqueostomia 0,002 (3,14) 0,19 (1,75)
Fluorquinolonas [N= 64 (40,8%0)]
Admissao UTI 0,03 (2,07) 0,09 (1,77)
Uso prévio Cefepime 0,02 (2,21) 0,54 (0,80)
Uso prévio Carbapenémicos < 0,0001 (4,45) 0,04 (2,06)*
Uso prévio Fluorquinolonas 0,03 (3,17) 0,68 (1,20)
Traqueostomia 0,02 (2,23) 0,84 (1,08)
Cateter urinario 0,001 (3,37) 0,07 (1,94)
Aminoglicosideos [N=62 (39,5%0)]
Admissdo Unidade Terapia Intensiva 0,0006 (3,31) 0,47 (1,31)
Tempo estadia > 30 dias prévio infec¢ao 0,03 (2,14) 0,25 (1,55)
Uso prévio Cefepime 0,03 (2,17) 0,61 (0,82)
Uso prévio Carbapenémicos <0,0001 (4,15) 0,92 (1,03)
Uso prévio Fluorquinolonas 0,001 (5,74) 0,18 (1,99)
Traqueostomia 0,02 (2,22) 0,30 (1,52)
Cateter urinario 0,001 (3,59) 0,01 (2,87)*

‘Valor de P; “Odds ratio *P < 0,05 - Estatisticamente significante
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A terapia antimicrobiana e a evolugdo clinica dos pacientes com 1° episddio

confirmado de bacteremia por P. aeruginosa foram avaliadas e estdo descritas na tabela

12. Os pacientes caracterizados como grupo resistente, tiveram taxas significativas de

terapia antimicrobiana inapropriada, particularmente pelo uso de cefepime (P= 0,002;
OR= 3,24) e naqueles que apresentaram isolados MDR e XDR (P= 0,02; OR= 2,66,

ambos).

Em relacdo a evolucdo clinica, pacientes com bacteremia por isolados

resistentes aos antimicrobianos tiveram maiores taxas de mortalidade hospitalar e tempo

de hospitalizagéo significativamente maior,

incluindo todas as categorias de

antimicrobianos avaliadas, bem como para pacientes do grupo com isolados MDR.

Tabela 12. Terapia antimicrobiana e evolucéo clinica de pacientes com bacteremia por

Pseudomonas aeruginosa resistente aos antimicrobianos, MDR e XDR.

Antimicrobianos Grupo Resistente  Grupo Sensivel P* (OR)
n/n (%) n/n (%)
Cefepime
Terapia inapropriada* 24/61 (39,3) 16/96 (16,7) 0,002 (3,24)*
Mortalidade 30 dias 31/61 (50,8) 37/96 (38,5) 0,17 (1,65)
Hospitalizacdo prolongada® 31/61 (50,8) 32/96 (33,3) 0,04 (2,07)*
Piperacilina/Tazobactam
Terapia inapropriada* 7/45 (15,6) 30/112 (26,8) 0,19 (0,50)
Mortalidade 30 dias 23/45 (51,1) 45/112 (40,2) 0,28 (1,56)
Hospitalizacdo prolongada® 27145 (60,0) 36/112 (32,1) 0,002 (3,17)*
Carbapenémicos
Terapia inapropriada* 22/70 (31,4) 18/87 (20,7) 0,17 (1,76)
Mortalidade 30 dias 35/70 (50,0) 33/87 (37,9) 0,17 (1,64)
Hospitalizacdo prolongada® 39/70 (55,7) 24/87 (27,6) 0,0006 (3,30)*
Fluorquinolonas
Terapia inapropriada 13/64 (20,3) 21/93 (22,6) 0,88 (0,87)
Mortalidade 30 dias 28/64 (43,7) 40/93 (43,0) 0,94 (1,03)
Hospitalizacdo prolongada® 34/64 (53,1) 29/93 (31,2) 0,009 (2,50)*
Aminoglicosideos
Terapia inapropriada* 10/62 (16,1) 20/95 (21,0) 0,57 (0,72)
Mortalidade 30 dias 29/62 (46,8) 39/95 (41,0) 0,58 (1,26)
Hospitalizacdo prolongada® 33/62 (53,2) 30/95 (31,6) 0,01 (2,47)*
Multiresistente
Terapia inapropriada ® 32/67 (47,8) 17/90 (18,9) 0,02 (2,66)*
Mortalidade 30 dias 32/67 (47,8) 32/90 (35,6) 0,16 (1,66)
Hospitalizacdo prolongada® 34/67 (50,7) 29/90 (32,2) 0,02 (2,17)*
Extensivamente resistente
Terapia inapropriada ® 17/35 (48,6) 32/122 (26,2) 0,02 (2,66)*
Mortalidade 30 dias 16/35 (45,7) 52/122 (42,6) 0,89 (1,13)
Hospitalizacdo prolongada® 18/35 (51,4) 45/122 (36,9) 0,17 (1,81)

MTerapia inapropriada por cada antibiético e/ou auséncia de terapia; Tempo de hospitalizagdo > 45 dias; °Terapia
inadequada total (qualquer antimicrobiano e/ou auséncia de terapia); “P < 0,05; *0dds ratio

*P Estatisticamnete significante

4.3. Pesquisa dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos
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A tabela 13 caracteriza os isolados de P. aeruginosa quanto a producdo de
Metalo-p-lactamase e o perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Do total de 73
isolados resistentes aos carbapenémicos, 56 (72,7%) foram recuperados e analisados. A
taxa de produgdo de MBL pelo teste fenotipico foi de 21,4% (N= 12), dos quais 9
(75,0%) tiveram amplicon consistente com genes MBL, sendo 6 do tipo blaspm (66,7%)
e 3 do tipo blaywm (33,3%). Em relacdo aos testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos, 6 antibidtipos (R1 — R6) foram identificados entre os isolados que
foram fenotipicamente positivos para MBL.

Os resultados dos testes fenotipicos realizados no estudo estdo apresentados na
tabela 14. Entre os 12 isolados (21,4%) fenotipicamente positivos para producdo de
MBL, a maioria (N= 8; 66,7%) foi positiva para ambos os agentes quelantes, EDTA e
2-MPA, simultaneamente. Os 47 isolados de P. aeruginosa negativos para genes MBL,
foram avaliados para atividade carbapenemase atraves do teste de Hodge, entretanto
apenas um isolado foi fenotipicamente positivo, ndo sendo detectado nenhum outro
gene relacionado a producdo de carbapenemase pelo PCR (blakpec € blaoxa). A
producdo de AmpC foi elevada entre os isolados (36/47; 76,6%) principalmente para 0s
substratos ceftazidima (31/36; 86,1%) e piperacilina/tazobactam e (32/36; 88,9%).
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Tabela 13. Caracterizacdo dos isolados de P. aeruginosa quanto a producao de Metalo-p-lactamase, antibiotipo e perfil de resisténcia

Ano

PA! resistentes PA resistentes CBP
CBP? n (%) Analisadas n (%)

TSDD’
positivas
n (%)

PCR*
Pb/gene (isolados)

Antibidtipo

Perfil de Resisténcia

2009

2010

2011

2012

Total

8 (11,0) 6 (75,0)

16 (21,9) 10 (62,5)

29 (39,7) 21 (72,4)

20 (27,4) 19 (95,0)

73 (100,0) 56 (72,7)

1

12 (21,4)

Negativa (1)

Negativa (1)

382/blayim (1)

382/blayim (1)

382/blayim (1)

827/blaspm (1)

827/b|asp|\/| (2)

827/blaspm (4)

9 (75,0)

R2

R1

R6

R3

R3

R5

R1

R4

R1-R6

Ceftazidima, cefepime, imipenem, meropenem,
ciprofloxacina, levofloxacina, gentamicina,
amicacina, aztreonam
Ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam
imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
levofloxacina, gentamicina, amicacina, aztreonam
Ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam
imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
levofloxacina
Ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam
imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
levofloxacina, gentamicina, aztreonam
Ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam
imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
levofloxacina, gentamicina, aztreonam
Ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam
imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
levofloxacina, gentamicina
Ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam
imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
levofloxacina, gentamicina, amicacina, aztreonam
Ceftazidima, cefepime, piperacilina/tazobactam
imipenem, meropenem, ciprofloxacina,
levofloxacina, gentamicina, amicacina

IPseudomonas aeruginosa, “Carbapenémicos, *Teste Sinergismo Duplo-Disco, “do inglés Polymerase Chain Reaction
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Tabela 14. Caracterizagao dos isolados de Pseudomonas aeruginosa resistente a
carbapenémico quanto aos testes fenotipicos

Teste/Enzima Testadas P. aeruginosa resistente carbapenémico
Total Positivo N (%0) Negativo N (%)
Teste  Sinergismo  com 56 12 (21,4) 44 (66,7)
Duplo-Disco/ MBL!
EDTA’ 12 3 (25,0) 9 (75,0)
MPA-2° 12 1(8,33) 11 (91,7)
EDTA e 2-MPA 12 8 (66,7) 4 (33,3)
Teste de Hodge/ 47 01(2,1) 46 (97,8)
Carbapenemase
Teste de  Antagonismo 47 36 (76,6) 11 (23,4)
(“D”)/AmpC
CAZ* 36 31 (86,1) 5 (13,9)
PPTAZ’ 36 32 (88,9) 4(11,1)
CTX® 36 11 (55,6) 25 (69,4)
CFX’ 36 0(-) 36 (100,0)

IMBL, Metalo-B-lactamase; “EDTA, Acido-etileno-diamino-tetracético; *Acido 2-mercaptopropionico;
*CAZ, Ceftazidima; °PPTAZ; Piperacilina/Tazobactam; °CTX, Cefotaxima; 'Cefoxitina

Dos 47 isolados resistentes aos carbapenémicos e ndao-MBL, 14 foram incluidos
na pesquisa de a hiperexpressdao de bombas de efluxo, hiperproducdo de AmpC e
perda/reducdo de porina OprD, através da técnica de qRT-PCR (Tabela 15). Entre os 11
isolados positivos no teste fenotipico para AmpC, 8 (72,7%) foram positivos para
hiperproducdo da enzima pelo gRT-PCR, e foi encontrado dois isolados com
hiperproducédo entre os 3 fenotipicamente negativos incluidos na anélise. A frequéncia
de isolados com hiperproducdo de AmpC e perda/reducéo de porina OprD foi de 71,4%
(10/14), ambos, e as bombas MexABOprM e MexXY foi de 57,1% (8/14) e 64,3%

(9/14), respectivamente.
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Tabela 15. Caracterizagao dos isolados de Pseudomonas aeruginosa quanto a hiperexpresséo de bombas de efluxo, hiperproducdo de AmpC e

perda/reducédo de OprD
|30|§d0 Hiperproducao de Hiperexpressao Sistemas de efluxo Perda Perfil de resisténcia (MDR/XDR)
n AmpC OprD
TesteD° AmpC+ ABM+ XY+ EFN+ CDJ+ OprD-
1 - + - + - - + CAZ® PPTAZ®, IMI’, CIP®, LEV™, GEN", AZT* (MDR)
) + + - - - - CPM®, IMI, MER?, CIP, GEN, AMK™, AZT (MDR)
3 + - + - - + CAZ, CPM, PPTAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AMK, AZT (XDR)
4 + - + - - - + CPM, IMI, MER, CIP, GEN, AMK, AZT (MDR)
5 + + + + - - + CAZ, CPM, PPTAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AZT (XDR)
6 + + + + - - + CAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AZT (MDR)
7 - + + + - - - CAZ, CPM, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AMK (MDR)
8 + + + - - - + IMP, MER (-)
9 + + - - - - + IMP (-)
10 + - - - - + CAZ, CPM, IMI, MER, CIP, LEV, GEN, AMK, AZT (XDR)
11 - - + - - - CAZ, CPM, IMI, MER (MDR)
12 + + - - - - IMI (-)
13 + + - - - - IMI, MER (-)
14 + + + + - - - CAZ, CPM, PPTAZ, IMI, MER, CIP, LEV, GEN (XDR)
Total | 11(78,0) 10 (71,4) 8 (57,1) 9 (64,3) 0(-) 0(-) 10 (71,4) -
N (%)

IMulti-resistente; “Extensivamente resistente; >Teste fenotipico para hiperproducdo de AmpC; *Reacio em Cadeia de Polimerase quantitativo em Tempo Real; *Ceftazidima;
®Piperacilina-Tazobactam; ‘Imipenem; ®Meropenem; °Ciprofloxacina; ‘°Levofloxacina; *Gentamicina; *?Aztreonam; **Cefepime; *Amicacina

AmpC+, Hiperproducdo de AmpC; ABM+, Hiperexpressdo de MexABOprM; XY+, Hiperexpressdo de MexXY; EFN+, Hiperexpressdo de MexEFOprN; CDJ+, Hiperexpressao de
MexCDOprJ; OprD-, Perda ou reducéo de porina OprD
+ ou — (Positivo ou Negativo)
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A tabela 16 mostra a relacdo entre o numero de isolados MDR/XDR e aqueles
que ndo apresentaram esse perfil com os mecanismos de resisténcia observados
isoladamente e em associagdo. A maioria dos isolados com perfil MDR/XDR
apresentaram associacdo de 3 ou mais mecanismos de resisténcia com predominio da
presenca de hiperprodugdo de AmpC e perda de porina OprD entre os isolados nao
MDR/XDR (N= 4) e resistentes apenas aos carbapenémicos. Destes, 3 isolados
apresentaram os maiores niveis de expressao de ampC, acima de 100 vezes maior em

relacdo a cepa PAO1 (Apéndice Il e 1).

Tabela 16. Relagéo entre a associa¢do dos mecanismos de resisténcia identificados
entre os 14 isolados de P. aeruginosa testados no qRT-PCR e o perfil de resisténcia

Determinantes de Total (N=14) MDR/XDR ndao-MDR/XDR
Resisténcia (N° isolados OprD-) N= 10 (%) N= 4 (%)

AmpC+ 33 - 3 (75,0)
XY+ 1(1) 1(10,0) -
ABM+ 1(1) 1 (10,0) -
AmpC+, ABM+ 1) - 1(25,0)
AmpC+, XY+ 2 (1) 2 (20,0) -
ABM+, XY+ 2(1) 2 (20,0) -
AmpC+, ABM+, XY+ 4 (2) 4 (40,0) -

OprD-, Reducdo/perda de porina OprD; AmpC+, Hiperproducdo de AmpC; ABM+ e XY+,
Hiperexpressdo de MexABOprM e MexXY; MDR, Multi-resistente; XDR, Extensivamente-resistente
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4.4. Tipagem molecular

Todas os isolados resistentes aos carbapenémicos com gene para MBL
confirmados pela técnica de PCR foram incluidos na analise de tipagem molecular. A
similaridade genética entre as amostras foi realizada pela técnica de Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE), e em funcdo do custo, foram incluidos dez isolados de P.
aeruginosa, sendo 6 contendo o gene blaspm, 3 blayiw € um isolado contendo blaje. O
isolado contendo o gene blayp pertence a uma amostra clinica de secre¢do traqueal
recuperada no ano 2012, que faz parte da nossa colecdo e foi propositalmente incluida
na andlise clonal. Ndo foi possivel determinar o perfil de macrorrestricdo de um isolado
contendo o gene blaspym, devido a degradacdo do DNA.

Os resultados obtidos geraram o dendrograma de similaridade genética
apresentado na figura 7. No total, foram encontrados seis perfis genotipicos distintos de
P. aeruginosa, diferenciadas entre si por um coeficiente de similaridade acima de 80%,
dois correspondendo as amostras contendo o gene blaspy (A e B) e quatro
correspondendo as amostras contendo o gene blayiu (C, D e F) e blayve (E). Apenas o
clone A apresentou 4 subtipos (Al, A2, A3 e A4).

Observou-se a disseminacdo do clone A na UTI e Unidades Cirdrgicas no
mesmo periodo de isolamento das amostras, assim como disseminacdo policlonal das
amostras contendo o gene blayy, na Unidades Cirargicas e Clinica Médica O teste de
sensibilidade aos antimicrobianos mostrou que todas as amostras de P. aeruginosa
analisadas no PFGE apresentaram perfil de MDR ou XDR. As amostras contendo o
gene blaspm pertencentes ao clone A apresentaram o mesmo perfil de resisténcia, sendo
todas classificadas como XDR, enquanto a amostra do pulsotipo B foi classificada como
MDR (Tabela 17).
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Figura 7. Dendrograma da analise dos perfis do Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE), linhagens, genotipo e pulsotipo das amostras de
Pseudomonas aeruginosa isoladas de sangue e aspirado traqueal. Escala representa as porcentagens de similaridade. Referenciada por Ferreira e
colaboradores (2014).
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Tabela 17. Perfil fenotipico e genotipico de resisténcia, sitio e data de isolamento das
amostras de Pseudomonas aeruginosa caracterizadas por Eletroforese em Campo Pulsado
(PFGE)

Genebla Pulsotipo  Sitio Clinica Data de MDR?%XDR?
PFGE! isolamento
VIM F sangue Clinica Médica 06/07/2011 XDR
VIM D sangue Unidade Cirurgica 31/01/2011 XDR
VIM C sangue Clinica Médica 17/11/2010 MDR
SPM B sangue Unidade Cirurgica 26/03/2011 MDR
SPM A4 sangue Unidade Cirurgica 07/08/2012 XDR
SPM A3 sangue Unidade Cirurgica 06/09/2011 XDR
SPM A2 sangue UTI* adulto 30/03/2012 XDR
SPM Al sangue UTI adulto 10/09/2011 XDR

'PFGE; Pulsed-Field Gel Electrophoresis; “"MDR, Multi-resistente; >XDR, Extensivamente resistente; “UTI,
Unidade de Terapia Intensiva
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5. DISCUSSAO

Nos ultimos anos, a incidéncia de IRAS graves, com destaque para infeccdes de
corrente sanguinea e pneumonias associadas a procedimentos invasivos, aumentou
significativamente em todo o mundo (FALAGAS et al., 2007; PELEG et al., 2010),
com destaque para a participacdo de bactérias Gram-negativas, atualmente responsaveis
por taxas maiores que 40% entre os isolados de infeccdo de corrente sanguinea (BLOT
et al., 2002; ARTERO et al., 2010; GUDIOL et al., 2013). Essas infec¢bes tornaram-se
motivo de grande preocupagdo, particularmente em individuos com comorbidades
graves, nos quais se observa aumento significativo das taxas de mortalidade (VIDAL et
a., 1996; MARRA et al., 2006; MORATA et al., 2012). O tratamento dessas infeccdes é
complicado em funcdo das elevadas taxas de resisténcia a maioria dos antimicrobianos,
que continuam a emergir rapidamente, fazendo com que novas alternativas de
tratamento ndo estejam disponiveis (QUEIROZ et al., 2012). Pseudomonas aeruginosa
é considerado um dos patégenos mais problematicos entre as bactérias Gram-negativas
causadoras de infecces hospitalares, principalmente por sua extraordinaria capacidade
de aquisicdo, emergéncia e disseminacdo de resisténcia (LIVERMORE et al., 2002;
NEVES et al., 2008).

Dados da literatura demonstram que as taxas de mortalidade total entre pacientes
com bacteremia por P. aeruginosa variam de 18 a 62% (VIDAL et al., 1996; MICEK et
al., 2005), destacando resisténcia antimicrobiana, terapia inapropriada e gravidade das
doencgas de base como fatores de risco para pior evolucdo dos pacientes (KANG et al.,
2005; LODISE et al., 2007; SUAREZ et al., 2010; MORALES et al., 2012; VOOR
IN’T HOLT et al., 2014). Mesmo apds os dados serem ajustados para a gravidade da
doenca e condicBes de base atraves do score ASIS, nossos resultados mostraram taxa
elevada, de 43,3%, na mortalidade em 30 dias, estando independentemente associada
aos pacientes com cancer e pacientes que receberam terapia antimicrobiana
inapropriada. Nosso estudo confirmou ainda que pacientes com isolados resistentes
tiveram pior evolugdo clinica e associacdo com terapia antimicrobiana inapropriada,
demonstrada aqui como um forte fator de risco para Obito. Similarmente, estudos
prévios mostraram que pacientes com infeccdo por isolados de P. aeruginosa e que
receberam terapia antimicrobiana inapropriada tiveram evolugdo desfavoravel em mais
de 40% dos casos (KANG et al., 2003; JOO et al., 2011).
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Neste estudo, nds investigamos uma coorte de 157 pacientes com bacteremia
causadas por P. aeruginosa, dos quais, 44,6% tiveram isolados resistentes aos
carbapenémicos, 42,7% apresentaram isolados com perfil multi-resistente e 22,3% com
perfil extensivamente-resistente. Um estudo multicéntrico na América Latina
evidenciou taxas significativas de susceptibilidade reduzida ao meropenem de 53,8%
dos isolados da Argentina, 46,7% do Brasil, 33,3% do Chile e 28,8% de isolados do
México (GALES et al., 2012). No Brasil, estudos de vigilancia e grupos de pesquisa
independentes no Sul e Centro do pais, tem demonstrado uma tendéncia ascendente nas
taxas de resisténcia ao imipenem entre os anos de 2001, 2004 e 2009, nos quais foram
encontradas frequéncias de 30,2%, 58,9% e 82,7%, respectivamente (SADER et al.,
2001; ZAVASCKI et al., 2004; GOLCALVES et al., 2009). Nestes casos, 0 panorama
atual de antibioticoterapia restringe-se a alternativas terapéuticas com farmacos
considerados problemaéticos devido a sua alta toxicidade, como por exemplo, as
polimixinas (polimixina B e colistina), as quais muitas vezes ndo se encontram
disponiveis comercialmente no Brasil (LEVIN et al., 1999; FURTADO et al., 2007).
Todos isolados do presente estudo foram sensiveis a polimixina, entretanto, a presenga
de isolados clinicos com reduzida susceptibilidade a esta classe de antimicrobianos tem
sido relatada na literatura (FRANCO et al., 2010; LAUPLAND et al., 2005). Foram
evidenciadas ainda frequéncias elevadas de resisténcia a ceftazidima,
piperacilina/tazobactam e fluorquinolonas, sugerindo a co-existéncia de diferentes
mecanismos de resisténcia.

Geralmente, em paises em desenvolvimento, é maior a densidade de uso de
antibidticos, particularmente em unidades de cuidados intensivos (MOREIRA et al.,
2009). Este alto consumo de antimicrobianos resulta na maior incidéncia de bactérias
multi-resistentes e extensivamente-resistentes, aliada a maior disseminagdo horizontal
desses micro-organismos, justificada, em parte, pela falta de recursos humanos e
financeiros e falhas na implementacdo de praticas de controle e prevencdo. Os pacientes
adultos internados nessas unidades apresentam maior risco para aquisicdo de IRAS do
que pacientes admitidos nas outras unidades hospitalares (MCGOWAN et al., 1987;
MEYER et al., 2003; SANTOS et al., 2007). No nosso estudo, a maioria dos pacientes
estava na UTI de adultos e em unidades cirdrgicas, sendo que na primeira foi
demonstrada a maior incidéncia de episddios de bacteremia por P. aeruginosa

resistentes aos carbapenémicos. Os nossos dados ratificaram a maioria dos fatores de
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risco citados na literatura como relacionados a aquisicdo de bacteremia por P.
aeruginosa resistente aos antimicrobianos, que incluem o uso abusivo de
antimicrobianos, maior tempo de hospitalizacdo, admissdo em unidades de cuidados
intensivos, presenca de procedimentos invasivos, com destaque para dispositivos
intravenosos e ventilacdo mecénica, e origem secundéria da infec¢do, principalmente
pulméo (VITKAUSKIENE et al., 2010; TUON et al., 2012).

Atualmente, estima-se que 40% dos pacientes hospitalizados recebem tratamento
com algum tipo de antimicrobiano e em, aproximadamente, 50% dos casos, este uso é
desnecessario (WANNMACHER et al., 2004; MANDELL et al., 2005). Além disso, a
terapia empirica se faz com a combinacdo de varios antibidticos com espectro de acédo
abrangente, que ao exercer pressdo seletiva, favorecem a emergéncia e disseminacao de
bactérias resistentes (SHLAES et al., 1999). Neste contexto, a avaliagdo do consumo de
antibidticos no hospital é usualmente recomendada por 6rgdos como a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) e “National Healthcare Safety Network” (NHSN), avaliando-
se a Dose Diaria Definida, o que permite comparagdes Uteis entre o consumo de
antibioticos e as taxas de micro-organismos e seus fenétipos de resisténcia (CURTIS et
al., 2004).

Como mencionado, a terapia com antibidticos pode contribuir para o aumento
das taxas de infeccdo por P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos (HARBARTH et
al.,, 2002; ONG et al., 2011). Além disso, sabe-se que, tanto o uso prévio de
antimicrobianos, quanto seu uso durante a internacgdo, esta relacionado com o aumento
das infec¢des por isolados resistentes (LEMMEN et al., 2000; LEPPER et al., 2002).
Um estudo recente demonstrou que individuos expostos a terapia antimicrobiana com
fluorquinolonas tém maiores chances de adquirir P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos quando comparados aos ndo expostos (LIN et al., 2014). Em outro
estudo, Samonis e colaboradores (2014) demonstraram que 0 uso prévio de
fluorquinolonas foi independentemente associado a infeccdo por P. aeruginosa
extensivamente-resistente. No nosso estudo, o consumo de cefalosporinas de amplo
espectro predominou entre os antibioticos prescritos, com grandes variagfes no periodo
observado, entretanto, o uso de carbapenémicos, imipenem e meropenem, também foi
elevado. Adicionalmente, de modo geral, a densidade de uso de antibiéticos no HC-

UFU foi bem mais alta quando comparada com a de outros paises (MEYER et al., 2003;



67

NISS et al., 2004), mas sem relagéo significante com maior incidéncia de isolados de P.
aeruginosa resistente aos carbapenémicos nesta casuistica.

Variagdes nas taxas de incidéncia de infeccbes em ambientes hospitalares séo
comuns durante a vigilancia epidemioldgica (ARANTES et al., 2003). No nosso estudo
foi possivel identificar um surto de bacteremia por P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos, particularmente em pacientes internados na UTI de adultos, no més de
dezembro de 2010, no qual a taxa destes isolados ultrapassou o limite de controle
superior, estabelecida 36 acima da incidéncia média desses casos, e apesar de ndo
observarmos correlacdo positiva com o consumo de antimicrobianos, a literatura
enfatiza a importancia desse alto consumo para o aparecimento de resisténcia entre 0s
micro-organismos (HARBARTH et al., 2002; ONG et al.,, 2011). Além disso, o
aumento nas taxas de infeccdo no més de dezembro pode ter sido influenciada pela
diminuicdo da quantidade de profissionais de saude na unidade, associada ao aumento
da carga de trabalho e menor adesdo as medidas basicas de controle de infeccdo, como
por exemplo, a higienizacdo das méos, entre outras.

E importante salientar que a DDD ¢é uma unidade técnica para medida, mas no
reflete, necessariamente, a dose diaria recomendada ou prescrita (CURTIS et al., 2004;
MULLER et al., 2006), entretanto, expressa desta maneira, fornece boa estimativa do
consumo percentual de antimicrobianos em um determinado periodo, e pode ser uma
ferramenta para esclarecimento do problema da resisténcia em nivel local, o que de
certa forma pode contribuir, juntamente com a conscientizagdo dos profissionais de
salide, para uso mais apropriado de antimicrobianos (BATISTAO, 2010). Vale ressaltar
a urgéncia de mudancas na politica de uso de antimicrobianos nos hospitais, que é um
desafio de grande complexidade, pois existem varios fatores que afetam o seu uso,
assim como nas estratégias utilizadas.

P. aeruginosa tem uma ampla variedade de mecanismos de resisténcia
intrinsecos e adquiridos a diferentes antimicrobianos (LISTER et al., 2009;
BREIDENSTEIN et al, 2011). A resisténcia aos carbapenémicos resulta
frequentemente da produgdo de B-lactamases, particularmente aquelas que hidrolisam
carbapenémicos, como as metalo-pB-lactamases (SADER et al., 2005; BREIDENSTEIN
et al., 2011; VAN DER Bl et al., 2011; VAN DER BUJ et al., 2012). A prevaléncia de
P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos produtoras fenotipicamente de MBL em

estudos brasileiros alcanca taxas superiores a 50% em diferentes regides geogréficas,
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com a enzima SPM-1, descrita pela primeira vez em 2002 por Tolleman e
colaboradores, sendo a mais prevalente entre os isolados do pais (GONCALVES et al.,
2009; GALETTI, 2010). Entretanto, outras MBLs, incluindo as do tipo VIM e IMP,
também j& foram identificadas em isolados de P. aeruginosa no Brasil (SADER et al.,
2005; FRANCO et al., 2010; XAVIER et al., 2010).

No estudo de Zavascki e colaboradores (2006) foi demonstrado que a presenca
de P. aeruginosa produtora de MBL aumentou o risco da ocorréncia de terapia
antimicrobiana inadequada, com consequente aumento da mortalidade. Este aspecto néo
foi avaliado no nosso estudo, mas detectamos uma porcentagem relativamente alta
(9/12; 75%) de genes MBL entre os isolados fenotipicamente positivos, com 66,7% de
blaspm-1 € 33,3% blayw, sendo a grande maioria (8/9; 88,9%) com fendtipo
extensivamente resistente. Nossos resultados revelaram ainda uma importante mudanca
na epidemiologia de isolados de P. aeruginosa no HC-UFU a partir do ano de 2005, no
qual foi encontrado apenas isolados produtores de SPM-1 (CEZARIO et al., 2009), e a
partir de 2011, relatando a emergéncia e disseminacéo de isolados produtores de MBL
do tipo VIM. N&o conseguimos encontrar genes MBL em 25% (3/12) dos isolados os
quais foram detectados sua producéo fenotipicamente, podendo ser inferido a presenca
de MBL nestes isolados, porém ndo amplificavel com os iniciadores utilizados.
Entretanto, mais pesquisas deverdo ser feitas para determinar o exato mecanismo de
resisténcia. Vale ressaltar ainda que, foi observada resisténcia ao aztreonam em trés
isolados com genes MBL, indicando que mecanismos adicionais de resisténcia aos [3-
lactdmicos podem estar presentes nestes isolados.

Ao avaliar a relacdo clonal entre as amostras contendo 0s genes blaspm € blayiv,
observou-se alta similaridade (maior que 80%) entre os isolados contendo blaspm 0 que
néo foi observado para aqueles contendo o gene blayv. A presenca de um clone de P.
aeruginosa multi-resistente persistindo por longos periodos (semanas a meses) em
diferentes unidades do hospital reforga a ideia da transmisséo cruzada e disseminagéo de
genes de resisténcia entre os pacientes hospitalizados, evidenciando a necessidade de
aprimorar as estratégias de prevencdo e controle de infeccdo, incluindo politicas para
utilizacdo de antimicrobianos e o possivel isolamento dos pacientes com P. aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos. Assim como a transmissdo cruzada de cepas blaspum,

observou-se uma disseminacdo policlonal daquelas contendo gene blayv, sugerindo a
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co-existéncia de diferentes clones de P. aeruginosa multi-resistente em um mesmo
ambiente.

Em uma primeira etapa caracterizamos a resisténcia aos carbapenémicos quanto
a producdo de MBL em um contexto fenotipico, a partir do uso de inibidores
especificos, e genotipico, a partir da detec¢do de genes MBL por PCR multiplex e end
point. A seguir, a pesquisa para mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos foi
investigada com maiores detalhes naqueles isolados negativos para producao de MBL,
usando ensaio fenotipico para presenca de outra carbapenemase (teste de Hodge), e
genotipico para genes associados a producdo de OXA-carbapenemase e carbapenemase
do tipo KPC. Em 14 isolados ainda foi realizado a pesquisa genotipica, através da
analise da expressdo quantitativa dos genes relacionados aos mecanismos de resisténcia
intrinseca, pelo gRT-PCR. Nos isolados negativos para MBL, ndo foi detectado nenhum
gene relacionado as outras carbapenemases, e apenas um resultado positivo foi
observado através do teste de Hogde. Estes resultados sugerem que, na auséncia de uma
carbapenemase eficiente, outros mecanismos de resisténcia coexistam nesses isolados,
incluindo hiperproducdo da cefalosporinase AmpC e alteracGes na permeabilidade da
membrana externa através da perda/reducdo da porina OprD e hiperexpressao de
bombas de efluxo.

De todas as bombas de efluxo ja& descritas em P. aeruginosa, destacam-se
MexABOprM, MexCDOprJ, MexXY e MexEFOprN entre os sistemas mais bem
caracterizados e associados com resisténcia a uma variedade de antimicrobianos em
isolados clinicos (LISTER te al., 2009; NIKAIDO et al., 2012) e sdo, atualmente,
relacionados com fenotipos multi-resistente, uma vez que a presenca de um so sistema
pode transportar multiplos substratos (NEVES et al., 2010; ASKOURA et al., 2011).
Muitos estudos ressaltam ainda, 0 aumento na Concentracdo Inibitéria Minima aos
antimicrobianos, a partir da associacdo entre estes sistemas de efluxo com outros
mecanismos de resisténcia bacteriana (XAVIER te al., 2010; CABOT et al., 2011,
CLIMACO, 2011). No nosso estudo, todos os isolados testados em gRT-PCR e
caracterizados com hiperexpressdo de bomba de efluxo, apresentaram algum outro tipo
de mecanismo de resisténcia associado e, além disso, ficou evidente que os fendtipos
MDR e/ou XDR estiveram presentes principalmente entre os isolados que apresentaram

associacao de trés ou mais mecanismos resisténcia, exceto a presenca de MBL.
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Segundo estudos prévios, no Brasil, as bombas de efluxo mais frequentemente
detectadas em isolados clinicos de P. aeruginosa incluem os sistemas MexABOprM e o
MexXY, que sdo expressas constitutivamente e desempenham papel importante na
resisténcia aos carbapenémicos, além de abranger uma maior variedade de
antimicrobianos em relacdo as bombas MexCDOprJ e MexEFOprN, as quais
apresentam um perfil mais restrito de substratos (NEVES et al., 2010; PEREIRA,
2013). No nosso estudo nao foi observada expressdao aumentada dos genes mexD e
mexF entre os isolados investigados, e a frequéncia da hiperexpressdo de MexABOprM
e MexXY foi de 57,1% e 64,3%, respectivamente. Um trabalho recente realizado com
isolados clinicos de P. aeruginosa multi-resistentes provenientes de hospitais na
Tailandia revelou que 92,06% destes hiperexpressavam o sistema MexABOprM e
63,49% o sistema MexXY (KHUNTAYAPORN et al., 2013). No Brasil, outro estudo
que avaliou essa hiperexpressao em isolados clinicos de P. aeruginosa recuperados de
sangue, observou a presenca de MexABOprM e MexXY em 27,1% e 50,8% dos
isolados, respectivamente (XAVIER et al., 2010).

A maioria de nossos isolados com perfil resistente a gentamicina e amicacina,
apresentaram expressdo aumentada do gene mexY, ou seja, dos 14 isolados testados, 9
(64,3%) foram resistentes a gentamicina e 6 (66,7%) hiperexpressavam MexXY.
Portanto, no nosso estudo, a expressao elevada dessa bomba de efluxo pode ser a causa
predominante de resisténcia a gentamicina entre os isolados de P. aeruginosa, estando
de acordo com relatos de estudos prévios, nos quais destacam a importancia desse
mecanismo na resisténcia intrinseca de P. aeruginosa aos aminoglicosideos (PEREIRA,
2013; GUENARD et al., 2014; LAU et al., 2014). Nos outros 3 isolados resistentes aos
aminoglicosideos e MexXY negativos, acredita-se na producdo de enzimas que
inativam esta classe de antimicrobianos, como as aminoglicosideo-acetil-transferases,
ou outro mecanismo de resisténcia (MINGEOT-LECLERCQ et al., 1999).

Além disso, a literatura enfatiza ainda que, entre os substratos da bomba
MexABOprM inclui-se 0 meropenem, mas ndo o imipenem, devido a diferengas em sua
estrutura molecular (LIVERMORE et al., 2002; LI et al., 2003). Nossos resultados
demonstraram uma associacao parcial entre resisténcia ao meropenem e hiperexpressao
de mexB, uma vez que 72,7% (8/11) dos isolados resistentes a0 meropenem
apresentaram hiperexpressdo desse sistema. Além disso, entre os 4 isolados de P.

aeruginosa resistentes apenas aos carbapenémicos, particularmente ao imipenem, e
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considerados ndo multi ou extensivamente resistentes, apenas um isolado apresentou
hiperexpressao de MexABOprM. Entretanto, esse isolado apresentou também perda de
OprD e hiperproducdo de AmpC, sendo assim, novos testes devem ser realizados para
confirmacgédo do mecanismo efetivo, e caso haja a confirmacao destes mecanismos, uma
explicacdo para este evento poderia ser um RNAm produzindo enzimas defeituosas ou
ndo funcionais, uma vez que ndo houve resisténcia a nenhuma outra categoria de
antimicrobiano. Nos outros 3 isolados foi observado perda de porina OprD em
associacdo com hiperproducdo de AmpC, demonstrando um impacto consideravel
desses mecanismos sobre a resisténcia aos carbapenémicos, estando de acordo com
estudo anterior, que encontrou relacdo significativa entre a resisténcia a esses
antimicrobianos e os mecanismos mencionados (POOLE et al., 2011). Vale ressaltar
ainda que nestes 4 isolados mencionados, a expressdo do gene ampC foi extremamente
elevada quando comparada aos demais isolados, com niveis bem acima do ponto de
corte (acima de 100 vezes mais que a PAO1).

De acordo com a literatura, um dos achados mais consistente para resisténcia aos
carbapenémicos, particularmente ao imipenem, tem sido a impermeabilidade da
membrana devido a perda de porina OprD (LIVERMORE, 2001; LISTER, 2002;
BONOMO, SZADO, 2006; LISTER et al., 2009; LEE et al., 2012; FUSTE et al., 2013),
e varios autores tem relatado frequéncias superiores a 80% deste mecanismo entre
isolados clinicos de P. aeruginosa (XAVIER et al., 2010). Aqui, evidenciamos também
taxa expressiva de reducdo na expressao do gene oprD em 71,4% dos isolados. Além
disso, a associacdo entre multi-resisténcia com a perda de porina OprD em isolados
clinicos de P. aeruginosa tem sido relatada, principalmente pelo efeito sinérgico a
outros mecanismos de resisténcia (CLIMACO, 2011). No nosso estudo essa associagio
foi bem caracterizada, considerando isolados MDR/XDR com perda de porina OprD, 0s
quais apresentaram concomitantemente hiperexpressdo de bombas de efluxo e
hiperproducdo de AmpC.

De acordo com a literatura, a produgdo de B-lactamase cromossomica do tipo
AmpC em P. aeruginosa é produzida em niveis basais, entretanto, pode ter sua
producdo induzida a niveis elevados por alguns antimicrobianos, como carbapenémicos
e inibidores de p-lactamases, como o &cido clavulanico (LIVERMORE, 2002;
BONOMO, SZADO, 2006; LISTER et al., 2009). Este fenébmeno tem sido relatado em

14 a 56% dos pacientes tratados com drogas antipseudomonas, combinacfes de
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penicilina-inibidor, aztreonam e de cefalosporinas de espectro estendido (LISTER et al.,
2009). Nosso estudo demonstrou frequéncia elevada de isolados com hiperexpressao de
AmpC, semelhante as taxas apresentadas em outros estudos no pais (XAVIER, 2010), o
que pode ser justificado pelo alto consumo de cefalosporinas de amplo espectro e
carbapenémicos no HC-UFU.

Vale ressaltar que diferencas nas taxas destes mecanismos de resisténcia
avaliados por gRT-PCR sdo extremamente varidveis na literatura, justificada,
principalmente, pelas variacbes nos pontos de corte para expressao aumentada ou
reduzida dos genes de resisténcia, que sdo previamente estabelecidos para definir cada
nivel de expressdo. No nosso estudo, esses pontos foram determinados a partir dos
trabalhos de Xavier e colaboradores (2010).

Estudos similares a este devem ser frequentemente incentivados com o propdsito
de fornecer o devido suporte para as Comissdes de Controle de InfeccGes Hospitalares,
aos profissionais de saude e aos 0rgaos nacionais competentes, no que diz respeito a
epidemiologia local e nacional, necessario ao controle das IRAS. O cenario atual mostra
uma rapida disseminacdo de bactérias com resisténcia maltipla aos antimicrobianos,
limitando significativamente as opg¢des terapéuticas disponiveis, sendo assim, conhecer
0s mecanismos de resisténcia em uma bactéria importante epidemiologicamente, como
a Pseudomonas aeruginosa, é de extrema relevancia na elaboracdo de estratégias
relacionadas a adequacao do tratamento com drogas antimicrobianas e na elaboracao de
um conjunto de medidas para controle das IRAS.
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6. CONCLUSOES

Nossos resultados revelaram, além da caracterizacdo de um surto por P.
aeruginosa resistente aos carbapenémicos, que o HC-UFU é um ambiente
altamente propicio para a disseminagdo de clones desse patdgeno com perfil
MDR e/ou XDR, como aqueles produtores de SPM-1, considerando a elevada
densidade de uso de antimicrobianos.

Foi observado maior risco de morte entre os pacientes com bacteremia por P.
aeruginosa que apresentavam doenca de base grave (cancer) e que receberam
terapia antimicrobiana inapropriada.

N&o foi detectado nenhum outro gene relacionado a outras carbapenemases
pesquisadas, como OXA-carbapenemase e KPC, entre os isolados MBL
negativos.

Na auséncia de MBL, foi observado que a resisténcia aos carbapenémicos €
explicada pela hiperexpressdo dos sistemas MexABOprM e MexXY,
hiperproducdo de AmpC e perda de porina OprD, que, quando expressos em
associacdo, contribuem para os perfis MDR e XDR. Adicionalmente, ndo foi
detectada expressdo aumentada dos genes mexD e mexF através dos breakpoints

utilizados no estudo.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Outras conclusdes importantes podem ser mencionadas, incluindo:

e A alta densidade de uso de antibidticos foi observada particularmente para
cefalosporinas de 32 e 42 geracOes e carbapenémicos, e, apesar de ndo ter sido
encontrada correlagcdo positiva com o aumento na incidéncia de P. aeruginosa
resistente aos carbapenémicos/1000 pacientes-dia, existe a necessidade de
revisao na politica de uso de antimicrobianos no HC-UFU.

e Uso prévio de antimicrobianos, principalmente carbapenémicos, presenca de
procedimentos invasivos, admissdo na UTI e maior tempo de hospitalizacédo
prévio a infeccdo foram fatores de risco que contribuiram significativamente
para resisténcia aos antibioticos.

e Observou-se a disseminacdo de um clone de P. aeruginosa contendo o gene
blaspm com evidéncias indiretas da sua disseminagdo cruzada no HC-UFU, e
policlonal daquelas contendo o gene blayw.

e A produgdo de MBL ndo foi o mecanismo com maior frequéncia entre os
isolados de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos. A hiperexpressdo dos
sistemas MexXY e MexABOprM foi confirmada em 64,3% e 57,1% dos
isolados MBL negativos, respectivamente.

e A frequéncia da perda de porina OprD e hiperproducdo de AmpC foi elevado e
predominou entre os isolados de P. aeruginosa ndo MDR, ou seja, resistente
apenas ao imipenem e/ou meropenem, sugerindo importante papel neste
fenotipo.

e Em 4 isolados de P. aeruginosa ndo MDR e resistente apenas ao imipenem e /ou
meropenem, apresentaram elevada expressdo do gene ampC quando comparada

aos demais isolados (niveis > 100 vezes mais em relagdo a PAO1).
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Apéndice |

Pacientes com mais de um episodio de bacteremia por Pseudomonas aeruginosa
diagnosticados durante o periodo de estudo

Paciente N° Unidade Episodio 1 Episodio 2 Episodio 3
Hospitalar (Sou R CBP) (SouRCBP) (SouRCBP)
1181 Unidade 11/07/2010 31/07/2010 X
Queimados (S) (S)
7128 Clinica 21/07/2010 16/08/2010 X
Médica (S) (R)
1189 UTI 21/08/2011 12/02/2011 18/03/2011
(R) (R) (R)

Episodios diferentes foram considerados quando de um intervalo minimo de 15 dias
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Apéndice Il — DDD de cada antimicrobiano/més, de junho/2009 a dezembro/2012

Periodo Imipenem Meropenem Cefepime Ceftriaxona  Ciprofloxacina Levofloxacina
jun/09 16.3 27.1 95 74.8 6.0 3.2
jul/o9 8.9 62.2 110.3 84.8 6.1 2.3
ago/09 10.4 82.7 138.6 88.3 5.0 1.6
set/09 174 59.1 105.1 80 4.0 17
out/09 15.2 329 119.4 95.4 5.6 1.2
nov/09 15 36.5 88.3 87.5 9.9 1.1
dez/09 17.9 23.3 127.9 65.9 9.5 0.7
jan/10 24.4 22.8 138.2 82.3 9.4 7.0
fev/10 23.1 26.4 131.1 73.4 5.3 2.9
mar/10 184 28.5 132.8 89.7 143 3.6
abr/10 26.9 13.8 133.6 86.2 7.1 9.2
mai/10 22.6 20.7 174.3 94.4 12.2 3.1
jun/10 18.3 24.1 150.2 80.4 10.6 3.7
jul/10 233 275 143.6 91.4 125 3.3
ago/10 23.4 38.3 122 89.6 9.5 3.2
set/10 22.6 19.3 179.2 100.5 10.8 51
out/10 259 28.6 182.8 101.4 13.9 5.3
nov/10 28.6 29.5 138.1 925 5.3 4.1
dez/10 16.8 26.7 120.4 87.1 13.1 3.6
jan/11 21.4 24.1 136.4 84.8 10.71 5.1
fev/1l 18.9 235 137.4 76.3 11.16 4.4
mar/11 15.5 275 149.8 71.6 13.11 2.2
abr/11 29.3 19.6 175.7 86.5 9.13 1.8
mai/11 16.5 25.3 181.4 90.3 8.86 1.3
jun/11 195 28.8 157.8 78.1 5.69 1.2
jul/11 20.6 27.4 120.5 75.9 7.3 0.63
ago/11 18.7 36.8 1344 83 9.86 0.79
set/11 14.6 19.9 140.6 80.7 125 15
out/11 17.1 28.8 159.6 80.9 10.09 0.94
nov/11 13 19.3 125.3 76.9 11.18 2.1
dez/11 17.1 195 152.8 84.8 145 0.69
jan/12 26.9 32.9 224.8 99.7 22.7 11.0
fev/12 29.5 27.6 170.8 72.8 15.1 6.0
mar/12 233 31.2 203.1 101.7 28.7 10.9
abr/12 14.2 14.9 1534 84.9 9.3 5.8
mai/12 19.2 27.3 254.1 1185 12.2 11.8
jun/12 12.0 20.7 63.6 118.8 17.9 104
jul/12 22.7 33.4 103.1 101.1 17.4 154
ago/12 174 50.9 155.1 107.2 19.1 11.6
set/12 17.9 37.7 226.7 120.9 155 9.0
out/12 16.8 45.6 159.7 109.5 20.3 8.5
nov/12 18.7 49.9 212.9 113.7 26.8 13.7

dez/12 13.9 34.1 147.7 83.1 11.2 6.9
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Apéndice I11 - Expressao génica relativa (RQ) dos 14 isolados de P. aeruginosa em

comparacao a cepa de referéncia P. aeruginosa PAO1

Isolado Genes

N.

mexB mexY mexF mexD ampC oprD
1 1,503 5,845 0,213 33,614 20,010 0,110
2 1,270 19,615 0,600 0,050 31,6011 1,650
3 6,448 14,029 5,516 1,124 0,476 0,040
4 28,112 0,073 18,614 0,006 9,793 0,003
5 52,167 34,088 85,678 1,475 90,141 0,149
6 5,399 13,453 9,202 2,875 65,343 0,241
7 24,063 53,449 3,118 22,816 258,339 0,879
8 30,036 1,810 0,182 0,254 140,672 0,182
9 2,061 1,342 0,938 5,752 273,420 0,015
10 1,194 12,337 25,315 11,246 9,104 0,035
11 58,556 10,945 3,913 0,295 5,782 1,253
12 1,744 3,754 2,919 0,114 236,811 0,043
13 1,690 1,086 12,556 3,215 191,028 0,001
14 64,729 40,850 34,478 29,681 239,933 0,737
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Apéndice IV — Graficos da Expressdo Relativa dos genes mexB, mexY, mexF,
mexD, ampC e oprD

Expressdo mexB>2 vezes
emrelagdo a PAO1

Expressio relativa

Expressdo mexB <2 vezes
emrelagdo a PAD1

Isolado nimero

Figura 1. Expresséo relativa de mexB dos isolados de Pseudomonas aeruginosa em
relagdo a cepa de referéncia PAOL.

60 7

Expressdo mexY > 4 vezes
emrelagdo a PAD1

Expressdo mexY< 4 vezes
emrelacio a PAOL

Expressiio relativa

Figura 2. Expressdo relativa de mexY dos isolados de Pseudomonas aeruginosa em
relacdo a cepa de referéncia PAOL.
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34.478 [l Expressio mexF< 100 vezes

2 | emrelacio a PAO1

Expressio relativa
s

10 7
! Q [
| . 13 o,
a s 3.118
PAOL 1, | T e
e
i —, -
T ——
: —— =
10 4 .
12 43
Isolado mimero )

Figura 3. Expresséo relativa de mexF dos isolados de Pseudomonas aeruginosa em
relagdo a cepa de referéncia PAOL.

85 7 337614

[l Expressdo mexD <100 vezes
emrelagdo a PAO1

Expressio relativa

Isolado nimero 13 14

Figura 4. Expressao relativa de mexD dos isolados de Pseudomonas aeruginosa em
relacdo a cepa de referéncia PAOL.
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300 \
i

273.42
258.339

236.811

150 +
| Expressdo ampC = 10 vezes
emrelagdo a PAO1

100

Expressao relativa

1] Expressio ampC < 10 vezes
: em relacio a PAO1
50 7

Isolado numero 12 13

Figura 5. Expresséo relativa de ampC dos isolados de Pseudomonas aeruginosa em
relagdo a cepa de referéncia PAOL.

| 1.65

Expressdo oprD =70%
emrelagdo a PAO1

Expressiio relativa

[l Expressdo oprD =70%
emrelagdo a PAO1L

Isolado nimero 12 13 14

Figura 6. Expressao relativa de oprD dos isolados de Pseudomonas aeruginosa em
relacdo a cepa de referéncia PAOL.
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FICHA INDIVIDUAL DE VIGILANCIA — INFECGAO POR Pseudomonas aeruginosa

Numero Idade Género Dataida Incl.usﬁo
na Pesquisa
: : Diagnéstico d Data da 1°h It
Data de Admissao Hospitalar |agn0:<. 'Eo € ata da _gmocu ura
Admissdo positiva
. L. f i ~
Unidade de admissdo £l erma‘rlas onde Evolugdo
esteve internado
Comorbidades
ANTIBIOTICOTERAPIA
Antibiotico Inicio Término Antibiotico Inicio Término Antibiotico Inicio Término
Infecgbes por P. aeruginosa
Sitio Data de Isolamento LOCAL Fenotipo Sitio Data de Isolamento LOCAL Fendtipo
Cirurgia DATA DISPOSITIVOS INVASIVOS
()cvc ()vMm ( )sv ( )SNE/SNG |( )NPT ANOTACOES:
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ANEXO II - CEP

ANALISE FINAL N* 550/00 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO
REGISTRO CEPIUFU 22308
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O estudo se justifica pela elevada freqiiéncia de resisténcia bacteriana frente a antibioticos.

O tema ja foi tratado em estudo anterior (132/10 CEP/UFU), que versava sobre analise de freqiiéncia de tal
ocorréncia para Pseudomonas aeruginosa. Agora, € proposto estudo caso-controle para avaliar a casuistica de
bacteremia por Pseudomanas aeruginosa no Hospital de Clinicas de Uberldandia, compreendendao o periodo
entre marco de 2011 e marco de 2013. Como casos, serdo incluidos aqueles pacientes infectados por
microorganismo resistente a carbapenémicos; como controle, os pacientes com infecgdes sensivels ao
medicamento.

Serdo utilizadas fichas de coleta de dados demograficos e epidemiologicos, as quais serdo preenchidas por
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resposta as pendéncias.
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