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RESUMO

Introducgédo: Vem sendo observado a disseminacdo global de diferentes variantes de P.
aeruginosa que esta frequentemente associada a maior viruléncia ou a emergéncia de
novos gendtipos de resisténcia aos antimicrobianos. H& poucos estudos descrevendo a
associacdo do Sistema de Secrecdo Tipo Il (TTSS) com resisténcia aos antibidticos e
evolugéo dos pacientes com pneumonia e bacteremia. Objetivos: Determinar a relagéo
entre resisténcia a fluorquinolonas e carbapenémicos e a viruléncia de Pseudomonas
aeruginosa pelo Sistema de Secrecdo Tipo |11 e sua associagdo com pior progndstico em
pacientes com Pneumonia Associada a Ventilacio Mecénica (PAV) e bacteremia,
identificar mutagcdes na Regido Determinante de Resisténcia as Quinolonas (QRDR),
genes para Metalo-p-Lactamase (MPBL), genes de viruléncia (algD, lasB e toxA) e
disseminag¢do clonal das amostras produtoras de MPL. Material e Métodos: Foi
realizada uma coorte retrospectiva para determinar os fatores de risco para mortalidade
em 30 dias em pacientes com primeiro episodio de bacteremia (157 pacientes) e PAV
(60 pacientes) por P. aeruginosa. Os genes blajyp, blayiv, blasv, blagim e blaspwm, 0s
genes do TTSS (exoT, exoS, exoY, exoU ) e os genes de viruléncia (lasB, algD, toxA)
foram detectados por PCR; o sequenciamento foi realizado para os genes do QRDR
(gyrA e parC) nas cepas resistentes a fluorquinolonas e o Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) para tipagem molecular das amostras positivas para o gene
produtor de MBL. Resultados: A andlise multivariada mostrou que os preditores
independentemente associados com mortalidade nos pacientes com bacteremia foram
terapia antimicrobiana inapropriada e cancer. A resisténcia aos carbapenémicos foi
maior entre as amostras de PAV (53,3%), porém com a deteccdo dos genes que
codificam MPBL em apenas um isolado (blaje) ao contrario do sangue, onde a
frequéncia desses genes foi de 16,1%, sendo 10,7% blaspm € 5,4% blayim. O gene exoS
foi encontrado em todas as amostras avaliadas de sangue e pulméo e o gene exoU em
apenas 9,4% das mesmas. A substituicdo de uma treonina por isoleucina na posicao 83
no gene gyrA foi a mais frequente entre as cepas resistentes a fluorquinolonas. Foi
detectada uma mutacdo na posicdo 91 no gene parC (Glu9lLys) associada com a
mutacdo em gyrA (Thre83lle) em uma amostra de P. aeruginosa ,isolada do pulmao,
extensivamente resistente, do gendtipo exoT exoS*exoU" , ainda ndo descrita no Brasil.
Entre as amostras que carreavam 0s genes de viruléncia TTSS observou-se alta
resisténcia a gentamicina (93,7%) e baixa para amicacina (37,5%). A avaliacdo da
relacdo clonal entre as amostras contendo os genes blaspm, blaviv € blaywvpe | apresentou
alta similaridade (maior que 80%), naquelas contendo blasppm, 0 que ndo foi observado
para as amostras contendo o gene blay. Conclusfes: Nossos resultados confirmam
achados prévios com relacdo a disseminacdo do clone blaspm, com evidéncias indiretas
da sua disseminacdo cruzada no nosso hospital e policlonal daquelas contendo o gene
blayim, A terapia inapropriada é fator significativo para pior prognostico entre 0s
pacientes com bacteremia por P. aeruginosa multirresistente, independente do genétipo
de viruléncia TTSS associado.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa, TTSS, resisténcia a carbapémicos,
resisténcia a fluorquinolonas
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ABSTRACT

Introduction: Has been observed the global spread of different variants of P.
aeruginosa that is often associated with increased virulence or the emergence of new
antimicrobial resistance genotypes. There are few studies describing the association of
the Type 11l Secretion System (TTSS) with antibiotic resistance and outcome of patients
with pneumonia and bacteremia. Objectives: Determine the relation among resistance
to carbapenems and fluoroquinolones and the Type Il Secretion System (TTSS)
effector genotype and its association with the poor prognostic in patients with
ventilator-associated pneumonia (VAP) and bacteremia, identify mutations in the
Quinolone Resistance Determining Regions (QRDRs), Metallo-B-Lactamase genes
(MBL), virulence genes (algD, lasB e toxA) and clonal spread of isolates producing
MBL. Material and Methods: A retrospective cohort was conducted to determine the
risk factors for 30-day mortality in patients with the first episode of bacteremia (157
patients) and VAP (60 patients) caused by P. aeruginosa. Genes blayup, blaym, blagm,
blagiv and blaspm, TTSS genes (exoT, exoS, exoY, exoU ) and virulence genes (lasB,
algD, toxA) were detected by PCR; the sequencing was conducted for QRDR genes
(gyrA e parC) on fluoroquinolone-resistant strains and the Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE) for molecular typing of positive strains for the MBL genes
Results: The multivariate analysis showed that predictors independently associated with
death in patients with bacteremia were inappropriate therapy and cancer. Carbapenem
resistance was more frequent among strains of VAP (53.3%), however with the
detection of MBL genes in one isolate (blayvp), unlike blood, where the frequency of
these genes was 16.1%, being 10.7% blaspm genotype and 5.4% blaym genotype. The
exoS gene was found in all blood and lung isolates and the exoU gene only in 9.4%.
Substitution of threonine to isoleucine at position 83 in gyrA was the most frequent
mutation among fluoroquinolone-resistant strains. It was detected a mutation at position
91 in parC gene (Glu91Lys) associated with mutation in gyrA (Thre83lle) in a strain of
extensively drug-resistant P. aeruginosa, exoT exoS exoU" genotype, isolate from lung,
not described in Brazil yet. Among the strains that harboring the TTSS virulence genes
it was observed high resistance to gentamicin (93.7%) and low for amikacin (37.5%).
The evaluation of the clonal relationship between isolates producing blaspm, blayim and
blajwe genes showed similarity (more than 80%) among the blaspym strains, which was
not observed for those producing blayv gene. Conclusions: Our results confirm
previous findings regarding the spread of blaspy clone, with indirect evidence of its
cross-spread in our hospital and polyclonal those containing the blayw gene.
Inappropriate therapy is significant factor for poor prognosis among patients with
bacteremia caused by multidrug-resistant P. aeruginosa , independent of the virulence
TTSS genotype associated.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, TTSS, carbapenem-resistance, fluoroquinolone-
resistance
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1. INTRODUCAO

A deteccdo de patdgenos considerados epidemiologicamente importantes como
Pseudomonas aeruginosa circulantes em determinado ambiente ou comunidade e o
conhecimento de suas caracteristicas tanto epidemioldgicas quanto moleculares séo de
fundamental importancia no desenvolvimento de estratégias de tratamento, prevencéo e
controle de infeccbes além de contribuir para previsdo de surtos antes do seu

estabelecimento.

Infeccdes graves Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), como bacteremia e
Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecénica (PAV) causadas por P. aeruginosa
resistentes aos antimicrobianos resultam no aumento das taxas de morbidade e
mortalidade, além de hospitalizacdo prolongada e custos maiores quando comparadas
aquelas causadas por cepas sensiveis (KANG et al., 2005; HIRSC; TAM, 2010;
MORALES et al., 2012). Aspectos relacionados com a epidemiologia e evolucdo dos
pacientes com essas infeccfes podem ser alterados em funcdo dos altos niveis de
resisténcia que 0 microrganismo apresenta e, como consequéncias surgem as
dificuldades relacionadas ao tratamento (KANG et al., 2003; LODISE et al., 2007). O
estudo de infecgdes graves por P. aeruginosa deve ser considerado, principalmente em
paises como o Brasil, onde € notdria a escassez de dados e o problema é agravado em
funcdo da falta de recursos humanos e financeiros, inexisténcia de laboratorios e de
pratica usual na terapéutica antimicrobiana empirica (TOUFEN JUNIOR et al., 2003;
KOLLEF, 2005).

A Infeccdo de Corrente Sanguinea esta entre as complicacfes infecciosas mais
frequentes e graves decorrente de hospitalizacdo e cuidades médicos (MITT et al.,
2009). A importancia e a frequéncia dessas infeccOes, sua epidemiologia e o0s
microrganismos tem mudado em paralelo com a evolucdo da medicina, particularmente
com a emergéncia de uma grande populacdo de pacientes imunocomprometidos e que
frequentemente dependem de procedimentos invasivos e ou suportes médicos, sendo
que a maioria dessas infecgdes sdo adquiridas no hospital em taxas que variam de 1 a
36% em diferentes estudos (COLLIN et al., 2001; WARREN et al., 2001; MARRA et
al., 2011). As bacteremias primarias sdo em sua maioria (cerca de 87%), relacionadas
ao uso de cateter venoso central (CVC) (VINCENT, 2003). No Brasil estudos recentes
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mostraram taxas de incidéncia de bacteremia de 12,22 por 1000 CVC/dia (BICUDO et
al., 2011).

A presenca de bactéria na corrente sanguinea € de grande importancia clinica,
demonstrando que o hospedeiro ndo pdde controlar a infeccdo a partir de um foco
primario ou ndo esta recebendo terapia empirica antimicrobiana apropriada. Sendo
assim, a identificacdo de P. aeruginosa na corrente sanguinea, geralmente € um
indicador de disseminacdo de infec¢do, além de um marcador de prognostico ruim
(SHORR et al., 2006). O estudo de Wisplinghff e colaboradores (2004) realizado em 49
hospitais dos Estados Unidos durante um periodo de sete anos, detectou 24.179 casos de
infeccdo de corrente sanguinea hospitalar e embora a P. aeruginosa tenha sido o sétimo
isolado mais frequente, este microrganismo liderou as taxas de mortalidade em relacao
ao o total de pacientes internados (38,7%), sendo 47,9% internados nas Unidades de

Terapia Intensiva (UTI) e 27,6% em outras enfermarias.

Ja a PAV refere-se a pneumonia desenvolvida apds 48 horas de entubacéo
endotraqueal e ventilagdo mecénica (DAVIS, 2006; BONTEN, 2011). Com a presenga
da ventilagdo mecanica os mecanismos de defesa como a tosse e a barreira muco-ciliar
ficam comprometidas (APPELGREN et al., 2001; TEJADA et al., 2001; JOSEPH et al.,
2010), favorecendo a microaspiracdo de secrecGes da orofaringe colonizadas por
microrganismos potencialmente patogénicos como a P. aeruginosa (VINCENT, 2003;
BERGMANS; BONTEN, 2004; SAFDAR; CRNICH; MAKI, 2005).

Entre as infec¢bes hospitalares, a pneumonia € a segunda mais comum e a
primeira em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), onde
representam cerca de 50% das infeccdes (VINCENT, 2003; ALP et al., 2004). Elas
ocorrem em 9-24% dos pacientes em uso de ventilacdo mecanica, elevam o tempo de
internacdo e contribuem para aumentar a taxa de mortalidade nas UTIs (PELEG;
HOOPER, 2010; AL-DORZI et al., 2012; TSENG et al.,, 2012). Nos paises
desenvolvidos a taxa de incidéncia de PAV varia de 1 a 4 casos por 1000 dias de
ventilacdo (TAO et al., 2012) e sua incidéncia é de 13 casos por 1000 dias de ventilacéo
nos paises em desenvolvimento (ROSENTHAL et al., 2010; TAO et al., 2012), sendo
que na UTI de adultos do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU) a taxa de incidéncia de PAV foi de 24,59 casos por 1000 dias de ventilag&o,
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portando superior a outras taxas descritas em paises em desenvolvimento (ROCHA et
al., 2008).

P. aeruginosa tem sido uma grande ameaca nos Ultimos anos para a populacéo
hospitalizada com infeccdes graves e especialmente para individuos com
comprometimento do sistema imunoldgico e a importancia clinica desse microrganismo
esta associada com sua erradicagdo dificil e continuos fracassos terapéuticos, uma vez
que as opgOes para o tratamento nas infeccOes causadas por esse microrganismo séo
limitadas pela alta incidéncia de cepas multirresistentes e panresistentes (LEIBOVICI et
al., 1998; MESAROS et al., 2007).

Atualmente, o aumento da incidéncia de P. aeruginosa multirresistente ¢ um
problema global, consequéncia da habilidade desse microrganismo em desenvolver
resisténcia a quase todos antimicrobianos disponiveis para tratamento, quer seja pela
selecdo de mutacdes em genes cromossémicos ou pela transferéncia horizontal de genes
(ZAVASCKI et al., 2005; XAVIER et al., 2010). No Brasil, esse problema é ainda mais
significativo, uma vez que existe uma alta densidade de uso de antibidticos,
principalmente B-lactdmicos, incluindo carbapenémicos, e fluorquinolonas (MOREIRA
etal., 2013; PORTO et al., 2013). A resisténcia em P. aeruginosa aos carbapenémicos é
superior a 60% nos hospitais brasileiros (KIFFER et al., 2005; BAUMGART et al.,
2010) e ocorre principalmente pela producdo de metalo-p-lactamases, além do
aparecimento de outras -lactamases com atividade de carbapenemase entre as amostras
clinicas, incluindo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) e OXA-
carbapenemase (GALES et al., 2003; QUALE et al.,, 2006; CEZARIO et al., 2009;
SCHEFFER et al., 2010).

Além da emergéncia e disseminacdo destas enzimas, a resisténcia a
carbapenémicos pode estar relacionada a outros mecanismos tais como: perda de
porinas de membrana externa (OprD); hiperexpressdo de bombas de efluxo em
combinacdo com a hiperproducdo de AmpC cromossomal induzivel (WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2007). Estes mecanismos podem ser expressos isoladamente
ou combinados e desempenham papel importante na resisténcia maultipla aos
antimicrobianos aumentando, consequentemente, a probabilidade de ocorrer terapia
antimicrobiana inapropriada (JACOBY; MUNHOZ-PRICE et al., 2005).
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Nos ultimos anos a producdo de metalo-p-lactamase por P. aeruginosa com
capacidade de hidrolisar todos os [B-lactimicos, com excecdo dos monobactamicos
(aztreonam), assumiu grande importancia epidemioldgica estando associada a altas
taxas de mortalidade (SAMUELSEN et al., 2010). A expressdo dessas enzimas esta
associada a elementos geneticos moveis incluindo integrons, transposons e plasmideos
(WALSH et al., 2005). Atualmente sdo conhecidas nove subclasses dessas enzimas:
IMP (Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), SPM-1 (S&o Paulo MBL); GIM
(“German Imipenemase”) e SIM-1 (“Seul Imipenemase”) (MENDES et al., 2006), e
mais recentemente AIM-1 (Australian Imipenemase) (YONG et al., 2007), KHM
(“Kyorin University Hospital”) (SEKIGUCHI et al., 2008), NDM-1 (“New Delhi
MBL”) (YONG et al., 2009) e DIM-1 (“Dutch imipenemase”) (POIREL et al., 2009).

No Brasil as subclasses mais prevalentes sdo IMP-1 e SPM-1 (MENDES et al.,
2006), essa Ultima isolada primeiramente em uma amostra urinaria de P. aeruginosa em
Sdo Paulo (TOLEMAN et al., 2002) porém ja descrita em varias outras regides
incluindo Parana, Bahia, Ceara, Distrito Federal, Pernambuco, Maranhdo e Minas
Gerais (GALES et al., 2003; CIPRIANO et al., 2007; GASPARETO et al., 2007). Um
estudo realizado em um hospital universitario de Sdo Paulo por Xavier e colaboradores
(2010) detectou os genes blaspm-1 € blajp; em 14 (23.7%) e 1 (1.7%) dos isolados,
respectivamente. Dentre as 14 P. aeruginosa produtoras de SPM, 13 demonstraram 0
mesmo perfil clonal, evidenciando a presenga de transmissdo cruzada do gene de
resisténcia. Sader e colaboradores (2004) e Zavascki e colaboradores (2005) revelaram
taxas de resisténcia preocupantes ao imipenem (49,0% e 59,0%) e ceftazidima (40,5% e
49,0%), relacionadas com a presenca de P. aeruginosa produtora de metalo-p-lactamase
da familia SPM obtidas de isolados 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). Enquanto a subclasse
SPM-1 é relatada no Brasil e Europa (SALABI et al., 2010), outros paises na América
do Sul como Argentina, Venezuela, Chile e Coldmbia descrevem a presenca de VIM-2,
VIM-8 e VIM-11 em isolados de P. aeruginosa (QUEENAN; BUSH, 2007).

Com relacdo a resisténcia de P. aeruginosa a fluorquinolonas, varios
mecanismos diferentes estdo envolvidos, incluindo mecanismos mediados por genes
cromossémicos como: alteragdes de sitios ativos de quinolonas (topoisomerase IV e

DNA girase), diminuicdo do acUmulo de antibioticos no interior da célula e
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hiperexpressdao do sistema de bomba de efluxo (POOLE, 2000; JACOBY, 2005;
BREIDENSTEIN et al., 2011). Os mecanismos plasmidiais responsaveis por esse
fendtipo tém sido descritos na literatura principalmente para bactérias gram-negativas
da familia Enterobacteriaceae (COBAN et al., 2012; PALTANSING et al., 2012), e em
Pseudomonas aeruginosa esses mecanismos estdo sendo investigados com poucos
relatos descritos (COBAN et al., 2011).

Em bactérias Gram-negativas as quinolonas agem preferencialmente na DNA
girase enquanto em Gram-positivas o alvo principal é a enzima Topoisomerase 1V
(RUIZ, 2003). Em P. aeruginosa a resisténcia a fluorquinolonas ocorre principalmente
por mecanismos intrinsecos ocorrendo mutacdes de genes alvos que codificam enzimas
essenciais para manutencdo do genoma (DNA girase e topoisomerase 1V)
(MOUNEIMNE et al., 1999; HIGGINS et al., 2003). Essas enzimas sio codificadas por
duas subunidades compostas pelos genes gyrA, gyrB e parC e parE, respectivamente.
DNA girase € responsavel pela catalizacdo do “supercoiling” (super helicoidizagéo)
negativo do DNA e a topoisomerase IV promove a separacdo do DNA circular
resultante da duplicacdo do DNA bacteriano (decatenagdo). Essas fungdes sao
essenciais para o sucesso da replicacdo do genoma da bactéria (AGNELLO; WONG-
BERINGER, 2012). As fluorquinolonas se ligam a essas enzimas e previnem que essas
reacOes se completem. MutacGes nos quatro genes alvo que conferem resisténcia as
quinolonas tém sido bem descritos em P. aeruginosa (JALAL et al., 2000; LEE et al.,
2005).

As mutacdes descritas no gene gyrA geralmente estdo localizadas na posi¢édo dos
nucleotideos de 115 a 135 pares de bases em uma area determinante de resisténcia a
quinolonas (QRDR). Mutacbes no gene gyrB especialmente entre as posicdes 1170 a
1895, conferem resisténcia as quinolonas (LEE et al., 2005), entretanto alteracdes nesse
gene sdo menos frequentes quando comparadas aquelas no gyrA (AGNELLO; WONG-
BERINGER, 2012). A resisténcia a fluorquinolonas associada com muta¢fes em parC
sdo mais comuns que em parE, entretanto ha necessidade de alteracfes de DNA girase
concomitantemente demostrando um papel secundario da topoisomerase IV nesse
fenotipo (BREINES et al., 1997).

Dados da literatura demostram que o Brasil apresenta uma das mais altas taxas

de resisténcia a fluorquinolonas entre os paises da América Latina. De acordo com
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estudos realizados pelo “SENTRY Antimicrobial Surveillance Program” analisando
dados referentes ao perfil de sensibilidade de isolados provenientes de paises da
América Latina entre 0s anos de 1997 a 2001, a resisténcia de P. aeruginosa a
fluorgquinolonas foi de 50,1% (SADER et al., 2004). Em estudos prévios realizados pela
nossa equipe a presenca de P. aeruginosa resistente a fluorquinolonas na UTI de adultos
foi muito alta (76,1%), refletindo o intenso uso de antimicrobianos da unidade
(CARVALHO; GONTIJO-FILHO, 2008). Esses dados foram significativamente
maiores do que aqueles publicados pelos programas ICARE (35%) (NNIS, 2004) e
SARI (18%) (MEYER et al., 2003).

Além da multirresisténcia aos antibidticos, P. aeruginosa expressa Vvarios
determinantes de viruléncia, mas o Sistema de Secre¢cdo Tipo Il (TTSS) tem sido
implicado como fator importante na patogénese de infecgOes graves por esse
microrganismo. Esse sistema permite que a bactéria introduza citotoxinas (ExoS, ExoU,
ExoY e ExoT) na célula do hospedeiro fazendo com que a bactéria consiga evadir das
defesas do sistema imune. Essa evasdo se da pela prevencdo da fagocitose através da
modulacdo no citoesqueleto de actina na célula do hospedeiro, inibindo a sintese de
DNA a levando a morte celular (GALAN; COLLMER, 1999; SATO; FRANK, 2004).

Adicionalmente outros genes de viruléncia podem contribuir para a
patogenicidade de infeccdes graves (TODAR, 2004). Entre os principais fatores de
viruléncia ja descritos na literatura, destacam-se aqueles relacionados com a adesdo dos
microrganismos a célula hospedeira como flagelo, fimbrias e alginato (KIPNIS, 2006) e
aqueles que facilitam o rompimento da integridade epitelial e interferem no sistema
imune, como elastase, fosfolipase C, protease alcalina, entre outros (JAFFAR-

BANDJEE et al., 1995) além de exotoxina A, piocianina e pioverdina.

Estudos prévios sugerem que amostras de P. aeruginosa resistentes a
antibidticos podem estar associados com aumento na viruléncia desses microrganismos
e que cepas de P. aeruginosa resistentes a fluorquinolonas sdo relacionadas a taxas trés
vezes maiores de mortalidade e doenca crénica comparadas com aquelas infecgdes por
cepas susceptiveis (HSU et al., 2005) e a resisténcia associada a expresséo de viruléncia
TTSS (especialmente ExoU) estdo associadas independentemente com piores
prognoésticos em pacientes infectados por P. aeruginosa (ROY-BURMAN et al., 2001;
HAUSER et al., 2002; HSU et al., 2005). Outros estudos relataram que 25 a 30% dos



23

isolados de P. aeruginosa de origem respiratdria carreavam o gene exoU (FELTMAN et
al., 2001; ROY-BURMAN et al., 2001) enquanto a maioria das amostras clinicas
carreando exoS foram encontrados naquelas cepas resistentes a fluorquinolonas
(WONG-BERINGER et al., 2007).

Nos altimos anos, vem sendo observado na literatura a disseminacdo global de
diferentes variantes endémicas e epidémicas de P. aeruginosa e essa disseminacdo esta
frequentemente associada a maior viruléncia (o que confere vantagem adaptativa aos
microrganismos) ou a emergéncia de novos genotipos de resisténcia as drogas
antimicrobianas e como consequéncia hd um aumento da morbidade, mortalidade e
custos associados (LIVERMORE, 2002; HOCQUET et al., 2003; CABOT et al., 2012)

Apesar de estudos no Brasil descreverem a disseminacdo de clones
predominantes em diversos hospitais em regides diferentes (GALES et al., 2003;
CEZARIO et al., 2009; GALETTI et al., 2010) ainda existem poucos dados quanto a
incidéncia de P. aeruginosa resistentes a fluorquinolonas e carbapenémicos e clones
associados na nossa regido e tdo pouco, estudos descrevendo associacdo do TTSS com a
evolucdo dos pacientes com pneumonia e bacteremia por esse microrganismo. O
método de Eletroforese em Campo Pulsado (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 discriminatorio, tipabilidade e
reprodutibilidade (ALOUSH et al., 2006; GALETTI et al., 2010).

Em decorréncia de P. aeruginosa multirresistente isoladas de pacientes com
infeccbes graves internados no hospital de grande porte, nés propusemos um estudo
complexo sobre a resisténcia desse microrganismo a carbapenémicos e fluorquinolonas,
bem como sua relagdo com a mortalidade e fatores de viruléncia incluindo o Sistema de
Secrecdo do Tipo Il a partir de amostras recuperadas de sangue e secre¢do traqueal.
Pretendemos, dessa maneira, gerar conhecimentos que possam auxiliar no controle e

disseminacéo desse microrganismo no nosso hospital.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Determinar a relacdo entre resisténcia a fluorquinolonas e carbapenémicos e a
viruléncia de Pseudomonas aeruginosa pelo Sistema de Secrecdo Tipo Il e sua
associagao com pior progndstico em pacientes com PAV e bacteremia.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a emergéncia e disseminacao de clones de Pseudomonas aeruginosa
produtores de metalo-p-lactamases em diferentes clinicas do HC-UFU.

e Avaliar a presenca de mutacdes no QRDR dos genes cromossdmicos gyrA e
parC e o perfil de susceptibilidade a fluorquinolonas.

e Determinar os genes responsaveis por codificarem as metalo-p-lactamases
(blayvp, blaym, blasiv, blagim € blaspwm).

e Determinar a frequéncia dos genes codificadores das exotoxinas do Sistema
de Secrecdo Tipo Il (exoS, exoT, exoU e exoY) e dos fatores de viruléncia
(toxA, algD e lasB) nas cepas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a
carbapenémicos e fluorquinolonas.

e Determinar o perfil de sensibilidade a diferentes antibioticos e a relacdo da

antibioticoterapia com a evolucao clinica
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Hospital e Unidade de Terapia Intensiva (UTI)

O Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU) é um
complexo hospitalar publico, universitario, de assisténcia terciaria e com capacidade
para 530 leitos e apresenta uma Unidade de Terapia Intensiva de Adultos mista, com um
total de 30 leitos. E referéncia para uma populagio estimada de mais de dois milhdes de
habitantes, moradores de Uberlandia e de 81 municipios das regibes do Triangulo
Mineiro e Alto Paranaiba. Nos Gltimos anos, tem sido responséavel por praticamente
todo o atendimento hospitalar vinculado ao Sistema Unico de Salde (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 na
UTI de adultos (deteccdo de pacientes com PAV) e Laboratério de Microbiologia do
HC-UFU (deteccdo de pacientes com bacteremia), no periodo de marco de 2011 a
novembro de 2012, e maio de 2009 a dezembro de 2012, respectivamente. Foram
incluidos apenas o primeiro episddio de PAV e bacteremia por P. aeruginosa. Foi
conduzido um estudo de coorte entre os pacientes com infeccdo para deteccdo dos
fatores de risco associados com a mortalidade em 30 dias e o impacto da terapia
inapropriada na evolucdo dos pacientes com bacteremia e PAV. As caracteristicas
demograficas, clinicas e epidemioldgicas dos pacientes foram obtidas através da revisao
de prontuarios médicos utilizando uma ficha individual, seguindo o modelo do NHSN
(National Healthcare Safety Network) (ANEXO 1I).



26

3.3 Definicoes

Infeccdo relacionada & Assisténcia a Saude (IRAS): é qualquer infeccdo
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: de acordo com o CDC (Centers for Disease Control and
Prevention), bacteremia € definida como a presenca de bactérias na corrente sanguinea
comprovadas laboratorialmente através de cultura positiva. A bacteremia é classificada
como primaria quando néo é relatado outro foco da infeccdo ou quando é relacionada ao
CVC, e secundéria quando clinicamente relacionada a outro sitio anatémico de
infeccdo, como pulmao, trato urinario, infeccdo de sitio cirdrgico e outros (CDC, 2002;
BAUMGART et al., 2010).

Pneumonia Associada & Ventilagdo Mecénica (PAV): os pacientes com PAV
foram aqueles que estavam sob ventilagdo mecénica por periodo > 48 horas que
apresentaram desenvolvimento de infiltrado radiol6gico novo e/ou progressivo e pelo
menos dois dos seguintes critérios clinicos/laboratoriais: secrecdo respiratoria purulenta,
temperatura maior que 38,5°C ou menor que 35°C, contagem de leucdcitos maior que
10000/l com desvio a esquerda ou menor que 3000/ul e cultura quantitativa de
aspirado traquel com contagem > 10° UFC/mL (ALP; VOSS, 2006; XIE et al., 2011).
As PAVs precoces ocorrem em até 4 dias ap6s o inicio do uso da protese ventilatoria e
as tardias apds esse periodo (HUNTER, 2006; RELLO et al., 2006;).

Clinical Pulmonary Infection Score (CPIS): O CPIS foi determinado para
todos pacientes com suspeita de PAV por 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 (ZILBERBERG;
SHORR, 2010), considerando-se como ponto de corte contagem = 6 (ANEXO I1).

indice de Comorbidade de Charlson (ICC): foi calculado para os pacientes
com diagnostico de PAV para avaliar os efeitos das comorbidades sobre o progndstico,
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sendo calculado com base em uma pontuacdo que varia de 1 a 6 (NEEDHAM et al.,
2005).

Average Severity of Illness Score (ASIS): foi calculado para os pacientes com
bacteremia para avaliar a gravidade clinica de cada paciente, os pontos séo atribuidos de
forma proporcional a gravidade observada (ROSENTHAL et al., 2006).

Multiresisténcia: foi definida como a resisténcia a pelo menos um agente em 3
ou mais categorias de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012).

Cepa Extensivamente Resistente: resisténcia a pelo menos um agente em todas
as categorias de antimicrobianos, podendo ser excluida até duas categorias
(MAGIORAKOS et al., 2012)

Terapia antimicrobiana inapropriada: quando o microrganismo isolado
apresentar resisténcia in vitro ao antimicrobiano usado no tratamento do paciente e/ou
auséncia de terapia durante 24 horas apds o diagnostico microbioldgico da infecgédo
(GILBERT et al., 2007).

Mortalidade hospitalar (30 dias): foi considerado o nimero de ébitos dos
pacientes com bacteremia e PAV durante a hospitalizacdo, que ocorreram até 30 dias

apos o diagnostico de infeccdo (LODISE et al., 2007).

3.4 Amostras bacterianas

Foram avaliadas amostras de P. aeruginosa isoladas de material clinico
(aspirado traqueal e sangue) recuperadas junto ao Laboratério de Microbiologia do HC-
UFU. As amostras foram cultivadas e estocadas a -20°C para posteriores avaliagdes
microbiologicas e moleculares no Laboratorio de Microbiologia Molecular (ICBIM-
UFU). As amostras controle que foram utilizadas nos experimentos estdo descritas na
tabela 1.



Tabela 1. Linhagens controle utilizadas em cada experimento
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Linhagem controle

Experimento

Pseudomonas aeruginosa ATCC27853
PAOL(exoS+/exoT+/exoY+)
PAOL1 ou PA103

PA103 (exoU+/exoT+/exoY+)
PAO1 (GyrA/ParC)

PAO1

P. aeruginosa 101-4704

P. aeruginosa A1254

A. baumannii YMCO03/9/T104
P. aeruginosa 75-5671

P. aeruginosa 48-19972

PAO1

Controle positivo para P. aeruginosa
PCR simplex para 0s genes exoS e exoY
PCR simplex para o gene exoT

PCR simplex para o gene exoU

PCR simplex para genes gyrA e parC
Sequenciamento génico gyrA e parC
PCR para o gene bla;vp

PCR para o gene blayv

PCR para o gene blagu

PCR para o gene blagv

PCR para o gene blaspm

PCR multiplex para os genes lasB, algD e toxA

3.5 Coleta

O aspirado traqueal foi coletado de pacientes em uso de protese ventilatéria com

suspeita de pneumonia durante a toalete da arvore ventilatoria, por meio de sonda n°® 12
no inicio da manhd, por fisioterapeutas ou enfermeiros da unidade avaliada em tubo de
ensaio estéril e encaminhado ao setor de Microbiologia do Laboratério do HC-UFU.

As hemoculturas foram coletadas por puncdo periférica pelos profissionais do
setor de coleta do hospital e a cultura foi realizada no Laborat6rio de Microbiologia do
HC-UFU utilizando o sistema automatizado BacT/ALERT® (BioMeérieux).

3.6 Identificacdo das espécies

A identificacdo dos microrganismos e a suscetibilidade antimicrobiana foi
realizada utilizando-se o sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux) no Laboratdrio
de Microbiologia do HC-UFU. As amostras bacterianas foram suspensas em solucéo
salina 0,45% para obter uma suspensdo com turbidez compativel com a escala de 0,50 a
0,63 de McFarland utilizando um turbidimetro. Em seguida, os cartdes foram inseridos

no aparelho e cada teste bioquimico foi preenchido, selado e incubado automaticamente.
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Durante o periodo de incubacéo (7-10 horas) os cartdes 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

As amostras bacterianas teste foram suspensas em solugdo salina 0,45% com
objetivo de obter uma solucdo com turbidez compativel com a escala de 0,50 a 0,63 de
McFarland e em seguida, diluidas conforme as recomendac6es do fabricante. Os cartdes
foram inseridos no aparelho e automaticamente preenchidos com as suspensoes
bacterianas. No cartdo, os antimicrobianos sdo encontrados em duas a quatro
concentracgdes diferentes. Cada pogo com o antibiotico teste é avaliado automaticamente
a cada 15 minutos durante 18 horas. Esses dados sdo usados para gerar uma curva de
crescimento e, por comparagdo com um controle, o MIC (do inglés, “Minimum
Inhibitory Concentration) de cada antibidtico é estimado. Esse célculo é realizado com
um algoritmo especifico para cada antimicrobiano independente da espécie do

microrganismao.

3.8 Armazenamento das bactérias

As amostras de P. aeruginosa provenientes de aspirado traqueal e sangue,
isoladas e identificadas no Laboratério de Microbiologia do HC-UFU, foram
encaminhadas para o Laboratério de Microbiologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas
(ICBIM), e cultivadas em “Tryptic Soy Agar” (TSA) pela técnica de esgotamento para
obtenc&o de cultura pura e, posteriormente, armazenadas em tubos criogénicos contendo
caldo “Brain Heart Infusion” (BHI) acrescido de 15% de glicerol, seguindo-se
incubacgéo a 37°C por 24 horas. A suspenséo resultante foi estocada a temperatura de -
20°C (KONEMAN et al., 2001).
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3.9 Técnicas Moleculares

3.9.1 Extracdo do DNA por lise térmica

Para a extracdo do DNA gendmico dos isolados de P. aeruginosa, as amostras
foram cultivadas em &gar MacConkey por 18-24 horas. Foram selecionadas col6nias
puras isoladas que foram ressuspendidas em 1mL de tampdo TE (1X) em tubos de 1,5
mL. Os tubos foram centrifugados a 12000xg por 2 minutos, o sobrenadante foi
descartado e o pellet de bactérias ressuspendido em 1mL de tampéo TE, os tubos foram
novamente centrifugados a 12000xg por 2 minutos, sobrenadante descartado e o pellet
ressuspendido em 1mL de tampéo TE.

Os tubos foram ent&o fervidos por 10 minutos em banho maria ou termobloco,
novamente centrifugados a 12000xg por 2 minutos. Foi recuperado 500uL do

sobrenadante com DNA.

O DNA extraido foi quantificado por espectrofotometria (Nanodrop®)
utilizando um tubo de tampdo TE como branco. Apds feita a leitura 0 DNA extraido foi

armazenado a -20°C no freezer até 0 momento da utilizacéo.

3.9.2 Caracterizacao dos genes de Resisténcia aos carbapenémicos (WOODFORD
etal., 2010)

Para investigar a presenca dos genes relacionados a resisténcia aos
carbapenémicos produtores de metalo-p-lactamase, foi realizada as amplificacfes desses
genes pela técnica de PCR multiplex com os primers especificos para os genes blaywp,

blayiv, blasiv, blagim € blaspm, como descritos na tabela 2.
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Tabela 2. Primers especificos para deteccéo dos genes codificadores de metalo-p- lactamases em

Pseudomonas aeruginosa

Gene Seqiiéncia (5’- 3°) Produto Referéncia
amplificado
(pb)

blaIMP  F: GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC 188 WOODFORD et al., 2010
R: CCAAACYACTASGTTATC

blaVIM F: GTTTGGTCGCATATCGCAAC 382 WOODFORD et al., 2010
R: AATGCGCAGCACCAGGATAG

blaGIM F: TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 72 WOODFORD et al., 2010
R: CGGAACGACCATTTGAATGG

blaSIM  F: GTACAAGGGATTCGGCATCG 569 WOODFORD et al., 2010
R: TGGCCTGTTCCCATGTGAG

blaSPM  F: CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 798 WOODFORD et al., 2010

R: CCTTTTCCGCGACCTTGATC

Para a amplificacdo dos genes de resisténcia foi utilizado 1pL da suspensdo de
DNA extraido conforme descrito anteriormente. A reacdo foi preparada para um volume
final de 25 pL utilizando os seguintes reagentes: agua ultra pura autoclavada, solucédo
tampdo da Taq [10 x] diluido para uma concentracao final de [1 x], 0,05 U de Tag DNA
polimerase com MgCl, (Promega Corporation), os quatro desoxirribonucleotideos
(dNTPs) na concentracdo de 0,2 mM (Promega Corporation) e 0,5 UM dos primers
especificos na tabela 2.

A amplificacdo foi realizada no Eppendorf Mastercycler e as condic¢des da reacdo
de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacdo inicial de 94°C por 5 minutos, 30
ciclos com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento a 53°C por 45 segundos,
extensdo a 72°C por 30 segundos, e extensdo final a 72°C por 10 minutos.

A analise dos produtos da reacdo foi realizada utilizando-se 5 pL dos produtos
amplificados, transferindo-os para um gel de agarose a 1,5% preparado com tampé&o
TBE [0,5x] e 1 uL de SYBR® Safe (Invitrogen) a cada 20 mL de gel. O marcador de
peso molecular utilizado foi 100 pb DNA Ladder (BioAmerica Inc).
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A eletroforese correu a 90V por cerca de 90 minutos, e o gel foi fotografado

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

3.9.3 Caracterizacao dos genes codificadores do Sistema de Secrecdo Tipo 111
(JABALAMELI et al., 2012)

A deteccdo dos genes codificadores do Sistema de Secrecdo Tipo 111, exoS, exoY,
exoT e exoU foi realizada utilizando a técnica de PCR simplex. Os primers utilizados
nas reacdes estdo descritos na tabela 3 e correspondem a regides especificas dos genes

codificadores das citotoxinas.

Tabela 3. Primers especificos para deteccdo dos genes codificadores das citotoxinas do Sistema de

Secrecdo Tipo Il em Pseudomonas aeruginosa

Gene Seqiiéncia (5’- 3°) Produto Referéncia
amplificado
(pb)

exoS F: TCAGGTACCCGGCATTCACTACGCGG 572

R:TCACTGCAGGTTCGTGACGTCTTTCTTTA FELTMAN et
exoY F: TCCAAGCTTATGCGTATCGACGGTCATC 730 al., 2001

R: CGTATCGATCCGAGGGGGGTGTATCTGACC
exoT F: AGAACCCGTCTTTCGTGGCTGAGTT 351

R: CAGCTCGCTCGCCTTGCCAAGT JABALAMELI
exoU F: CCTTAGCCATCTCAACGGTAGTC 911 etal., 2012

R: GAGGGCGAAGCTGGGGAGGTA

Para a amplificacdo dos genes codificadores das citotoxinas exoT e exoS foi
utilizado 5 pL da suspensdo da bactéria-teste (DNA extraido) e para 0s genes exoY e
exoU foi utilizada uma pequena parte da colénia bacteriana diretamente na reacdo. A
reacao foi preparada para um volume final de 25ul.. Em cada tubo foi adicionado agua
ultra pura autoclavada, tamp&o da Taq [10 x] diluido para uma concentracdo final de [1
X], 1,5 U de Tag DNA polimerase com MgCl,, 0,2 mM do Mix de dNTPs, 0,5uM de
cada primer descrito na tabela 3.
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As condigdes da reacdo de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacao inicial
de 94°C por 3 minutos, 40 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 40 segundos, anelamento
a 55°C (para exoS e exoY), 64°C (para exoU) e 65,5°C (para exoT) por 30 segundos,

extensdo a 72°C por 60 segundos, e extensdo final a 72°C por 5 minutos.

A analise dos produtos da reacdo, eletroforese e documentacdo do gel foram

realizadas como descrito no item 3.9.2.

3.9.4 Caracterizagdo dos genes de viruléncia lasB, algD e toxA (LANNOTE et al.,
2004)

Para investigar a presenca dos genes relacionados a viruléncia das amostras de
P. aeruginosa, foi realizada a amplificacdo desses genes pela técnica de PCR simplex
com os primers especificos para os genes lasB, algD e toxA, como descritos na tabela 4.

Tabela 4. Primers especificos para detec¢do dos genes de viruléncia lasB, algD e toxA, em

Pseudomonas aeruginosa

Gene Seqiiéncia (5°- 3°) Produto Referéncia
amplificado
(pb)

algD F: ATGCGAATCAGCATCTTTGGT 1310 LANNOTE et al., 2004
R: CTACCAGCAGATGCCCTCGGC

lasB F: GGAATGAACGAAGCGTTCTC 300 LANNOTE et al., 2004
R: GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG

toxA F: GGTAACCAGCTCAGCCACAT 352 LANNOTE et al., 2004

R: TGATGTCCAGGTCATGCTTC

Para amplificacdo dos genes de viruléncia foi utilizado 2 pL da suspensdo da
bactéria-teste (DNA extraido). A reacdo foi preparada para um volume final de 25uL.
Em cada tubo foi adicionado &gua ultra pura autoclavada, tampédo da Taq [10 X]
diluido para uma concentracdo final de [1 x], 1,5 U de Taqg DNA polimerase com
MgCl,, 0,2 mM do Mix de dNTPs, 0,5uM de cada primer descrito na tabela 4.
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As condices da reacdo de amplificacdo foram as seguintes: desnaturacao inicial
de 94°C por 3 minutos, 30 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 30 segundos, anelamento
a 55°C por 60 segundos, extensdo a 72°C por 1 minuto e 30 segundos, e extensao final a
72°C por 5 minutos.

A analise dos produtos da reacdo, eletroforese e documentacdo do gel foram

realizadas como descrito no item 3.9.2.

3.9.5 Amplificacdo dos genes da regido QRDR (gyrA e parC) (LEE et al., 2005)

Para a amplificacdo e posterior sequenciamento dos genes relacionados a
resisténcia a fluorquinolonas foi realizado PCR simplex com os primers especificos para

0s genes gyrA e parC como descritos na tabela 5.

Tabela 5. Primers especificos para amplificacdo e sequenciamento dos genes gyrA e

parC em Pseudomonas aeruginosa

Gene Seqiiéncia (5’- 3°) Produto Referéncia
amplificado
(pb)
gyrA F: GACGGCCTGAAGCCGGTGCAC 417 LEE et al., 2005
R: GCCCACGGCGATACCGCTGGA
parC F: CGAGCAGGCCTATCTGAACTAT 186 LEE et al., 2005

R: GAAGGACTTGGGATCGTCCGGA

Para a amplificagdo dos genes da regido QRDR foi utilizado 6 pL da suspensdo
da bactéria-teste (DNA extraido). A reacdo foi preparada para um volume final de
50uL. Em cada tubo foi adicionado &gua ultra pura autoclavada, tampéo da Taq [10 x]
diluido para uma concentracdo final de [1 x], 1,5 U de Taq DNA polimerase com
MgCl;, 0,2 mM do Mix de dNTPs, 0,5uM de cada primer descrito na tabela 5.

As condicOes da reacdo de amplificagdo foram as seguintes: desnaturacao inicial

de 94°C por 4 minutos, 35 ciclos com desnaturacdo a 94°C por 60 segundos, anelamento
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a 55°C (para parC) e 65°C (para gyrA) por 60 segundos, extensdo a 72°C por 60
segundos, e extensdo final a 72°C por 4 minutos.

A anélise dos produtos da reacdo, eletroforese e documentacdo do gel foram
realizadas como descrito no item 3.9.2.

3.9.6 Sequencimento dos fragmentos de DNA amplificados (gyrA e parC)

Os fragmentos amplificados referentes aos genes gyrA e parC foram
sequenciados para identificacdo de possiveis mutacGes. Para o sequenciamento, oS
produtos amplificados foram purificados utilizando o Kit comercial Wizard®SV Gel

and PCR Clean-Up System (Promega, USA), conforme as instruc@es do fabricante.

Todas as etapas do sequenciamento foram realizadas em placas de 96 pocos pela
empresa ACTGene Andlises Moleculares Ltda. (Centro de Biotecnologia, UFRGS,
Porto Alegre, RS) utilizando o sequenciador automatico ABI-PRISM 3100 Genetic
Analyzer armado com capilares de 50 cm e polimero POP6 (Applied Biosystems). Os
DNA-moldes (15 a 30ng) foram marcados utilizando-se 2,5 pmol de cada primer
descrito na tabela 5 e 3 pL do reagente BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing RR-
100 (Applied Biosystems) em um volume final de 10 pL. As reagdes de marcagao
foram realizadas em termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems)
com uma etapa de desnaturacdo inicial a 96°C por 3 minutos seguida de 25 ciclos de
96°C por 10 segundos, 55°C por 5 segundos e 60°C por 4 minutos. Uma vez marcadas,
as amostras foram purificadas pela precipitacdo com isopropanol a 75% e lavagem com
etanol a 60%. Os produtos precipitados foram diluidos em 10 uL de formamida Hi-Fi
(Applied Biosystems), desnaturados a 95°C por 5 minutos, resfriados em gelo por 5
minutos e eletroinjetados no sequenciador automatico. Os dados de sequenciamento
foram coletados utilizando-se o programa Data Collection v 1.0.1 (Applied Biosystems)
com os parametros Dye Set “Z”; Mobility File “DT3100POP6{BDv3}vIl.mob”;
BioLIMS Project “3100_Project1”; Run Module 1 “StdSeq50 POP6 50cm_cfv_1007; e
Analysis Module 1 “BC-3100SR_Seq FASTA.saz”.

As sequéncias obtidas foram analisadas no programa SeqMan e MegAlign
(DNASTAR Inc. Madison, WI, USA) e comparadas as sequéncias disponiveis no banco
de dados GenBank, nimero de acesso L29417 (gyrA) e AB003428 (parC).
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3.9.7 Tipagem molecular pela técnica de Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

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

Uma colonia bacteriana foi inoculada em 3 mL de caldo TSB e incubada
overnight a 37° C, sob agitacdo a 200 rpm. Apos o periodo de incubagdo, a medida da
densidade Optica da suspensdo bacteriana resultante foi ajustada para 0,9 a 1,10 (OD640
nm). Uma aliquota de 200 uL da suspensdo celular foi transferida para um tubo
eppendorf centrifugada a 12.000 xg, 4° C por 2 minutos e o sobrenadante foi
completamente descartado.

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

Os blocos de agarose foram transferidos para tubos contendo 5 mL de solucgéo de
lise (50 mM de Tris pH 8,0; 50 mM de EDTA pH 8,0; Sarcosyl 1%) acrescido de
proteinase K na concentragdo final de 1 mg/mL. Os tubos foram mantidos sob leve
agitacdo (aproximadamente 70 rpm) durante 4 horas a 55° C. Ap0s essa etapa, seguiu-se
para a lavagem dos blocos, a solucdo de lise foi retirada e adicionou-se 10 mL de
tampdo TE 1X. Os tubos foram mantidos na estufa a 37° C sob leve agitacdo, 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 tampéo da enzima Spel 1X (Vivants) e mantida a 37° C
por 2 horas. Essa solucdo foi desprezada, e uma nova solucdo acrescida de 30 U da
enzima de restrigdo Spel foi adicionada. A reagéo foi incubada a 37° C por 4 horas.

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 0 peso molecular (Lambda Ladder PFG Marker, New England Biolabs) foi
colocado apds a solidificacdo do gel, diretamente nos pogos. A corrida eletroforética foi
realizada em aparelho Chef DRIII System (Bio Rad, USA), utilizando-se solucéo
tamponante TBE 0,5X, nas seguintes condigdes: pulso incicial de 5 segundos e final de

40 segundos, angulo de 120°, 6 VV/cm, a temperatura de 12° C durante 21 horas. Apés a
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eletroforese, o gel foi corado com brometo de etidio 1ug/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). Isodalos com similaridade genética superior a 80% foram

considerado do mesmo tipo clonal.

3.10 Andlise Estatistica

Os fatores de risco foram avaliados individualmente contra uma variével
resposta (analise univariada) através de tabelas de contingéncia do tipo dois por dois (2
x 2) utilizando-se o teste do ¥2 para comparacgdo 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 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.

3.11 Analise pelo Comité de Etica

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Uberlandia sob o nimero de protocolo 47897 e 228/11 (ANEXOS Il e IV).
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4. RESULTADOS

4.1 Populagéo de estudo

No periodo de maio de 2009 a dezembro de 2012 e margo de 2011 a novembro
de 2012, um total de 157 e 60 pacientes ndo repetitivos, com bacteremia e PAV
causadas por P. aeruginosa, respectivamente, internados no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia, foram incluidos no estudo.

Foram observados 162 episodios de bacteremia por P. aeruginosa e 60 episodios
de PAV. Os experimentos realizados e as caracteristicas das amostras estudadas estéo

descritos na figura 1.
Pseudomonas aeruginosa - Hospital de Clinicas (UFU)

Bacteremia PAV
Pacientes (N=137) Pacientes (IN=60)
Episodios (N=162) Episodios (IN=60)

Resistentes a CBP Resistentes a CBP Resistentes a FQ

Resistentes aFQ

®=7D (N=65) N=32) N=13)
|
5 i to QRDR :
PCR para MBL Emenc@en o Q DCR para MBL Sequenciamento QRDR
=56) @rd e par() (N=29) (@rd e parC)
o ~N-13) 2 Nt

blagpy=6 Mutagdes blapp=1 Mutagdes

blayp,= 3 ard= 13 ard= 10

parC=11 parC=8

LTS grd + parC=12 PEGE gvrd +parC=3

TTSS (exoS. exoT, exol e exoU)
(N=32)

exoS=32; exoT=28; exo¥=26; exa =3

Fatores de Viruléncia (JasB, toxd e algD)
(N=32)
lasB=32; toxA;31; algD=32

Figura 1: Organograma da populacéo estudada referente a Bacteremia e Pneumonia Associada a Ventilagéo
Mecénica (PAV) causadas por Pseudomonas aeruginosa. CBP, carbapenémicos; FQ, fluorquinolonas; PCR,
Reacdo em Cadeia da Polimerase; MBL, metalo-B-lactamase; QRDR, Regido Determinante de Resisténcia as
Quinolonas; PFGE, Pulsed Field Gel Electrophoresis; TTSS, Sistema de Secrecdo Tipo IlI.
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4.2 Preditores de mortalidade

Os fatores de risco associados com a mortalidade e as caracteristicas clinicas e
demograficas relevantes da populacdo estudada, estdo apresentadas nas tabelas 6 e 7.
Quanto a coorte dos pacientes com bacteremia, a idade média dos pacientes foi de
51,3£25,1 (0 a 89 anos) com a maioria dos pacientes internados nas unidades cirdrgicas
e clinica médica (32,5% e 28,6%), respectivamente. Cerca de 76% dos pacientes
apresentaram bacteremia primaria com foco de infeccdo no CVC (13,8%) ou
desconhecido (62,4%), enquanto nas secundarias (24,2%) o pulmdo e o trato urinario
foram os focos mais frequentes (17,2% e 3,8%, respectivamente). O uso de
procedimentos invasivos com destaque para Ventilacdo Mecanica (VM) (56,7%), CVC
(79,6%), Sonda Nasoenteral (SNG/SNE) (69,4%) e Sonda Vesical (SV) (64,3%), foram
frequentes na populagdo estudada. Aproximadamente 44% dos pacientes necessitaram
de cirurgia e as principais comorbidades observadas incluiram insuficiéncia renal
crbnica (25,5%), cardiopatia (22,3%) e cancer (20,4%).

Os resultados da analise multivariada dos fatores de risco associados a
mortalidade hospitalar em 30 dias evidenciou que os preditores independentemente
associados com mortalidade foram pacientes que apresentavam doenca de base grave,
como cancer (P= 0,012), bem como pacientes que receberam terapia inapropriada
(P=0,0026). O tempo médio de hospitalizacdo ap6s a admissao foi de 76,9 dias para 0s
pacientes que sobreviveram e 30,9 para aqueles que evoluiram para o 6bito. A curva de
sobrevivéncia Kaplan-Meier demostrou que o0s pacientes que receberam terapia
inapropriada tiveram menor probabilidade de sobrevivéncia (P= 0,0007) em relacédo ao
grupo que recebeu terapia apropriada (figura 2). A taxa de mortalidade em 30 dias foi
47,1% nos pacientes que receberam terapia inapropriada, enquanto que para o0 segundo
grupo foi de 33,3%. A gravidade dos pacientes foi calculada através do score ASIS
(tabela 6), e ndo foi encontrada diferenca significativa entre o0s pacientes que

sobreviveram e aqueles que evoluiram para o 6bito.



Tabela 6. Fatores de risco associados com mortalidade hospitalar em 30 dias em pacientes com bacteremia por Pseudomonas aeruginosa

Fatores de Risco Total Obito Alta Univariada Multivariada
N=157(%) N=68(%) N=89 (%) OR'(IC*95%) P? OR (IC 95%) P
Idade-média 51.36+25.10 56.10 +22.74 47.73 £26.31 - 0.065 - -
Género - -
Masculino 105 (66.8) 44 (64.7) 61 (68.5) 0.84(0.43-1.64) 0.737 - -
Feminino 52 (33.1) 24 (35.3) 28 (31.5) 1.18(0.60-2.31) 0.737 - -
Tempo de hospitalizacdo-média (dias)  57.01+56.93 30.90 £26.34 76.97 +65.48 _ 0.0001* - -
Unidade de Terapia Intensiva 74 (47.1) 32 (47.1) 42 (47.2) 0.99(0.52-1.87) 0.884 - -
Cirurgia 69 (43.9) 30 (44.1) 39 (43.8) 1.01(0.53-191) 0.9 - -
Procedimentos Invasivos 139 (88.5) 61 (89.7) 78 (87.6) 1.22(0.44-3.35) 0.88 - -
Ventilagdo Mecanica 89 (56.7) 40 (58.8) 49 (55.0) 1.16 (0.61-2.21) 0.756 - -
Traqueostomia 70 (44.6) 32 (47.1) 38 (42.6) 1.19(0.63-2.25) 0.701 - -
Sonda Vesical 101 (64.3) 48 (30.6) 53(59.5) 1.63(0.83-3.19) 0.206 - -
Cateter Venoso Central 125 (79.6) 57 (83.8) 68 (76.4)  1.60(0.71-3.59) 0.345 - -
Dreno cirurgico 24 (15.3) 12 (17.6) 12 (13.5) 1.37(0573.28) 0.62 - -
SNG*/ SNE® 109 (69.4) 53 (33.7) 56 (62.9) 2.08 (1.01-4.26) 0.064 - -
Hemodialise 39 (24.8) 21 (13.4) 18 (20.2) 1.76 (0.84-3.65) 0.178 - -
Nutricdo Parenteral 25 (15.9) 10 (14.7) 15(16.8)  0.85(0.35-2.03) 0.885 - -
Comorbidades 123 (78.3) 61 (89.7) 62 (69.6) 3.79(1.53-9.36) 0.004* 2.42(0.89-6.60) 0.083
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Cardiopatia 35 (22.3) 18 (26.5) 17 (19.1) 1.52(0.71-3.24) 0.365
Cancer 32 (20.4) 21 (13.4) 11 (12.3) 3.16(1.40-7.15) 0.007* 3.18(1.28-7.90) 0.012*
Diabetes Mellitus 21 (13.4) 11 (16.2) 10 (11.2)  1.52(0.60-3.83) 0.506 - -
Insuficiéncia Renal Crénica 40 (25.5) 22 (32.3) 18 (20.2) 1.88(0.91-3.89) 0.122 - -
HIV® 10 (6.4) 8 (11.8) 2(2.2) 5.80(1.18-8.27) 0.020* 4.54 (0.80-5.70) 0.086
ASIS" >4 81 (51.6) 39 (57.3) 42 (47.2)  1.50(0.79-2.84) 0.270 - -
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 Secundéria 38 (24.2) 22 (32.3) 16 (17.9) 2.18(1.03-4.58) 0.06 - -
Trato respiratério 27 (17.2) 17 (25.0) 10 (11.2) 2.63(1.11-6.20) 0.040* 2.20(0.45-0.90) 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 - -
Resisténcia a Fluorquinolonas 65 (41.4) 32 (47.1) 33(37.1) 1,40(0,73-2,67) 0,390 - -
Resisténcia a Carbapenémicos 69 (43.9) 35 (51,5) 34(38,2) 1,71(0,90-3,25) 0,134 - -
Multiresisténcia 66 (42.0) 31 (45,6) 35(39,3) 1,29(0,68-2,44) 0,532 - -
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 Nasogastrica; Sonda Nasoenteral; ° Do inglés “Human

Immunodeficiency Virus”; Do inglés “Average Severity of Illness Score”; ®Cateter Venoso Central; % Liquido ascitico , abscesso, secregéo de

ferida, secrecdo ocular, liquor; P Estatisticamente Significante (< 0.05)
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Figura 2: Curva de sobrevivéncia dos pacientes com bacteremia por Pseudomonas aerginosa que
receberam terapia antimicrobiana inapropriada em relacio aqueles que receberam terapia
antimicrobiana apropriada.
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Com relacdo a coorte de pacientes com PAV, foi incluido apenas o primeiro
episddio de cada paciente alem de PAVs com um valor de CPIS > 6. Todos os episodios
nessa serie foram monomicrobianos, 32 (53,3%) resistentes a carbapenémicos e 13
(21,6) resistentes a fluorquinolonas. Estes dados, assim como os fatores de risco
associados a mortalidade em 30 dias estdo na tabela 7. Cerca de 78,0% das PAVs foram
classificadas como tardias e com taxa de mortalidade de 80,0% durante o periodo de
hospitalizacdo. A maioria dos pacientes estavam em uso de procedimentos invasivos
com destaque para CVC (96,6%), SV (95%), e SNG/SNE (91,6%). A frequéncia de
comorbidades foi semelhante aos pacientes com bacteremia, evidenciando insuficiéncia
renal cronica (51,6%) seguido de cardiopatia (31,6%). Embora nenhum fator de risco
associado com mortalidade tenha sido encontrado, os valores de odds ratio foram altos
entre os pacientes que tiveram PAV por P. aeruginosa multirresistente (3,50, IC 1,00-
12,21) que fizeram cirurgia (3,58, IC 0,71-7,92), usaram VM por mais de 40 dias (3,06,
IC 0,89-0,52) e aqueles que apresentavam doencas de base grave como insuficiéncia
renal crénica e doenca pulmonar obstrutiva crénica (2,28, IC 0,67-7,76; 2.90, IC 0.76-

2.70, respectivamente).
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Tabela 7. Fatores de risco associados com mortalidade hospitalar em 30 dias em pacientes com Pneumonia

Associada a Ventilagdo Mecanica por Pseudomonas aeruginosa

Fatores de Risco Total Obito Alta Univariada
N=60 (%) N=15(%) N=45(%) OR!(1C*95%) P°
Idade-média 50.47+4.85 55.87+£22.60 48.67+38.12 0.075
Género
Masculino 47 (78.3) 12 (80.0) 35(77.7) 1.14(0.26-4.85) 0.856
Feminino 13 (21.6) 3(20.0) 10 (22.2)  0.87 (0.20-3.70) 0.856
Tempo de hospitalizagdo UTI* (> 40 days) 19 (31.6) 3(20.0) 16 (35.5) 0.45(0.11-1.84) 0.346
Procedimentos Invasivos
Uso de VM® (= 40 days) 17 (28.3) 7 (46.6) 10 (22.2) 3.06 (0.89-0.52) 0.136
Cirurgia 42 (70.0) 13 (86.6) 29 (64.4) 3.58(0.71-7.92) 0.193
Traqueostomia 44 (73.3) 11 (73.3) 33(73.3) 1.00(0.26-3.74) 0.736
Sonda Vesical 57 (95.0) 14 (93.3) 43 (95.5) 0.65 (0.05-7.73) 0.732
Cateter Venoso Central 58 (96.6) 15 (100) 43(95.5) 1.78(0.08-9.23) 1
Dreno Cirurgico 17 (28.3) 4 (26.6) 13(28.8) 0.89(0.24-332) 1
SNGE®/SNE’ 55(91.6) 14 (93.3) 41 (91.1) 1.36(0.14-3.27) 0.787
Hemodialise 31(51.6) 10 (66.6) 21 (46.6) 2.28 (0.67-7.76) 0.296
Comorbidades 19 (31.6) 7 (46.6) 12 (26.6)  2.40 (0.71-8.07) 0.262
Cardiopatia 19 (31.6) 5(33.3) 14 (31.1) 1.10(0.31-3.84) 1.000
Céncer 3(5.0) 0 3(6.6) 0.39 (0.01- 8.03) 0.566
Diabetes Mellitus 12 (20.0) 4 (26.6) 8(17.7)  1.68(0.42-6.65) 0.472
Insuficiéncia Renal 31(51.6) 10 (66.6) 21 (46.4) 2.28(0.67-7.76) 0.296
DPOC? 9 (15.0) 4 (26.6) 5(11.1) 2.90(0.76-2.70) 0.208
CPIS’>8 37 (61.6) 11 (73.3) 26 (57.7)  2.00 (0.55-7.28) 0.443
indice de Comorbidade de Charlson >5 38 (63.3) 9 (60.0) 29 (64.4) 0.82(0.24-2.74) 1
PAVY
PAV tardia 13 (21.6) 3(20.0) 10 (22.2) 0.87(0.20-3.72) 1
PAV precose 47 (78.3) 12(80.0)  35(77.7) 1.14(0.26-4.85) 0.856
Resisténcia a Fluorquinolonas 13 (21,6) 5 (33,3) 8(17,7) 2,31(0,61-8,63) 0,278
Resisténcia a Carbapenémicos 32 (53,3) 8 (53,3) 24 (53,3) 1,00(0,31-3,22) 0,765
Multirresisténcia 16 (26,6) 7 (46,6) 9(20,0) 3,50(1,00-12,21) 0,091
Terapia Inapropriada 26 (43.3) 7 (46.6) 19 (42.2) 1.19(0.37-3.87) 1

Do inglés “Odds Ratio”; “Intervalo de Confianca; ° Valor de P; * Unidade de Terapia Intensiva; *Ventilacio
Mecanica; °Sonda Nasogastrica; ‘Sonda Nasoenteral ®Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica; Do inglés “Clinical
Pulmonary Infection Score”; *°Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecanica
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4.3 Distribuicéo dos genes codificadores de metalo-p-lactamases, TTSS, genes de

viruléncia e taxas de resisténcia aos antibioticos

A tabela 8 resume a caracterizacdo das cepas de P. aeruginosa quanto a
producdo de metalo-B-lactamase, perfil de resisténcia, gendtipo TTSS e genes de
viruléncia das amostras clinicas resistentes a carbapenémicos e fluorquinolonas
incluidas no estudo.

De acordo com a PCR, o gendtipo TTSS para os genes codificadores das
citotoxinas ExoU, ExoS, ExoY e ExoT , revelaram que todas as 32 amostras analisadas
carreavam o gene exoS, 87,5% carreavam o gene exoT e 81,2% carreavam 0 gene exoY.
O genotipo exoS'exoT exoY” foi observado em 68,7% das cepas. Trés amostras 9,4%,
foram positivas para ambos 0s genes efetores exoU e exoS, o gene exoU foi observado
somente em 9,4% das amostras. O gendtipo exoS exoT exoY exoU" foi observado em
duas amostras recuperadas do sangue. De modo geral, o perfil de genes que codificam
as exotoxinas foi semelhante entre as amostras de sangue e PAV (ANEXO V).

As amostras de P. aeruginosa recuperadas do sangue foram mais sensiveis aos
carbapenémicos (56,2%) que aqueles recuperados do pulmao (46,6%). No total, houve
relagdo entre a frequéncia elevada de resisténcia aos carbapenémicos (46,4%) e
fluorquinolonas (35,1%).

As taxas de resisténcia foram semelhantes entre as amostras positivas para 0s
genes exoT, exoS, exoU e exoY, com altas frequéncias de resisténcia aos
carbapenémicos (100%), ciprofloxacina (100%) e gentamicina 93,7% e baixas taxas de
resisténcia a amicacina (37,5%). A cepas recuperadas do sangue foram mais resistentes
a cefepime (94,7%), amicacina (56,2%) e piperacilina/tazobactam (84,2%) que aquelas
recuperadas do pulmdo. No geral, as cepas apresentaram perfil de multirresisténcia
(100%), entre as P. aeruginosa positivas para 0s genes TTSS.

A PCR para metalo-p-lactamase foi realizado para 56 amostras de P. aeruginosa
resistentes aos carbapanémicos recuperados do sangue e 29 do pulméo, 16,1% (9/56) e
somente 3,4% (1/29) das amostras apresentaram amplicon consistente com 0s genes
produtores de metalo-B-lactamase, respectivamente, identificados como blagpm-1 em
66,6% (6/9), blavimtype €m 33,3% (3/9) e blamptype em 3,4% (1/29), este ultimo
detectado apenas no pulméo (ANEXO VI).
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Comparando a detecgéo dos genes de viruléncia analisados (lasB, toxA e algD)
entre os dois grupos (sangue e pulmdo) em amostras de P. aeruginosa foi observada
frequéncias elevadas em todos os isolados, independente se a amostra foi resistente aos

carbapenémicos e/ou fluorquinolonas (ANEXO VII).
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Tabela 8. Caracterizacdo das amostras de Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos e fluorquinolonas com relacdo a producdo de metalo-p-lactamase, genotipo do Sistema de

Secregdo Tipo I, perfil de resisténcia e fatores de viruléncia

PA'resistentes  Analisadas Analisadas Perfil de Virulancia
. CBP?/Total /MBL* PCR®gene pb gendtipo . . . o
Sitio FQ¥/Total positivas (isolados) TTsSY Perfil TTSS (isolados) Perfil de Resisténcia (%0) (lasB, lt\lo()éﬁj algD)
N(%) N(%) Total 0
lasB*/toxA*/algD*
Sangue 71/162 (43.8) 56/9(16,1) 271/blaspm (6) 19/162  exoU (2) CPM’(50.0) GEN® (100) AMI° (0) PPT*°(50.0) 19/19 (100)
390/blayy (3) exoS (19) CPM (94.7) GEN (94.7) AMI (52.6) PPT (84.2)
65/162 (40.1) exoT (16) CPM (93.7) GEN (93.7) AMI (56.2) PPT (81.2)
exoY (15) CPM (93.3) GEN (93.3) AMI (40.0) PPT (80.0)
exoS/exoT/exoY (12) CPM (83.3) GEN (75.0) AMI (41.6) PPT (66.6)
exoS/exoT/exoY/exoU (2) CPM (50.0) GEN (100) AMI (0) PPT (50.0)
lasB*/toxA*/algD*
Pulmao 32/60 (53.3) 29/1 (3.4) 188/blawe (1) exoU (1) CPM (100) GEN (100) AMI (100) PPT (0) 12/13 (92.3)
exoS (13) CPM (76.9) GEN (92.3) AMI (15.4) PPT (23.1)
13/60 (21.6) 13560 0T (12) CPM (75.0) GEN (91.6) AMI (16.6) PPT (25.0)
exoY (11) CPM (72.7) GEN (100) AMI (9.1) PPT (18.2)
exoS/exoT/exoY (10) CPM (70.0) GEN (100) AMI (10.0) PPT (20.0) lasB*/toxA/algD*
1/13 (7.7)

exoS/exoT/exoY/exoU (0)

'Pseudomonas aeruginosa; “CBP: carbapenémicos; *FQ: fluorquinolonas; “Metalo-Beta-lactamase; *Reacdo em Cadeia da Polimerase; ®Sistema de Secrecdo do Tipo I1l; ‘CPM, cefepime;
8GEN, Gentamicina; AMI, Amicacina; *°PPT, Piperacilina-Tazobactam
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Na tabela 9 estd a comparacdo das mutagdes de sitio ativo nos genes gyrA e
parC em relacdo ao genoétipo efetor TTSS. A substituicdo de uma treonina por uma
isoleucina na posicdo 83 em gyrA foi a mutacdo mais comum encontrada entre as
amostras clinicas de P. aeruginosa e em proporcdes semelhantes entre as amostras
positivas para 0s genes exoS (92%), exoY (76%) e exoT (76%). Foi observado em uma
amostra de P. aeruginosa multirresistente e positiva para o gene exoU, além da
substituicdo na posicao 83 em gyrA (Thre83lle), uma mutacdo no QRDR no gene parC
na posicdo 91 (Glu91Lys). Dezenove amostras de P. aeruginosa mostraram alteracGes
no gene parC, todos com a substituicdo Ser87Leu, e nenhuma cepa apresentou mutacao
somente no gene parC.

Tabela 9. Comparacdo das amostras de Pseudomonas aeruginosa resistentes aos
carbapenémicos e fluorquinolonas com relacdo as mutagdes de sitio ativo nos genes gyrA

e parC de acordo com o geno6tipo do Sistema de Srecrecdo Tipo 1|

Mutacdes QRDR* exoU exoS exoY  exoT

(N=25) N(%) N(%) N(%) N(%)

ayrA Thre83lle (23) 1(4) 23(92) 19 (76) 19 (76)
parC Ser87Leu (19) 0 19(76) 16 (64) 16 (64)
Glu9lLys (1) 14) 14 0 1(4)

gyrA + parC Thre83lle + Ser87Leu (19) 0 19(76) 16 (64) 16 (64)

Thre83lle + GIu91Lys (1) 14 14 014 1

' QRDR, Regi&o Determinante de Resisténcia as Quinolonas

4.4 Tipagem Molecular

Todas as amostras de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos incluidas na
analise molecular tiveram o gene para metalo-p-lactamase confirmados pela técnica de
PCR (ANEXO VI). A similaridade genética entre as amostras foi realizada pela técnica
de PFGE, e em funcéo do custo, foram incluidas dez amostras de P. aeruginosa, sendo

seis contendo o gene blaspy,  trés contendo o gene blayy € uma contendo o gene blayp,



49

recuperadas de sangue e aspirado traqueal. Ndo foi possivel determinar o perfil de
macrorrestricdo de uma amostra contendo o gene blaspy , devido a degradagdo do DNA.

Os resultados obtidos geraram o dendrograma de similaridade genética
apresentados na figura 3. 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 blaspmy (A e B) e quatro
correspondendo as amostras contendo o gene blaym (C, D e F) e blajwpe (E). Apenas o
clone A apresentou 4 subtipos (Al, A2, A3 e A4). Observou-se a disseminacdo do clone
A na UTI e clinica cirdrgica no mesmo periodo de isolamento das amostras, assim como
disseminacdo policlonal das amostras contendo o gene blayv, nas clinicas médicas e

cirargicas (Tabela 10).

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou que todas as amostras de
P. aeruginosa analisadas apresentaram perfil de multirresisténcia. As amostras contendo
0 gene blaspy pertencentes ao clone A (Al, A2, A3 e A4) apresentaram o mesmo perfil
de resisténcia, enquanto a amostra do pulsotipo B, contendo 0 mesmo gene, mostrou-se

sensivel a amicacina (Tabela 10).
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Figura 3: Dendrograma da andlise dos perfis do Pulsed-field Gel Electrophoresis (PFGE), linhagens, genétipo e pulsotipo das amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas de

sangue e aspirado traqueal. Escala representa as porcentagens de similaridade.
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Tabela 10. Perfil fenotipico e genotipico de resisténcia, sitio e data de isolamento das amostras de

Pseudomonas aeruginosa caracterizadas por Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE)

Gene  Pulsotipo Sitio Clinica Data de Perfil de Resisténcia

bla PFGE! isolamento
VIM F sangue CM? 06/07/2011 CAZ>;CPM°®PPT";.CRB® CIP”;LVX'’;GEN";ATM"
IMP E aspirado traqueal uTe 21/02/2012 CIP; GEN; CRB
VIM D sangue CIR? 31/01/2011 CAZ; CPM; PPT; CRB; CIP; LVX; GEN; ATM
VIM Cc sangue CM 17/11/2010 CAZ; CPM; PPT; CRB; CIP; LVX
SPM B sangue CIR 26/03/2011 CAZ; CPM; PPT; CRB; CIP; LVX; GEN
SPM Ad sangue CIR 07/08/2012 CAZ; CPM; PPT; CRB; CIP; LVX; GEN; AMI®
SPM A3 sangue CIR 06/09/2011 CAZ; CPM; PPT; CRB; CIP; LVX; GEN; AMI
SPM A2 sangue UTlI 30/03/2012 CAZ; CPM; PPT; CRB; CIP; LVX; GEN; AMI
SPM Al sangue UTI 10/09/2011 CAZ; CPM; PPT; CRB; CIP; LVX; GEN; AMI

'PFGE, Pulsed-field Gel Electrophoresis; °CM, Clinica Médica; *UTI, Unidade de Terapia Intensiva; “CIR, Cirlrgica; *CAZ,
Ceftazidima; °CPM, Cefepime; 'PPT, Piperacilina Tazobactam; 8CRB, Carbapenémicos; °CIP, Ciprofloxacina; ’LVX, Levofloxacina;
UGEN, Gentamicina; *2ATM, Aztreonam; *AMI, Amicacina.
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5. DISCUSSAO

Para nosso conhecimento, este trabalho representa o primeiro estudo abrangente
no Brasil sobre bacteremia e PAV causadas por P. aeruginosa resistentes a
carbapenémicos e fluorquinolonas, producdo de metalo-p-lactamase, mutagdes do
QRDR e viruléncia. Além disso, nds também avaliamos o impacto da terapia
inapropriada na mortalidade de pacientes internados em hospital terciario com infec¢oes
graves.

As InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude s&o reconhecidas como um
problema global com sérias implicagdes para pacientes hospitalizados, especialmente
nos paises em desenvolvimento, e ainda ndo tem recebido atencdo compativel em
relacdo ao seu impacto na saude publica (ROSENTHAL et al., 2006; ROBERTS et al.,
2010; GUPTA et al., 2011). Aliado a isso, existe a frequente emergéncia e disseminagédo
de microrganismos resistentes aos antimicrobianos, especialmente bacilos gram-
negativos ndo fermentadores, como P. aeruginosa (SADER et al., 2001;
BREIDENSTEIN et al., 2011; VOOR IN’T HOLT et al., 2014).

Na Europa, um estudo de prevaléncia realizado em 17 paises incluindo 1417
Unidades de Terapia Intensiva demostraram que as infeccdes mais frequentes foram:
pneumonia (46,9%), seguida de infeccdo do trato respiratério inferior (17,8%), infeccdo
de trato urinério (17,6%) e infecgdo de corrente sanguinea (12,0%) (ERBAY et al.,
2003). No Brasil, em investigagdo recente em hospital universitéario a taxa de infeccéo
hospitalar foi de 20,3% nos pacientes internados, sendo 37,6% do trato urinario, 25,6%
pneumonia, 15,1% bacteremia, 14,1% infeccdo do sitio cirurgico e 7,7% outras
infeccOes (OLIVEIRA et al., 2010).

Bacteremias e pneumonias estdo entre as complicagOes infecciosas mais graves
decorrente de hospitalizacdo e cuidados médicos (MITT et al., 2009) estando associadas
a altas taxas de mortalidade e tempo de hospitalizacdo prolongado, especialmente em
pacientes criticos (MICEK et al., 2005). Nas ultimas décadas, tem sido observado
aumento na incidéncia das infec¢bes de corrente sanguinea, refletindo entre outros
fatores, a frequente utilizagdo de procedimentos invasivos (NNIS, 2001 e DIEKEMA et
al., 2003), particularmente o cateter venoso central, o qual é considerado um dos
principais fatores de risco para o desenvolvimento deste tipo de infeccdo (LEAO et al.,
2007).
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Bacteremia hospitalar causada por microrganismos multirresistentes, quer seja
gram-positivos ou gram-negativos, tem sido descrita frequentemente como um
importante problema de salude, ou por aumentar os custos hospitalares ou por tornar
mais dificil o estabelecimento de uma terapia antimicrobiana apropriada o que resulta
em pior prognostico dessas infecgdes (FILICE et al., 2010; WILKE, 2010; VIALE et
al., 2013). Na América Latina, entre o periodo de 2008 a 2010, bactérias como a P.
aeruginosa foram mais frequentemente isoladas de hemoculturas, sendo 34,7%
resistentes a carbapenémicos e 41,2% resistentes a fluorquinolonas (GALES et al.,
2012). No Brasil, um estudo feito em 16 hospitais, mostrou que a participacdo de
bactérias gram-negativas isoladas de hemoculturas é alta (58,5%) principalmente nos
hospitais universitarios (MARRA et al., 2011).

Em relacdo as pneumonias, destacam-se aquelas associadas ao uso de ventilacéo
mecénica (CHASTRE, 2005; SAFDAR et al., 2005; TEJERINA et al., 2006), sendo
considerada o tipo de infeccdo hospitalar mais comum em adultos internados em UTIs
(SAFDAR et al., 2005; TEJERINA et al., 2006; PELEG; HOOPER, 2010). As taxas de
incidéncia de pneumonia variam de 5-10/1000 pacientes-dia em pacientes ventilados
(KOLLEF, 2005) e esta intimamente relacionada ao tempo de ventilagdo mecénica, com
um risco mais alto nos primeiros dias de dispositivo (DAVIS, 2006). Rocha e
colaboradores (2012) demonstraram que a ocorréncia de PAV é comum na UTI de
adultos do HC-UFU, com taxa de incidéncia de 15,6/1000 pacientes-dia além de estar
associada a um pior progndstico.

Neste estudo, nés investigamos uma coorte de 157 pacientes com bacteremia e
60 pacientes com PAV causadas por P. aeruginosa. No primeiro grupo 42% das
amostras de P. aeruginosa tiveram perfil de multirresisténcia e 24,8% perfil
extensivamente resistente. Entre os estudos que avaliaram a mortalidade de pacientes
com bacteremia por P. aeruginosa, 0s resultados demostram a importancia da
resisténcia antimicrobiana, terapia inapropriada e gravidade das doencgas de base
associadas com as taxas de mortalidade (KANG et al., 2005; LODISE et al., 2007;
SUAREZ et al., 2010; MORALES et al., 2012; VOOR IN’T HOLT et al., 2014).
Nossos resultados foram semelhantes e mostraram que pacientes com cancer e aqueles
que receberam terapia antimicrobiana inapropriada foram fatores de risco
independentemente associados com a mortalidade. Nosso estudo confirmou ainda a
nocdo de que os pacientes que desenvolveram bacteremia por P. aeruginosa,

principalmente aquelas resistentes aos antimicrobianos normalmente tem piores
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resultados no tratamento e pode indicar um forte fator progndstico para mortalidade.
Semelhante aos nossos achados, estudos anteriores mostram que P. aeruginosa isoladas
de pacientes que receberam terapia inapropriada tiveram pior prognéstico em 46,1% e
53,8% dos casos, respectivamente (JOO et al., 2011; MORATA et al., 2012).

Entre os pacientes admitidos na UTI com PAV, mesmo apés ajustar a gravidade
da doenca e as condi¢bes de base, ndo foi encontrado nenhum fator de risco
significativo associado com mortalidade, isso pode ser justificado pelo baixo numero de
pacientes incluidos neste estudo. Entretanto, nés observamos altos valores de odds ratio
nos pacientes que fizeram cirurgia, uso de ventilagdo mecanica por mais que 40 dias e
aqueles que apresentavam doencas de base, como insuficiéncia renal cronica e doenca
pulmonar obstrutica crénica (DPOC). Em um periodo curto de observacao, foi possivel
detectar que cerca de 27% das amostras de P. aeruginosa foram multirresistentes e
3,3% foram extensivamente resistentes. Esses dados séo preocupantes considerando que
P. aeruginosa resistente a muitos antimicrobianos continuam a emergir e novas
alternativas de tratamento ndo estdo disponiveis, e além disso, a P. aeruginosa esta
entre os patdgenos mais problematicos sendo um exemplo de organismo em que a
resisténcia emerge com relativa facilidade.

O diagnéstico de pneumonia hospitalar é dificil, exigindo a utilizacdo de
critérios clinicos, radioldgicos, laboratoriais e microbiolégicos (XIE et al., 2011). Os
dados clinicos apresentam baixa especificidade, mas em funcdo da gravidade sdo
usualmente utilizados para o inicio de terapia antibidtica empirica de amplo espectro
(NIEDERMAN, 2005). Os métodos diagndsticos microbioldgicos quantitativos sdo
mais especificos e incluem: lavado broncoalveolar com e sem broncoscopia (minibal) e
0 escovado protegido. Adicionalmente, ha o aspirado traqueal como uma alternativa, de
custo mais baixo, com boa sensibilidade, mas especificidade questionada. No entanto, a
utilizacdo de um ponto de corte 10° UFC/mL para definicéo de positividade melhora a
sua especificidade quando comparada a de técnicas invasivas (DAVIS, 2006). Além
desses critérios, no nosso estudo o diagnostico de PAV foi reforcado utilizando-se o
score CPIS, que é calculado com base em pontos atribuidos a varios sinais e sintomas
de pneumonia, como descrito na metodologia proposta por Zilberberg e Shorr, 2010.

P. aeruginosa tem um amplo espectro de mecanismos de resisténcia intrinsecos
e adquiridos a varios antimicrobianos (BREIDENSTEIN et al., 2011; MORALES et al.,
2012). A resisténcia aos carbapenémicos resulta frequentemente da produgdo de -

lactamases, particularmante p-lactamases que hidrolisam carbapenémicos, como as
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metalo-p-lactamases (SADER et al., 2005; BREIDENSTEIN et al., 2011; VAN DER
BIJ et al., 2011; VAN DER B et al., 2012). Nossos resultados mostraram que P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos foi prevalente em todo o hospital, entretanto,
quando comparamos bacteremia e PAV, a resisténcia aos carbapenémicos foi mais
frequente entre as amostras de PAV (53,3%), mas sem a detecgé@o de genes produtores
de metalo-B-lactamases, exceto para um isolado caracterizado como do gendtipo blavp,
o contrario foi observado no sangue, onde a frequéncia de amostras positivas para 0s
genes que codificam a producdo de metalo-B-lactamase foi mais alta (16,1%), sendo
10,7% do gendtipo blaspm € 5,3% do genoétipo blayw. Estes resultados sugerem que
outros mecanismos de resisténcia coexistem nessas cepas, incluindo a perda da porina
OprD e hiperexpressdao de bombas de efluxo, ndo avaliados nesse estudo. Entre as
amostras positivas para o genes produtores de MBL, 77,8% mostraram fenétipo
extensivamente resistente.

A emergéncia de cepas de P. aeruginosa produtoras de MBL no Brasil €
amplamente disseminada principalmente associada a um clone predominante
caracterizado como ST-277 (SPM-1) (GALES et al., 2003; LUCENA et al., 2014), que
tem sido ampliada por varios relatos do mesmo clone em outras regides do pais
(GALES et al., 2003; CIPRIANO et al., 2007; GASPARETO et al., 2007; CEZARIO et
al., 2009; XAVIER et al., 2010). Os nossos dados sugerem que, no nosso hospital, além
do clone SPM hé& a disseminacdo de cepas produtoras de metalo-B-lactamase do tipo
VIM e IMP, ainda ndo detectados em estudos anteriores. No Brasil, tem-se observado
também um aumento na frequéncia de amostras de P. aeruginosa contendo o gene
blayim (SADER et al., 2005; FRANCO et al., 2010), porém Sdo necessarios mais
estudos que confirmem esses dados. O encontro frequente de diferentes tipos de metalo-
B-lactamase no Brasil e ndo em outros paises, principalmente naqueles desenvolvidos
sugerem a disseminacao de clones especificos e o conhecimento desses fatos pode, sem
duvida, contribuir para melhoria do cenario de multirresisténcia.

N&o conseguimos encontrar a origem da metalo-B-lactamase em 60% (15/25)
das amostras em que foram detectadas sua producéo (essa avaliacdo foi feita através de
testes fenotipicos ndo demostrados neste trabalho). Pode ser que nessas cepas haja a
presenca de uma metalo-p-lactamase, porém n&do amplificAvel com os iniciadores
utilizados, entretanto mais pesquisas deverdo ser feitas nessas cepas para determinar o
exato mecanismo de resisténcia. Em uma avaliacdo prévia da relagdo clonal entre as

amostras contendo os genes blaspm € blayiv, observou-se alta similaridade (maior que
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80%) entre as amostras contendo blaspm, 0 que ndo foi observado para aquelas contendo
0 gene blayv. A presenca de um clone de P. aeruginosa multirresistente persistindo por
longos periodos (semanas a meses) em diferentes unidades do hospital reforca a ideia da
transmissdo cruzada e disseminacdo de genes de resisténcia entre 0s pacientes
hospitalizados, evidenciando a necessidade de aprimorar as estratégias de prevencao e
controle de infeccdo, incluindo politicas para utilizagdo de antimicrobianos e o possivel
isolamento dos pacientes com P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos. Assim como
a transmissdo cruzada de cepas blaspym Observou-se disseminacao policlonal daquelas
contendo gene blayv, sugerindo a co-existéncia em um mesmo ambiente de diferentes
clones de P. aeruginosa multirresistente.

Além da resisténcia aos carbapenémicos, outro problema significativo é o
aumento do numero de infeccdes causadas por P. aeruginosa resistentes a
fluorquinolonas, em diversas partes do mundo, inclusive no Brasil. Isso se justifica pela
presenca concomitante de varios mecanismos de resisténcia aos antibidticos, os quais
sdo extensivamente utilizados na pratica clinica. Atualmente, muitas publicacdes tem
enfatizado o aumento do percentual de P. aeruginosa que apresentam sensibilidade
diminuida as fluorquinolonas e o seu impacto na evolucdo do paciente, e o tratamento
prévio com fluorquinolona sendo um dos principais fatores de risco para
colonizacao/infeccdo por P. aeruginosa multirresistente o que pode resultar na pior
evolucdo clinica em pacientes infectados (HSU et al., 2005; GASINK et al., 2006). De
acordo com esses resultados, nossos dados mostraram através da analise univariada que
a mortalidade esta associada com resisténcia a fluorquinolona em pacientes com
infeccdes graves (PAV e bacteremia) (P= 0.023) (dados ndo demonstrados).

Evidéncias indiretas de estudos epidemioldgicos sugerem que a resisténcia a
fluorquinolona e a expressdao de viruléncia TTSS sdo fatores independentemente
associados com piores prognosticos em infeccbes causadas por P. aeruginosa
multirresistentes (ROY-BURMAN et al., 2001; WONG-BERINGER et al., 2008;
BLEVES et al., 2012; EL-SOLH et al., 2012). Embora essa rela¢do ndo tenha sido feita
no nosso estudo, o gene exoS foi detectado em todas as amostras clinicas, enquanto que
a presenca do gene exoT e exoY ocorreu em frequéncias variadas, e ao contrario de
outros resultados, a presenca do gene exoU foi detectado em baixa frequéncia entre as
nossas amostras de P. aeruginosa (9.4%) (WAREHAM; CURTIS, 2007; EL-SOLH et
al., 2012).
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Alguns dados publicados na literatura reportaram que cepas de P. aeruginosa
positivas para 0 gene exoU apresentam maiores taxas de multirresisténcia quando
comparadas as amostras exoS positivas (GAREY et al., 2008; WONG-BERINGER et
al., 2008). Na nossa casuistica essa relacdo ndo foi observada, uma vez que, as cepas
com gendtipo TTSS foram todas multirresistentes, sugerindo mais uma vez a
importancia dos varios elementos genéticos associados a resisténcia disseminados no
ambiente hospitalar, fazendo com que essas amostras apresentem co-resisténcia a
maultiplos antimicrobianos. N6s notamos também uma alta frequéncia de resisténcia a
gentamicina entre as amostras que carreavam 0S genes exoS, exoT, exoY e exoU, essa
resisténcia parece ser droga-especifica e ndo classe-especifica, uma vez que essas
amostras apresentaram baixa frequéncia de resisténcia a amicacina.

De acordo com os estudos, as cepas de P. aeruginosa secretam frequentemente
trés exotoxinas concomitantemente, sendo a ExoS e ExoU, mutualmente exclusivas
(VANCE et al., 2005). No nosso estudo, aproximadamente 7% das cepas apresentaram
0s quatro genes que codificam as citotoxinas (genétipo exoY exoT exoS exoU™) e quase
10% apresentaram 0s gene exoS e exoU juntos. Ndo foi encontrada na literatura a
correlagdo entre a presenca dos quatro genes concomitantemente e sua significancia
clinica, vale ressaltar que essas cepas sdao mais virulentas e provavelmente podem estar
associadas com pior prognostico em infeccBes graves.

O principal mecanismo que contribui para a resisténcia a fluorquinolonas em P.
aeruginosa esta associado com substituicdes nos genes gyrA e parC presentes na regiao
QRDR (LEE et al., 2005). No nosso estudo, com relagdo a essas mutacdes de sitio ativo,
nos observamos em todas as amostras mutacdes consistentes com aquelas previamente
publicadas (MOUNEIMNE et al., 1999; HIGGINS et al., 2003; LEE et al., 2005). A
substituicdo de uma treonina por uma isoleucina na posicao 83 em gyrA foi a mutacéo
mais encontrada em nossas cepas. MutacOGes duplas em gyrA-parC foram também
frequentes (80.0%), assim nossos resultados confirmam conhecimentos prévios a
respeito dos mecanismos de muta¢des cumulativas.

AlteragOes presentes em gyrA e parC foram descritas em trabalhos no Brasil em
isolados da familia Enterobacteriaceae (ITO et al., 2008; MINARINI; DARINI, 2012),
ao nosso conhecimento, ndo ha trabalhos publicados em nosso pais a respeito dessas
mutacBes em amostras clinicas de P. aeruginosa, sendo assim, descrevemos uma

mutacédo na posicdo 91 no gene parC (Glu91Lys) associado com mutagdo no gene gyrA
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(Thre83lle) em uma amostra de P. aeruginosa extensivamente resistente, do gendtipo
exoT exoS exoU", ndo descrita no Brasil até 0 momento.

Além do Sistema de Secrecdo do Tipo Ill, P. aeruginosa possui um grande
nimero de fatores de viruléncia extracelulares que também contribuem para a
patogenicidade e gravidade dessas infec¢cbes como aqueles codificados pelos genes
lasB, algD e toxA. Nossos dados mostraram que além de um perfil de multirresisténcia
somada a presenca dos genes do TTSS, todas as amostras foram positivas para 0s genes
de viruléncia lasB, algD e toxA , exceto para uma amostra que nao apresentou o gene
toxA, 0 que pode contribuir ainda mais para piores prognésticos associados a infec¢des
graves.

Outros pesquisadores tem demostrado que a terapia antimicrobiana inapropriada
estd intimamente associada com pior prognostico nas infeccdes por P. aeruginosa
(KANG et al., 2005; LODISE et al., 2007), mas nossos resultados sugerem que a
multirresisténcia e a viruléncia TTSS associada com outros genes de viruléncia como
lasB, toxA e algD, devem ser também adicionados a lista dos fatores responsaveis para

0 aumento das taxas de mortalidade em infec¢bes graves causadas por P. aeruginosa.
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CONCLUSOES

A frequéncia dos genes que codificam as metalo-p-lactamases foi mais alta nas
amostras de P. aeruginosa recuperadas do sangue (16,1%) e menor naquelas de
pulméo (3,4%).

O gene blaspm foi 0 mais frequente, entretanto outros genes como blae €
blay;v, ainda ndo relatados em estudos prévios no nosso hospital, foram
detectados.

Foi observada alta frequéncia de P. aeruginosa com baixa sensibilidade a
fluorquinolonas (35,1%) e carbapenémicos (46,4%), com taxas expressivas de
amostras multirresistentes em ambos 0s grupos e extensivamente resistentes nas
amostras de bacteremia.

Ao contrario de outros estudos, a frequéncia do gene exoU na nossa casuistica
foi baixa, e foi observada uma taxa de 6,3% de amostras do gendtipo
exoY'exoT exoS exoU”.

Na coorte de pacientes com bacteremia, a terapia antimicrobiana inapropriada
foi fator de risco independentemente associado com mortalidade, o que ndo pode
ser observado nos pacientes com PAV.

NOs observamos na maioria das amostras de P. aeruginosa analisadas, mutacdes
em gyrA sendo que as mutagdes duplas gyrA/parC foram frequentes.

Foi relatada mutacdo no gene parC na posi¢cdo 91 (Glu91lLys), associado com
mutacdo no gene gyrA (Thre83lle) em uma amostra de P. aeruginosa
extensivamente resistente, do genotipo exoT exoS exoU", ainda n&o descrita no
Brasil.

Quase a totalidade das amostras apresentaram todos os genes de viruléncia lasB,
algD e toxA (96,8%).

Observou-se a disseminacdo de um clone de P. aeruginosa contendo o gene
blaspm com evidéncias indiretas da sua disseminagdo cruzada no nosso hospital,

e policlonal daquelas contendo o gene blay .
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FICHA INDIVIDUAL DE VIGILANCIA — Bacteremia e PAV por Pseudomonas aeruginosa

Nome:

PRT.: UTI: ___ Clinica ___Leito:

Género

Idade:

Internagdo hospitalar: Alta Hospitalar:

Internagdo UTI: Alta UTI:

Diagndstico Hospitalar:

Evolugdo

Diagndstico UTI:

Ventilagdo Mecanica: Inicio Fim

Pneumonia ( ) Bacteremia ( )
Dispositivos Invasivos:

( )Traqueostomia ( ) CVC ( )SNG/SNE ( )SVD( )NP

Comorbidades:

Antibioticoterapia: Antibidtico Inicio

Fim

Cirurgia: Data

Etiologia:

Perfil de Resisténcia:

Data de isolamento

CPIS: Data:

Temperatura: ( )0-36,5-38,4 ( )1-38,5-38,9 ( )2-239,00u<36,0

Leucécitos: ( ) 0—4.000-11.000( ) 1-<4.000 ou >11.000 ( ) 2-Bastonetes =500 ( ) Desvio a

esquerda

Secregdo: ( ) 0-<14+( )1->14+ ( ) 2- purulenta - Oxigenagdo: Pa02 ___ FiO2

Radiografia: ( ) 0-Sem Infiltrado ( ) 1- Infiltrado difuso ( ) 2- Infiltrado Irregular

Cultura:( )0-<106 ( )1->106 ( )2-Gram
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Caélculo do Escore Clinico de Infecgdo Pulmonar

Parametros Pontos

Temperatura, °C

36,5-384 0

38,5-38,9 1

>39,0 e <36,0 2

Nivel de Leucécitos no sangue, Leucdcitos/mm™

4.000 - 11.000 0

< 4.000 ou > 11.000 1
+ bastdes > 500 2

Secrecdo Traqueal

<14 + 0

> 14+ 1
+ Secrecdo 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 traqueal (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 fragdo de oxigénio inspirado.
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O tema ja foi tratado em estudo anterior (132/10 CEP/UFU), que versava sobre analise de freqiiéncia de tal
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De: "Agropaiva Lida" <agropaiva@iems.com.br>
mth segunda-feira, 14 :':novonm 10:5¢
o ira, -
Ao | OONTIO bg @ Universidade Federal de Uberlandia

INTLIO.
:, . 2 via bolsto Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduagiio
el L COMITE DE ETICA EM PESQUISA - CEP
Av. Jodo Naves de Avila, n° 2121 - Bloco A — sala 224 - Campus Santa Ménica - Uberandia-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 Responsével: Paulo Pinto Gontijo Filho

De acordo com as atribuigdes definidas na Resolugdo CNS 196/96, 0 CEP manifesta-se pela
aprovagao do protocolo de pesquisa proposto.

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com seres humanos,
nos limites da redagdo 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- podera, por escolha aleatéria, visitar o pesquisador para conferéncia do relatério e
documentag&o pertinente ao projeto.

¢- a aprovagdo do protocolo de pesquisa pelo CEP/UFU d4-se em decorréncia do atendimento
a Resolugdo 196/96/CNS, nio 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 MUDANCA NO PROTOCOLO DEVE SER INFORMADA
IMEDIATAMENTE AO CEP PARA FINS DE ANALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlindia, 10 de novembro de 2011.

i 7
s 7 F P s
TAwAa Y L. £

-
~

Profa. Dra. Sandra Terezinha de Farias Furtado
Coordenadora do CEP/UFU

16/11/2011



84

ANEXO V

exoS (572pb)
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ANEXO V- Figura 1: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene exoS nas amostras de
Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel ilustrativo, indicando apenas
parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo PAO1L; N:
Controle Negativo (tubo sem DNA); 1 a 13: Amostras de Pseudomonas aeruginosa testadas.

exoT (351pb)
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ANEXO V - Figura 2: Eletroforese em gel de agarose para detec¢do do gene exoT nas amostras de
Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel ilustrativo, indicando apenas
parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo PAOL; N:
Controle Negativo (tubo sem DNA); 1 a 13: Amostras de Pseudomonas aeruginosa testadas.
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exoU (911pb)
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ANEXO V - Figura 3: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene exoU nas amostras de
Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel ilustrativo, indicando apenas
parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo PA103; N:

Controle Negativo (tubo sem DNA); 1 a 13: Amostras de Pseudomonas aeruginosa testadas.
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exoY (730pb)
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ANEXO V - Figura 4: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene exoY nas amostras de
Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel ilustrativo, indicando apenas
parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo PAOL; N:
Controle Negativo (tubo sem DNA); 1 a 13: Amostras de Pseudomonas aeruginosa testadas.
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ANEXO VI

blaSPM (798pb)

L e d

blaVIM (382pb)

ANEXO VI - Figura 1: Eletroforese em gel de agarose para detec¢do dos genes produtores de metalo-B-
lactamases nas amostras de Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel
ilustrativo, indicando apenas parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; N:
Controle Negativo (tubo sem DNA); P1: Controle positivo para blagpy P. aeruginosa 48-1997; P2: Controle
positivo para o gene blayy P. aeruginosa A1254; P3: Controle positivo para o gene blaIMP P. aeruginosa
101-4704; 1 a 7: Amostras de Pseudomonas aeruginosa testadas.
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ANEXO VII

lasB (300pb)
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ANEXO VII - Figura 1: Eletroforese em gel de agarose para detecgdo do gene lasB nas amostras de
Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel ilustrativo, indicando apenas
parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo PAO1; N:
Controle Negativo (tubo sem DNA); 1 a 13: Amostras de Pseudomonas aeruginosa testadas.

toxA (352pb)

ANEXO VII - Figura 2: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene toxA nas amostras
de Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel ilustrativo, indicando
apenas parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo
PAO1; N: Controle Negativo (tubo sem DNA); 1 a 12: Amostras de Pseudomonas aeruginosa
testadas.
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ANEXO VII - Figura 3: Eletroforese em gel de agarose para deteccdo do gene algD nas amostras de
Pseudomonas aeruginosa recuperadas de sangue e aspirado traqueal (gel ilustrativo, indicando apenas
parte das amostras testadas). PM: Marcador de peso molecular 100pb; P: Controle positivo PAO1; N:
Controle Negativo (tubo sem DNA); 1 a 13: Amostras de Pseudomonas aeruginosa testadas.



