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RESUMO

Introdugdo: Pneumonia associada a ventilagdo mecénica (PAV) esta associada com taxas
significativas de mortalidade e morbidade, adicionando consideraveis custos hospitalares,
aspectos ainda mais significativos quando relacionados com  microrganismos
multirresistentes. Objetivos: Realizar estudo epidemiolégico classico e molecular de PAV
causada por Acinetobacter baumannii, avaliar os fatores de risco associados a essas infeccoes
versus aquelas por Pseudomonas aeruginosa, detectar a contaminacdo de superficies
préximas a pacientes com PAV por A. baumannii antes e ap6s a limpeza, bem como
caracterizar os mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos e a disseminacgéo clonal desse
microrganismo recuperado de espécime clinico e de superficie. Material e métodos: Foi
realizado estudo de coorte prospectivo a fim de avaliar os potenciais fatores de risco
associados as PAVs por A. baumannii vs. P. aeruginosa, na Unidade de Terapia Intensiva de
Adultos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU), no
periodo de abril de 2011 a junho de 2012. Os dados clinicos e epidemioldgicos foram obtidos
dos prontuérios dos pacientes e avaliados por analises estatisticas uni e multivariada. Apenas
amostras clinicas de A. baumannii foram obtidas de culturas de aspirado traqueal e os
pacientes identificados com PAV por esse microrganismo foram selecionados para
amostragem ambiental. Os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram realizados
através do sistema automatizado VITEK® 2 ou através do método de disco difusdo e a
deteccdo fenotipica de oxacilinases através do teste de Hodge modificado. Foram utilizadas as
técnicas de multiplex PCR para identificar a presenca dos genes blapxa € a de Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE) para tipagem molecular. A investigacéo foi aprovada pelo comité
de ética da UFU. Resultados: No total, foram detectados 30 pacientes com PAV por A.
baumannii e 30 por P. aeruginosa no periodo investigado e, apés analise de regressao
logistica multipla, apenas o diagndstico de admissdo trauma (OR 7.2122, 95% IC 1.62 -
32.10, p=0.0095) e terapia antimicrobiana inapropriada (OR 17.2911, 95% IC 2.61 - 114.50,
p=0.0031) permaneceram como Vvaridveis independentes associadas com o desenvolvimento
de PAV por A. baumannii. A taxa de mortalidade hospitalar em 30 dias foi mais elevada, mas
ndo significativa (p > 0,05), no grupo com PAV por P. aeruginosa (36,67%) do que por A.
baumannii (29,63%). A maioria (56,7%) das amostras clinicas foi resistente ao imipenem e
todas aquelas, clinicas ou de superficie, com resisténcia a este antibiético, apresentaram o
gene que codifica a OXA-23. A contaminacdo ambiental foi mais expressiva na grade da
cama independente do momento da coleta. No total, oito gendtipos foram identificados,
quatro deles com 80% de similaridade, com os genotipos A (n=9; 52,9%, amostras clinicas) e
H (n=4; 66,6%, amostras de superficie) predominando. ConclusBes: O diagndstico de
admissdo trauma e a terapia antimicrobiana inapropriada foram os Unicos fatores de risco
independentes associados aos casos de PAV por A. baumannii. A maioria das amostras de A.
baumannii de casos clinicos foi resistente ao imipenem e apresentaram o gene blaoxa-2s,
incluindo aquelas recuperadas de superficie, e identificou-se a coexisténcia de Varios
pulsotipos na unidade, com maior prevaléncia de dois clones distintos A e H,
respectivamente, nos casos de PAV e na superficie.

Palavras-chave: Pneumonia associada & ventilacdo mecéanica (PAV), Acinetobacter
baumannii, epidemiologia molecular.



ABSTRACT

Introduction: Ventilator-associated pneumonia (VAP) is associated with significant
morbidity and mortality, adding considerable costs to hospital care, aspects even more
significant when related to multiresistant microorganisms. Objectives: To conduct an
epidemiological study of classical and molecular VAP caused by Acinetobacter baumannii,
evaluate risk factors associated with these infections versus those by Pseudomonas
aeruginosa, detect contamination of surfaces near patients with VAP by A. baumannii before
and after cleaning, and to characterize the mechanisms of resistance to carbapenems and the
clonal spread of this microorganism recovered from clinical specimen and surface. Methods:
We conducted a prospective cohort study to assess the potential risk factors associated with
PAVs by A. baumannii vs. P. aeruginosa in an adult intensive care unit of the Uberlandia
Federal University-Hospital Clinic (UFU-HC), from April 2011 to June 2012. Clinical and
epidemiological data were obtained from patient charts and evaluated by univariate and
multivariate statistical analyzes. Only clinical isolates of A. baumannii were obtained from
cultures of endotracheal aspirate and patients identified as having VAP by this microorganism
were selected for environmental sampling. The antimicrobial susceptibility testing was
performed using the automated system VITEK® 2 or by disk diffusion method and the
phenotypic detection of oxacilinases through the modified Hodge test. Multiplex polymerase
chain reaction was used to detect blapxa genes and pulsed-field gel electrophoresis was
performed for molecular typing. The research was approved by the ethics committee of UFU.
Results: Overall, we detected 30 patients with VAP by A. baumannii and 30 by P. aeruginosa
during the study period and after multiple logistic regression analysis, only trauma admission
diagnosis (OR 7.2122, 95% CI 1.62 - 32.10, p = 0.0095) and inappropriate antimicrobial
therapy (OR 17.2911, 95% CI 2.61 - 114.50, p = 0.0031) remained as an independent
variables associated with the development of A. baumannii VAP. The hospital mortality rate
(30 days) was higher, but not significant (p> 0.05) in the group with VAP by P. aeruginosa
(36.67%) than by A. baumannii (29.63%). The majority (56.7%) of clinical isolates were
resistant to imipenem and all those, clinical or of surface, with resistance to this antibiotic,
presented the gene encoding OXA-23. Environmental contamination was more expressive in
the bed rail independent of the time of collection. Overall, eight genotypes were identified,
four of them with 80% similarity, with genotypes A (n =9, 52.9%, clinical isolates) and H (n
= 4, 66.6%, isolates of surface) predominating. Conclusions: Trauma as admission diagnosis
and inappropriate antimicrobial therapy were the only independent risk factors associated with
cases of A. baumannii VAP. Most isolates of clinical cases of A. baumannii were resistant to
imipenem and presented the blaoxa-23 gene, including those recovered from surface, and were
identified the coexistence of several pulsotypes in the unit, with a higher prevalence of two
distinct clones A and H, respectively, in the cases of VAP and on surface.

Key words: Ventilator-associated pneumonia (VAP), Acinetobacter baumannii, molecular
epidemiology.
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1. INTRODUCAO

Pneumonia associada & ventilagdo mecénica (PAV) é a infeccdo hospitalar mais
frequente adquirida em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), com incidéncia variando de 6 a
52% (JOSEPH et al., 2010 a). Ela ¢é definida como aquela que se desenvolve apds 48 horas de
intubacdo endotraqueal e ventilagdo mecanica (VM) (DAVIS, 2006) e esta associada com o
tempo de ventilacdo e periodo de internacdo prolongado, resultando em mortalidade e custos
hospitalares elevados, aspectos ainda mais significativos quando estdo relacionados com
microrganismos multirresistentes (MR) (BOUADMA et al., 2010; CHAN et al., 2010).

A taxa de PAV é maior nos paises em desenvolvimento do que aquela relatada em
UTIs dos EUA, com uma taxa de 13,6 versus 3,3 por 1000 ventilador-dia, respectivamente
(ROSENTHAL et al., 2010). Na UTI de Adultos do Hospital de Clinicas da Universidade
Federal de Uberlandia (HC-UFU), a frequéncia de pacientes em uso de VM é de
aproximadamente 30% e a taxa de incidéncia de PAV por 1000 dias associada a este
procedimento ¢ alta, de 24,7 (MOREIRA et al., 2008; ROCHA et al., 2008).

Pacientes hospitalizados em UTIs sofrem alteracfes na microbiota normal incluindo a
da mucosa do trato respiratério superior, com substituicdo de bactérias como espécies de
Streptococcus por bacilos gram-negativos (BGN) como representantes da familia
Enterobacteriaceae, além de ndo-fermentadores com destaque para Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa, e gram-positivos como Staphylococcus aureus resistente a
Meticilina (MRSA) (BASSI et al., 2010). Essa alteracdo ocorre a partir de 5 a 7 dias de
internacdo e é favorecida pela gravidade do estado clinico do paciente, pelo uso de
procedimentos invasivos e, sobretudo, pela utilizacdo de antibidticos (RELLO et al., 2002).
Esta colonizacdo é um fator de risco para o posterior desenvolvimento de PAV
(KIENINGER; LIPSETT, 2009). A introducdo de protese na traquéia compromete 0s
mecanismos de defesa e juntamente com a diminuicdo no nivel de consciéncia do paciente
facilita a microaspiracdo de secrecGes da orofaringe para o pulmdo, favorecendo o
desenvolvimento de pneumonia, especialmente em pacientes imunocomprometidos
(CRNICH; SAFDAR; MAKI, 2005; KIENINGER; LIPSETT, 2009).

Além da utilizacdo da VM, sua duracdo e o comprometimento do nivel de consciéncia
do paciente, os seguintes fatores de risco sdo associados a esta infeccdo: idade avancgada,
gravidade do “status” clinico, presenca de comorbidades, imunossupressao, trauma, cirurgia,
uso de procedimentos invasivos, corticéides e antibidticos e prolongado periodo de internacéo
(JOSEPH et al., 2010 b; HUGONNET; UCKAY:; PITTET, 2007; SANDIUMENGE; RELLO,
2012). Em estudo realizado na UTI de Adultos do HC-UFU, o tempo de utilizagdo de VM (=



16

7 dias), traqueostomia e uso de mais de 3 antibidticos foram fatores de risco independentes
para o desenvolvimento de PAV (ROCHA et al., 2008).

O diagnostico de pneumonia nosocomial é complexo e atualmente baseia-se na
somatdria de dados clinicos, radioldgicos e microbioldgicos, inexistindo um padréo-ouro
(ZILBERBERG; SHORR, 2010). Os critérios mais utilizados sdo presenca de novo ou
progressivo infiltrado em radiografia de térax e presenca de duas ou trés das seguintes
caracteristicas clinicas: temperatura>38°C, leucocitose ou leucopenia, secre¢do respiratoria
purulenta, cultura de secrecdo do trato respiratorio inferior positiva, e quando de cultura
quantitativa, um ponto de corte de > 10° Unidades Formadoras de Colénia - UFC/ml para
aspirado endotraqueal, 10* UFC/ml para o lavado broncoalveolar e 10° UFC/ml para o
escovado protegido, e, nas culturas semiquantitativas, um crescimento “moderado” de
bactérias (PELEG; HOOPER, 2010). Estes critérios podem ser pontuados permitindo a
definicdo de um escore clinico de infeccdo pulmonar (“Clinical Pulmonary Infection Score”,
CPIS) muito utilizado no diagndstico de pneumonia, quando = 6, e com reservas quanto a sua
sensibilidade e especificidade (ZILBERBERG; SHORR, 2010).

A PAV ¢ classificada em precoce e tardia, a primeira ocorrendo nos quatro dias
iniciais de uso de VM e associada a melhor progndéstico, e a segunda apos > 5 dias de
ventilacdo e associada com taxas de morbidade e mortalidade mais elevadas (JOSEPH et al.,
2010 b). Os microrganismos responsaveis pela PAV precoce sdo usualmente Staphylococcus
aureus susceptivel a meticilina, Streptococcus pneumoniae e Haemophilus influenzae,
enquanto as tardias sdo causadas por patdgenos gram-negativos nosocomiais MR como P.
aeruginosa, A. baumannii e Klebsiella spp., e gram-positivos, como MRSA (HUNTER,
2006). Dados mais recentes sobre microbiologia das PAVs mostram que os BGNs, como A.
baumannii e P. aeruginosa, sdo predominantes principalmente nos paises em
desenvolvimento, mas também em hospitais da América do Norte e Europa (ARABI et al.
2008; PELEG; HOOPER, 2010; HIDRON et al., 2008).

O género Acinetobacter engloba microrganismos cocobacilares gram-negativos,
estritamente aerobios, nao-fermentadores, catalase positivos, oxidase-negativos e imoveis
(PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Entre as diferentes espécies compreendidas nesse
género, A. baumannii € a de maior importancia clinica, representando 75% dos isolados de
Acinetobacter  de  espécimes  clinicos (GIAMARELLOU; ANTONIADOU;
KANELLAKOPOULOU, 2008). Considerada, no passado, bactéria de baixa viruléncia,
atualmente é reconhecida como patdgeno hospitalar importante, particularmente em infeccbes
em pacientes criticos (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996). Esse microrganismo é
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responsavel por uma variedade de infec¢cGes nosocomiais, incluindo bacteremia, infeccdo do
trato urinério, meningite e € um dos agentes de pneumonia mais frequentes em pacientes em
uso de VM (KARAGEORGOPOULOS; FALAGAS, 2008; GARNACHO-MONTERO;
AMAYA-VILLAR, 2010).

A emergéncia, nos hospitais, deste microrganismo, tem sido atribuida a sua capacidade
de resistir a dessecacdo no ambiente e nas maos de profissionais de saude por prolongado
periodo de tempo, sua elevada resisténcia intrinseca aos antimicrobianos e desinfetantes,
assim como a capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia as poucas classes de
antibioticos disponiveis (TOWNER, 2009).

Varios estudos evidenciam a contaminacdo de diferentes sitios no ambiente hospitalar
por pacientes infectados (FOURNIER; RICHET, 2006; DENTON et al., 2005; HANLON,
2005), com relatos de Acinetobacter spp. sobrevivendo em superficies de: ventilador,
equipamento de aspiracédo, colchao, travesseiro, umidificador, grade de cama, cabeceira, entre
outras (PATERSON, 2006). Evidéncias da presenca de microrganismos epidemiologicamente
importantes por longos periodos em superficies secas, e particularmente naquelas passiveis de
serem tocadas pelas méos de profissionais de salde, enfatizam o potencial do ambiente na
epidemiologia (reservatorio) de infeccbes hospitalares (OBASI et al., 2009).

A avaliacdo do impacto da mortalidade nas infec¢es por A. baumannii em pacientes
hospitalizados permanece matéria de controvérsia (MARAGAKIS; PERL, 2008; PEREZ et
al., 2007). Aspectos tais como o niumero limitado de pacientes, como em nossa investigacéo, a
heterogeneidade metodoldgica e a dificuldade em parear adequadamente controles quanto a
gravidade da doenca do grupo caso, contribuem para esta indefinicdo (ABBO et al., 2007;
FALAGAS; KOPTERIDES; SIEMPOS, 2006; FOURNIER; RICHET, 2006; MARAGAKIS;
PERL, 2008). Ha relatos na literatura de taxas de mortalidade atribuida a essas infeccbes
variando de 10 a 43% (FALAGAS; BLIZIOTIS; SIEMPOS, 2006). Portanto, alguns autores
defendem que a infec¢cdo por A. baumannii € um marcador para aqueles pacientes com doenca
grave e ndo um preditor independente de mortalidade (ALBRECHT et al., 2006).

As infeccbes por Acinetobacter tornaram-se ainda mais importantes com o
aparecimento de amostras resistentes aos carbapenémicos, grupo de escolha no tratamento de
infeccbes graves causadas por esse microrganismo, considerando as poucas opg¢oes
terapéuticas disponiveis (MARAGAKIS; PERL, 2008; MICHALOPOULQOS; FALAGAS,
2008), representadas por polimixinas B e E e tigeciclina (FALAGAS; KASIAKOU, 2005;
KARAGEORGOPQULOS et al., 2008; TOWNER, 2009). A frequéncia de Acinetobacter MR

aumentou durante as ultimas duas décadas nos hospitais, sobretudo como consequéncia do
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amplo uso de agentes antimicrobianos potentes de amplo espectro (TOWNER, 2009). Em
alguns hospitais brasileiros amostras ja apresentam taxas de resisténcia aos carbapenémicos
oscilando de 25% a 45% e, consequentemente as polimixinas, sdo amplamente utilizadas,
apesar de sua toxicidade (LEVIN et al., 1999). H& relatos de amostras pan-resistentes, com
mecanismos de resisténcia para as varias classes de antibidticos disponiveis, fazendo
necessaria uma combinacdo terapéutica no tratamento de infec¢des graves (PELEG,;
SEIFERT; PATERSON, 2008; VALENCIA et al., 2009). Infec¢fes causadas por amostras
susceptiveis aos antibidticos sdo usualmente tratadas com cefalosporinas de amplo espectro,
combinagdes de [-lactamicos e inibidores de P-lactamases ou carbapenémicos, usados
isoladamente ou em combinacdo com aminoglicosideos (MUNOZ-PRICE, WEINSTEIN,
2008).

No Brasil, infeccdes hospitalares diversas causadas por A. baumannii, bem como
relacionadas a surtos em UTIs, emergiram a partir de 1996 (LEVIN et al., 1996), com
deteccdo crescente de amostras resistentes aos carbapenémicos e MR, tornando-se uma
ameaca em muitos hospitais (ROSSI, 2011).

A. baumannii produz p-lactamases que inativam penicilinas, cefalosporinas, incluindo
aquelas de espectro estendido das familias TEM-1, SHV e CTX-M, além de carbapenemases
(GARNACHO-MONTERO; AMAYA-VILLAR, 2010). As cefalosporinases do tipo AmpC,
de origem cromossomal, e B-lactamases da classe B (Metalo-p-Lactamases, MBLS), como
VIM (Verona Imipenemase), IMP (Imipenemase) e SIM (Seoul Imipenemase), que
hidrolisam diversos B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, também estdo presentes
(THOMSON; BONOMO, 2005). No entanto, as -lactamases mais difundidas com atividade
carbapenemase sdo as oxacilinases, denominadas OXA, da classe D de Ambler. Essas
enzimas pertencem a trés grupos independentes de P-lactamases resistentes ao acido
clavulanico, representadas pela OXA-23, OXA-24 e OXA-58, podendo ser codificadas por
genes plasmidiais ou cromossomais (BROWN; AMYES, 2006; POIREL; NORDMANN,
2006; POURNARAS et al., 2006). Os genes responsaveis por essa resisténcia em A.
baumannii ndo foram associados a presenca de integrons, como em Pseudomonas aeruginosa
(VILA; PACHON, 2008; MUNOZ-PRICE, WEINSTEIN, 2008).

As carbapenemases do tipo OXA emergiram globalmente como o principal
mecanismo responsavel pela resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter (CARVALHO
et al., 2009; WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011). Recentemente, a variedade
dessas enzimas aumentou substancialmente, sendo divididas em oito subgrupos, quatro
identificados em A. baumannii: OXA-23-“like” (OXA-23, OXA-27 e OXA-49), OXA-24-
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“like” (OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40 e OXA-72), OXA-58 e OXA-51-“like”, esse
altimo constituindo uma familia de enzimas cromossomais tipicas de A. baumannii
(WALTHER-RASMUSSEN; H@IBY, 2006), usado como marcador taxondmico da espécie
(HERITIER et al., 2005). Em estudos realizados em S&o Paulo (ANTONIO et al., 2011) e no
Rio de Janeiro (FIGUEIREDO et al., 2011) com amostras clinicas de A. baumannii, foi
descrita pela primeira vez a presenca do gene blaoxass NO pais, respectivamente. Outra
enzima da classe D, a OXA-143, foi detectada em amostras de sangue de um surto observado
em UTI brasileira cuja prevaléncia permanece a ser determinada (HIGGINS et al., 2009).
Essas amostras hidrolisam penicilinas, oxacilina, imipenem e meropenem, mas nao
hidrolisam cefalosporinas de espectro estendido e permanecem susceptiveis a ampicilina-
sulbactam, colistina, tigeciclina e netilmicina (HIGGINS et al., 2009).

No Brasil, a OXA-23 é a principal responsavel pela resisténcia de amostras
hospitalares, com a primeira descrigdo realizada em Curitiba, quando de um surto no ano de
2003 (DALLA-COSTA et al, 2003). Posteriormente, em 2009, foram descritas a
disseminacéo de diferentes clones produtores de OXA-23 no Rio de Janeiro (CARVALHO et
al., 2009), bem como em Porto Alegre (MARTINS et al., 2009), evidenciando-se no segundo
a transmissao clonal entre profissionais da saude, equipamentos médicos e pacientes. A sua
presenca também foi relatada em quatro hospitais de S&do Paulo (MOSTACHIO et al., 2009),
com 0 genotipo blaoxa-2siike COMO 0 mMais frequente entre as amostras resistentes aos
carbapenémicos.

A resisténcia de A. baumannii aos carbapenémicos também esta ligada a perda de
canais de porinas da membrana externa (THOMSON; BONOMO, 2005) e superexpressdo de
bombas de efluxo capazes de remover diversos antimicrobianos da célula bacteriana,
incluindo B-lactamicos, fluorquinolonas, e aminoglicosideos (GARNACHO-MONTERO;
AMAYA-VILLAR, 2010). A resisténcia aos aminoglicosideos pode ser mediada por enzimas
inativadoras, mecanismo de resisténcia que parece ser o mais frequente (VILA; PACHON,
2008). As mutacdes nos genes gyrA ou parC contribuem para resisténcia as fluorquinolonas
(BONOMO; SZABO, 2006; VILA; PACHON, 2008).

A deteccdo rapida e efetiva de isolados clinicos de A. baumannii € crucial para o
estabelecimento de terapia antimicrobiana apropriada, além de contribuir para prevenir sua
disseminacdo nos hospitais (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). Adicionalmente, a
tipagem molecular é fundamental na compreensdo da epidemiologia de surtos, ja que

estabelece o grau de similaridade entre as diferentes amostras auxiliando na identificagédo do
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reservatério, modo de transmissdo e associacdo com as fontes de infeccdo (SINGH et al.,
2006).

A prevaléncia de A. baumannii em infeccdes hospitalares e a ocorréncia de surtos por
amostras MR aumentaram consideravelmente na ultima década (COELHO et al., 2006;
NEMEC et al., 2008; POIREL; NORDMANN, 2006) fazendo-se imprescindivel o emprego
de métodos de tipagem molecular adequados para a investigacdo epidemiologica
(HAMOUDA et al., 2010). Entre os métodos mais utilizados, incluem-se: ribotipagem, PCR,
técnicas de macrorestricdo, RFLP, RAPD, REP-PCR, “Amplified Fragment Lenght
Polymorphism” (AFLP), eletroforese de campo pulsado (“Pulsed-Field Gel Electrophoresis”,
PFGE) e “Multilocus sequence typing” (MLST).

Como em outros microrganismos as amostras MR de A. baumannii apresentam-se em
relativo pequeno numero de clones (COELHO et al., 2006; PATERSON, 2006; van den
BROEK et al., 2006). Investigacdes de epidemiologia molecular sdo recomendadas para
determinar a presenca de clones sendo que a técnica de PFGE permanece como o método de
escolha, considerada o “padrdo-ouro” para caracterizacdo de amostras de Acinetobacter
(PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; HAMOUDA et al., 2010). Estudos evidenciaram
que amostras MR de areas geogréficas distantes, ao contrario de amostras susceptiveis, sao
relacionadas clonalmente, o que sugere que o problema de resisténcia pode estar associado
com numero limitado de linhagens de A. baumannii que obtiveram éxito (DIJKSHOORN;
NEMEC; SEIFERT, 2007; NEMEC et al., 2008; van DESSEL et al., 2004).

A emergéncia de A. baumannii como um dos principais agentes de infeccdes
relacionadas aos cuidados de saude, sobretudo infecgbes graves como PAVS e de corrente
sanguinea, em pacientes de unidades criticas e imunocomprometidos, e a possibilidade de sua
transmissdo por varias vias como: contato direto, mdos de profissionais de satde, aléem do ar,
exige uma melhor avaliacdo da epidemiologia local dessas infeccdes. Na UTI de Adultos do
HC-UFU, a resisténcia aos carbapenémicos aumentou consideravelmente nos dltimos anos, e
por isso ha limitacdes significativas quanto a escolha de agentes antimicrobianos.
Adicionalmente, a falta de recursos humanos e financeiros para a implementacdo das boas
praticas de prevencdo e controle de infec¢bes hospitalares, facilita a transmissdo intra-

hospitalar desse microrganismo.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Realizar estudo epidemioldgico classico e molecular de pneumonia associada a
ventilagdo mecénica (PAV), causada por Acinetobacter baumannii, susceptivel/resistente aos
carbapenémicos, na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) de Adultos do Hospital de Clinicas
da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU).

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar:

e 0s fatores de risco intrinsecos e extrinsecos associados a essas infeccbes versus
aquelas por Pseudomonas aeruginosa,

e a mortalidade hospitalar no prazo de até 30 dias,

e acontaminacdo de superficies proximas a pacientes diagnosticados com PAV por esse
microrganismo,

e 0 perfil de resisténcia “in vitro” das amostras aos antimicrobianos,

e apresenca dos genotipos OXA de resisténcia atraves do PCR,

e arelacdo clonal entre os isolados de A. baumannii recuperados de espécimes clinicos

de PAVs e de superficies pela técnica de PFGE.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Hospital

O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU), instituicdo de ensino com 530 leitos que oferece assisténcia de nivel terciario. A
Unidade de Terapia Intensiva de Adultos (UTI) é uma unidade mista, clinico-cirurgica, com
30 leitos. Durante o periodo de estudo, no més de setembro/2011, a unidade sofreu mudancas

fisico-estruturais e passou de 15 para 30 leitos.

3.2. Desenho do estudo
Foi realizado estudo de coorte prospectivo incluindo pacientes com diagnostico de
PAV por Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa, internados na UTI de

Adultos, no periodo de abril de 2011 a junho de 2012, compreendendo pacientes adultos (=18
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anos), quando do primeiro episodio de PAV por A. baumannii ou P. aeruginosa, detectados
através de vigilancia ativa na unidade. As caracteristicas demogréficas, clinicas e
epidemioldgicas foram obtidas dos prontuarios médicos e uma ficha individual foi preenchida
com os dados dos pacientes (Anexo I). Adicionalmente, foi solicitada a autorizacdo do
paciente/responsavel para a participacdo na pesquisa mediante a assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo II).

Apenas amostras clinicas (aspirado traqueal) e de ambiente (superficies) de A.

baumannii foram recuperadas a fim de avaliacdo microbioldgica e molecular.

3.3. Definicoes

- PAV: foi definida como hospitalar quando da apresentacdo do quadro clinico em um
periodo = 48 horas de internacdo na UTI e uso de protese ventilatoria, atraves de critérios:
radiologicos - desenvolvimento de infiltrado radiolégico novo e/ou progressivo,
microbiolégico - cultura quantitativa de aspirado traqueal com contagem = 10° UFC/mL, e
clinico-laboratoriais - com a presenca de pelo menos dois dos seguintes sinais/sintomas -
secrecdo respiratoria purulenta, temperatura corpdrea superior a 38°C ou inferior a 35°C,
leucocitose sanguinea (>10.000/mL) ou leucopenia (<4.000/mL) (EDWARDS et al., 2007,
PELEG, HOOPER, 2010). O escore clinico de infec¢dao pulmonar (“Clinical Pulmonary
Infection Score”, CPIS) foi calculado para cada paciente conforme descrito no item 3.5.
(ZILBERBERG; SHORR, 2010).

-Terapia antimicrobiana preévia: utilizacdo de um agente antimicrobiano por pelo
menos 48 horas nas duas semanas que antecederam a coleta do aspirado traqueal (CHANG et
al., 2011).

-Terapia antimicrobiana empirica inapropriada: quando a amostra for resistente
“in vitro” aos antimicrobianos administrados quando da prescricdo empirica (KOLLEF, 2000;
MAGNOTTI et al., 2011).

- Mortalidade hospitalar: no prazo de até 30 dias apds o desenvolvimento do
diagndstico de infeccdo (PENA et al., 2008).

- Microrganismo multirresistente: resistente a trés ou mais classes de antibi6ticos
(FALAGAS; KOLETSI; BLIZIOTIS, 2006).

- Indicadores epidemioldgicos - os valores foram calculados para todas as PAVS,
independente da etiologia, e incluiram:

-Taxa de incidéncia de PAVs: relacdo entre o ndimero total de PAVs e o

namero total de ventiladores-dia, vezes 1000 (EDWARDS et al., 2007).
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-Densidade de uso de protese ventilatoria: relacdo entre o numero de
dispositivo-dias (nimero total de dias de exposicdo ao dispositivo para todos os
pacientes da populacdo selecionada no periodo considerado) e o niUmero de pacientes-
dia (EDWARDS et al., 2007).

-Confecc¢do do diagrama do nivel endémico das taxas de PAV/ paciente-dia, de

acordo com o trabalho de Arantes e colaboradores (2003).

3.4. Avaliacao da gravidade do paciente pelo escore “Average Severity of Iliness Score”,
ASIS

Foi calculado o ASIS, para todos pacientes com suspeita de PAV por A. baumannii e
P. aeruginosa, na data da coleta do aspirado traqueal. Os pontos foram totalizados conforme
referido a seguir: um ponto para pacientes cirirgicos que necessitassem apenas de uma
observacdo pos-operatéria de rotina, dois pontos para aqueles ndo cirdrgicos, estaveis
fisiologicamente e que necessitassem de observacao overnigth, trés pontos para 0s pacientes
que necessitassem de cuidado e monitoracdo constante da enfermagem, quatro pontos para
aqueles fisiologicamente instaveis, necessitando de cuidados intensivos médicos e de
enfermagem e de frequentes reajustes da terapia, e cinco pontos para os fisiologicamente
instaveis, em coma ou choque e que necessitassem de ressuscitagdo cardiopulmonar ou
cuidados intensivos medicos e de enfermagem com reavaliacdo frequente (ROSENTHAL et
al., 2006).

3.5. Escore clinico de infeccdo pulmonar (CPIS)

O CPIS foi determinado para todos pacientes com suspeita de PAV por A. baumannii
e P. aeruginosa, na data da coleta do aspirado traqueal, e calculado com base em pontos
atribuidos aos sinais e sintomas de pneumonia, dados radiologicos, laboratoriais e
microbioldgicos, como descrito na tabela 1 (ZILBERBERG; SHORR, 2010), considerando-se

como ponto de corte contagem 2 6.
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Tabela 1. Célculo do Escore Clinico de Infec¢do Pulmonar.

Pardmetros Pontos

Temperatura, ‘C

36,5-384 0

38,5-38,9 1

>39,0e<36,0 2

Nivel de Leucocitos no sangue, Leucécitos/mm™

4.000 - 11.000 0

<4.000 ou > 11.000 1
+ bastoes > 500 2

Secrecdo Traqueal

<14+ 0

> 14+ 1
+ Secregdo purulenta 2

Oxigenacéo, PaO,: FiO,, mmHg

> 240 ou SARA 0

<240 e sem SARA 2

Radiografia Pulmonar

Sem infiltrado 0

Infiltrado difuso ou irregular 1

Infiltrado localizado 2

Cultura do aspirado tragqueal (semiquantitativo: 0 - 1, 2 ou 3+)

Cultura das bactérias patogénicas < 1 ou nenhum crescimento 0

Cultura das bactérias patogénicas > 1 + 1
+ Cultura da mesma bactéria patogénica identificada no Gram > 1+ 2

NOTA: SARA - Sindrome da Angustia Respiratoria Aguda; PaO,: FiO, - razdo da pressdo parcial
de oxigénio arterial pela fracdo de oxigénio inspirado.

3.6. Coleta do Aspirado Traqueal

Foi realizada durante a higienizacdo da arvore ventilatoria, por meio de sonda n°12, no
inicio da manha, por fisioterapeutas ou enfermeiros da unidade, em tubo de ensaio estéril e
encaminhado ao Laboratério de Microbiologia do HC-UFU, para cultivo e identificacdo. As
culturas caracterizadas como Acinetobacter foram preservadas a -20°C em caldo “Brain Heart
Infusion” (BHI) acrescido de 15% de glicerol para posteriores analises microbiologicas e

moleculares.

3.7. Coleta de Amostras de Ambiente
A amostragem ambiental foi realizada nos quartos da UTI ocupados por pacientes com
PAV por A. baumannii e as coletas realizadas antes e ap0s a limpeza de rotina da unidade,
totalizando seis coletas por paciente, sendo a metade (trés) antes e as demais ap0ds a limpeza
do local.
Locais de coleta:
e Superficies préximas ao paciente onde as maos dos profissionais de saide entram

em contato (grade da cama)
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e Superficies localizadas até um metro do paciente (mesa de cabeceira)

e Superficies distantes (>1m) do paciente (maganeta da porta)

3.8. Técnica de coleta (“Wipe-rinse”) de Ambiente

A coleta foi realizada através de gaze pré-umidificada estéril (7 x 7 cm), removida
cuidadosamente de um tubo, pressionada sobre a superficie através de movimentos circulares
e entdo transferida para um frasco estéril contendo 10-15 mL de “Trypticase Soy Broth”
(TSB), seguindo-se agitacdo por 20-30 segundos em Vortex e incubacdo overnight a 37°C
(AL-HAMAD; MAXWELL, 2008).

3.9. Técnicas Microbioldgicas

3.9.1. Cultivo de amostras de Ambiente

A partir do crescimento em TSB (item 3.8), a suspenséo resultante foi inoculada em
Agar MacConkey utilizando-se a técnica de esgotamento, seguindo-se incubagdo a 37°C por
24 horas (KONEMAN; ALLEN; JANDA, 2001).

3.9.2. Identificacéo

As amostras isoladas de superficies foram caracterizadas como A. baumannii pelos
seguintes testes fenotipicos classicos: reacdo de citocromo-oxidase, oxidacdo da glicose pelo
teste de “Oxidacdo e Fermentagdo” (OF), crescimento em “Triple Sugar Iron” (TSI),
utilizacdo de citrato e motilidade. Como amostras controle foram utilizadas: Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922 (KONEMAN; ALLEN; JANDA,
2001). A identificacdo das amostras clinicas de aspirado traqueal foi realizada no Laboratério
de Microbiologia do HC-UFU através do sistema automatizado VITEK® 2 (bioMérieux).

3.9.3. Estocagem

As amostras de A. baumannii provenientes de aspirado traqueal isoladas no
Laboratorio de Microbiologia do HC-UFU foram encaminhadas para o Laboratério de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomedicas (ICBIM), cultivadas em “Trypticase Soy
Agar” (TSA) pela técnica de esgotamento para obtengdo de cultura pura e, posteriormente,
subcultivadas em tubos com BHI acrescido de 15% de glicerol, seguindo-se incubacdo a 37°C

por 24 horas e a suspensdo resultante estocada em temperatura de -20°C (KONEMAN,;
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ALLEN; JANDA, 2001). As culturas de A. baumannii obtidas de amostras do ambiente foram

estocadas pela mesma técnica.

3.9.4. Testes de susceptibilidade “in vitro” aos antimicrobianos

Foi determinada pelos métodos de disco difusdo, para as amostras de superficie, e
diluicdo em gel (MIC), para as provenientes de aspirado traqueal, de acordo com os critérios
recomendados pelo “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2010).

De acordo com o método de disco difusdo, as culturas estocadas foram subcultivadas
em Agar TSA pela técnica de esgotamento e incubadas a 37°C por 24 horas. Cerca de 3 a 5
colonias representativas foram semeadas em 5mL de caldo TSB seguindo-se incubagédo a
37°C até atingir uma turvacdo equivalente a escala 0,5 de MacFarland, que corresponde
aproximadamente & concentracdo de 1,5 x 108 UFC/mL, e semeadura da suspensdo resultante
em placa de Agar Mueller-Hinton com auxilio de “swab” de modo a obter crescimento
confluente. Os discos com antimicrobianos foram aplicados sobre a superficie das placas e
estas incubadas a 37°C por 24 horas. Os seguintes antimicrobianos foram utilizados:
amicacina, ampicilina/sulbactam, cefepime, ciprofloxacina, polimixina B, gentamicina,
imipenem e tigeciclina. Pela inexisténcia de dados sobre tigeciclina para Acinetobacter spp.,
foram usados o0s pontos de corte propostos pelo “Food and Drug Administration” (FDA)
listados para Enterobacteriaceae (<2, 4 e >8ug/mL para amostras susceptiveis, intermediarias
e resistentes, respectivamente). Como amostras padrdo foram utilizadas Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 e Escherichia coli ATCC 25922.

A susceptibilidade pelo método de diluicdo em gel (MIC) foi determinada atraves do
VITEK® 2 (bioMérieux). As culturas teste foram suspensas em solucéo salina 0,45% com
objetivo de obter uma solugcdo com turbidez compativel com a escala de 0,50 a 0,63 de
McFarland e em seguida, diluidas conforme as recomendacBes 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 pogo com o antibidtico teste é avaliado automaticamente a cada 15 minutos durante 18
horas de maneira a gerar uma curva de crescimento e, por comparacdo com um controle, o
MIC (do inglés, “Minimum Inhibitory Concentration”) de cada antibiotico ¢ estimado. Esse
calculo é realizado com um algoritmo especifico para cada antimicrobiano independente da

espécie do microrganismo.
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3.9.5. Detecgdo fenotipica de oxacilinases (OXA)

As amostras com sensibilidade reduzida a carbapenémicos, em especial resisténcia ao
imipenem, foram submetidas ao Teste de Hodge Modificado (THM), originalmente descrito
por Lee e colaboradores (2001). Uma suspensdo bacteriana com turvagao equivalente a escala
0,5 de McFarland de E. coli ATCC 25922 foi preparada em caldo TSB, posteriormente
diluida (1:10) e semeada em placa de Petri contendo Agar Mueller-Hinton a fim de obter um
crescimento confluente. No centro da placa foi acrescido um disco de ertapenem ou
meropenem (10ug) e a cultura teste estriada da borda do disco até a periferia da placa. Apds
incubacdo overnight a 37°C, a observagdo de uma distor¢do (“endentagdo”) na zona de
inibicdo da E. coli préximo a borda do indculo da cultura teste foi interpretado como teste
positivo para presenca de carbapenemase.

3.10. Analise Molecular

3.10.1. Extragéo de DNA

Foi realizada de acordo com o método descrito por Jin e colaboradores (2009), com
pequenas modificacdes. Amostras de A. baumannii foram cultivadas overnight, a 37°C, em
Agar TSA e 5 a 6 colbnias foram transferidas para tubos eppendorf com 500uL de agua
ultrapura e entdo passadas em agitador tipo Vortex. A suspensdo resultante foi entdo fervida a
99°C por 10 min no termociclador Eppendorf Mastercycler, o sobrenadante com DNA
extraido transferido para outro tubo, quantificado por espectrofotometria e conservado a -

20°C até a utilizacéo.

3.10.1.2. Deteccdo genotipica de OXA carbapenemases por Multiplex PCR

Utilizou-se 0 método de multiplex PCR descrito por Woodford e colaboradores (2006)
e Higgins, Lehmann e Seifert (2010). Foram utilizados os primers relacionados na tabela 2.

A reacdo de PCR foi preparada para um volume final de 25uL utilizando os seguintes
reagentes: 14,25 uL de H,0, 2,5 ul de tampéo de PCR 10X, 0,2 mM de dNTP mix, 1,5 uL de
MgCl,, 0,25 uL de cada primer de oxacilinase, 1,25 U de DNA polimerase e 1 uL de DNA
bacteriano. A amplificacdo foi realizada no Eppendorf Mastercycler, sob as seguintes
condicdes: desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min, seguido de 30 ciclos com desnaturacdo a
94 °C por 25 s, anelamento a 52 °C por 40 s, extensdo a 72 °C por 50 s, e extensao final a 72

°C por 6 min. Apds amplificagdo do DNA, o produto final foi submetido a eletroforese em gel
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de agarose 1,5% a 100V por cerca de 40 minutos. O gel foi corado com brometo de etidio
(10mg/mL) durante 15 minutos e descorado em agua por mais 15 minutos, para entdo ser
visualizado utilizando o Sistema de Fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia).

Tabela 2: Sequéncias dos primers utilizados na reacdo de PCR para a deteccdo dos genes

codificadores de oxacilinases.

Primer Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores Gene Tamgnho do
5 -3) alvo Amplicon (pb)

OXA23-F 5-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3’ - —
OXA 23-R 5-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3’ OXA23

OXA 24-F 5-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3’ bla 246
OXA 24-R 5’-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT-3’ OXA24

OXA51-F 5-TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’ - -
OXA 51-R 5-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’ OXASL

OXA 58-F 5-AAGTATTGGGGCTTGTGCTG-3’ bla 599
OXA 58-R 5’-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3’ OXA58

OXA 143-F 5-TGGCACTTTCAGCAGTTCCT-3’ - T
OXA 143-R 5-TAATCTTGAGGGGGCCAACC-3’ OXALS

3.10.2. Tipagem molecular pela técnica de Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE)

3.10.2.1. Extracdo do DNA gendmico

A técnica de PFGE foi realizada seguindo o protocolo descrito por Romdo e
colaboradores (2005), com modificacBes. As amostras de A. baumannii foram inicialmente
cultivadas em Agar TSA a 37°C overnight. A seguir, 5 col6nias foram suspensas em 2 mL de
salina esteéril e centrifugadas (700 x g por 5 minutos), o sedimento foi ressuspendido em 2mL
de salina estéril e centrifugado (700 x g por 5 minutos). O sobrenadante foi descartado e ao
“pellet” foram adicionados: 30uL de S0mM de EDTA (pH=8,0), 10uL de solucéo de lisozima
(10 mg/ml) e 200uL de solugdo TEN (100mM Tris - 100mM EDTA - 150 mM de NacCl,
pH=7,5). Um volume de 240uL de agarose de baixo ponto de fusdo a 2% foi adicionado e a
mistura solidificada em blocos. Os blocos de agarose foram incubados overnight a 50°C, em
solucdo EC (10 mM EDTA - 6 mM Tris — 0,5% lauril sarcosil — 0,5% Brij 58 — 0,2%
desoxicolato de sddio — 5,84% NaCl, pH 7,5) a 37°C e entdo tratados com solucdo de
proteinase K (0,5 M EDTA - 1% lauril sarcosil - 1mg/ml proteinase K, pH 9,3).
Posteriormente, os blocos foram lavados com agua ultrapura, equilibrada com TE (100 mM
Tris — 100 mM EDTA, pH 7,5) e estocados a 4°C até o uso.
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3.10.2.2. Digestdo com endonucleases de restrigao

Antes da restri¢ao, os blocos foram lavados quatro vezes com solugdo de DNS (20mM
Tris - 1 mM MgCl,) e entdo com 100 ul do tampdo da enzima de restricdo. Apds este
processo, 0 bloco de agarose foi transferido para uma solugdo contendo 30 U de Apal

(Invitrogem®) e incubado durante 20h por 37°C.

3.10.2.3. Eletroforese em campo pulsado (PFGE)

Ao término da digestdo enzimatica do DNA, um bloco de cada amostra foi
posicionado nos “slots” do gel de agarose preparado na concentragdao de 1% (p/v) em tampao
TBE 0,5X. Nos orificios localizados nas extremidades do gel foram colocados discos
contendo os marcadores de peso molecular “lambda ladder”. As canaletas foram seladas com
agarose de baixo ponto de fusdo a 1% (g/v) em tampdo TBE 0,5X.

A seguir, o gel foi submetido & eletroforese no aparelho CHEF-DR 111® (BioRad)
utilizando pulso inicial de 5s, pulso final 15s, durante 18 horas a 6V/cm a 14°C, com angulo
de 120°. O gel foi corado em solucdo de brometo de etidio (10mg/mL) e entdo visualizado
utilizando o Sistema de Fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia). Os padrdes de
banda foram inicialmente comparados por intermedio de inspecéo visual de acordo com o0s
critérios de Tenover e colaboradores (1995) e posterior analise pelo programa BioNumerics
v.4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). A comparacao dos padrdes de banda foi
entdo realizada pelo método de UPGMA (“Unweighted Pair Group Method Using Arithmetic

Averages”) utilizando o coeficiente de similaridade de Dice.

3.11. Analise pelo Comité de Etica da UFU
O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de

Uberlandia sob o namero de protocolo 228/11 (Anexo Il1).

3.12. Anélise Estatistica

Os fatores de risco foram avaliados individualmente contra uma variavel resposta
(analise univariada) através de tabelas de contingéncia do tipo dois por dois (2 x 2) utilizando-
se o teste do x para comparagdo 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 analise univariada foram avaliados através de analise multivariada por
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meio de regressdo logistica multipla. 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.

4. RESULTADOS

No total, foram identificados 30 pacientes com PAV causada por A. baumannii e 30
pacientes com PAV por P. aeruginosa, no periodo de abril de 2011 a junho de 2012. Foram
excluidos do estudo epidemioldgico trés pacientes com PAV por A. baumannii associada a
outro microrganismo (mista). As caracteristicas demogréficas e clinicas, incluindo os fatores
de risco e a evolugdo dos pacientes infectados por essas bactérias, estdo representadas na
tabela 3. Os fatores de risco para aquisicdo de PAV por A. baumannii através da analise
univariada (p < 0,05) foram: diagnostico de admissao trauma, escore ASIS >4, microrganismo
MR e terapia antimicrobiana inapropriada. A taxa de mortalidade hospitalar em 30 dias foi
mais elevada (p > 0,05) no grupo com PAV por P. aeruginosa (36,67%) do que por A.
baumannii (29,63%) e o prazo médio de mortalidade apos o diagnostico de PAV foi de 28,37
dias para o primeiro grupo versus 19,67 dias para o segundo grupo. Entretanto, apds analise
de regressao logistica maltipla, apenas o diagnéstico de admissao trauma (OR 7.2122, 95% IC
1.62 - 32.10, p=0.0095) e terapia antimicrobiana inapropriada (OR 17.2911, 95% IC 2.61 -
114.50, p=0.0031) permaneceram como Vvaridveis independentes associadas com o

desenvolvimento de PAV por A. baumannii (Tabela 4).
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Tabela 3. Caracteristicas demograficas e clinicas, fatores de risco e evolucao dos pacientes com PAVs causadas por A. baumannii vs. P. aeruginosa na UTI de
adultos do HC-UFU, no periodo de abril de 2011 a junho de 2012.

Microrganismo

Caracteristicas A. baumannii P. aeruginosa p-valor OR (95% IC)
N= 27 (%) N= 30 (%)
Idade [média]; + DP* 49.89; +16.84 58.97; £19.46 0.0636 -
Género
Masculino 21 (77.78) 24 (80.00) 0.8372 0.8750 (0.2446 — 3.130)
Feminino 6 (22.22) 6 (20.00)
Diagnéstico de admissdo
Clinico 7 (25.92) 21 (70.00) 0.0009 0.1500 (0.04691 — 0.4797)
Cirurgico 2 (7.41) 1(3.33) 0.5986 2.320 (0.1982 — 27.15)
Trauma 18 (66.67) 8 (26.67) 0.0025 5.500 (1.762 — 17.17)
Comorbidades
Tabagismo 7 (25.92) 11 (36.67) 0.3837 0.6045 (0.1939 — 1.885)
Alcoolismo 7 (25.92) 6 (20.00) 0.5944 1.400 (0.4044 — 4.846)
Diabetes mellitus 2(7.41) 6 (20.00) 0.2583 0.3200 (0.05870 — 1.745)
Cardiopatia 6 (22.22) 15 (50.00) 0.0299 0.2857 (0.08994 — 0.9076)
Doenca pulmonar 5(18.52) 4 (13.33) 0.7220 1.477 (0.3526 — 6.188)
Nefropatia 5 (18.52) 4 (13.33) 0.7220 1.477 (0.3526 — 6.188)
Acidente vascular cerebral 0 (0.0) 2 (6.66) 0.4925 0.2073 (0.009507 — 4.519)
Neoplasia 0 (0.0 1(3.33) 1.0000 0.3576 (0.01396 — 9.160)
Traumatismo cranioencefalico 8 (29.63) 4 (13.33) 0.1950 2.737 (0.7178 — 10.44)
ASIS” (> 4) 13 (48.15) 6 (20.00) 0.0244 3.714 (1.152 - 11.98)
CPIS®>6° 8 (6~10) 7 (6~10) 0.3415 -
Traqueostomia 21 (77.78) 17 (56.67) 0.0914 2.676 (0.8391 — 8.537)
Hemodialise 3(11.11) 15 (50.00) 0.0019 0.1250 (0.03089 — 0.5058)

Cirurgia 20 (74.07) 19 (63.33) 0.3837 1.654 (0.5306 — 5.157)



Microrganismo MR® 14 (51.85)
Terapia antimicrobiana
Inapropriada 21 (77.78)
Apropriada 6 (22.22)
Terapia antimicrobiana empirica
>2 25 (92.59)
Carbapenémicos 10 (37.04)
Cefalosporinas (3?2 e 42 geracdo) 25 (92.59)
Aminoglicosideos 0 (0.0)
Fluoroguinolonas 8 (29.63)
Glicopeptideos 19 (70.37)
Colistina 0 (0.0)
PAV
Tardia 20 (74.07)
Precoce 7 (25.93)
Periodo de internacdo na UTI antes da PAV (> 7 dias) 11 (40.75)
Periodo de internacdo na UTI depois da PAV (> 20 dias) 11 (40.75)
Periodo de internacdo na UTI em dias (> 30) 9 (33.33)
Periodo de internacdo no HC em dias (> 60) 8 (29.63)
Mortalidade 8 (29.63)

7 (23.33)

8 (26.67)
22 (73.33)

25 (83.33)
13 (43.33)
26 (86.67)
1(3.33)
7 (23.33)
19 (63.33)
4 (13.33)

24 (80.00)
6 (20.00)
20 (66.67)
11 (36.67)
13 (43.33)
11 (36.67)
11 (36.67)

0.0258

0.0001

0.4273
0.6285
0.6727
1.0000
0.5899
0.7789
0.1138

0.5944

0.0497
0.7524
0.4387
0.5736
0.5736
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3.538 (1.138 — 11.00)

9.625 (2.853 — 32.47)

2.500 (0.4426 — 14.12)
0.7692 (0.2654 — 2.229)
1.923 (0.3229 — 11.45)
0.3576 (0.01396 — 9.160)
1.383 (0.4239 — 4.515)
1.375 (0.4527 — 4.177)
0.1071 (0.005489 — 2.089)

0.7143 (0.2063 — 2.473)

0.3438 (0.1168 — 1.012)

1.188 (0.4080 - 3.456)
0.6538 (0.2225 - 1.922)
0.7273 (0.2394 - 2.209)
0.7273 (0.2394 - 2.209)

*DP = desvio padrdo; ” “Average Severity of Iliness Score”; ® “Clinical Pulmonary Infection Score”; ¢ Variaveis expressas como mediana (variacio); © Multirresistente.
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Tabela 4. Regressdo logistica multipla dos fatores de risco para PAV por A. baumannii em pacientes
internados na UTI de adultos do HC-UFU.

Variaveis OR 95% IC p-valor
Diagnostico de admisséo - trauma 7.2122 1.62a32.10 0.0095
ASIS? (> 4) 3.7154 0.85a16.20 0.0806
Microrganismo MR" 0.6736 0.11a4.02 0.6645
Terapia antimicrobiana inapropriada 17.2911 2.61a114.50 0.0031

2«Average Severity of Illness Score”; "Multiresisténcia

Os indicadores epidemioldgicos observados para todas as PAVSs, independente da
etiologia, no periodo de estudo, foram: taxa de incidéncia de PAV de 23,36 / 1000
ventiladores-dia e densidade de uso de protese ventilatoria de 0,52, ou seja, 52% dos
pacientes-dia fizeram uso de ventilagdo mecanica. Foi confeccionado o diagrama de controle
do nivel endémico das taxas de PAV/paciente-dia, no periodo de outubro de 2011 a junho de
2012, na UTI de adultos do HC-UFU, ja com 30 leitos (Figura 1).
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LCS: limite de controle superior (36 + X); LAS: limite de alerta superior (26 + X); X: linha central (taxa média
de PAV=12,43)

Figura 1. Diagrama de controle do nivel endémico das taxas de PAV/paciente-dia na UTI de adultos
do HC-UFU, no periodo de outubro de 2011 a junho de 2012.



34

Entre as 29 amostras clinicas de A. baumannii recuperadas de PAV, 17 (58,62%)
foram resistentes ao imipenem e a maioria (12; 70,59%) positivas para a produgdo de
carbapenemase através do THM. A caracterizacdo dos genes de resisténcia foi realizada através
do multiplex PCR e todas 12 amostras apresentaram o gene que codifica a OXA-23 (Figura 2).
Trés amostras clinicas com susceptibilidade aos carbapenémicos apresentaram apenas 0 gene

blaoxa-s1 enquanto duas resistentes aos carbapenémicos mas negativas no THM, foram positivas

para a presenca de blapxa-23 (amostras 13 e 14 na figura 2).
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Figura 2. Analise por multiplex PCR das culturas de A. baumannii de aspirado traqueal e superficie.
Linha: Tamanho molecular em pares de bases (pb) (1Kb DNA Extension Ladder Invitrogen™), controles
OXA-23, -24, -58, e -143 da Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar do I0C/Fiocruz,
nameros de 1-14 (amostras de aspirado traqueal), 15-20 (amostras de superficie) e 21-23 (amostras de
aspirado traqueal susceptiveis aos carbapenémicos).


http://products.invitrogen.com/ivgn/en/US/adirect/invitrogen?cmd=catProductDetail&productID=10511012
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No total, trinta e uma (29,5%) das 126 amostras obtidas de 21 quartos ocupados por
pacientes com PAV por A. baumannii foram identificadas como A. baumannii e recuperadas
principalmente da grade da cama, independente do momento da coleta (antes ou ap6s a limpeza).
As taxas de contaminacdo da mesa de cabeceira, grade da cama e maganeta da porta, antes e apds
a limpeza, estdo mostradas na tabela 5. A prevaléncia de A. baumannii MR foi de 74,2% (23/31),
com 8 (25,8%) amostras resistentes ao imipenem e 6 (75,0%) positivas no THM. Todos as 6
amostras recuperadas de superficie foram positivas para 0s genotipos blaoxas: € blaoxa-2s
(Figura 2), sendo uma recuperada da mesa de cabeceira antes da limpeza, trés e duas da grade da

cama antes e depois da limpeza, respectivamente.

Tabela 5. Prevaléncia de contaminacdo na mesa de cabeceira, grade da cama e macaneta da porta dos
quartos dos pacientes com PAV por A. baumannii, antes e depois da limpeza, na UTI de adultos do HC-
UFU.

Local Momento (limpeza) MR*

N=31 (%) N=23(%)

Mesa de cabeceira Antes - 7 (22,6) 5(21,7)
Depois - 3 (9,7) 2 (8,7)

Grade da cama Antes - 8 (25,8) 5(21,7)
Depois - 9 (29,0) 7 (30,4)

Macaneta da porta Antes - 3 (9,7) 3(13,0)
Depois - 1 (3,2) 1(4,3)

* Multirresistente

O perfil de susceptibilidade aos antibioticos testados “in vitro” das amostras de A.
baumannii recuperadas de espécimes clinicos (aspirado traqueal) e de superficie esta descrito nas
tabelas 6 e 7.
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Tabela 6. Perfil de susceptibilidade das amostras clinicas de Acinetobacter baumannii obtidas
dos 30 pacientes com PAV internados na UTI de Adultos do HC-UFU no periodo de abril/2011
a junho/2012.

Antimicrobiano Susceptivel N (%) Intermediario N (%)  Resistente N (%)
Amicacina 19 (63,3) 5 (16,7) 6 (20,0)
Ampicilina/Sulbactam 11 (36,7) 4 (13,3) 15 (50,0)
Cefepime 4 (13,3) 0(0) 26 (86,7)
Ciprofloxacina 4 (13,3) 0 (0) 26 (86,7)
Colistina 30 (100) 0 (0) 0(0)
Gentamicina 19 (63,3) 1(3,3) 10 (33,3)
Imipenem 13 (43,4) 0 (0) 17 (56,7)
Tigeciclina 23 (76,7) 1(3,3) 6 (20,0)

Tabela 7. Perfil de susceptibilidade das 31 amostras de Acinetobacter baumannii recuperadas
do ambiente dos quartos dos pacientes com PAV por esse microrganismo internados na UTI
de Adultos do HC-UFU, no periodo de abril/2011 a junho/2012.

Antimicrobiano Susceptivel N (%) Intermediario N (%)  Resistente N (%0)
Amicacina 14 (45,2) 4(12,9) 13 (41,9)
Ampicilina/Sulbactam 22 (70,9) 7 (22,6) 2 (6,5)
Cefepime 4(12,9) 1(3,2) 26 (83,9)
Ciprofloxacina 6 (19,4) 0(0) 25 (80,6)
Polimixina B 31 (100) 0(0) 0(0)
Gentamicina 23 (74,2) 2 (6,5) 6 (19,3)
Imipenem 23 (74,2) 0(0) 8 (25,8)
Tigeciclina 28 (90,3) 2 (6,5) 13,2

O namero de casos de PAV por A. baumannii durante o periodo do estudo, bem como
a resisténcia das amostras em relacdo aos carbapenémicos, estdo representados na figura 3,

verificando-se uma média (30 / 15 meses) de dois casos por més.
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NUMERO DE CASOS DE PAV POR Acinetobacter baumannii
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Figura 3. Distribuicdo temporal de casos de PAV por A. baumannii e perfil de resisténcia das amostras
aos carbapenémicos, na UTI de adultos do HC-UFU, no periodo de abril de 2011 a junho de 2012.

A técnica de macrorestricdo de DNA — PFGE, foi realizada para 23 amostras de A.
baumannii, na sua maioria resistentes ao imipenem (20/23; 86,9%) e recuperadas de episodios
de PAV (17/23; 73,9%). No total, oito gendtipos foram identificados (A — H), quatro deles (A,
C, G e H) apresentaram amostras com pelo menos 80% de similaridade, e o genotipo A (n=9;
52,9% das amostras clinicos) e H (n=4; 66,6% das amostras de superficie) foram os mais
frequentes (Figura 4). Em geral, observou-se diferentes gendtipos entre as amostras de A.
baumannii resistentes ao imipenem de ambiente (H) e aspirado traqueal (A). As amostras
susceptiveis ao imipenem testadas pertenceram a dois gendtipos distintos (1, F — 2, G).
Adicionalmente, foi possivel a deteccdo de um “cluster”, em agosto de 2011, representado por

pacientes com PAV pelo clone A (Figura 4).
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Figura 4. Dendograma resultante de analise dos perfis do Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE),
amostra, pulsotipo, data de isolamento, origem e perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de
amostras de A. baumannii de aspirado traqueal e de superficie, na Unidade de Terapia Intensiva de
adultos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia. Escala representa as
porcentagens de similaridade. AMI, amicacina; APS, ampicilina-sulbactam; COL, colistina; GEN,
gentamicina; IMI, imipenem; PB, polimixina B; TIG, tigeciclina.

5. DISCUSSAO

Pneumonia associada a ventilagdo mecanica causada por A. baumannii e P.

aeruginosa,

particularmente quando

relacionada a microrganismos

resistentes aos

carbapenémicos, estd associada com significativas taxas de mortalidade e morbidade,

adicionando consideraveis custos hospitalares (BASSI et al., 2010; PARK, 2005). Em paises

em desenvolvimento, as taxas de PAV variam de 10 a 41,7 por 1000 ventiladores-dia e sdo

geralmente mais elevadas do que nos EUA, Canada e alguns paises europeus (ARABI et al.,

2008). Em nosso estudo, o diagnostico de PAV foi definido baseado em critérios clinicos,

radiologicos e microbiologicos e foi observada uma elevada taxa de incidéncia de PAV, de
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23,36 por 1000 ventiladores-dia, similar a encontrada em paises em desenvolvimento como o
Brasil. A densidade de utilizacdo de protese ventilatéria também foi alta (0,52) e, através da
construcdo da curva endémica de PAV/paciente-dia, observamos dois picos acima do limite
de controle superior (LCS), nos meses de dezembro de 2011 e maio de 2012, indicativo de
surtos de PAV no periodo (ARANTES et al., 2003).

Atualmente, os bacilos gram-negativos n&o-fermentadores (BGN-NF) como A.
baumannii e P. aeruginosa sdo 0s microrganismos responsaveis pela maioria dos casos de
PAV em paises em desenvolvimento, América do Norte e Europa (ARABI et al., 2008;
CHASTRE; FAGON, 2002). Na América Latina, de acordo com dados do Programa de
Vigilancia Antimicrobiana SENTRY 2008 — 2010, A. baumannii e P. aeruginosa Sio 0S
agentes mais comuns de pneumonia (17,7% e 31,2%, respectivamente) (GALES et al., 2012).
Na UTI de adultos do HC-UFU, os BGN-NF s&o os principais agentes etiologicos de PAVs
(72,8%), com P. aeruginosa representando 39,5% e A. baumannii 29,2% dos casos
(MOREIRA; FILHO, 2012).

Os fatores de risco para PAV devido A. baumannii usualmente ndo apresentam
diferencas quando comparados com aqueles causados por P. aeruginosa e incluem
principalmente traumatismo craniano, hospitalizacdo prolongada e uso prévio de antibioticos
(GARNACHO-MONTERQO et al., 2005), enquanto PAV por P. aeruginosa é diagnosticada
em pacientes imunocomprometidos, especialmente naqueles com neutropenia (FALAGAS;
KOPTERIDES, 2006). Em nosso estudo, a analise univariada identificou algumas variaveis
como fatores de risco significativos para aquisicdo de PAV por A. baumannii, mas apenas
trauma como diagnostico de admissédo e terapia antimicrobiana inapropriada foram fatores de
risco independentes para o desenvolvimento de PAV por essa bacteéria.

Trauma grave € uma das principais causas de internacdo em UTIs, afetando
especialmente individuos jovens, e a infeccdo mais comum nesse grupo é a PAV (MAGRET
et al., 2010). Pacientes politraumatizados e com lesdes muito graves que desenvolvem PAV
apresentam maior tempo de uso de VM, periodos prolongados de internacdo em UTI e no
hospital, e fazem uso mais frequente de traqueostomia (ZYGUN et al., 2006). No nosso
estudo, trauma como diagndstico de admissdo permaneceu como uma variavel independente
associada ao desenvolvimento de PAV por A. baumannii na unidade, que é clinico-cirurgica e
recebe muitos pacientes politraumatizados, principalmente devido a acidentes de transito.

Atualmente, um dos aspectos de maior importancia e complexidade no tratamento de
PAV ¢é a necessidade de se iniciar precocemente o tratamento empirico com antibi6ticos

adequados e apropriados. Kuti, Patel e Coleman (2008) realizaram uma meta-analise sobre a
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questdo, usando dados ndo-ajustados e ajustados, e verificaram que a terapia inapropriada
aumenta significativamente a chance de mortalidade (OR 2.34, P=0.0001; OR 3.03,
P=0.0292, respectivamente). O uso prévio de antibidticos é o fator de risco mais comum para
aquisicdo de A. baumannii MR (FALAGAS; KOPTERIDES, 2006), cuja frequéncia
correspondeu a aproximadamente metade dos casos de PAV em nosso estudo (51,85%), e os
carbapenémicos, cefalosporinas de terceira geracdo e/ou fluoroguinolonas sdo antibidticos
comumente implicados como fatores de risco para esta aquisicio (PELEG; SEIFERT;
PATERSON, 2008). Em nossa série, 0 uso empirico desses antibi6ticos correspondeu a,
respectivamente, 37,04%, 92,59% e 29,63%, foi muitas vezes inapropriado e se tornou um
fator independente associado a PAV por A. baumannii.

A mortalidade atribuida a infeccdo por P. aeruginosa € de cerca de 16% (FURTADO
et al., 2009) enquanto a por A. baumannii permanece controvertida (PEREZ et al., 2007), isto
porque muitos dos estudos utilizaram amostragens pequenas, com diferengas metodoldgicas e
apresentaram dificuldades em parear adequadamente os controles quanto a gravidade da
doenca (MARAGAKIS; PERL, 2008). Os nossos dados mostraram uma maior mortalidade (p
> 0,05) nos pacientes com PAV por P. aeruginosa (36,67%) do que nos pacientes por A.
baumannii (29,63%) refletindo a maior viruléncia da P. aeruginosa (KERR; SNELLING,
2009) resultante de uma grande variedade de fatores celulares e extracelulares. Alguns autores
sustentam que a infec¢do por A. baumannii € um marcador para o aumento da mortalidade em
pacientes com doenca grave, embora ndo seja um preditor independente de mortalidade
(ALBRECHT et al., 2006).

Opcdes terapéuticas sdo limitadas no tratamento de PAV por A. baumannii e a
resisténcia antimicrobiana deste microrganismo esta associada a varios mecanismos, sendo o
principal a producdo de B-lactamases, conferida por enzimas da classe molecular D de Ambler
(oxacilinases) (WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011). Atualmente, o0s
carbapenémicos sdo considerados os antimicrobianos de escolha no tratamento de infeccGes
graves causadas por esse microrganismo (PEREZ et al., 2007). No Brasil e em outros paises,
(GALES et al., 2012; WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011) entre amostras
resistentes aos carbapenémicos, predominam as produtoras de OXA-23, como evidenciado
em todas as amostras resistentes ao imipenem recuperadas em nosso estudo.

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras clinicas
(aspirado traqueal) e ambientais de A. baumannii, as taxas de resisténcia foram relativamente
semelhantes, embora as amostras de origem clinica mostrem menor susceptibilidade ao

imipenem e a ampicilina/sulbactam. No que se refere a multirresisténcia, amostras de aspirado
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traqueal representaram 51,85%, enquanto as de superficie 74,2%, indicando a importancia do
ambiente como reservatorio para microrganismos MR, enfatizando a necessidade da
implementacdo das boas praticas de prevencao e controle de infec¢des hospitalares quanto a
limpeza e desinfec¢do de unidades criticas (WEBER et al., 2010).

Apesar de a fonte mais importante de A. baumannii ser o paciente ja infectado e/ou
colonizado, a disseminacdo ambiental da bactéria é frequentemente demonstrada
(MARAGAKIS; PERL, 2008), como visto em nosso estudo, com uma contaminagdo mais
expressiva na grade da cama independente do momento de coleta, questionando a rotina do
servico de limpeza na UTI. Como o microrganismo pode sobreviver em ambiente seco e
persistir por prolongado periodo de tempo (TOWNER, 2009), as superficies podem ser um
potencial reservatorio de amostras epidémicas envolvidas em surtos em UTIs, exigindo o seu
fechamento para limpeza e desinfecgdo terminal (DANCER, 2009).

Em nosso estudo, durante um periodo endémico de infeccdes por A. baumannii,
identificamos um “cluster” pelo clone A, em agosto de 2011, quando infelizmente a analise de
amostras de ambiente ndo foi realizada. Ha a coexisténcia de um ou mais clones de A.
baumannii em UTIs, como observado em nossa investigacdo, mas diferente de outros autores
(dos SANTOS SAALFELD et al. 2009; THOM et al. 2011) demonstramos a prevaléncia e
coexisténcia de dois clones diferentes tipados por PFGE, o A entre as amostras clinicase o H
nas ambientais, dificultando o controle de sua transmisséo (MARCHAIM et al., 2007).

Existem varias limitacdes no presente estudo que merecem ser mencionadas: Primeiro,
a amostra foi relativamente pequena, resultante de um estudo realizado em um Unico hospital
e que pode ter perdido alguns preditores importantes. Segundo, a incidéncia de patdgenos MR
estad estritamente ligada a fatores locais e varia de uma instituicdo para outra. Terceiro, ndo
foram analisadas pela técnica de PFGE todas as amostras ambientais e isto pode justificar as
diferencas entre as prevaléncias dos clones detectados no estudo. Em sintese, realizamos uma
avaliacdo dos potenciais fatores de risco e evolucdo dos pacientes com PAV por A. baumannii
vs. P. aeruginosa, caracterizamos 0s mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos e a
disseminacdo clonal de amostras clinicas e ambientais de A. baumannii, informacdes que sdo

escassas no Brasil.
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6. CONCLUSOES

e Os resultados documentam o diagndstico de admissdo trauma e a terapia
antimicrobiana inapropriada como fatores de risco independentes associados aos casos
de PAV por A. baumannii;

e A taxa de mortalidade hospitalar em 30 dias foi mais elevada no grupo com PAV por
P. aeruginosa (36,67%) do que por A. baumannii (29,63%) (p > 0,05);

e Observou-se uma contaminagdo ambiental mais expressiva na grade da cama

independente do momento da coleta;

e O perfil de resisténcia das amostras clinicas (aspirado traqueal) e ambientais de A.
baumannii foi relativamente semelhante, embora as de origem clinica mostrem menor

susceptibilidade ao imipenem e a ampicilina/sulbactam;

e Todas as amostras clinicas e de superficie resistentes ao imipenem analisadas por

multiplex PCR apresentaram o gene que codifica a OXA-23;

e Identificamos a coexisténcia de varios pulsotipos distintos na unidade, com a
prevaléncia do clone A, entre as amostras de origem clinica, e o H, entre as

recuperadas de superficie.
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ANEXO 11
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Seu/sua responsavel legal esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitulada “Epidemiologia de
PAVs por Acinetobacter baumannii resistente ao imipenem em pacientes internados em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) de Adultos, clinico-cirurgica, de um Hospital Universitario brasileiro”, sob a responsabilidade
do pesquisador Dr. Paulo P. Gontijo Filho (coordenador) e executado pela aluna de pés-graduacdo Sabrina
Royer.

Nesta pesquisa nos estamos buscando entender melhor as questfes relacionadas com pneumonia quando da
utilizagdo de respirador, tais como 0s agentes responsaveis a sua resisténcia aos antibiéticos e o resultado do
tratamento. N&o serd realizada nenhuma coleta de espécime clinica.

No momento da visita a unidade, o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido sera obtido pela aluna de
pos-graduacdo Sabrina Royer.

Na oportunidade vocé/seu (sua) acompanhante sera perguntado (a) quanto a liberacdo de dados tais como:
sexo, idade, doencas, tratamento que serdo obtidos do prontuario.

O material clinico (secrecdo traqueal) processado pelo Laboratério de Analises Clinicas do HC-UFU sera
recuperado e enviado para posterior analise ao Laboratério de Microbiologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Campus Umuarama, Bloco 4C, andar superior, localizado na Rua Amaz6nia, sem nimero, telefone; 3218-2236.
Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua
identidade sera preservada. Vocé ndo terd nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa. Ndo ha
previsdo de que ocorra qualquer risco ao paciente e os beneficios serdo o melhor conhecimento dessas
pneumonias, melhor tratamento e a possibilidade de adocdo de praticas para protecdo aos demais pacientes
internados na unidade. VVocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer momento sem nenhum
prejuizo ou coacdo. Uma copia deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. Qualquer
duvida a respeito da pesquisa, vocé podera entrar em contato com:

-Prof. Dr. Paulo P. Gontijo Filho (Coordenador, ARIMP, UFU)
-Sabrina Royer (Responsavel, UFU)
Laboratério de Microbiologia - (034) 3218-2236.

Poderéa também entrar em contato com o Comité de Etica na Pesquisa com Seres-Humanos — Universidade
Federal de Uberlandia: Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121, bloco 1A, sala 224, Campus Santa Ménica —
Uberlandia — MG, CEP: 38400-098; fone: (34) 3239-4131.

Uberlandia, de de 20

Assinatura da responsavel

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido devidamente esclarecido.

Participante da pesquisa
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ANEXO 11

Universidade Federal de Uberandia
Pré6-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagio
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n® 2121 - Bloco A — sala 224 - Campus Santa Ménica - Uberlandia-MG
CEP 38408-144 - FONE/FAX (34) 3239-4131

ANALISE FINAL N2, 735/11 DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEP/UFU
228/11

Projeto Pesquisa: “Epidemiologia de PAVs por Acinetobacter baumannii resistente ao
imipenem em pacientes internados em unidade de terapia intensiva (UTI) de adultos, clinico-
cirdrgico, de um hospital universitario brasileiro™. . '

Pesquisador Responsavel: Paulo Pinto Gontijo Filho

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, o CEP manifesta-se pela

aprovacao do protocolo de pesquisa proposto.
O protocolo n&o apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos,

nos limites da redagéo e da metodologia apresentadas.

O CEP/UFU lembra que: :

a- segundo a Resolugdo 196/96, o pesquisador devera arquivar por 5 anos o relatério da
pesquisa e os Termos de Consentimento Livre e Esclarecido, assinados pelo sujeito de
pesquisa. .

b- poder4, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e

documentagéo pertinente ao projeto.
C- a aprovagao do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU d4-se em decorréncia do atendimento

a Resolugdo 196/96/CNS, nao implicando na qualidade cientifica do mesmo.
Data de Entrega de Relatério Final: dezembro de 2012.

SITUAGAO: PROTOCOLO APROVADO

0BS.: O CEP/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANGCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 10 de novembro de 2011
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