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INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram negativo capaz de utilizar varios
substratos como fonte de carbono, o que facilita sua presenga no meio ambiente e em
praticamente qualquer equipamento hospitalar (Cross et al., 1983; Widmer et al., 1993).
P. aeruginosa é capaz de produzir uma série de fatores de viruléncia potencialmente ligados
a capacidade de produzir doenga e possui diversos mecanismos de transferéncia genética
que auxiliam na adaptagao da bactéria ao meio. No entanto, na auséncia de diminui¢céo das
defesas do hospedeiro, a bactéria tem pouca viruléncia intrinseca para o homem. A
patogénese das infecgdes € multifatorial, o que explica o amplo espectro de infecgdes onde

a bactéria é isolada (Vasil, 1986; Mansi et al., 1995).

Apesar dos avangos na terapia antibiotica, P. aeruginosa continua sendo agente
causador de grande numero de infec¢des hospitalares (Sader et al., 1993; Carmeli et al.,
1998; Jones, 2001), correspondendo a cerca de 10% de todas as espécies bacterianas
isoladas (Poh et al., 1993; Sader et al.,, 2001). O isolamento de uma mesma cepa em
diversos grupos de pacientes, caracterizando surtos, foi descrito em varios trabalhos, muitos
deles causados por bactérias multiresistentes (Sader et al., 1993; Rémling et al., 1994b;
Mansi et al., 1995; Bert et al., 1998; Tassios et al., 1998; Panzig et al., 1999; Bertrand et al.,
2001; Douglas et al., 2001; Gulay et al., 2001). Por outro lado, estudos realizados em
distintos momentos e varias partes do mundo observaram a existéncia de cepas particulares
a um paciente (Bingen et al., 1996; Jones et al., 1997; Speijer et al., 1999; Silbert et al.,

2001; Slama et al., 2001).

A tipagem bacteriana é fundamental para o entendimento da epidemiologia das
infecgdes hospitalares, tanto para determinar a existéncia de surtos como para estabelecer
a fonte da infecg@o. A tipagem por métodos fenotipicos pode utilizar o perfil bioquimico ou
de susceptibilidade da bactéria, que, embora tenham a vantagem de serem realizados de

rotina, sdo muitas vezes incapazes de estabelecer diferengas entre cepas néo relacionadas.
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As principais limitagbes destes métodos sao a instabilidade dos padrées gerados devido a
plasticidade da bactéria e o aparecimento cada vez mais freqiente de isolados clinicos

multiresistentes (Mifsud et al., 1997; Williams, 1997).

Entre as técnicas de tipagem molecular, a restricdo do DNA com enzimas de acgao
rara seguida de eletroforese pulsada parece ser a mais adequada para P. aeruginosa,
devido a seu alto poder discriminatorio (Poh et al., 1992; Struelens et al., 1993; Speert et al.,
1994; Grundmann et al., 1995; Bennekov et al., 1996). A andlise dos perfis de restrigao
permite determinar se duas bactérias possuem uma origem comum (mesmo clone). Quando
os perfis obtidos pela macrorestricdo do DNA sdo idénticos, a interpretagdo é facil. Amostras
de perfis diferentes podem ser comparadas pela observacdo do nimero e posicdo das
bandas de DNA (Grothues et al., 1988), com determinagdo do percentual de similaridade
entre duas amostras (Grundmann et al., 1995). A proximidade clonal entre dois perfis de

restricdo pode ser avaliada pelo numero de fragmentos distintos (Tenover et al., 1995).

O significado de P. aeruginosa como patogeno hospitalar, associado a aumento de
morbidade, mortalidade e custo de tratamento esta diretamente relacionado com sua
resisténcia a agentes antimicrobianos (Carmeli et al.,, 1998). Resisténcia intrinseca é
expressa em graus variaveis por P.aeruginosa, que €& menos susceptivel que
enterobactérias para a maioria dos antibidticos (Livermore, 2001). Além disso, atuaimente
ocorre resisténcia a agentes aos quais a bactéria era originalmente sensivel. A resisténcia
esta relacionada a diversos mecanismos, que podem atuar independentemente ou em
conjunto, incluindo produgédo de enzimas inativadoras de antibidticos (Arakawa et al., 2000;
Bradford, 2001; Aubert et al., 2001; Carsenti-Etesse et al., 2001), expressao de sistemas de
efluxo que eliminam o antibiético (Livermore, 2001; Lomovskaya et al., 2001) e alteragao da

permeabilidade de membrana (Hancock, 1998; Lister, 2000; Livermore, 2001).

Testes de susceptibilidade sdo excelentes auxiliares para escolha do tratamento de

uma infec¢édo especifica, mas no caso de P. aeruginosa, além da notavel capacidade de



adquirir resisténcia durante a terapia, existe risco consideravel de sele¢cdo de mutantes
resistentes (Livermore et al., 2001). Estas caracteristicas devem ser avaliadas na
interpretacao dos resultados do antibiograma, pois mesmo agentes aparentemente eficazes

podem levar a falha terapéutica.

Embora isolados clinicos de P. aeruginosa apresentem resisténcia a varios
antimicrobianos, as taxas variam bastante conforme a localizagéao geografica, sendo alguns
mecanismos de resisténcia praticamente restritos a algumas areas, pelo menos no
momento. Assim, a selecdo apropriada de antimicrobianos, sistema efetivo de vigilancia e
controle de infecgdo, bem como monitoragao constante de taxas e perfis de resisténcia, e a
determinacao da existéncia de clones locais, sdo fundamentais para limitar a ocorréncia e

disseminacgao de resisténcia (Jones, 2001).



REVISAO DA LITERATURA

1 Pseudomonas aeruginosa

1.1 Histoérico

Evidéncias de infeccdo por Pseudomonas aeruginosa remontam a 1850, quando
Sédillot demonstrou a presenga de secregdes verde-azuladas em tecidos cirlrgicos; logo
apds foram visualizados elementos bacilares nos fluidos e sua relagdo com a infecgéo foi
demonstrada. Conforme relatado por Villavicencio (1998), em 1882 Carle Gessard isolou o
bacilo (por ele denominado Bacillus pyocyaneus) em cultura pura do pus de dois pacientes
com feridas superficiais, tendo descrito este evento em sua tese de doutorado intitulada “De
la pyocianine et son microbe”. Em 1894 Robb, no livro “Aseptic Surgical Techniques”,
observa que epidemias do “pus azul” ndo s&o raras em hospitais. A partir dai o bacilo foi
descrito em diversas publicagbes como agente causal de septicemia, infecgdes urinarias,
lesGes cutaneas em queimados, infecgdes respiratérias e oculares. Em 1916 o Dr. Freeman
publica artigo contendo significativos avangos sobre o entendimento da patogénese do
bacilo, tendo descrito uma leucocidina resposnsavel pela diminuigdo da contagem de
leucécitos no sangue. Devido a falta de métodos de cultura o diagnéstico era feito
unicamente pela detecgao de pus verde-azulado nos tecidos. Artigo de revisao publicado em
1947 relata P. aeruginosa como responsavel por 31,9% dos casos de bacteremia em
adultos pos instrumentagao urolégica. Nas décadas de 1950 e 1960 a preocupagdo com a
bactéria cresceu devido ao aumento de incidéncia em pacientes queimados e a auséncia de
antibidticos eficazes para o tratamento (Villavicencio, 1998).

O nome inicial da bactéria deriva de sua forma e coloragdo caracteristicas: Bacillus
(bacilo), pyo (pus) cyaneus (azul). A partir de 1957 houve unificagdo da nomenclatura como
Pseudomonas aeruginosa: “pseudomonas” (gr. falsa unidade) e “aeruginosa” ( /at. coberto

por ferrugem de ferro ou verde-acinzentado).



1.2 Caracteristicas

A partir de 1973 o género Pseudomonas foi dividido em 5 sub-grupos conforme a
homologia do RNA ribossomal (rRNA). Somente o grupo rRNA | é atualmente reconhecido
como género Pseudomonas, tendo os demais sido classificados nos géneros
Stenotrophomonas, Burkholderia, Ralstonia, Brevundimonas e Comamonas. A constante
evolugéo dos estudos de taxonomia tem levado a novas sub-divisbes e re-classificagdes
destes géneros (Schreckenberger, 1996).

Atualmente, o género Pseudomonas compreende 10 espécies, sendo P. aeruginosa
o patégeno mais importante, tanto em relagao ao nimero e tipos de infecgbes como pela
morbidade e mortalidade a ela associadas. P. fluorescens, P. putida e P. stutzeri sao
também patégenos reconhecidos, enquanto as demais espécies raramente sao isoladas a
partir de material clinico (Kiska et al., 1999).

P. aeruginosa mede aproximadamente 1,5-3,0 um de comprimento e 0,5 pm de
largura, aparecendo ao microscépio como um bacilo fino, reto ou levemente curvo e mével
gragas a presenc¢a de um unico flagelo polar. E uma bactéria meséfila, com temperatura
o6tima de crescimento de 37° C, mas pode crescer em temperaturas entre 5° C a 42° C. Seu
contetido CG é de 67 mol % (Kiska et al., 1999).

A parede celular e membrana citoplasmatica da P. aeruginosa sao estruturalmente
semelhantes aos demais bastonetes Gram negativos: uma membrana externa constituida
principalmente por fosfolipidios e lipopolissacaridios (LPS), uma camada de peptidoglicano e
a membrana citoplasmatica composta de fosfolipidios intercalada por moléculas de proteina.
O LPS é formado pelo lipidio A (acidos graxos e glicosamina) covalentemente ligado um
nucleo polissacaridio (core), em cuja extremidade se encontram cadeias de
oligossacarideos que conferem especificidade sorolégica (Pitt et al., 1997). A bactéria forma
uma proteina monomérica (OprF) que funciona como canal para passagem de solutos.
Como esta proteina confere baixa permeabilidade, muitos solutos penetram por canais

especificos (Nikaido, 1998). A maioria das amostras forma fimbria (pili), filamentos flexiveis
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que atuam como receptores de fagos e medeiam aderéncia a membrana celular de
mamiferos (Pitt 1998).

O género inclui bactérias nutricionalmente versateis, capazes de utilizar ampla
variedade de substratos, incluindo carboidratos, alcoois e aminoacidos. Sua atividade
proteolitica permite liberar aminoacidos e pequenos peptideos de proteinas externas,
facilitando o transporte para o interior da célula. O bacilo pode utilizar éleo combustivel e
querosene como fonte de carbono, sendo também capaz de se multiplicar em agua
destilada pela utilizagdo de compostos organicos absorvidos durante a estocagem (Favero
et al., 1971).

P. aeruginosa cresce em meios de cultura usuais em laboratério, geralmente apos 24
horas de incubag&o. Muitas vezes causam hemélise no agar-sangue e formam uma pelicula
de crescimento na superficie de meios liquidos, devido ao seu carater aerébio. A bactéria
também cresce em meios seletivos como MacConkey e Cetrimida, gragas a sua resisténcia
a sais biliares e a compostos de aménio quaternario. Algumas cepas, isoladas de pacientes
com fibrose cistica ou mais raramente de pacientes com bronquiectasia, podem apresentar
requerimentos nutricionais especificos. Estes isolados, chamados de auxotroficos, sédo
incapazes de sintetizar fatores de crescimento especificos, geralmente aminoacidos (Barth
et al., 1995).

P. aeruginosa pertence ao grupo dos bacilos Gram negativos ndo fermentadores,
que sao caracterizados por nao utilizar carboidratos como fonte de energia ou, quando o
fazem se servem de vias metabdlicas ndo fermentativas (Forbes et al., 1998; Kiska et al.,
1999). A bactéria utiliza glicose e outros carboidratos pela via oxidativa ou via de Entner-
Doudoroff. Sdo aerdbios estritos, utilizando o oxigénio molecular como aceptor final de
elétrons, ainda que em condigdes de anaerobiose o nitrato possa substitui-lo. Embora este
sistema receptor inorganico seja sintetizado constitutivamente ele permanece inativo em
presenca de oxigénio, tornando-se funcional apenas em condigdes anaerdbicas (Koneman

et al., 1997).
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P. aeruginosa produz pelo menos quatro pigmentos distintos: piocianina (azul),
pioverdina (verde-amarelado), piorrubrina (vermelho) e piomelanina (marrom escuro).
Piocianina esta presente em cerca de 80% dos isolados clinicos e sua coloragéo azul muda
para amarelo e posteriormente vermelho com a acidificagéo, sendo incolor em pH alcalino.
Este pigmento é sollvel em agua e cloroférmio e sua producgdo € estimulada em meios
contendo glicerol, magnésio, potassio e ferro. O pigmento pioverdina ou fluoresceina é
soluvel em agua, mas nao em cloroférmio, e também é encontrado em outras espécies de
Pseudomonas. Sua coloragdo verde-amarelado ou marrom se torna verde quando
combinado com piocianina. Pioverdina atua como sideréforo, permitindo que a bactéria
cresca em meios com quantidade limitada de ferro (Visca et al., 1992). Piorrubrina € um
pigmento soluvel em agua e insoluvel em cloroférmio, produzido principalmente por isolados
de pacientes com fibrose cistica. Finalmente, a piomelanina € um pigmento sem relagdo
com a melanina humana, produzido por pequeno numero de isolados (menos de 1%) (Pitt,

1998).

1.3 Fatores de viruléncia

P. aeruginosa é capaz de produzir uma série de fatores de viruléncia potencialmente
ligados a capacidade de produzir doenga. No entanto, na auséncia de diminui¢ao das
defesas do hospedeiro, a espécie tem pouca viruléncia intrinseca para o homem, o que
provavelmente explica o conflito de evidéncias experimentais sobre o papel dos diferentes
fatores de viruléncia (Pitt et al., 1997).

Diversos mecanismos de transferéncia genética auxiliam a adaptagéo da bactéria as
alteragdes de condi¢des do meio. A patogénese das infecges & multifatorial, como revelado
pela multiplicidade de toxinas e fatores de viruléncia que o bacilo produz e pela variedade de
doencas que causa. A infecgdo parece ocorrer em estagios bem definidos: aderéncia,
colonizagdo, invasao e disseminacgdo e os diversos fatores de viruléncia podem contribuir

em um ou varios destes estagios (Vasil, 1986). Mansi e colaboradores (1995) relataram
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grande variedade na expressao de fatores de viruléncia em isolados hospitalares e do
ambiente, concluindo que a capacidade de invasao ndo pode ser predita apenas em base
dos niveis de exoenzimas.

Os principais fatores relacionados com a viruléncia da P. aeruginosa estao listados
na tabela 1. Entre os mais importantes aparece a exotoxina A, produzida principalmente em
condigbes limitadas de ferro. A camada de alginato, formada por cepas mucoides, presente
principalmente em isolados de pacientes com fibrose cistica, tem importante papel na
resisténcia a antibioticos. A auséncia de leucocitose em alguns casos de sepse por

P. aeruginosa pode ser explicada pelo efeito da leucocidina.

A expressao de muitos dos fatores extracelulares de viruléncia é controlada através
do sistema “quorum-sensing” (QS), que determina que alguns genes bacterianos se
expressem principalmente quando a populagao bacteriana é elevada. Dois sistemas QS
foram descritos como reguladores da expressao de fatores de viruléncia em P. aeruginosa,
tendo sido demonstrado que mutantes desprovidos destes sistemas apresentavam menor

viruléncia para pneumonia e bacteremia em animais (Pearson et al., 2000).

Tabela 1 — Fatores de viruléncia de P. aeruginosa

Fator de viruléncia Atividade biolégica
Pili’ Aderéncia aos receptores gangliosideos das células epiteliais
Lipopolissacaridio® Endotoxina responsavel pela sindrome séptica
Alginato®® Ades&o a superficie pulmonar e formagéo de biofilmes que

protegem contra fagocitose e agdo de antibiéticos

Exotoxina A* Inibicdo da sintese protéica, destruigao tecidual
Exotoxina S° Inibicdo da sintese protéica, aderéncia
Fosfolipase C (PLC)*  Destruicio da membrana citoplasmatica e do surfatante pulmonar
Elastase’ Degradacgao de imunoglobulinas e componentes do complemento
Leucocidina® Inibicao da fungao de neutréfilos
Piocianina® Citotoxico; produz danos oxidativos ao tecido pulmonar

' Pitt & Barth, 1997.  “ Barth & Pitt., 1998.
3 Mai et al.,1993; Hentzer et al., 2001; Pier et al., 2001; Hoiby et al., 2001.
4 vasil et al., 1986 SBarkeretal., 1991. °Pitt 1998; Visca et al., 1992.



13

1.4  Epidemiologia

A capacidade de crescimento de P. aeruginosa utilizando varios substratos como
fonte de carbono constitui uma situagdo ambiental especial, facilitando sua presenga em
praticamente todo o0 meio ambiente e na superficie de frutas e vegetais (Cross et al., 1983).
Acredita-se que a permanéncia no solo & devido a sua continua introdugao através da agua,
plantas ou trato intestinal de animais. A agua ndo parece ser seu habitat principal, mas
antes um veiculo de transmiss&o, pois sua presen¢a no ambiente aquatico esta associada a
detritos, tendo sido encontrada em grande nimero de esgotos comunitarios (Rémling et al.,
1994a). As bactérias provenientes do meio ambiente parecem sobreviver melhor a agentes

fisicos e quimicos do que o mesmo organismo apés seu cultivo (Favero et al., 1971).

A taxa de portadores intestinais em pessoas sadias varia de 2-10%, e a colonizagao
parece ser transitéria. No entanto, pode aumentar significativamente com a estadia
hospitalar, chegando a atingir 60% em pacientes de algumas unidades de internag@o
(Stoodley et al., 1970). A colonizagao intestinal destes pacientes pode estar relacionada ao
uso de antibiéticos, e conseqiiente alteracdo da microbiota intestinal (Pitt et al., 1997).

Praticamente qualquer equipamento ou utensilio hospitalar pode ser um reservatério
de P. aeruginosa. A bactéria tem sido isolada de uma variedade de solugées aquosas,
incluindo desinfetantes, sabdes, solugdes oculares e fluidos de irrigagao ou dialise (Widmer
et al., 1993; Piit & Barth, 1997), e pode estar presente nestes liquidos sem ser detectada,
pois ndo ocorre turvagdo visual em concentragdées menores que 10° células/ml. Varios
surtos de P. aeruginosa foram associados com sua presenga na agua de respiradores
(Kiska et al., 1999), de tanques (Bennett et al., 1992), e de banheiras (Hollyoak et al., 1995).

Embora P. aeruginosa produza uma série de fatores de viruléncia, e tenha ampla
distribuigdo na natureza, sua incidéncia em pacientes sem redugao das defesas
imunolégicas é baixa. Entretanto, no ambiente hospitalar, especialmente em pacientes
debilitados, a incidéncia pode ser bastante alta. O espectro de doengas varia desde

infecgbes superficiais até sepse fulminante. As infecgbes mais graves adquiridas na



comunidade sdo a endocardite decorrente do uso de drogas injetaveis misturadas com agua
contaminada e infecgbes oculares devido ao uso de lentes de contato contaminadas, que

podem causar ulcera de cérnea e evoluir para perda de visao (Kiska et al., 1999).

Apesar dos avangos na terapia antibiética, P. aeruginosa continua sendo agente
causador de grande numero de infec¢des hospitalares e fonte importante de morbidade e
mortalidade, especialmente em unidades de tratamento intensivo (Sader et al., 1993). Entre
os grupos de pacientes mais atingidos estdo aqueles com cancer, transplantados e
pacientes com cateter urinario, além de ser causa comum de infecgdo em queimados e
feridas cirurgicas, pela facilidade de colonizagao do tecido danificado. O trato respiratério de
pacientes sob uso de respiradores é freqlientemente colonizado por P. aeruginosa, podendo
ocorrer infecgao transitéria ou pneumonia severa, que associada a bacteremia determina

taxas de mortalidade de 30 a 80% (Griffith et al., 1989).

Pacientes com fibrose cistica constituem um grupo freqientemente colonizados por
P. aeruginosa. O desequilibrio no transporte de ions na mucosa pulmonar destes pacientes
afeta a viscosidade do muco, o que favorece a colonizagao bacteriana. A infec¢ao pulmonar
é refrataria ao tratamento (Boukadia et al., 1993) e pode levar a faléncia respiratéria
progressiva sendo causa maior de mortalidade de pacientes fibrocisticos (Struelens et al.,

1993).

Em infec¢bes hospitalares, P. aeruginosa corresponde a cerca de 10% de todas as
espécies bacterianas isoladas (Poh et al., 1993; Sader et al., 2001). Segundo relatério do
NNISS (National Nosocomial Infection Surveilance, 1991) P. aeruginosa foi o quinto
patdégeno isolado, sendo a causa mais frequente de pneumonia hospitalar (17%). A
proporgao de pacientes infectados esta relacionada a permanéncia em UTI (Cross et al,

1983; Bertrand et al., 2001).

A ocorréncia de P. aeruginosa varia conforme a localizagao anatémica e geografica.

O trato respiratorio é sitio mais comum de isolamento da bactéria (16,3 a 26,9%), seguido



de infecgoes de tecidos (11,5 a 14%), urina (6,7 a 11%) e sangue (4,3 a 6,5%). Estudo
multicéntrico observou, no geral, maior incidéncia na América Latina (6,5 a 25 %) e menor
incidéncia no Canada (4,3 a 17,6%), embora na Asia tenha sido observada maior incidéncia
no trato urinario e na Europa em tecidos (Gales et al., 2001).

Na Europa, segundo dados coletados pelo EPIC (European Prevalence of Infection in
Intensive Care), P. aeruginosa foi o 3° patégeno hospitalar, responsavel por 28,7% das
infecgdes (Carsenti-Etesse et al., 2001).

Dados do programa SENTRY relatam P. aeruginosa como o 4° isolado (6,9%) de
infecgbes da corrente circulatéria na América Latina em 1997 (Sader et al.,, 1999a). No
Brasil, foi o 3° patégeno isolado em pacientes hospitalizados, sendo o mais freqliente
causador de pneumonia hospitalar (25,2%), a segunda causa de infecgao urinaria (13,1%) e
infecgao de ferida cirurgica (15,4%), e o sétimo patdégeno (6,0%) isolado em infecgdes da
corrente circulatéria (Sader et al., 1999b). Dados do estudo MYSTIC, do mesmo periodo,
apontam a bactéria como responsavel por 11,4% das infec¢gées em pacientes internados em
UTI (Mendes et al., 2000). No periodo de 1997 a 1999 P. aeruginosa foi a 3* bactéria
(13,3%) isolada em 4 hospitais brasileiros, sendo a mais freqlente no trato respiratério
inferior (Sader et al., 2001).

A aquisicdo de P. aeruginosa pode ocorrer por transmissao horizontal entre
pacientes, com ou sem envolvimento do meio ambiente, ou de forma endégena, sendo
bactérias que colonizam o intestino e o trato respiratério as principais fontes (Griffith et al.,
1989; Boukadida et al., 1993). Pacientes com fibrose cistica, queimados ou com outras
infecgcbes podem representar fonte importante ja que a bactéria pode permanecer por
semanas ou meses colonizando estes pacientes (Bennekov et al., 1996; Hsueh et al., 1998;
Pujana et al., 1999).

A contribuicdo de bactérias do ambiente foi estabelecida pelo isolamento do mesmo
clone em pacientes com fibrose cistica e em ambientes aquaticos de amplas areas

geograficas (Romling et al., 1994a). Evidéncias da existéncia de um clone europeu de
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origem comum ja haviam sido observadas (Pitt, 1988). Por outro lado, a presenca da
bactéria no ar, mesmo em grande numero, nao implica em aumento de infecgédo (Bennett et

al., 1992).

Embora o ambiente seja fonte para coloniza¢do de pacientes com fibrose cistica, as
clinicas e centros de reabilitagido também parecem ser locais de risco, contribuindo
significativamente no aumento de incidéncia de P. aeruginosa nestes pacientes (Grothues et
al., 1988; Tummler et al., 1991; Jones et al., 2001). E aceito que, uma vez colonizados a
maioria dos pacientes fibrocisticos tende a conservar o mesmo clone durante toda a

doenca, embora possam existir variantes associadas (Ogle et al., 1987; Speert et al., 1994).

O isolamento de uma mesma cepa em diversos grupos de pacientes, sugerindo
transmissao cruzada foi descrita em varios trabalhos (Sader et al., 1993; Rémling et al.,
1994b; Mansi et al., 1995; Gulay et al., 2001). Em centros de tratamento intensivo a
colonizagao cruzada parece ter papel especialmente importante na transmissao da bactéria
(Speijer et al., 1999; Bertrand et al., 2001). Surtos por P. aeruginosa sao comuns, muitos
deles causados por cepas multiresistentes (Tassios et al., 1998; Panzig et al., 1999; Douglas
et al., 200;), sendo varios relacionados a cepas ambientais, presentes na agua ou liquidos
contaminados (Bert et al., 1998), embora o envolvimento do grupo de enfermagem também
seja considerado significativo (Widmer et al., 1993; Corona-Nakamura et al., 2001). Embora
a contaminagao horizontal seja freqiiente, estudos realizados em distintos momentos e em
varias partes do mundo observaram a existéncia de isolados particulares a um paciente,
excluindo este modo de transmissao (Bingen et al., 1996; Jones et al., 1997; Pujana et al.,
1999; Slama et al., 2001).

Finalmente, é importante ressaltar que o conhecimento da epidemiologia hospitalar
de P. aeruginosa tem grande importancia, tanto devido a sua ampla distribuigdo como

porque é praticamente impossivel erradicar a bactéria do ambiente hospitalar (Widmer et al.,

1993).
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2 Tipagem de Pseudomonas aeruginosa

A tipagem de agentes infecciosos é fundamental para o entendimento da
epidemiologia das infecgbes hospitalares e comunitarias. O estabelecimento do grau de
similaridade entre isolados clinicos auxilia no reconhecimento de surtos, na detecgédo de
transmissdo cruzada, na determinagdo da fonte de infec¢do e no monitoramento de
programas de controle de infecgao hospitalar. Permite ainda detectar microrganismos que
apresentam caracteristicas especiais de resisténcia e viruléncia e estabelecer as cepas
prevalentes em determinada unidade, hospital ou regido (Sader et al., 1995). Métodos
adequados de tipagem também revelam se amostras resistentes, isoladas apos terapia
antibidtica, s@o variantes da bactéria original ou se decorrem da aquisigdao de uma nova
cepa (Poh et al., 1993).

Embora possuam muitas caracteristicas comuns, microrganismos de uma mesma
espécie geralmente apresentam alguma diversidade, o que permite que isolados de distintas
origens, épocas e regides sejam classificados em cepas ou clones diferentes. Ao contrario,
surtos resultam da exposi¢gdo a uma fonte infecciosa comum e portanto os microrganismos
envolvidos pertencem ao mesmo clone’.

Existem muitos métodos de tipagem descritos para P. aeruginosa. A escolha do
método mais adequado para uma situagdo leva em conta caracteristicas como
reprodutibilidade, poder discriminatério e facilidade de execugdo do método. Poder
discriminatoério pode ser definido como “habilidade de distinguir’, e & determinado pelo
numero de tipos que o método é capaz de identificar e a freqliéncia relativa destes tipos. O
poder discriminatério é considerado adequado quando a probabilidade que duas amostras

néo relacionadas estejam no mesmo grupo for menor que 5% (Blanc et al., 1993).

' clone & “um conjunto de células ou organismos originarios de outros por algum tipo de multiplicagdo assexual,
todos os membros de um clone tém o mesmo patriménio genético” (Dicionario Aurélio Século XXI).
Pertencem ao mesmo clone bactérias tdo semelhantes que sdo presumivelmente derivados de um ancestral
comum (Faber, 1996).
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No caso de P. aeruginosa, méetodos tradicionais de tipagem apresentam dificuldade
em estabelecer claramente diferengas entre isolados relacionados e nao relacionados. Isto
ocorre devido a existéncia de caracteristicas comuns em grande numero de isolados,
mesmo nao relacionados, como a existéncia de um sorotipo predominante na Europa. A
distingdo & ainda mais dificil nos casos em que a bactéria exibe resisténcia multipla a
antibidticos (Mifsud et al., 1997). Alguns métodos podem ser utilizados como triagem,
realizando uma sele¢do inicial para reduzir o nimero de isolados que deverao ser
analisados por métodos mais sofisticados. Por exemplo, sorotipos distintos sempre
pertencem a clones nao relacionados, mas o mesmo sorotipo pode compreender clones

distintos (Bergmans et al., 1997).

Os métodos de tipagem podem ser classificados em dois grupos: métodos
fenotipicos, que avaliam caracteristicas expressas pela bactéria, e métodos genotipicos, que
se baseiam na analise molecular do material genético. Os ultimos apresentam maior poder
discriminatério e reprodutibilidade, mas, ainda assim, “nenhum método garante total
singularidade clonal entre isolados, ja que plasticidade fenotipica e genotipica sao
caracteristicas de P. aeruginosa” (Speert et al., 1994). A classificagdo apresentada na tabela
2 néo se aplica integraimente a nenhuma bactéria, incluindo P. aeruginosa, para a qual

antibiograma fornece resultados inadequados.

Tabela 2- Caracteristicas dos principais métodos de tipagem de P. aeruginosa

Método Poder discriminatério Reprodutibilidade Facilidade de Execugéo
Fenotipicos
Antibiograma regular muito bom 6timo
Biotipagem regular regular 6timo
Sorotipagem regular muito bom bom
Fagotipagem regular muito bom bom
Genotipicos
Ribotipagem muito bom 6timo bom
Macrorestrigdo 6timo 6timo bom

Adaptada de Farber, 1996.
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2.1 Tipagem fenotipica

A epidemiologia das infecgcdes por P. aeruginosa foi tradicionalmente estudada
através de marcadores fenotipicos, entre os quais o estudo de propriedades bioquimicas
(biotipagem), a especificidade sorolégica do componente polissacarideos da membrana
externa (LPS), a produgdo de piocianinas e a susceptibilidade a fagos e a agentes
antibacterianos (Sader et al., 1993; Darini 1994). No entanto, a identificagdo de cepas com
base em métodos fenotipicos & imprecisa, porque somente marcadores estaveis tem

reprodutibilidade e poucos métodos tem poder discriminatério suficiente (Poh et al., 1993).

Caracteristicas bioquimicas permitem a identificagdo de uma bactéria quando a
espécie é descrita por um numero suficiente de provas, mas sua utilidade epidemiologica é
limitada (Grimont et al., 1986). Testes para os quais a maioria das cepas tem o mesmo
comportamento raramente sao Uteis na investigagao epidemioldgica, enquanto aqueles que
apresentam variabilidade de resposta podem ser uteis, pois diferencas na atividade
bioquimica permitem distinguir biétipos. No entanto, sua estabilidade precisa ser levada em
conta, e uma unica diferenga ndo deve ser considerada como evidéncia de distingcao (Pitt,
1988). Apenas em casos especiais, quando o microrganismo tem caracteristicas pouco
comuns, a biotipagem fornece evidéncias suficientes, e ainda assim nao definitivas, pois o
método é considerado muito variavel (Sader et al., 1995).

Os componentes do “core” do LPS de P. aeruginosa sao conservados, mas as
unidades da cadeia lateral sdo variaveis, determinando a especificidade antigénica “O”, que
pode ser determinada por teste de aglutinagdo em lamina. Embora a frequéncia dos
sorotipos varie com o pais e a fonte do isolado, o sorotipo O11 & um dos mais freqientes e
associado a infecgbes hospitalares (Pitt, 1988). A sorotipagem tem bom poder
discriminatério e reprodutibilidade, e permite classificar 90% das amostras de P. aeruginosa
(Speert et al., 1994).

A fagotipagem se baseia na lise da bactéria por agdo de virus que as infectam

(bacteriofagos). A técnica utiliza diferentes fagos em uma placa, verificando a agao litica de
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cada um, o que determina o padrao da bactéria. Este método tem baixa reprodutibilidade
porque o padrao final é influenciado por muitas variaveis, incluindo o meio de cultura e a
leitura dos testes. Além disso, a capacidade discriminatoéria em isolados de pacientes com
fibrose cistica é baixa, pois mais da metade deles sao lisados por um Unico fago (Pitt, 1988).

Piocinas sao proteinas com atividade antibacteriana produzidas por P. aeruginosa,
cuja atividade pode ser testada frente a uma colegao de bactérias indicadoras. Existem trés
tipos de piocinas: R, F e S; as duas primeiras sao produzidas por 90% dos isolados clinicos
de P. aeruginosa, enquanto apenas 70% produzem a ultima. Esta técnica é trabalhosa e sua
implantac@o requer tempo consideravel, mas parece ser o método nao molecular mais

adequado para tipagem de P. aeruginosa em pacientes com fibrose cistica (Pitt, 1988).

Os testes de sensibilidade fornecerem o padrao de susceptibilidade de um
microrganismo a uma série de antimicrobianos que permite distinguir antibiotipos. Este
meétodo é atrativo por ser executado de rotina para fins terapéuticos, e portanto nao requer
acréscimo de tempo, equipamento ou custo para sua execugao. No entanto tem limitagdes,
tanto no caso de bactérias multiresistentes quando os resultados pouco ou nada
esclarecem, como também devido a instabilidade do padréo de susceptibilidade. Além disso,
P. aeruginosa pode desenvolver resisténcia durante o tratamento (Sader et al., 1993), de
modo que padrées de sensibilidade sdo pouco uteis na detecgcdo de similaridade entre

cepas de P. aeruginosa (Williams, 1997).
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2.2 Tipagem genotipica

O genoma bacteriano consiste, em média, de 6 milhées de pares de bases, e
embora o cromossomo seja uma molécula relativamente estavel, o DNA pode sofrer uma
série de alteragdes que incluem mutagdes, rearranjos, inser¢ao ou delegdo de uma ou mais
bases, ou ainda substituicdo de bases em determinados locais (Sader et al., 1995). Estas
mudancas podem ser detectadas através de métodos moleculares com sensibilidade para
identificar a cepa e especificidade para discriminar entre variantes clonais (Grundmann et
al.,, 1995). Em geral métodos os genotipicos sdo mais exatos e reprodutiveis porque a
composi¢ao do DNA independe das condi¢gdes de cultivo (Stull et al., 1988).

Os métodos moleculares incluem determinagao do perfil de plasmidios, amplificagéo
inespecifica de segmentos do DNA utilizando reagcdo em cadeia da polimerase (PCR),
ribotipagem e macrorestricdo do DNA. A andlise do gene da exotoxina A e regido contigua
através de hibridizagdo também ja foi utilizado com bons resultados (Ogle et al., 1987).

As técnicas moleculares mais empregadas se baseiam na clivagem do DNA por
endonucleases de restrig:r?lo2 e posterior separagao dos fragmentos gerados por eletroforese.
Para facilitar a comparagao de perfis de restricao, alguns fragmentos podem ser ressaltados

através de hibridizagio com sondas genéticas”.

Devido a alta especificidade das enzimas de restrigdo, a digestdo do DNA por uma
determinada enzima, fornece um padrdo de fragmentos que sera idéntico ou muito
semelhante em todos os isolados que constituem um clone, independentemente da técnica
de analise utilizada (Grothues et al., 1988; Gruner et al, 1993). A capacidade de
discriminagdo depende da enzima de restricdo utilizada; para P. aeruginosa melhores
resultados foram observados com o uso das endonucleases de restricdo Spel, Xbal e Dral
(Bennekov et al., 1996; Grattard et al., 1994; Grundmann et al., 1995; Poh et al., 1993;

Sader et al., 1995).

2 Enzimas que clivam o DNA em posigdes especificas.
® Sondas sao seqliéncias de DNA que reconhecem e se ligam a uma sequéncia complementar de bases.
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O numero e o tamanho dos fragmentos gerados pela agdo de uma enzima
dependem de seu sitio de reconhecimento. Endonucleases de alta freqiiéncia clivam o DNA
em muitos locais, enquanto enzimas de baixa freqiéncia o fazem apenas em poucos sitios.
As primeiras produzem grande numero de fragmentos de baixo peso molecular (1.000 a
20.000 pares de bases), e formam um perfil complexo e dificil de ser analisado. O uso de
endonucleases que atuam em sitios pouco comuns gera um numero menor de fragmentos
de alto peso molecular (10° pares de bases), e facilita comparagoes, mas reduz a

capacidade de demonstrar diferengas pequenas (Sader et al., 1993).

Fragmentos pequenos de DNA podem ser separados atraveés de eletroforese
convencional, porém fragmentos maiores nao sao eficazmente deslocados nestas
condigdes. Em 1982 Schwartz e colaboradores demonstraram que moléculas de DNA
maiores que 50 Kb podem ser efetivamente separadas usando campos elétricos alternados.
Na técnica de PFGE ("pulsed field gel electrophoresis” ou eletroforese em campo pulsado)
os fragmentos de DNA migram continuamente, como na técnica convencional, mas sofrem
reorientagdo na diregéo de migragao a cada mudanga no campo elétrico. O sistema CHEF
(“contour-clamped homogeneous electric field”) utiliza pulsos elétricos alternados com
diferentes duragdes, favorecendo a reorientagdo e melhorando a resolugao (Grundmann et

al., 1995).

A ribotipagem tem como base o fato das moléculas de RNA ribossomal (r-RNA)
serem extremamente conservadas (Grimont et al., 1986). Os genes dor-RNA (16 S,23 S e
5 8) se encontram distribuidos por todo o cromossomo, ocorrendo em multiplas copias no
genoma bacteriano. Embora estes genes sejam altamente conservados, as regioes dos
espagos intergénicos ndo o sao, e as variagdes nestas regides determinam diferentes sitios
de restricdo. Sondas genéticas, homologas aos genes r-RNA, s&o utilizadas para distinguir
os fragmentos do DNA complementar ao r-RNA, fornecendo padrées faceis de comparar ja
que o numero de bandas varia entre 2 e 10 (Bennekow et al., 1996; Stull et al., 1988). Por

outro lado, o reduzido nimero de bandas diminui a capacidade discriminatéria do método
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(Blanc et al., 1993). Devido a complexidade da técnica, atualmente sdo utilizados métodos
automatizados, que apresentam a vantagem de armazenar dados e permitir comparagées
com isolados em diferentes momentos de varias regiées. Assim, podem auxiliar na formagéo
de uma biblioteca para monitoramento epidemiologico futuro (Brisse et al. 2000).

Para P. aeruginosa, o método de macrorestricdo do DNA seguido por eletroforese
pulsada tem maior poder discriminatério que a ribotipagem que é menos capaz de
determinar pequenas diferengas no cromossomo (Grundmann et al., 1995). Assim, a
macrorestricdo & mais indicada quando for necessaria uma distingdo mais detalhada, o que
€ o caso quando se estuda um mesmo sorotipo (Poh et al., 1992), ou quando se quer
distinguir variantes de uma mesma linhagem clonal que seja prevalente em determinada
area geografica (Bennekov et al., 1996). Também na analise de amostras de pacientes com
fibrose cistica os métodos de macrorestricao por PFGE s&o mais indicados pois permitem
discriminar entre variantes clonais e clones de origens distintas (Struelens et al., 1993;
Speert et al., 1994). Por outro lado genes ribossomais ndo sao facilmente perdidos, e os
padroes de ribotipagem ndo sdo influenciados por pressdo do antibiético (Grattard et al.,
1994) e esta estabilidade determina alta reprodutibilidade da técnica (Blanc et al., 1993). O
método de ribotipagem € considerado adequado para triagem na tipagem molecular,
devendo ser associado a outros métodos mais discriminatérios (Bennekov et al., 1996;

Brisse et al. 2000).

A comparagdo quantitativa da macrorestricdo do DNA entre as cepas de
P. aeruginosa permite determinar “graus de similaridade”. Diversos indices podem ser
empregados para verificar se isolados bacterianos sado distintos ou relacionados. A analise
do padrdo de bandas formado pode ser feita através de aquisi¢do da imagem e posterior
comparagao das bandas utilizando “ software” que fornece o percentual de similaridade, ou
pode ser realizada através de andlise de fotografia do gel, comparando visualmente o
numero e posi¢do das bandas das amostras (Struelens et al., 1993; Rémling et al., 1994a;

Tenover et al., 1995).
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3 Resisténcia em Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa apresenta resisténcia intrinseca, em graus variaveis, a diversos
antibiéticos, incluindo tetraciclinas, cloranfenicol e parte das fluoroquinolonas e beta-
lactamicos, sendo mais resistentes que enterobactérias para a maioria dos antibiéticos
(Livermore, 2001; Masuda et al., 1999). Além da resisténcia inerente, atualmente a bactéria
apresenta resisténcia a agentes aos quais era originalmente sensivel, o que determina
crescente significado como patogeno hospitalar, associado a aumento de morbidade,
mortalidade e custo de tratamento (Carmeli et al.,, 1998). De certa forma o aumento de
resisténcia nao surpreende pois microrganismos resistentes sao facilmente encontrados no
ambiente hospitalar onde ha constante uso de antimicrobianos (Nikaido et al., 1998; Tassios
et al.,, 1998; Jones, 2001). O amplo uso de antibiéticos, somado a capacidade da bactéria de
anular a atividade anti-bacteriana e a possibilidade de transmissao de informagées conduz

ao processo de emergéncia e disseminagao de resisténcia.

Embora P. aeruginosa desenvolva resisténcia mutacional menos frequientemente que
algumas enterobactérias e tenha menor resisténcia intrinseca que outros bastonetes Gram
negativos ndo fermentadores, como Stenotrophomonas, a combinacdo de resisténcia
inerente com capacidade de adquirir resisténcia, somados a sua alta freqiéncia em
infecgbes sérias torna esta bactéria especialmente problematica. O namero de isolados
resistentes a todos os agentes disponiveis é restrito, mas o aparecimento de cassetes de
genes codificadores de resisténcia de carbapenemases e de amicacina-acetil transferases,

parece tornar a questao relevante para um futuro proximo (Livermore, 2002).

P. aeruginosa é capaz de desenvolver resisténcia durante o tratamento com
aminoglicosideos, beta-lactamicos, fluoroquinolonas e imipenem (Ogle et al., 1988). Foi
demonstrada indugéo de resisténcia em P. aeruginosa por pressao seletiva (Carsenti-Etesse
et al., 2001; Harris et al., 2002), inclusive resisténcia induzida em vigéncia de tratamento

causada por diminui¢cdo da produgéo de proteinas da membrana externa (Vurma-Rapp et



al., 1990). Este Ultimo caso ocorre com o imipenem, que seleciona mutantes resistentes que
néo apresentam a porina OprD, determinando aumento dos niveis de concentrag&o inibitéria
minima (MIC) e conferindo resisténcia clinica (Livermore, 2001).

Estudos em pacientes com fibrose cistica constataram o aparecimento de resisténcia
em etapas, causado pela exposi¢ao a antibioticos anti-pseudomonas (Harris et al., 1999).
Embora exista grande variabilidade, a freqiéncia de mutagdes espontaneas para cefotaxima
e piperacilina tende a ser maior que para cefepime e imipenem. A passagem seriada de
colénias de P. aeruginosa encontradas perto na zona de inibicao de placas com gradientes
do antibiético permitem aquisicao progressiva de resisténcia. Resisténcia a cefepime requer
mais passagens em meio com antibiético do que outras cefalosporinas, pois a primeira
apresenta baixa freqiéncia de aparecimento resisténcia por mutagdes unicas. Amostras que
ja exibiam mecanismos de resisténcia (enzimatico ou nao), geralmente desenvolveram
resisténcia mais rapidamente que aquelas que ndo apresentavam nenhum mecanismo, pois
provavelmente, ja teriam progredido ao menos uma etapa na resisténcia (Carsenti-Etesse et

al.; 2001).

As opgdes terapéuticas para tratamento de infecgdes causadas por P. aeruginosa
incluem aminoglicosideos (amicacina, gentamicina e tobramicina), fluoroquinolonas
(ciprofloxacim e levofloxacim), penicilinas (carbenicilina, ticarciina e piperacilina),
monobactamicos (aztreonam), cefalosporinas (ceftazidime e cefepime) e carbapenens
(imipenem e meropenem). A combinagdo de aminoglicosideo com beta-lactamico &
considerada efetiva no tratamento da maioria dos casos (Quinn, 1998). Nas amostras
produtoras de beta-lactamase podem ser utilizadas combinagbes contendo inibidor da
enzima (ticarcilina-clavulanato e piperacilina-tazobactam), sendo a farmacocinética do
tratamento com tazobactam mais favoravel ao tratamento de infec¢des por P. aeruginosa

(Lister, 2000).
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3.1 Mecanismos de resisténcia

Mecanismos de resisténcia sao parte da evolugdo da bactéria como modo de
sobreviver entre outras bactérias produtoras de substancias antibiéticas; bactérias de
relevancia clinica utilizam estes mecanismos como estratégia de sobrevivéncia.

Resisténcia & codificada por um ou mais genes, que podem ser compartilhados por
cepas da mesma espécie, entre diferentes espécies de um género e mesmo entre bactérias
pouco relacionadas. Quando um mecanismo de resisténcia & expresso ha uma propensao
de passagem deste mecanismo para outras bactérias utilizando os modos comuns de
transferéncia genética. A resisténcia pode se espalhar por ampla variedade de bactérias e
cada uma delas pode adquirir multiplos genes, o que as torna resistente a amplo espectro
de agentes antimicrobianos. Resisténcia multipla também pode ser mediada por unico gene
que codifique um mecanismo muito potente de resisténcia. Assim, resisténcia a varios
agentes € comum porque pode depender de um mesmo mecanismo, como o caso de
producdo da enzima metalo-beta-lactamase, que confere resisténcia a todos os beta-
lactamicos com exceg¢do do aztreonam (Bush, 1998).

Resisténcia a antibiéticos pode ser dividida em duas classes: intrinseca e adquirida
(Hancock et al.,, 1998). A primeira resulta de estado estrutural, fisiolégico ou genético
normais do microrganismo, sendo assim considerada uma caracteristica natural, associada
a vasta maioria das cepas que constituem um determinado grupo, género ou espécie
bacteriana. Deste modo, resisténcia intrinseca & predizivel e ndo necessita de testes
laboratoriais especiais para sua determinagao. Resisténcia adquirida, por sua vez, resulta de
alteragdo da fisiologia e/ou estrutura da bactéria e pode ocorrer devido a mutagées,
aquisicdo de genes ou pela combinagdo de varios eventos. Pode envolver indugao de
resisténcia instavel determinada pela exposi¢cdo a certas condigbes, sem que ocorram

alteragbées genéticas, sendo reversivel quando ao condigbes s&o removidas. Resisténcia
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genética envolve aquisicao estavel de informagdes, seja por mutagdes de um gene ou de
seus mecanismos de controle, ou através da aquisigao de plasmidio de resisténcia. Este tipo

de resisténcia necessita ser determinada para cada isolado clinico (Forbes et al., 1998).

Entre os mecanismos responsaveis pela marcante resisténcia intrinseca de
P. aeruginosa destacam-se: a baixa permeabilidade da membrana externa; existéncia de
sistema ativo de efluxo que elimina os agentes e produgdo de enzimas que hidrolisam os
beta-lactamicos no espago peri-plasmatico e enzimas inativadoras de aminoglicosideos

(Kohler et al., 1999; Lister, 2000; Livermore, 2001).
* Diminui¢gao da permeabilidade da membrana externa

A membrana externa constitui uma barreira semi permeavel. A entrada de moléculas
hidrofilicas é restrita e ocorre principalmente através de um grupo de proteinas existentes na
membrana, as porinas. A auséncia de porinas de alta permeabilidade em P. aeruginosa
determina uma menor permeabilidade em comparagdo com outras bactérias Gram-
negativas (Nikaido, 1998). Isto dificulta significativamente que agentes hidrofilicos, como a
maioria dos beta-lactamicos, alcance seus alvos, as proteinas ligadoras de penicilina - PBPs
(Livermore, 1996; Lister, 2000). Existem rotas alternativas de penetragao, como a passagem
direta de antibidticos policatidnicos (gentamicina e tobramicina) por sistema complexo
(Hancock et al., 1998).

A porina OprD da membrana de P. aeruginosa constitui um canal especifico para a
entrada de aminoéacidos basicos e anadlogos estruturais, mas os poros formados também
sdo permeaveis aos carbapenens (Livermore, 2001). A resisténcia devido a perda desta
porina & um importante mecanismo para perda de eficacia clinica de carbapenens (Ochs et
al.,, 1999; Quinn, 1998). Outra porina descrita em P. aeruginosa, a OprfF, presente em
grande numero de cepas, parece ter papel principal na estabilidade da membrana, nao
sendo um canal eficiente como rota de entrada de antibiéticos. Outras porinas que permitem
a difusdo de pequenos solutos hidrofilicos, incluindo antibiéticos, sdo OprC, OprE e OprB

(Hancock et al., 1998).
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* Sistemas de efluxo

Efluxo é o processo pelo qual bactérias transportam componentes potencialmente
téxicos para fora da célula. Genes que codificam bombas de efluxo sdo habituais do
cromossoma bacteriano, e quando expressos de forma constitutiva conferem resisténcia
intrinseca a antimicrobianos sendo um dos mecanismos mais importantes de resisténcia em

P. aeruginosa (Lomovskaya et al., 2001; Livermore, 2001).

O importante papel dos sistemas de efluxo na resisténcia bacteriana & confirmado
pelo efeito de inibidores (EPIs — efflux pump inhibitors), de natureza nao antibiética, capazes
de restaurar a atividade de um antibiético sujeito ao efluxo, como acontece com o uso de
inibidores de beta-lactamase sobre bactérias produtoras da enzima. Foi demonstrado que a
inibicdo das bombas de efluxo diminui significativamente o nivel de resisténcia intrinseca e
reverte resisténcia adquirida. A exequibilidade desta abordagem terapéutica foi
experimentalmente confirmada pela restauragéo da atividade de fluoroquinolonas “in vitro” e

“in vivo” (Ryan et al., 2001; Lomovskaya et al., 2001).

A inativagao dos genes codificadores de qualquer componente do sistema de efluxo
torna o mutante susceptivel a varios antibiéticos. Ao contrario, quando expressos em altos
niveis, seja como consequéncia de regulagao fisiolégica ou de alteragao genética, podem
conferir resisténcia a ampla variedade de antimicrobianos, pois a droga € excretada
diretamente no meio, e sua reentrada através da membrana é relativamente lenta (Nikaido,
1998).

Os sistemas de efluxo constituem varios tipos de bombas, envolvem varias proteinas
e atuam sobre diferentes substratos. Cada sistema consiste de um componente proteico de
membrana citoplasmatica que funciona como transportador, um componente proteico de
membrana externa que forma canais e uma proteina de ligagdo. P. aeruginosa contém
genes estruturais de pelo menos 12 sistemas de efluxo, alguns caracterizados e nomeados,
como os sistemas MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM (Nikaido,

1998).
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Somente MexAB-OprM € expresso em nivel suficiente para conferir resisténcia
intrinseca em P. aeruginosa, enquanto os demais desempenham papel importante somente
nos mutantes que tem sua produgcdo aumentada (Masuda et al., 1999). Neste sistema,
MexB é uma bomba proteica de largo espectro localizada na membrana citoplasmatica;
OprM é uma proteina formadora de poro que fornece a porta de entrada através da
membrana externa e MexA é a proteina de ligagao (Livermore, 2001). Esta bomba atua
sobre amplo espectro de substratos, incluindo tetraciclina, cloranfenicol, acido nalidixico e
ciprofloxacim além da maioria dos beta-lactamicos com notavel exce¢ao do imipenem. Este
mecanismo parece explicar a resisténcia de isolados que, embora produzam apenas
quantidades baixas de beta-lactamases, sao intrinsecamente resistentes a carbenicilina
(Ziha-Zarifi et al., 1999). O sistema MexAB-OprM envolve componentes anfifaticos ou com
carga positiva, o que torna sua atuagao no efluxo de beta-lactamicos (compostos com carga
negativa) controversa (Hancock et al., 1998). A falta de atividade contra imipenem parece
ser devido a falta de anel lipofilico ou de cadeia lateral heterociclica neste composto
(Livermore, 2001).

O sistema MexCD-OprJ, quando desreprimido, elimina quinolonas, eritromicina e
cloranfenicol, mas no grupo dos beta-lactamicos é ativo apenas para cefens. Ja o sistema
MexEF-OprN é ativo sobre cloranfenicol e quinolonas, e, embora ndo contribua para o efluxo
de beta-lactdmicos, sua expressdo afeta indiretamente a eficacia de carbapenémicos
através da redugéao simultéanea da porina OprD (Kéhler et al., 1999). Finalmente, o sistema

MexXY-OprM é ativo contra aminoglicosideos, tetraciclina e eritromicina (Masuda et al.,

1999).

* Beta-lactamases

As beta-lactamases periplasmicas hidrolisam os compostos beta-lactamicos,
podendo atuar independentemente ou somando-se a outros mecanismos de resisténcia.
Varios tipos de beta-lactamases podem ocorrer em P. aeruginosa (Livermore, 1996). Estas

enzimas podem ser classificadas por caracteristicas fenotipicas como espectro de hidrélise,
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susceptibilidade a inibidores e se sa@o codificadas pelo cromossoma ou por plasmidios. O
esquema de Bush revisado classifica as beta-lactamases pelo seu substrato preferencial e
inibigao pelo clavulanato. Embora amplamente usada, esta classificagdo ndo é estavel, ja
que mutagdes pontuais podem alterar a especificidade do substrato e o espectro de inibigéo.
A classificagdo por classes estruturais (Ambler) reconhece quatro classes designadas de A
a D (tabela 3), e € bastante utilizada por ser mais simples, mais estavel a mutagdes além de
ter boa correlagdao com as demais classificagdes (Livermore, 1995).

Tabela 3 - Classificagdo das beta-lactamases: correspondéncia entre a classificacdo
molecular de Ambler e a classificagao funcional de Bush (adaptado de Livermore, 1995)

Classe estrutural Grupo funcional Substratos preferenciais Inibigéo por  Inibigao
(Ambler) (Bush) clavulanato por EDTA
A 2a Penicilinas F -
2b Penicilinas, cefalosporinas + -
2be Penicilinas, cefalosporinas de + -
amplo espectro e
monobactans
2br Penicilinas + -
2c Penicilinas (carbenicilina) + .
2e Cefalosporinas + -
2f Penicilinas, cefalosporinas e + -
carbapenens
C 1 Cefalosporinas - .
D 2d Penicilinas (oxacilina) +/- -
Indeterminado 4 Penicilinas -
B 3 Maioria dos beta-lactamicos, -
carbapenens.

+ = positivo; - = negativo; ? = ndo determinado

A maioria dos isolados de P. aeruginosa produz uma beta-lactamase cromossomica
de classe C induzivel (AmpC), normalmente expressa em baixos niveis, que contribui para
resisténcia intrinseca a beta-lactamicos (Hancok,1998; Masuda et al.,, 1999). Quando
sintetizada em abundancia esta enzima confere resisténcia a maioria dos beta-lactamicos,

com excegado do imipenem e por vezes da carbenicilina (Carsenti-Etesse et al., 2001). A
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produgao permanente da enzima é decorrente de mutagéo e ocorre em alta freqiiéncia (10
a 10®), enquanto a produgao reversivel ocorre por exposi¢cao da bactéria a droga indutora.
O aparecimento de resisténcia por indugdo de AmpC depende tanto da capacidade
indutora do composto como da ag&o da enzima sobre o substrato (Livermore et al., 1987).
Imipenem é forte indutor de producéo da enzima, porém é lentamente hidrolisado, enquanto
carbenicilina & estavel a hidrdlise e é pouco indutor quando em baixas concentragées. Ja
cefalosporinas de primeira geragao sao forte indutores e ao mesmo tempo tao sensiveis,
que a presenc¢a da enzima causa resisténcia, mesmo quando em baixas concentragdes. A
maioria das outras cefalosporinas e ureidopenicilinas, embora susceptiveis a agdo da
AmpC, sao fracos indutores de sua produgao, de modo que ndo ocorre resisténcia clinica, a
menos que um indutor secundario esteja presente (Livermore, 1987). Selegao de mutantes
total ou parcialmente desreprimidos pode ocorrer durante terapia com indutores. No entanto,
esta selegdo parece ser menos freqliente em P. aeruginosa do que em Enterobacter spp e
Citrobacter freundii, exceto em condigdes pulmonares especiais ou pacientes com fibrose
cistica. Tem sido relatada a evolugdo em etapas da forma induzivel para forma parcialmente
desreprimida e posteriormente desreprimida durante terapia, mas nao esta claro se este é o
padrao normal ou se desrepressao pode aparecer diretamente por indugao (Livermore,

1995).

A protegdo do agente antimicrobiano pela combinagdo com inibidor de beta-
lactamase é limitada, tanto porque induzem produgcéo de AmpC, como pela inexisténcia de
bons inibidores de todas as classes de beta-lactamases (Livermore, 1996). Entre os
inibidores de beta-lactamase, clavulanato € mais indutor de AmpC em P. aeruginosa, que
tazobactam e sulbactam (Livermore et al., 1987, Weber et al.,, 1990; Lister, 2000).
Clavulanato, em combinagdo com ticarcilina, & capaz de induzir expressao de AmpC em
P. aeruginosa em concentragdo clinicamente relevante (Lister et al., 1999), o que torna a
eficacia dos inibidores de beta-lactamase, especialmente clavulanato, incerta (Weber et

al., 1990).
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Beta-lactamases que conferem resisténcia a cefalosporinas de espectro ampliado de
varias classes ocorrem em P. aeruginosa, e sua produgdo estd relacionada com mau
prognoéstico clinico (Vahaboglu et al., 2001). Devido a capacidade de transmissdo de
plasmidios entre enterobactérias e P. aeruginosa existe preocupagdo que ela possa se
tornar um reservatorio de tais enzimas (Nordmann et al., 1998; Marchandin et al., 2000). A
maioria das beta-lactamases de espectro ampliado descritas em P. aeruginosa séo
localizadas em plasmidios e/ou integrons. Estas enzimas sao derivadas de penicilinases
(classe A), metalo-enzimas (classe B) ou oxacilinases (classe D) (Marchandin et al., 2000).

Beta-lactamases de espectro ampliado de classe A foram descritas em
P. aeruginosa, e apresentam grande diversidade. A predominancia das variantes PSE-1 e
PSE-4 se deve sobretudo a selecdo e menos pela transmissao de plasmidios (Livermore,
1995). Estas enzimas conferem padroes de resisténcia semelhantes as ESBL classicas
TEM, comprometendo penicilinas, ticarciina mesmo em combinagdo com inibidores,
piperacilina e cefoperazona, mas com pouca ou nenhuma acao sobre cefalosporinas de
Ultimas geragdes. Sua presenga pode ser suspeitada com base no perfil de resisténcia e
confirmada por teste de sinergismo pelo método de disco difusdo. Derivados de TEM e SHV
em P. aeruginosa, tem ocorréncia mais limitada (Nordmann et al., 1998). Produgao de ESBL
foi recentemente descrita no Brasil (Pellegrino et al., 2002).

Outro grupo de beta-lactamases importantes em P. aeruginosa € composto de
enzimas de classe B, incluidas nas variantes IMP-1, VIM-1 e VIM-2 de metalo-beta-
lactamases (M-Bla). Estas enzimas tem grande espectro de agdo, podendo hidrolisar a
maioria dos beta-lactamicos, exceto monobactans e sao caracterizadas por serem inibidas
por quelantes de ions metdlicos e pela falta de inibigao por inibidores comerciais de beta-
lactamases (Nordmann et al., 1998). Como hidrolisam imipenem e meropenem sao
freqlientemente denominadas carbapenemases. A enzima IMP-1 tem maior atividade contra
carbapenens, e embora sua produgdo geralmente seja mediada por plasmidio, foram

descritos genes cromossomicos em P. aeruginosa (Bush, 1998; Arakawa et al., 2000). As
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beta-lactamases do tipo VIM possuem pouca homologia na seqiéncia de aminodacidos
quando comparada com o grupo IMP.

Devido a natureza transferivel do gene blawp, seria esperado grande aumento da
prevaléncia de Gram-negativos produtores de IMP-1, mas a producado de M-fla permanece
restrita até o momento, embora mais recentemente tenham sido descritos casos de
P. aeruginosa produtora da enzima em varios locais (Watanabe et al., 1991; Stunt et al.,
1998; Pellegrino et al., 2002). A prevaléncia relativamente baixa de M-Bla pode ser explicada
considerando seu ambiente ecolégico. Segundo Bush (1998), uma vez que sua produgéo
ocorre quase sempre em combinagdo com outras beta-lactamases, a producao de multiplas
enzimas determina que enzimas individuais provavelmente serdo mantidas somente se
preencherem um nicho especializado. Assim, a menos que a resisténcia aos carbapenens
seja indispensavel para a sobrevivéncia da bactéria sua produgdo nao ocorrera, 0 que
determina que o controle de bactérias produtoras da enzima pode ser feito pela limitagao do
uso de carbapenens. Além disso, niveis elevados de resisténcia aos carbapenens muitas
vezes nao sao devido a produgdo de M-Bla, e podem ser atribuidos a outros mecanismos,
como produc¢ao de AmpC, diminuigdo de permeabilidade e mecanismos de efluxo.

As enzimas de classe D geralmente sdo dificeis de detectar por métodos
laboratoriais, porque sdo fracamente inibidas pelo acido clavulanico, quando o sao (exceto
OXA-18, que tem comportamento mais proximo as enzimas de classe A). O comportamento
das enzimas deste grupo é variado, sendo alguns mutantes mais ativos contra ceftazidime
(OXA-10, OXA-11, OXA-14 e OXA-19), enquanto outros degradam principalmente
cefotaxime (OXA-17) (Bradford et al., 2001; Danel et al.,1999b). Resisténcia a cefepime e
sensibilidade a ceftazidime, por outro lado, é consequiéncia da produgdo de OXA-1 ou OXA-
31 (Aubert et al., 2001). O aparecimento de variantes com maior resisténcia a cefotaxima
(agente nao é terapeuticamente usado para P. aeruginosa) do que a outras cefalosporinas
pode ter ocorrido por transferéncia plasmidial, sele¢cdo por exposigdo a baixos niveis de

ceftazidime ou por mutagdes ao acaso (Danel et al.,1999a).
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* Resisténcia a aminoglicosideos

O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos é a producdo de
enzimas, que geralmente determinam altos niveis de resisténcia, embora especifico para
determinado agente. As enzimas alteram o antibiético através de acetilagdo, fosforilagao
e/ou adenilagdo, levando a redugéo de sua entrada na célula e/ou redugdo da interagdo com
o ribossomo. Quase todas as cepas de P. aeruginosa possuem em Seu cromossoma um
gene de resisténcia a aminoglicosideos (aphA) que pode ser ativado por mutagao.
Resisténcia a aminoglicosideos também pode ocorrer devido a alteragdo de uma proteina
ribossomal, embora este mecanismo seja pouco frequente em P. aeruginosa, enquanto
resisténcia em baixos niveis € causada por alteragdes celulares que levam a diminuigéo da

passagem do antibiotico pela membrana (Hancock et al., 1998).
* Resisténcia a Quinolonas

A resisténcia a quinolonas pode ocorrer por dois mecanismos: mutagdo dos genes
que codificam a DNA girase, como ocorre com outras espécies bacterianas, e por efluxo
ativo da droga (Speciale et al., 2000). Pode ocorrer resisténcia a ciprofloxacim durante o
tratamento de infecgdes crénicas. Aumento da expressao das bombas de efluxo pode
determinar resisténcia cruzada com outras classes de antimicrobianos, com aparecimento

de mutantes com resisténcia multipla (Hancok et al.,1998; Kohler et al., 1999).
* Resisténcia a carbapenens

Os carbapenens estdo entre os beta-lactamicos com alta poténcia e agdo contra
P. aeruginosa. Resisténcia a este grupo € mais freqlientemente associada com diminui¢ao
de penetragao, principalmente perda da porina OprD (laconis et al., 1997; Vurma-Rapp et
al., 1990; Pai et al, 2001), mas pode co-depender da expressao de beta-lactamase
cromossomal e de sistemas de efluxo (Tsakris et al., 2000). A resisténcia parece ndo estar
relacionada a baixa afinidade com as proteinas de ligagédo (Okamoto et al., 2001). Embora

menos freqliente, a produgdo de metalo-beta-lactamases € uma fonte crescente de



resisténcia e estas enzimas podem conferir alto nivel de resisténcia a todos os beta-
lactamicos (Livermore, 2001).

Embora exista forte relag@o entre as concentragées inibitérias minimas (MIC) das
penicilinas e cefalosporinas, o MIC do imipenem nao esta relacionado ao dos demais beta-
lactamicos, tanto porque inibicdo pelo imipenem n&o depende da desrepressdo da AmpC
(Livermore, 2001), como porque esta relacionada a diminuicdo da permeabilidade pela
perda de porinas que ndo constituem a via de penetragdo de cefalosporinas na célula

bacteriana (Bonfiglio et al., 2000).

O aparecimento de isolados resistentes aos carbapenens tem sido relacionado ao
amplo uso de beta-lactamicos anti-pseudomonas (Minami et al., 1996). Tratamento com
imipenem, especificamente, parece ser fator de risco importante para aquisicao de cepas

resistentes (Troillet et al., 1997; Carmeli et al., 1998).

3.2 Determinacgao de resisténcia

Os testes rotineiros de determinagao de resisténcia a agentes antimicrobianos
fornecem resultados categorizados de sensibilidade ou resisténcia, ou de concentragao
inibitéria minima (MIC). No entanto, estes testes ndo determinam os mecanismos de
resisténcia, que sao importantes tanto individualmente, para escolha do agente mais
adequado (resisténcia nem sempre & expressa em niveis detectaveis pelos testes de
susceptibilidade), como coletivamente, para estimar a expansao de mecanismos especificos

de resisténcia e possibilitar seu controle (Livermore et al., 2001).



36

Algumas drogas sao capazes de revelar a presenga de um mecanismo que confere
resisténcia ndo somente ao agente mas a outros relacionados, como o caso da meticilina
(oxacilina), que é utilizada para triagem de resisténcia de S. aureus a todos os beta
lactdmicos, ou uso de ceftazidime para triagem de enterobactérias produtoras de beta-

lactamase de espectro ampliado (ESBL). Infelizmente n&o sdo conhecidos agentes capazes

de realizar tal alerta em P. aeruginosa (Livermore et al., 2001).

Testes de susceptibilidade sdo excelentes auxiliares para escolha do tratamento de
uma infecgdo especifica, no entanto, existe risco significativo de selegcdo de mutantes
resistentes durante a terapia, especialmente quando a resisténcia para este agente emerge
por mutagées de alta frequéncia. O risco de selecionar mutantes resistentes depende do
sitio de infecgao, sendo maior em locais onde é dificil atingir altas concentragdes da droga e
menor em sitios de concentragao. Estes agentes devem ser evitados, a menos que nao haja
outra alternativa ou quando, como acontece em P. aeruginosa, existe risco de selegdao com
0 uso de qualquer agente ativo contra a espécie, exceto colistina e possivelmente
meropenem (Livermore et al., 2001). No entanto, é possivel que esta situagdo nao se
mantenha caso aumente a utilizagao clinica de colistina e meropenem.

Testes de determinagdao de mecanismos de resisténcia nao sao rotineiros, mas,
quando se testa um numero suficiente de agentes, frequentemente €& possivel inferir os
mecanismos ocultos a partir do perfil de resisténcia. Beta lactamicos sdo as drogas idéias
para isso, devido a ampla variedade de mecanismos de resisténcia e porque diferentes

mecanismos resultam em fenétipos bastante diferentes (Livermore et al., 2001).

Alguns mecanismos de resisténcia que podem ser inferidos pela observagédo de
determinados fenoétipos séo listados na tabela 4. No entanto, nem sempre as interpretagdes
sdo faceis, porque P. aeruginosa pode apresentar multiplos mecanismos, ocorrendo

superposigao dos perfis de cada um deles.
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Tabela 4 — Fenotipos e interpretagdo do mecanismo de resisténcia em P. aeruginosa.
(adaptado de Livermore et al., 2001; Livermore, 2001).

Interpretacao Efeito na sensibilidade ou resisténcia
CAZ IMI MERO QUINO TIC ATM

Desrepressao da AmpC

Parcial® r N N N/r r R
Total® R N N r /R R
Perda de OprD° N R r N N N
Aumento MexAB-OprM? R N r R R r/R
Perda de OprD + aumento R R R R R R
de efluxo (MexAB-OprM)
Aumento Mex EF- OprN N /R r R N R

a - comum; b —rara, ¢ — esporadica

CAZ = ceftazidime, IMI = imipenem, MERO = meropenem, QUINO = quinolonas,
TIC = ticarcilina, ATM = aztreonam

r = susceptibilidade diminuida, geralmente sem franca resisténcia

R = resisténcia geralmente conferida

N = sem efeito na concentragao inibitéria minima, pode aparecer como sensivel.
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3.3 Taxas de resisténcia

Isolados clinicos de P. aeruginosa, quando comparados a bastonetes Gram
negativos da familia Enterobacteriaceae, apresentam taxas elevadas de resisténcia aos
antimicrobianos. Sele¢do apropriada de antimicrobianos, sistema efetivo de vigilancia e
controle de infecgdo, bem como monitoragdo constante de taxas e perfis de resisténcia s&do

fundamentais para limitar a ocorréncia e disseminagéo de resisténcia na espécie (Jones,

2001).

As taxas de resisténcia variam bastante conforme a localizagao geografica, sendo
alguns mecanismos de resisténcia praticamente restritos a algumas areas, pelo menos no
momento. Assim, isolados de infecgbes da corrente circulatéria na América Latina se
mostraram uniformemente mais resistentes a todas as classes de antibidéticos que os
isolados do Canada e Estados Unidos (Diekema et al., 1999). Elevacdo significativa de
resisténcia devido ao aumento de expressao de AmpC ocorreu na Inglaterra (Livermore,
1995; Chen et al., 1995), enquanto na mesma época o aumento foi pequeno em hospitais
norte americanos (Quinn, 1998). Um mecanismo de resisténcia mais recentemente descrito
para beta-lactamicos, a produgao de metalo-beta-lactamase, parece ocorrer principalmente
em algumas partes do mundo: a enzima IMP-1 é mais freqiente no Japao (Bush, 1998,
Livermore, 2001), enquanto isolados produtores de VIM foram relatados na Grécia (Tsakris

et al., 2000).

Clones de isolados multiresistentes tem causado surtos, especialmente em unidades
de tratamento intensivo. Isolados resistentes ao imipenem tem sido descritos em varios
locais do mundo, muitas vezes causando surtos (Tsakris et al., 2000; Gulay et al., 2001;
Pellegrino et al., 2002). Talvez mais preocupante, no entanto, seja o aparecimento cada vez
mais freqiiente de amostras que, embora apresentem o mesmo mecanismo de resisténcia,
n&o apresentam relagdo epidemiolégica (Sader et al., 1993; Tassios et al., 1998; Bert et al.,

1998; Panzig et al., 1999; Douglas et al., 2001). A presenga destas bactérias constitui uma



fonte mais dificil de eliminar, tornando-as fonte de futuras infecgdes. A produgao de beta-
lactamases de espectro estendido tem sido responsabilizada pelo aumento de resisténcia

em pacientes hospitalizados em UTI (Kocazeybek, 2001).

A eficacia da agdo dos agentes anti-pseudomonas pode ser expressa em taxas de
susceptibilidade ou de resisténcia, esta ultima categoria incluindo apenas isolados com
resisténcia plena ou abrangendo também os isolados com sensibilidade intermediaria. A
tabela 5 permite uma visdo das taxas de resisténcia de P. aeruginosa no mundo. Todos os
dados foram uniformizados para taxas de nao sensibilidade, ou seja, resisténcia plena ou
intermediaria e listados por ordem cronolégica do isolamento da bactéria
(independentemente do ano de publicag&o), e por localizagao. Chama a atengao a grande

variagao nas taxas de resisténcia, dependendo do local de estudo.

Entre os aminoglicosideos parece haver maior numero de isolados resistentes a
gentamicina, independentemente do periodo ou local. Resisténcia para amicacina € baixa
nos Estados Unidos, Canada, Asia e Reino Unido, enquanto na Franca e Grécia foram
observadas taxas de até 38%. Esta diferenga independe do ano do estudo, e ndo pode ser

atribuida a aumento de resisténcia no decorrer do tempo (tabela 5).

Embora tenham sido descritas taxas crescentes de resisténcia ao imipenem, este
aumento parece nao ser uma constante no mundo, pois mesmo amostras recentes

apresentam baixo percentual de resisténcia em alguns locais como Inglaterra e Japao.
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Tabela 5 - Taxas de resisténcia (plena + intermediaria) de isolados de P. aeruginosa (em %),
classificados por pais e data de isolamento das amostras.

Autor, Local, Periodo dos isolados AMI GE CIP CEF CAZ ATM IMI
Gales et al. (2001), 1997/99 - USA 5 NR 27 23 26 45 16
- Canada 5 NR 22 11 18 28 12
- Europa 16 NR 29 21 22 35 18
- Asia 5 NR 16 16 20 24 1
laconis et al. (1997), USA - 1988/92 NR 52 20 NR 21 NR 17
Quinn (1998), USA — 1990/93 1 35 11 NR 14 23 13
Jones et al. (1997), USA - 1996 NR NR NR 3 9 NR 5

Christenson et al. (2000), USA —-1996/97 NR NR NR 12 12 NR 7

Jones (2001), USA - 1998 6 19 26 18 22 NR 21
Blondeau et al. (1998) — Canada - 1997 NR NR 16 NR 10 NR 10
Chen et al. (1995), Reino Unido - 1993 NR NR NR NR 10 NR 3

Henwood et al. (2001), Reino Unido —2000 6 11 8 NR 2 NR 8

Tassios et al. (1998), Grécia -1994/95 35 47 31 NR 15 33 21
Tsakris et al. (2000), Grécia —1996/98 20 25 35 NR 27 24 3
Fluit et al. (2000), Europa —1997/98 13 NR 27 NR NR NR NR
Bonfiglio et al. (1998;2000), ltalia —1995 11 NR 32 23 13 NR 19
Bouza et al. (1999), Espanha - 1998 9 3 23 17 15 23 14
Cavallo et al. (2001), Franga - 1999 38 NR 40 47 24 42 19
Kato et al. (2001), Japao — 1998 NR NR NR NR 45 NR 8

AMI = amicacina; GE = gentamicina; ATM = aztreonam; CEF = cefepime; CAZ =
ceftazidime; CIP = ciprofloxacim; IMI = imipenem; NR = nao relatado.
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Na América Latina, dados do estudo SENTRY relativos a P. aeruginosa isolada de
sangue em 1997, indicaram meropenem e amicacina como os agentes com melhor
atividade “in vitro” (Sader et al., 1999a). Este trabalho ainda observou que as altas taxas de
resisténcia da P. aeruginosa ao imipenem podem ser resultado do uso freqiente de
carbapenens para tratamento de infecgées por enterobactérias produtoras de ESBL,
amplamente distribuidas nos locais do estudo. Também em isolados de hospitais brasileiros
resisténcia ao imipenem & um dos principais problemas de resisténcia observados (Sader et
al., 2001; Pellegrino et al., 2002).

A tabela 6 resume as taxas de resisténcia observadas na América Latina e no Brasil.
Levantamento realizado pelo SENTRY em 1997 em amostras de distintas origens, em
hospitais de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Florianopolis, revelou que P. aeruginosa isolada de
pacientes com pneumonia demonstravam altos indices de resisténcia, quase sempre
superiores aos observados em isolados da América Latina (Sader et al., 1999b). As taxas de
resisténcia deste estudo foram, em geral, maiores que as relatadas nos demais continentes.
Dados do programa MYSTIC para isolados hospitalares de Sao Paulo e Florianépolis, nos
anos de 1998 e 1999 mostraram em geral taxas de resisténcia mais baixas, o que
surpreende pois as amostras eram provenientes de pacientes internados em UTI (Mendes et
al., 2000).

Foi observado aumento significativo de resisténcia ao imipenem em S&o Paulo,
sendo cefepime a cefalosporina mais efetiva contra estes isolados, embora 35,6% das
amostras fossem resistentes a ambos os agentes (Sader et al., 1999c).

Em pacientes com fibrose cistica, amostras coletadas entre 1996 1997 em Porto
Alegre, mostraram taxas de resisténcia distintas para isolados mucdides e ndo mucdides de
P. aeruginosa, sendo os primeiros mais resistentes. Neste grupo de pacientes as taxas de
resisténcia observadas foram em geral menores que de outros estudos (Saiman et al.,

1996). Nos isolados ndo mucéides as taxas de resisténcia também foram menores que as
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observadas nos demais centros brasileiros e mais semelhante aquelas descritas em outras
partes do mundo (Silbert et al., 2001).

Amostras de pacientes hospitalizados no Rio de Janeiro mostraram, em geral, taxas
de resisténcia menores em isolados de um hospital universitario do que em hospitais
privados. Foi também observada resisténcia muitipla em mais de 32% dos isolados,

relacionada com um mesmo gendtipo (Pellegrino et al. 2002).

As razoOes das diferengas regionais sao dificeis de esclarecer, e parecem ligadas as
politicas de controle de antimicrobianos. Uma vez que as taxas e os perfis de resisténcia
variam conforme a localizagao geografica, e mesmo em cada centro hospitalar na mesma
cidade e muitas vezes nas diversas unidades do hospital, as politicas de controle serdao mais
eficazes quando direcionadas por estudo locais.

Tabela 6 - Taxas de resisténcia plena ou intermediaria de isolados de P. aeruginosa na
Ameérica Latina (AL) e Brasil (Br) (em %)

Autor, Local, AMI GE ATM CEF CAZ CIP IMI
Periodo de obtencao dos isolados

Sader et al. (1999a), AL - 1997 13 29 31 29 29 &r 20
Gales et al. (2001), AL —1997-99 22-41 NR 45-52 31-35 31-35 33-39 33-36

Sader et al. (1999b), Br - 1997

Sangue 18 32 35 26 32 29 12

Trato respiratoério 40 46 56 32 40 47 32

Cutaneo 23 23 41 36 36 18 36

Trato urinario 37 68 73 68 53 63 27
Mendes et al., (2000), Br — 1998-99 NR 36 NR 16 21 30 18
Silbert et al., (2001), Br -

Mucoides NR NR 50 57 30 50 10

Nao mucdides NR NR 16 17 10 14 3

Freitas & Barth (2002), Br — 1998/99 33 NR 30 14 12 31 16
Pellegrino et al. (2002), Br—1999-2000 36-45 48-61 43-58 41-62 36-49 43-68 38-42

AMI = amicacina; GE = gentamicina; ATM = aztreonam; CEF = cefepime;
CAZ = ceftazidime; CIP = ciprofloxacim; IMI = imipenem; NR = n&o relatado.
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4 Testes laboratoriais

4.1 Testes de Identificagao

P. aeruginosa é facilmente reconhecida nos meios de isolamento primario devido a
sua morfologia colonial, pigmento e odor caracteristicos (Kiska et al., 1999).

P. aeruginosa pode apresentar 3 tipos basicos de morfologia colonial. As colénias
tipicas (tipo 1) medem 2-3 mm de diametro, sdo planas, foscas e com aparéncia metalica;
as coldnias do tipo 2 sdo menores e elevadas, enquanto coldnias rugosas constituem o tipo
3. Em uma mesma cultura pode ocorrer qualquer combinagdo destes tipos. Variantes
mucdides sdo particularmente freqlientes em pacientes com fibrose cistica (Phillips, 1968).

A produgao de pigmento verde-azulado que difunde no meio & suficiente para
confirmar, de forma definitiva, a identificagdo de P. aeruginosa, pois esta & a Unica espécie
que produz este pigmento, a piocianina (presente em cerca de 80% dos isolados). Algumas
culturas s6 produzem piocianina em meios especiais, como meio de King A que contém
altas concentragdes de sais de potassio e magnésio, enquanto outras nao produzem
pigmento de modo algum, pois a capacidade de produzir piocianina pode ser perdida de
modo irreversivel em cultura (Pitt, 1998). Ocasionalmente, ocorre apenas produgéo de
pioverdina (pigmento de coloragdo amarelada), que também pode ocorrer em
P. fluorescences e P. putida, e nesta caso é necessario verificar outras caracteristicas, como
a capacidade de crescimento a 42°C, para distinguir P. aeruginosa das outras espécies

(Kiska et al., 1999).

Amostras ndo pigmentadas devem ser caracterizadas através de um numero maior
de testes que incluem as provas de oxidase, crescimento a 42° C, hidrélise da arginina,
reducdo do nitrato com produgédo de gas e crescimento em meio contendo cetrimida e em
MacConkey (anexo 1 —testes de identificagdo). Mais de 97 % dos isolados de P. aeruginosa
tem resposta positiva para estes testes, o que permite identificagdo da grande maioria dos

isolados clinicos (Koneman et al., 1997; Forbes et al. 1998; Kiska et al., 1999).
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4.2 Testes de susceptibilidade

O método usual de determinagédo da sensibilidade de uma bactéria é o antibiograma,
que pode ser realizado fundamentalmente de duas maneiras: o método de diluigéo e o
método da difusdo em agar. O método de aproximagao de discos também permite verificar
indugdo de Amp C e produgdo de M-Bla em amostras de P. aeruginosa, quando

determinados discos (indutor e substrato) sao colocados a distancias adequadas (figura 1).

Testes de difusao tem como vantagens a universalidade de sua utilizagdo, a
flexibilidade na escolha dos agentes antimicrobianos a serem testados, e a constante
atualizagcao dos procedimentos fornecida pelo “National Committee for Clinical Laboratory
Standards” (NCCLS 2002). Além disso, a interpretacao qualitativa nas categorias sensivel,
intermediario e resistente é faciimente entendida. Estudos com isolados clinicos de
P. aeruginosa comparando sistemas para realizacdo de testes de sensibilidade
evidenciaram resultados adequados com testes de difusdo, inclusive para isolados de

pacientes com fibrose cistica (Jones et al., 1998; Burns et al., 2000).

Os testes de diluigao, por sua vez, fornecem resultados quantitativos através do MIC
(concentragdo minima inibitéria). Para a maioria dos antibidticos nado ha evidéncias
definitivas de que a determinagao do MIC seja mais relevante que resultados categéricos na
sele¢do de terapia antibacteriana apropriada (Turnidge et al., 1999).

O meétodo do E-teste (AB Biodisk, Solna, Suécia) € semelhante ao método de
difusdo, porém ao invés de discos com concentragoes fixas, sao utilizadas fitas impregnadas
com gradiente do antibiético, 0 que possibilita leitura do MIC diretamente, determinado pela
concentragdo do antibiético no ponto de intersegdo do crescimento bacteriano com a fita.

Testes de sensibilidade pelo método da difus@o utilizam discos de papel de filtro
impregnados com quantidades fixas dos agentes antibacterianos (anexo 2 — testes de
susceptibilidade). A escolha dos agentes a serem testados é feita levando em conta a
bactéria, o sitio da infecgdo e padronizagéo da instituicdo. As medidas dos halos de inibigéo,

em mm, é realizada apés incubacdo por 16-18 horas em estufa bacteriolégica (NCCLS).
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Os resultados “sensivel’, ‘“intermediario” e ‘resistente”, para cada agente
antibacteriano, sdo obtidos utilizando tabelas de interpretacdo das medidas dos halos de
inibicdo (NCCLS, 2002). A categoria “sensivel” informa que a infecgdo causada por aquela
bactéria pode ser adequadamente tratada com a dose recomendada do agente. Sao
considerados resistentes a um agente os isolados que ndo séo inibidos pelas concentragdes
sistémicas que a droga atinge nos esquemas terapéuticos usuais ou que tem mecanismos
de resisténcia especifica. A categoria “intermediario” inclui isolados que apresentam MIC
proximo do atingido na corrente circulatoria e tecidos, para os quais a resposta pode ser
menor que para isolados susceptiveis. Neste ultimo caso pode haver aplicabilidade clinica
em sitios onde ocorre concentragéo fisiolégica da droga ou quando dosagens maiores que
as usuais podem ser utilizadas. Esta categoria também inclui uma zona para prevenir que
pequenas variagdes técnicas causem grande discrepancia de interpretagédo, especialmente
para drogas com limites estreitos de agao farmacolégica (NCCLS, 2002). Na determinagao
de taxas de resisténcia, resultados da categoria intermediaria podem ser considerados
isoladamente ou em conjunto com resultados resistentes, criando uma categoria “nao
sensivel’ (Bouza et al., 1999).

Para controle de qualidade do teste de difusdo para P. aeruginosa é recomendado
testar cepas padrdo P. aeruginosa ATCC® 21853 e E.coli ATCC® 25922 bem como

P. aeruginosa ATCC® 35218 (NCCLS, 2002).

Outras padronizagdes para realizagdo de testes de susceptibilidade por disco difusao
incluem as elaborados pela Sociedade Britanica para Terapia Antimicrobiana e utilizam

metodologia semelhante, embora pouco utilizadas no Brasil (Andrews, 2001).

Embora testes “in vitro” sejam adequados para determinagdo da susceptibilidade de
P. aeruginosa aos agentes antibacterianos, estes testes devem ser interpretados com
atengdo para reconhecimento de resultados ndo usuais, que devem sempre ser
confirmados, de preferéncia através de método distinto. Por exemplo, embora seja cada vez

mais freqliente resisténcia ao imipenem, este resultado deve ser confirmado porque a droga



46

facilmente sofre degradagdo (Carmeli et al., 1998). Além disso, deve ser observado que
resisténcia a algumas drogas implica em resisténcia para outros agentes, mesmo que
quando nao expressa de modo 6bvio no teste de rotina (Livermore et al., 2001).

Uma vez que os testes de rotina ndo sdo capazes de determinar todos os

mecanismos de resisténcia, testes especificos podem ser realizados para detecgdo de

enzimas como metalo-beta-lactamases, AmpC e ESBL.
4.3 Pesquisa de metalo-beta-lactamase

Metalo-beta-lactamases (M-Bla) sdo enzimas que contém zinco em seu sitio ativo e
consequentemente sofrem inibigao por quelantes de ions metalicos (Nordmann et al., 1998).
Estas enzimas sdo ativas contra a maioria dos beta-lactamicos, exceto monobactans,
embora os niveis de resisténcia ao imipenem sejam variaveis, podendo ocorrer produg¢do de
M-Bla em isolados classificados como intermediarios e até sensiveis pelos critérios do

NCCLS (Walsh et al., 2002).

Analise da enzima por PCR fornece bons resultados, mas nao € conveniente para
testes de rotina. Devido ao aumento de amostras de P. aeruginosa produtoras de M-la foi
desenvolvido um método para distinguir bactérias produtoras da enzima de outras com
perfis fenotipicos de resisténcia semelhantes, porém devido a outros mecanismos. O
método de aproximacgao de discos, descrito por Arakawa et al. (2000), é de facil realizagéao e
tem sensibilidade e especificidade comparaveis ao PCR.

O método de aproximacgao de discos consiste em verificar a agéo inibidora de um
agente quelante, como o acido 2-mercapto etanol, sobre a enzima, permitindo agéao do
substrato (ceftazidime ou imipenem), sobre a bactéria (anexo 3 — pesquisa de metalo-beta-
lactamase). O aparecimento de halo de inibigdo, ou seu aumento, ao redor do disco de

ceftazidime pela agé@o do 2-MPA é considerado indicativo de produgdo de M-Bla (figura 2).
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Figura 1 — Teste de sensibilidade pelo método de difusdo em agar. Indugdo de AmpC pelo
imipenem (IMI) pode ser observada pelo achatamento dos halos de cefotaxima (CTX) e
ticarcilina (TIC).

Figura 2 — Teste positivo para metalo-beta-lactamase (M-bla) em P. aeruginosa, evidenciando
formacao de halo de inibigdo entre os discos de ceftazidima 30 pg (CAZ) e disco com 3 ul de
acido 2-mercapto propidnico (2MPA).
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4.4 Tipagem fenotipica de P. aeruginosa
* Antibiotipo

O padréo de sensibilidade permite a classificagéo de isolados bacterianos em grupos
distintos - antibiotipos. Amostras que apresentam resposta igual a todos os agentes sdo

considerados pertencentes ao mesmo antibiotipo, enquanto diferenga em pelo menos um
resultado de sensivel para resistente, ou ao contrario, caracteriza um tipo diferente.
Alteragcbes menores, de sensivel para intermediario, ou vice-versa, determinam subtipos. Os
resultados do antibiograma sao utilizados como método de tipagem por sua disponibilidade,
uma vez que estes testes sdo realizados como rotina em laboratérios clinicos, embora,
como ja foi discutido, ndo seja um bom método de tipagem para P. aeruginosa.

* Bidtipo

Para classificagédo em biotipos sdo utilizada provas para as quais bactérias de uma
mesma espécie nao apresentam comportamento homogéneo, permitindo a divisdo em
grupos de comportamento bioquimico distinto. Para P. aeruginosa estes testes incluem:
produg¢ao de pigmento, hidrolise da uréia, positivo em 48-66% dos isolados e utilizagdo de
alguns carboidratos. Mais da metade dos isolados de P. aeruginosa sao capazes de
degradar a galactose (79-81%), a manose (68-79%) o manitol (68-70%), enquanto menor
numero utiliza ramnose (22%) (Koneman et al., 1997; Forbes et al. 1998; Kiska et al., 1999).
Além disso, a capacidade hemolitica, presente em cerca de 38% dos isolados, também
pode ser utilizada com finalidade de tipagem (anexo 3 — testes de biotipagem).

Uma vez que P. aeruginosa realiza metabolismo oxidativo, que gera acidos fracos
como produto da utilizagdo de carboidratos, os testes devem ser realizados em meio
apropriado para que sua detecgdo ndo seja mascarada (neutralizada), o que pode ocorrer
em meios contendo peptona, cuja utilizacdo gera alcalis. No meio de Hugh-Leifson (meio de
OF ) a concentragao de peptona, que na maioria dos meios & em torno de 1%, diminui para

0,2% e a concentragdo de carboidrato € 1%. A diminuigdo da proporgéo entre proteina e
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carboidrato reduz a formagao de aminas alcalinas, e a maior concentragdo de carboidrato
aumenta a quantidade de acidos que podem ser formados. Além disso este meio & semi-
solido (agar 0.2 a 0.3%), o que permite que os acidos formados na superficie penetrem no
meio, facilitando a visualizagdo. A via de utilizagdo do carboidrato pode ser determinada
pela utilizagédo de dois tubos, sendo um coberto com 6leo mineral (apenas fermentagao) e
um segundo tubo aberto. Este meio &€ adequado para verificar consumo de glicose, no
entanto, para outros agucares a acidificagéo &€ melhor detectada em meios contendo sais de
amonio (ASS medium), nos quais o carboidrato em estudo € a unica fonte carbono (Cowan,
1974).

Inicialmente deve ser determinada a via de utilizagéo da glicose, em meio de OF.
Uma vez que a bactéria seja caracterizada como nao fermentadora néo € necessario testar
a via de utilizacao dos demais carboidratos, pois sua degradagao s6 podera ocorrer pela
mesma rota metabodlica. Os testes de utilizacdo dos demais carboidratos podem ser
realizados em meio de ASS ou meio de OF (anexo 3 — testes de biotipagem).

A utilizacdo da uréia pode ser adequadamente verificada em meio de Christensen,
enquanto hemolise pode ser observada em agar sangue. Observagdo de pigmentos €
melhor visualizada em meios sem corantes.

O conjunto de resultados destes testes permite classificar a bactéria em biétipos,

sendo cada biétipo constituido de amostras com idéntico comportamento.



50

4.4 Tipagem molecular de P. aeruginosa

Analise do DNA cromossémico através da técnica de macrorestricdo seguida por
eletroforese pulsada é considerado o melhor método para tipagem de P. aeruginosa (Sader
et al., 1993; Struelens et al., 1993; Rémling et al., 1994b; Tenover et al., 1995). Como ja
discutido em 2.2 (tipagem genotipica) este método analisa o cromossoma bacteriano ap6s
sua digestao com enzima de restricdo de agao rara.

O primeiro passo da técnica é a incorporagdo da bactéria em gel de agarose para
evitar quebras inespecificas do cromossoma; seguida da lise da parede celular por agéo da
proteinase K, de origem fungica, ndo especifica, que atua em temperatura alta. O
cromossoma, no bloco de agarose, € entdo digerido com enzima de restricdo (Spel
reconhece a sequéncia ACTAGT e gera 17 a 37 fragmentos de DNA em P. aeruginosa). Os
blocos digeridos sdo colocados em gel de agarose, juntamente com marcador de peso
molecular (48,5 Kb), e separados através de eletroforese pulsada durante um periodo
adequado de tempo (22 horas). O gel é visualizado sob luz uv apés ter sido corado com
brometo de etidio. A imagem pode ser fotografada ou adquirida através de transiluminador
(figura 3). A técnica, segundo Kaufmann et al. (1994), consta do anexo 4 — Tipagem

molecular.

Todas as fases do método influenciam o resultado final. Os parametros que mais
afetam os resultados sa@o a concentragao da agarose, a voltagem, o tempo dos pulsos, a
temperatura da eletroforese e principalmente a qualidade e a concentragcdo do DNA. A
concentracdo da agarose tem efeito indireto sobre a mobilidade dos fragmentos, de modo
que maior concentragao retarda os movimentos. Talvez o fator que mais influa na separagéo
dos fragmentos seja o pulso: acréscimo de tempo aumenta o tamanho do fragmento que
pode ser separado. A troca de pulsos durante a corrida permite separagao de fragmentos
com maior variedade de tamanho. A eletroforese deve ser realizada em temperaturas baixas

(10-14° C), pois fragmentos grandes sdo sensiveis a temperaturas mais altas (Kaufmann,
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1998). A quantidade de DNA é controlada pelo nimero de bactérias na suspenséo colocada
no bloco de agarose. Acima de 70pug/ml de DNA a mobilidade é reduzida, tornando as
bandas difusas e dificultando comparagdes.

Embora a maioria dos isolados de P. aeruginosa possam ser tipados por PFGE,
alguns isolados podem apresentar dificuldade de interpretagéo. Os problemas técnicos mais
freqlentes estdo relacionados com o preparo ou lise do DNA. Diferengas entre amostras
podem ser resultado de variagdo nas condigdes de restricdo do DNA, altamente influenciada
pela agdo da proteinase K e remogéo de seus produtos. O tamanho aparente das bandas
pode ser reflexo da quantidade de DNA presente. Falta de resolugdo do DNA, com
aparecimento de bandas difusas ou “smearing” pode ser consequiéncia da falta de lise pela
proteinase K, devido a degradagdo do DNA por agao de nucleases bacterianas nao
totalmente inativadas, ou mais raramente por falha do tampao de eletroforese. Tal efeito ndo
permite interpretagcdo do perfil de restrigdo na amostra. O problema pode ser solucionado
por aumento da concentragdo e do tempo de agao da proteinase ou por adicdo de dimetil
sulféxido para inativa-la (Birren et al., 1993). A adi¢do de 50uM de tiouréia ao tampao de
eletroforese também foi recomenda para prevenir a degradagdo do DNA (Rémling et al.,
2000).

Idealmente, tipagem molecular fornece uma base clara e objetiva para identificagdo
de surtos e distincao de isolados nao relacionados. Na pratica, diferengas reais devem ser
distinguidas de variagdes genéticas naturais que ocorrem em um cepa. Os critérios de
interpretacdo devem ser bem definidos para fornecer guias objetivos para estimar o

significado das variagbes observadas.

Analise comparativa dos perfis através de sistemas de andlise computadorizada com
geragao de dendrograma fornece dados mais facilmente interpretaveis que os obtidos por
comparagao visual das bandas, embora para amostras em um mesmo gel a comparagao

visual fornega bons resultados (figura 3).
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Figura 3 — Perfis de macrorestricdo do DNA de amostras de P. aeruginosa
em um mesmo gel de agarose.

Linhas 1 e 9: padrao de peso molecular (48,5 kb).
Linhas 2, 3, 5, 7 e 8: amostras pertencentes ao clone D.
Linhas 4 e 6: amostras pertencentes a clones distintos.
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O coeficiente de Dice, proposto para estudo de evolugdo e genética de populagées,
foi utilizado por Struelens e colaborados (1993) que consideraram “variantes clonais”
isolados que apresentavam entre 80% e 100% de similaridade. De forma similar Rémling e
colaboradores (1994a) propuseram que isolados com mais de 75% de similaridade fossem
descritos como pertencentes a mesma linhagem.

Finalmente, Tenover e colaboradores (1995) estabeleceram critérios baseados no
namero de eventos genéticos necessarios para gerar alteragdo de bandas. Isolados com
resultados iguais ndo foram denominados de idénticos, mas de “indistinguiveis”, porque
nenhum método analisa a totalidade do contelido genético. Sdo considerados subtipos os
isolados com diferengas ocasionadas por um ou dois eventos genéticos e como isolados
distintos aqueles com mais diferengas genéticas (figura 4). Assim, isolados relacionados

apresentam 2 a 6 bandas distintas e podem ser classificados como subtipos.
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Figura 4. Alteragdes nos padrées de PFGE como resultado de diferentes classes de eventos
unicos (extraido de Tenover et al, 1995).



Devido a variagdes néo controlaveis da técnica, que podem resultar em pequenas
diferengas, nem sempre é facil aplicar os critérios usuais para tragar paralelos entre
amostras de diferentes géis, especialmente quando se utiliza observacdo visual. Para
auxiliar, recentemente foi descrito um método que utiliza as bandas formadas pelo marcador
de peso molecular para definir faixas de observagao e o nimero de bandas em cada faixa
permite criar escores para utilizados calcular a distdncia genética entre os isolados

(Samarrai et al., 2000).

Outros aspectos, ndo relacionados a técnica sao importantes para garantir
interpretagdes adequadas, especialmente quando se estuda espécies frequientes no local. A
observagao de um clone predominante pode ndao determinar a existéncia de um surto se
este clone for freqlentemente encontrado. A inclusdo de isolados nao relacionados
epidemiologicamente auxiliam a diferenciar as cepas endémicas, principalmente quando a
epidemiologia molecular da bactéria ainda néo foi determinada naquele local. A inclusdo de
controles histéricos auxiliam a determinar se um grupo de isolados representa um novo

surto, e amostras conhecidas auxiliam no controle técnico (Tenover et al., 1995).
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OBJETIVOS

GERAIS

Determinar os perfis moleculares de Pseudomonas aeruginosa isolada de pacientes

hospitalizados em Porto Alegre.

Determinar os perfis de resisténcia a antimicrobianos de uso frequiente no tratamento

de infecgcOes causadas de P. aeruginosa.

ESPECIFICOS

Avaliar sistemas fenotipicos de caracterizagao fenotipica para P. aeruginosa.

Estabelecer relagdo molecular entre as amostras isoladas em um mesmo hospital e
entre hospitais diferentes.

Verificar a relagao clonal entre amostras resistentes a agentes antimicrobianos.
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SUMMARY

Susceptibility testes by disk diffusion and by E-test and molecular typing by
macrorestriction analysis were performed to determine the relatedness of Pseudomonas
aeruginosa isolates from three distinct hospitals. The resistance profile of 124 isolates
to 8 antimicrobial agents was determined in three distinct hospitals, in Porto Alegre,
Brazil. Rates of susceptibility ranged from 43.9% for carbenicillin to 87.7% for
ceftazidime. Cross-resistance data of imipenem-resistant isolates indicated that the
majority (70%) were also resistant to carbenicillin although 70% remained susceptible
to ceftazidime and cefepime. In general, susceptibility profiles were not able to
determine relatedness among isolates of P. aeruginosa. On the other hand, molecular
typing by macrorestriction analysis demonstrated high discriminatory power and
identified 66 strains among 72 isolates of P. aeruginosa. Imipenem-susceptible isolates
were all different. However, for imipenem-resistant isolates, it was possible to observe
common clones within two hospitals, despite their variety of response to other
antibiotics. No clustering of infection between different medical center was observed.
In conclusion, there is no spread of clones of P. aeruginosa among different hospitals in
our city despite the occasional presence of related isolates of P. aeruginosa imipenem-

resistant.
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INTRODUCTION

Despite improvements in antibiotic therapy, Pseudomonas aeruginosa remains
as one of the most prominent Gram-negative bacteria causing hospital-associated
infections. P. aeruginosa is intrinsically resistant to a number of antimicrobial agents,
and frequently displays resistance to multiple classes of antimicrobial agents [1].
Carbapenens are potent agents for the treatment of infections due to multiresistant
pseudomonads. However, nosocomial isolates may easily develop resistance to
carbapenens due to reduced uptake of the drug, which leads to outbreaks of
multiresistant/carbapenens-resistant strains [2,3,4]. It is of importance, therefore, to
perform surveillance programs to establish the epidemiological situation of
P. aeruginosa in different hospitals [5].

Outbreaks caused by multiresistant P. aeruginosa have been reported in various
nosocomial settings, such as in individual intensive care units (ICU) or several units
within a hospital. These outbreaks can be of short length or can persist for an extended
period of time with the same strains being identified over one year period [4, 6, 3, 7, 8].

Typing techniques that establish clonal relationship between individual isolates
in the hospital settings are warranted in order to recognize nosocomial transmission and
hence to guide infection control practicee. DNA-based techniques, such as
macrorestriction analysis by pulsed field gel electrophoresis, have been successfully
applied to the epidemiological study of P. aeruginosa [9].

In the present report, P. aeruginosa isolated from hospitalized patients in
Porto Alegre, Brazil, were analyzed to determine their susceptibility rates and

epidemiological relatedness.
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MATERIALS AND METHODS

A total of 124 nonreplicate Pseudomonas aeruginosa clinical isolates were
recovered from patients from 3 hospitals (HCPA, ISCM, and HSL), in Porto Alegre,
Brazil, between September 1998 and June 1999.

Overall, 54% of the isolates were obtained from the respiratory tract, 28% from
urine, 6.5% from blood and 11,5% from a variety of other sources (catheters, abdominal
secretions, skin).

Identification was based upon production of characteristic pigments (blue or
green). Additional biochemical tests used to identify P. aeruginosa included: oxidase,
oxidation of glucose on OF-medium, arginine and nitrate and growth in cetrimide agar
[1]. Isolates were checked for purity by plating on MacConkey agar before the
susceptibility tests and typing.

The susceptibility tests were performed by agar disk diffusion method according
to NCCLS guidelines [10]. The following antimicrobials were tested: amikacin,
aztreonam, carbenicillin, ceftazidime, cefepime, ciprofloxacin, imipenem and ticarcillin
(BBL-Becton Dickinson Microbiology, Cockeysville). The resistant rates used in this
study refer to both intermediate and resistant results. According to the susceptibility
patterns the isolates were classified into antibiotypes, designated by small letters.
Isolates that had equal response to all antimicrobial agents were considered to belong to
the same antibiotype, while a single difference to any of the tested antimicrobials
determine a distinct profile.

In order to avoid false resistance to Imipenem due to drug degradation during
storage [11], resistant isolates by the disk diffusion method were confirmed by the E-

test (AB Biodisk, Solna, Sweden).
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Macrorestricton analysis followed by PFGE was performed as described
previously [12]. Briefly, the bacteria was embedded in agarose blocks, digested with
restriction endonuclease Spel (Gibco BRL, USA) and electrophoresed in a CHEF DR 11
apparatus (Bio-Rad, Richmond, USA). The gels were run at 14° C, 5,9 V cm™, for 22
hours, with switch time of 5 to 50 s. Lambda ladder (48.5 Kb, Sigma, USA) was used as
molecular weight marker. The gels were stained with ethidium bromide and the image
was acquired on a transiluminator Chemilmager 4000 (Alpha Inntech Corporation).
Comparison of macrorestriction profiles was performed by visual analysis.

Isolates were considered to be part of a major clone whether they had identical
profile of macrorestriction (PFGE). They were considered related (subtypes) whether
there was 1 to 6 fragments (bands) differences between profiles. Isolates with more than
6 different fragments were considered distinct or not related strains [13]. Each major

clone was coded with a capital letter and a number was added to each subtype.

RESULTS AND DISCUSSION

It was possible to evaluate 124 P. aeruginosa isolates and the susceptibility
range varied from 43.9% for carbenicillin to 87.7% for ceftazidime. Cefepime,
ceftazidime and imipenem proved to be active against the majority of P. aeruginosa
clinical isolates (> 80% of susceptibility).

The rates of resistance of P. aeruginosa to amikacin, aztreonam, ciprofloxacin,
ceftazidime and cefepime were similar to those described for isolates from Brazil [14,
15, 16] and other countries [4, 5, 17, 18, 19, 20]. However, in this study ticarcillin and
carbenicillin displayed less activity when compared with the majority of other

surveillance studies. Although many reports suggest increasing multiresistance in P.
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aeruginosa [2, 3, 4, 8], only four isolates (3.2%) were resistant to all tested
antimicrobials which contrasts to 37% of susceptibility to all agents.

We found 20 strains to be resistant to imipenem, most of them with
MIC = 32 pg/mL. In fact, only one of these isolates displayed MIC = 16 pg/mL, which
was also considered resistant according to NCCLS [10]. We found, therefore, 100% of
correlation between disk diffusion and E-test for all imipenem resistant isolates as also
described by BURNS and cols. [21].

The rate of susceptibility to imipenem (83,7%) was similar to those described in
the SENTRY antimicrobial surveillance program in Brazil and Latin America [14, 15].
However, a study of 26 Brazilian isolates of P. aeruginosa indicated susceptibility rates
to imipenem below 70% [20]. Data from other countries indicate susceptibility to
imipenem ranging from 79% [4] to 95% [20].

Cross-resistance data are useful to indicate alternative drugs to treatment. In our
study, ceftazidime was the most active antimicrobial agent, and less than 50% of the
ceftazidime-resistant isolates were also resistant to imipenem or cefepime (table 1).
Only 30% of the isolates resistant to imipenem were also resistant to cephalosporins,
which indicates that ceftazidime and cefepime may be therapeutical options for the
treatment of infections due to imipenem-resistant P. aeruginosa.

Bouza and cols. [5] provided cross-resistance data of P. aeruginosa isolated in
Spain. Comparing to our results, Spanish imipenem-resistant isolates displayed similar
cross-resistant rates to most of all other agents. Conversely, imipenem-resistant
P. aeruginosa of our study were more resistant to ticarcillin and amikacin. However, it
must be emphasized that the percentage of individual resistance to ticarcillin and
amikacin agents was already higher in our population in comparison to the Spanish

isolates. Among ceftazidime-resistant isolates Bouza and cols. [5] described 80% of
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resistance to cefepime, while we found only 47% (table 1). This may be of importance

as the individual resistance to each agent was very similar in both studies.

The high incidence of cross-resistance among antibiotics of different classes
observed in our study may indicate that many isolates probably display resistance due to
a combination of multiple unrelated resistance mechanisms.

It was possible to type by macrorestriction analysis 72 isolates (including those
resistant to imipenem, ceftazidime or cefepime) and as result we found 66 distinct
strains. We were able to observe that there were no common clones among any
susceptibility pattern, unless they were also resistant to imipenem.

On the other hand, several imipenem-resistant isolates were indistinguishable by
macrorestriction analysis despite their susceptibility to other antimicrobials. The 20
imipenem-resistant isolates (9 from ISCM, 7 from HSL and 4 from HCPA) displayed
12 DNA major types (table 2).

We were able to identify 5 major types of P. aeruginosa imipenem-resistant in
ISCM. Two isolates belonged to type A and were recovered within a period of 4 days,
from patients hospitalized in different units. Their profiles of susceptibility were very
similar, differing only by resistance to aztreonam. The type B included 3 urine isolates,
with the same susceptibility profile, but recovered within a longer period of time (18
days). The isolates from type C were obtained in a two days period and displayed
similar susceptibility profile, but were isolated from patients hospitalized in different
units. The remaining 2 isolates from ISCM belonged to distinct molecular types.
Although they were recovered in the same day, there was no epidemiological
correlation between the patients (table 2). Although laboratory data indicated
occurrence of common clones of P. aeruginosa in ISCM, thus suggesting patient-to-

patient transmission, epidemiological data do not corroborate it, since patients were
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admitted in distinct units and the isolates were obtained in different periods of time. It
can be consider that these isolates may have some characteristic which improved their
permanence and dissemination in the hospital environment.

The majority of the isolates from HSL (5 out of 7) belonged to the same
genotype (figure 1). These isolates were obtained from the respiratory tract of patients
in the same unit during a relatively long period (28 days). Noteworthy, unrelated strains
were also obtained during this period of time, including one isolated from a patient in
the same unit. Almost all isolates of HSL had distinct susceptibility profiles, regardless
their genotype. Since identification of P. aeruginosa type D from HSL was restricted to
this period it seems that this clone was associated to an outbreak of short length.

Isolates from HCPA were all distinct according to either DNA or susceptibility
profiles. It has to mentioned that two isolates were recovered within a two days period,
both from sputum of patients admitted in the same unit.

It is by far well known that macrorestriction analysis is the most powerful tool
for the study of epidemiology of P. aeruginosa while phenotypic markers can lead to
misinterpretation of strain relatedness [9, 22]. In the present study we were able to
demonstrated that in some cases both DNA and susceptibility profiles lead to the same
conclusion while in others the results were conflicting. For instance, in our study we
observed agreement in the case of isolates 21 and 27 which belonged to the same major
type (B) and displayed the same antibiotype (table 2).

However, discrepancy was more frequent than agreement between different
methods. In most cases, susceptibility patterns were not able to indicate strain identity,
as seen for HSL isolates belonging to clone D or ISCM isolates belonging to clone A.

Furthermore, the susceptibility pattern has low discriminatory power to establish strain
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identity. In our study the antibiotype “a” was found in all hospitals despite absence of
epidemiological relation among isolates.

In this study we analyzed isolates from distinct hospitals in the same city, in a
relative long period of time. The results of susceptibility to antimicrobials indicated that
our resistance rates to antibiotics used against P. aeruginosa are lower than the rates
described in other studies [2, 3, 4, 8, 20].

On the opposite of studies that described a major clone of resistant P. aeruginosa
in several hospitals from a country [3, 4, 7], molecular typing of our isolates revealed
mainly unique strains. However, concerning to imipenem resistant P. aeruginosa we
noted a clustering of infections due to the same genotype, suggesting possible

transmission inside a hospital, but not between different medical centers.

TABLE 1 - Cross-resistance among P. aeruginosa isolates
Drug to which N° of % resistance * 1o

isolates were resistant CAZ CEF IMI  AZT CIP TIC AMI CAR

resistant

strains

Ceftazidime 15 47 40 73 47 73 60 87
Cefepime 18 39 33 83 83 100 94 100
Imipenem 20 30 30 45 50 55 45 70
Azirconam 37 30 41 24 65 81 68 97
Ciprofloxacin 39 18 38 26 62 85 92 97
Ticarcillin 43 26 42 26 70 Td 79 100
Amikacin 41 22 41 22 61 88 83 98
Carbenicillin 70 19 26 20 51 54 61 57

* nonsusceptible isolates.
CAZ= ceftazidime; CEF= cefepime; IMI= imipenem; AZT= aztrconam; CIP= ciprofloxacin;
TIC= ticarcillin; AMI= amikacin; CAR= carbenicillin.
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TABLE 2 — Distribution of imipenem resistant P. aeruginosa isolates according to

macrorestriction (genotype), antimicrobial susceptibility profile (antibiotype) and

location of the patient.

Hospital No Genotype Antibiotype Date of isolation location
isolate (Spel) (mo/day/yr) (unit)
ISCM 123 A f 06/09/99 USsC
26 A g 06/12/99 UTI
24 B J 05/29/99 USF
27 Bl ] 06/10/99 UPF
21 B2 j 06/15/99 usc
20 € i 04/06/99 USC
39 &1 i 04/07/99 UPF
23 K a 10/25/98 USF
15 L i 10/25/98 UsC
HSL 100 D e 11/10/98 UTI
101 D a 11/11/98 UTI
106 D h 11/17/98 UTI
119 D b 12/02/98 UTI
120 D c 12/06/98 UTI
118 E a 12/02/98 UTI
103 F d 11/13/98 UCL
HCPA 42 H a 10/24/98 UCL
62 I i 01/11/99 ucCL
69 J f 10/10/98 UTI
76 G c 10/08/98 UTI

Antibiotype of imipenem resistant isolates:

a= susceptible to all other agents;

b= resistant only to ceftazidime;

¢= resistant only to carbenicillin;

d= resistant a carbenicillin and ciprofloxacin;

e= resistant a carbenicillin e ticarcillin;

= resistant a ciprofloxacin and amikacin;

g= resistant to aztreonam, ciprofloxacin, amikacin;
h= resistant a cefiazidime, cefepime and carbenicillin;
i= resistant to aztreonam, ciprofloxacin, ticarcillin, amikacin and carbenicillin;
Jj= resistant to all agents.
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339.5
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FIGURE 1 — Representative PFGE of selected strains.
All lanes are from the same gel.

A = molecular weight marker. Lanes 1 to 7 correspond to isolates of HSL.
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ABSTRACT

Typing techniques are essential to understand hospital epidemiology, allowing to
elucidate the source of infection and routes of bacterial transmission. Although DNA-based
techniques are considered as the gold standard to the epidemiological study of P. aeruginosa,
antibiotic profiles and biochemical results are used as typing methods because they are easy to
perform and to interpret. Antibiotypes (susceptibility profiles) and biotypes (biochemical
profiles) were compared to genotypes established by macrorestriction analysis in 124 clinical
isolates of P. aeruginosa from 3 hospital in Porto Alegre, Brazil. Epidemiological relation
among patients was also estimated. Susceptibility and macrorestriction profiles were discrepant
in the majority of cases, and many antibiotypes were observed among isolates from the same
genotype. Furthermore, susceptibility profiles, were enable to distinguish isolates from unrelated
genotypes. As a great number of isolates displayed the same biochemical results, only a small
number of biotypes were detected, conferring to this method low discriminatory power as a
typing method. Epidemiological data did not provide conclusive data about relation of
P. aeruginosa isolates. In conclusion, this work indicated that the only method capable to
establish clonal relation is molecular typing, and that other methods can lead to misleading

interpretation, inadequate to guide proper infection control measures.
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INTRODUCTION

Despite the advances in hospital care and the introduction of a wide variety of
antimicrobial agents, Pseudomonas aeruginosa continue to be a common cause of nosocomial
infections. The epidemiology of infections caused by this organism must be periodically
reviewed in order to allow appropriate control measures.

Typing techniques are essential to establish clonal relationship between individual
isolates in the hospital settings, allowing to recognize outbreaks and to elucidate the source of
infection (1). Although DNA-based techniques have been successfully applied to the
epidemiological study of P. aeruginosa (2,3,4), these procedure are time consuming, expensive
and require specific equipment (5,6). On the other hand, results of antibiotic susceptibility and
biochemical tests are usually used as typing method because they are performed routinely by
clinical laboratories.

Although susceptibility tests provide profiles that are used in infection control, these kind
of data are unable to confirm clusters of nosocomial cross-infection or distinguish unrelated
infections in the majority of cases (5,7,8,9), specially when analyzing multi resistant strains
(6,10). However, quantitative analysis of antibiogram, comparing disk zone sizes, were
considered useful for nosocomial infection control in a few cases (11).

Results of biochemical tests in combination with production of pigment and hemolysis
allows the determination of distinct biotypes. P. aeruginosa display uniform response to some
biochemical tests which are used for identification purposes. However, the variability of
response to other tests can provide different profiles (biotype), useful to distinguish clinical
isolates. The carbohydrates used for typing include galactose, mannose, mannitol and rhamnose,

with utilization rates from 22 to 81 % (12). P. aeruginosa metabolize carbohydrates by the
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oxidative pathway, and require special culture medium to be detected. Degradation of
carbohydrates is evaluated by the oxidative-fermentative (OF) medium. However, the small
production of acid by oxidation can be neutralized by alkali released from the breakdown of
peptone, misleading the detection of sugar utilization. Therefore, utilization may be better
demonstrated in the ammonium salt medium (ASS), mainly due to the lack of peptone in the
medium (13). Hydrolysis of urea which is positive for 43% of P. aeruginosa strains and
hemolysis on blood agar, present in about half of the clinical isolates are other useful
biochemical test (13). Most strains of P. aeruginosa produce pyocyanin and fluorescein which
gives the characteristic blue-green color of colonies on agar cultures. A few number of
P. aeruginosa can produce colonies with distinct color, due to other pigments, or even non-
pigmented colonies (14).

In the present report, 124 clinical isolates of P. aeruginosa from hospitalized patients,
were evaluated to determine epidemiological relatedness, using two phenotypic methods
(antibiotic susceptibility and biochemical patterns), molecular analysis (macrorestriction analysis
of DNA followed by pulsed-field gel electrophoresis) and epidemiological information (date and

place of isolation).

MATERIALS AND METHODS

Pseudomonas aeruginosa clinical isolates recovered from distinct non-cystic fibrosis
hospitalized patients of 3 hospitals in Porto Alegre, Brazil were analyzed in this study.

Identification of P. aeruginosa was based upon production of pigment, oxidase, glucose,
arginine, nitrate and growth on cetrimide agar (12).

The susceptibility tests were performed by the agar disk diffusion method according to

NCCLS guidelines (15). To represent the different classes of antimicrobial agents commonly
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used for the treatment of P.aeruginosa it was used amikacin, aztreonam, carbenicillin,
ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem and ticarcillin-clavulanic acid (BBL-Becton Dickinson
Microbiology, Cockeysville). Differences between the results from susceptibility to resistant and
from resistant to susceptibility with at least one of the agents characterized a different
antibiotype, represented by a small letter. Differences in the results from susceptible to
intermediate, or the contrary, characterized a subtype, and an arabic number was added to the
antibiotype letter.

Biotyping was performed by observation of hemolysis after growth for 24 h, under
transmitted light. Hemolytic isolates were divided in two groups accordingly to observation of
alpha or beta hemolysis. Production of pigment was determined in Mueller-Hinton medium
incubated for 24 h/35°C, and pigmented colonies were classified according to their color.

Initially, the utilization of glucose was assessed on OF medium (BBL-Becton Dickinson
Microbiology, Cockeysville), using two tubes: one of them overlaid with paraffin oil
Carbohydrate degradation was performed using one tube of OF and one of ASS (ammonium salt
sugar) added of 1% of galactose, mannose, mannitol or thamnose. The tubes were incubated up
to 4 days before the negative results be considered. Urea hydrolysis was performed by the
Christensen’s method (12). Each group of identical results for pigment, hemolysis, urea
hydrolysis and carbohydrate utilization was considered as a biotype and coded with a number.

Epidemiological relation was estimated by geographic and temporal links among patients
of each hospital. Patients were considered related whether they were treated at the same unit and
isolation of P. aeruginosa was made within a five days period. A relation number (R) was given

to each group of related patients.
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Macrorestriction analysis of DNA followed by pulsed field gel electrophoresis was
performed as described previously (16). Briefly, the bacteria was embedded in agarose blocks
and digested with restriction endonuclease Spel (Gibco BRL, USA). Electrophoresis were done
in a CHEF DR II apparatus (Bio-Rad, Richmond, USA), at 14° C, 5,9 V cm™, for 22 hours, with
switch time of 5 to 50 s. Lambda ladder (48.5 Kb, Sigma, USA) was used as molecular weight
marker. The gels were stained with ethidium bromide and the image was acquired on a
transiluminator Chemilmager 4000 (Alpha Inntech Corporation). Comparison of
macrorestriction profiles was performed by visual analysis and criteria of Tenover et al (17) were
used to establish the relationship among the isolates. Each major clone was coded with a capital
letter and a number was added to each subtype.

Macrorestriction analysis was considered the gold standard for comparisons (2,3).

RESULTS

We analyzed 124 clinical isolates obtained from hospitalized patients in 3 different
hospitals, between September of 1998 and may of 1999. Overall, 54% of the isolates were
obtained from the respiratory tract, 28% from urine, 6.5% from blood and 11.5% from a variety
of other sources (catheters, abdominal secretions, skin).

The susceptibility results allowed to establish 26 major antibiotypes, 7 of them including

subtypes, while profiles unique to the isolate were observed in 15 cases. A total of 46 (37.1%)

isolates were susceptible to all tested agents, but only 3 were multiresistant (table 1). Table 1

Production of pigment was observed in 122 of 124 isolates, the majority (86.3%)
displayed the characteristic green color. All isolates were hemolytic and most of them
demonstrated B hemolysis (95.2%). Carbohydrate utilization presents the same results for both

OF and ASS media, although the time needed for positive results were not always the same.
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Most isolates were positive for galactose (99%), and only a small number metabolized rhamnose
(0.8%). The results of these tests provided 11 distinct biotypes. Isolates which used urea,
galactose, mannose and mannitol and displayed green pigment and B hemolysis belonged to the
more frequently biotype (70% of the cases).

Epidemiological analysis provided 14 groups that included a variable number of patients.

Only 3 of these groups (R9, R12, R14) displayed the same antibiotype (table 2), however, the

same biotype was observed in isolates from patients of 8 groups. Table 2

A total of 81 isolates of P. aeruginosa were submitted to molecular typing and it was
possible to observe 71 different DNA profiles (genotypes) among them. Autodegration of DNA

rendered one isolate untypeable even after repeated testing. Five genotypes were detected in

more than one isolate, and the genotype D was observed in 5 isolates (table 3). Table 3

The combination of antibiotype “a” and biotype 1 was the more frequent situation and
occurred among 31 isolates. Genotypic data of related patients indicated that 3 out of 9 isolates
from the major group (R1) belonged to the same genotype (D). However, this profile was also
observed in two other not related isolates. The antibiotype and the biotype of the isolates from
this clone were enable to detect their relation (table 3). Multiresistant isolates from clone B

displayed the same profile in all methods used, and two of them had epidemiological relation.

DISCUSSION

In this study, macrorestriction analysis (molecular typing) demonstrated that the majority
of P. aeruginosa isolates belonged to distinct genotypes, confirming that this method had the
higher discriminatory power compared to the phenotypic methods (antibiotyping and biotyping).

The susceptibility typing classified many isolates as the antibiotype “a”(fully susceptible

to antibiotics), however, all of them displayed distinct DNA macrorestriction profiles. In fact,
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antibiotype “b” (multiresistant to antibiotics) was the only group which included isolates
belonging to the same genotype. This may be due to the difference between the number of
isolates classified in these groups, only 3 isolates among antibiotype “b” and 46 isolates among

€6,

antibiotype “a” and therefore it would be more likely to find a higher variability of genotypes
among the latter antibiotype.

Despite the fact that isolates with unique susceptibility profiles displayed distinct
genotypes, the difference in antibiotype may not guarantee clonal distinction, as many isolates of
the same genotype displayed distinct susceptibility profiles, revealing the inadequacy of this
method for typing purposes, as previously described (1,5,9).

The inadequacy of antibiotype to confirm clonal relation among multiresistant isolates
has been described (6,10), however, we found antibiotyping useful, as all multiresistant isolates
of this study were included in the same genotype. The low prevalence of the multiresistant
P. aeruginosa observed in our study (2,4%) may be the factor responsible for the clonal identity
of isolates. Although other rare susceptibility profiles (1 to 3 isolates) were not satisfactory for
typing purposes, multiresistance, appeared to provide a clue for clonal relation of the isolates.

The low discriminatory power of susceptibility tests is not surprising since the power of a
method is determined by the number of types defined by the method and the relative frequencies
of these types (18). Although we obtained a satisfactory number of groups (26 major groups), the
heterogeneous distribution of the isolates in the groups (37% in the same antibiotype) conferred
poor discriminatory power to this method.

According to Kiska et al. (12), the rates of utilization of galactose, mannose, mannitol and
rhamnose by P. aeruginosa are 81%, 79%, 68% e 22% respectively, indicating that these tests

may be useful to distinguish among clinical isolates. However, in this study, we observed a more
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homogeneous utilization of carbohydrates, and due to this results, the majority of P. aeruginosa
isolates were classified in the same group, conferring the poor discriminatory power of
biotyping.

Phenotypic methods were used to screen isolates which may further be typed by a more
discriminatory test (7,11,19,20), but in this study, we found biotype and antibiotype
unsatisfactory for screening or typing. The combination of both methods was also insufficient to
establish distinction among isolates from different genotypes. In fact, failure to obtain good
quality data using phenotypic methods was already mentioned (1,5,6,9,10,20).

The isolation of the same bacteria from patients in the same unit may aid to detect an
outbreak (21). However, data from our and other studies (22,23) indicated that epidemiological
relation among patients is not adequate to establish cross transmission or outbreaks, as no clonal
relation may be observed among P. aeruginosa from this patients. We also observed that isolates
from the same genotype may be isolated from non-related patients, and this can be explained by
the environmental contribution as source of infection (24).

Although DNA macrorestriction is the gold standard for P. aeruginosa typing, the time
for determination sometimes induce the use of epidemiological and phenotypic data, mainly
susceptibility profiles, to indicate a possible outbreak. The present study has shown that
utilization of these data cannot be accepted as presumption of relatedness or distinction among
P. aeruginosa isolates, confirming that only genotypic typing is able to establish the clonal

relation.
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Table 1: Major antibiotypes observed in P. aeruginosa clinical isolates.

Antibiotype | n % Am/AY/Cr/Cz/C/UT |Biotypes |Genotypes |Epi group
a 46 |37,1 S/S/S/S/S/S/S uniques
b 3 2,4 R/R/R/R/R/R 1 B R12
No relation
c* 20 16,1 R/S/R/S/R/S/R
a* 12 19,7 S/S/1/S/S/S/S
e* 10 |8,1 S/S/R/S/S/S/S
g 7 5,6 S/I/R/S/S/S/R
g 3 24 R/S/R/S/R/S/S
h* 2 1,6 I/S/R/S/R/S/R
j* 2 |16 R//R/S/R/R/R
k 2 1,6 R/I/R/S/R/R/R
m* 2 1,6 S/VR/S/S/R/S

Am = amikacin, At = aztreonam, Cr = carbenicillin, Cz = ceftazidime, C = ciprofloxacin,

I = imipenem, T = ticarcillin/clavulanic acid.

* antibiotypes that comprise subtypes.




Table 2: Characteristics of P. aeruginosa isolates from patients with epidemiological relation.

Epidemiological Number of Number of  Number of
relation isolates antibiotypes*  biotypes*
R1 9 7 5
R2 4 3 2
R3 4 3 1
R4 4 4 4
R5 3 3 2
R6 3 3 1
R7 3 3 1
R8 3 1 1
R9 2 2 1
R10 2 2 1
R11 2 2 1
R12 2 1 1
R13 2 2 1
R14 2 1 1

* Number of distinct profiles observed in the group.
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Table 3: Characteristics of P. aeruginosa with DNA macrorestriction profiles observed in more

than one isolate

Genotype Antibiotype Biotype Epidemiological Relation
A m 1 no relation
A p* 1 no relation
e k 1 no relation
Cl1 r* 1 no relation
D s¥ 6 R1

D dl 9 R1

D fl 1 R1

D t¥ 2 R4

D ml 5 R4

E q* 1 no relation
E cl 1 no relation

* = antibiotypes unique to the isolate.
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Versido em portugués do artigo: Typing of Pseudomonas aeruginosa from

hospitalized patients: critical analysis of susceptibility and biochemical profiles

compared to genotype.

Tipagem de Pseudomonas aeruginosa de pacientes hospitalizados: analise

critica dos perfis bioquimicos e de susceptibilidade comparados ao genétipo.

RESUMO

A tipagem bacteriana é fundamental para o conhecimento da epidemiologia hospitalar,
permitindo avaliar a origem de isolados clinicos e 0 modo de transmissao de infec¢des. Ainda
que tipagem molecular seja o padrdo ouro para o estudo de Pseudomona aeruginosa, o perfil de
susceptibilidade a antibiéticos e o padrio bioquimico sdo procedimentos utilizados como
métodos de tipagem, principalmente devido a rapidez de resultados e facilidade de realizagéo.
Antibiotipos (perfil de susceptibilidade) e biétipos (perfil bioquimico) foram comparados com o
genotipo estabelecido por macrorestrigao do DNA em 124 isolados clinicos de P. aeruginosa de
3 hospitais de Porto Alegre, Brasil.. Dados epidemiol6gicos dos pacientes foram utilizados para
estabelecer grupos relacionados. Na maioria dos casos, os perfis de susceptibilidade e de
macrorestrigdo foram discrepantes, tendo sido observados varios antibiotipos em um mesmo
genotipo. Além disso, tipagem por perfil de susceptibilidade, em muitos casos, nio foi capaz de
distinguir isolados com diferentes gendtipos. Uma vez que a maioria dos isolados respondeu de
modo semelhante aos testes bioquimicos, a variedade de biotipos obtida fo1 pequena, o que
conferiu a este método baixo poder discriminatéorio como método de tipagem. Dados
epidemioldgicos dos pacientes também ndo foram capazes de indicar de modo conclusivo se os
isolados de P. aeruginosa tinham ou ndo a mesma origem. Os resultados deste estudo mostraram
que tipagem molecular é o Gnico método capaz de estabelecer relagdo clonal, e que dados
fornecidos por outros métodos podem levar a interpreta¢des equivocadas, improprias para guiar

medidas de controle de infecgio.
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INTRODUCAO

Apesar dos avangos dos procedimentos hospitalares e da introdugdo de novos agentes
antimicrobianos, Psendomonas aeruginosa continua sendo uma causa freqiiente de infecgdes
hospitalares. A epidemiologia destas infecgdes deve ser constantemente monitorada para permitir
implantagdo de medidas de controle adequadas.

Tipagem bacteriana é fundamental para estabelecer relagdo clonal entre isolados de
pacientes hospitalares e permitir a identifica¢do de surtos e determinagdo da fonte da infecg¢do
(1). Técnicas moleculares tem sido aplicadas com sucesso no estudo da epidemiologia de
P. aeruginosa (2,3,4), mas estas técnicas tem custo elevado, requerem tempo e equipamento
especializado (5,6). Por outro lado, os resultados de testes bioquimicos e de susceptibilidade
estdo disponiveis rapidamente porque sao realizados em laboratorio de rotina.

Resultados do antibiograma fornecem perfis de susceptibilidade que sio utilizados para
controle de infecg¢do. Estes dados poder ter utilidade em alguns casos, mas, na maioria das vezes,
sdo incapazes de confirmar clones de infecg¢do cruzada ou distinguir infec¢des ndo relacionadas
(5,7,8,9), principalmente quando se trata de cepas multiresistentes (6,10). Analise quantitativa do
antibiograma, comparando os tamanhos das zonas de inibigdo pode ser Gtil em alguns casos (11).

P. aeruginosa tem resposta uniforme para alguns testes bioquimicos que sdo utilizados
para sua identificagdo. No entanto, a variabilidade de respostas a outros permite estabelecer
diferentes perfis (biotipo) e auxiliar na distingdo de isolados clinicos. Alguns dos carboidratos
que podem ser uteis com propésito de tipagem incluem a galactose, manose, manitol e ramnose,
cujas taxas de utilizagio por P. aeruginosa variam entre 22 e 81 % (12). Como a bactéria s6 é
capaz de utilizar carboidratos pela via oxidativa, sio utilizados meios de cultura especiais. O

meio mais utilizado é o meio de oxidagido-fermentagio (OF), contudo, a pequena produgio de
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acido pela oxidagdo do carboidrato pode ser neutralizada pelos alcalis gerados pela quebra da
peptona, confundindo os resultados. Assim, foi postulado que testes de utilizagio de carboidratos
fornecem melhores resultados em meio de ASS (ammonium salt sugar), principalmente devido a
inexisténcia de peptona no meio (13).

A maioria das cepas de P. aeruginosa isolada de materiais clinicos elabora os pigmentos
piocianina e fluoresceina que conferem coloragdo verde caracteristica as colonias. No entanto,
algumas amostras podem produzir colénias com coloragdo distinta, devido a outros pigmentos,
ou mesmo colonias ndo pigmentadas (14).

Outras provas uteis para distinguir isolados clinicos sdo a degradagdo da uréia que ocorre
em 43% das cepas, bem como a hemolise que é evidenciada em meio de agar sangue em cerca de
metade dos isolados clinicos (12).

Resultados de testes de utilizagdo de carboidratos e uréia, juntamente com produgao de
pigmento e hemolise permite a determinagio de biétipos.

No presente estudo, 124 isolados clinicos P.aeruginosa, obtidos de pacientes
hospitalizados, foram analisados para determinar sua relagdo epidemiologica através de dois
métodos fenotipicos (antibiotipo e bidtipo) e de método molecular (macrorestrigio do DNA).

Dados epidemiologicos dos pacientes (data e local de intermagao) também foram avaliados.

MATERIAL E METODOS
Foram analisados isolados clinicos de P. aeruginosa obtidos de pacientes em 3 hospitais
de Porto Alegre, Brasil. Nio foram incluidas bactérias isoladas de pacientes com fibrose cistica.
P. aeruginosa foi caracterizada através da produgdo de pigmento e pelos testes de

oxidase, oxidagio da glicose, hidrolise da arginina, redugdo do nitrato e crescimento em
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cetrimida (12). Todos os testes foram realizados a partir de crescimento da bactéria isolada em
MacConkey (BBL-Becton Dickinson Microbiology, Cockeysville) incubado por 24 h/37°C.

Os testes de susceptibilidade foram realizados pelo método de disco difusdo em agar (15).
Foram testados representantes de diferentes classes de agentes antimicrobianos comumente
usados para tratamento de infecgdes por P. aeruginosa: amicacina, aztreonam, carbenicilina,
ceftazidime, ciprofloxacin, imipenem e a associa¢do ticarcilina/clavulanato (BBL-Becton
Dickinson Microbiology, Cockeysville). Isolados com resposta iguais a todos os agentes foram
considerados pertencentes a0 mesmo antibiotipo. Diferenga em pelo menos um resultado de
sensivel para resistente, ou ao contrario, caracterizou um tipo diferente, enquanto alteragdo de
sensivel para intermediario, ou vice-versa, determinou subtipos. Os antibiotipos foram
designados por letras minusculas e os subtipos receberam nimeros adicionais.

Para biotipagem as amostras foram semeadas em agar sangue para observagdo da
hemolise sob luz transmitida, apds incubagdo por 24 h/37°C, e as amostras hemoliticas foram
divididas em dois grupos, conforme apresentassem com hemolise parcial ou total. A observagio
de pigmento foi feita em placa de agar Mueller-Hinton ap6s incubagdo por 24 h/37°C, e as
amostras pigmentadas foram classificadas conforme a coloragdo observada.

Inicialmente foi verificada a utilizagdo da glicose em meio de oxidagido/fermentagao (OF,
BBL-Becton Dickinson Microbiology, Cockeysville) utilizando dois tubos, sendo um coberto
com 6leo mineral. A seguir foram semeados um tubo de OF e um de ASS (ammonium salt sugar)
contendo galactose, manose, manitol ou ramnose em concentragio de 1%. Os tubos foram
incubados por até 4 dias para resultado negativo. Teste paralelo em meio de ASS foi realizado

devido a possibilidade deste meio ser mais sensivel para detectar utilizagdo de carboidratos por
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oxidagdo, evitando falso-negativos. A hidrélise da uréia foi determinada em meio de Christensen
(12).

Cada grupo de respostas idénticas de pigmento, hemoélise, hidrélise da uréia e utilizagdo
de carboidratos foi considerado como um biétipo, identificado por um niimero.

Relagdo epidemiologica foi determinada através de ligagdes geograficas e temporais entre
os pacientes de cada hospital. Foram considerados relacionados pacientes internados na mesma
unidade, que tiveram isolamento de P. aeruginosa a partir de qualquer material clinico, obtida
em periodo de até 5 dias. Cada grupo de pacientes relacionados recebeu um nimero de relagio
(R).

A macrorestricio de DNA seguida de eletroforese pulsada foi realizada como descrito
previamente (16). Resumidamente, a bactéria, em blocos de agarose, foi digerida com Spel
(Gibco BRL, USA). Eletroforese pulsada no sistema CHEF DR II (Bio-Rad, Ricmond, USA), foi
realizada a 14° C, por 22 horas, a 59 Vem™, com pulso inicial e final de 5 a 50 seg
respectivamente. Marcador de peso molecular 48,5 Kb (Sigma, USA) foi utilizado em todos os
géis, que foram corados com brometo de etidio. A imagem foi capturada através de
transiluminador Chemilmager 4000 (Alpha Inntech Corporation). Os perfis de macrorestri¢ao
foram comparados visualmente e a relagdo entre os isolados foi determinada utilizando os
critérios de Tenover et al (17). Cada clone (perfis idénticos) foi identificado por uma letra
maiuscula e os subtipos por nimeros adicionais.

Uma vez que a macrorestrigdio do DNA tem sido considerada como o melhor método para
tipagem de P. aeruginosa (2,3), o perfil de restri¢gdo foi considerado como o padrdo ouro para

avaliacdo dos demais métodos.
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RESULTADOS

Foram analisados 124 isolados clinicos de P. aeruginosa, obtidos de diferentes pacientes
em 3 hospitais, durante o periodo de setembro de 1998 a maio de 1999. A maioria das amostras
foi obtida a partir de material do trato respiratério (54%), seguido do trato urinario (28%),
sangue (6,5%) e outros materiais (cateter, secre¢des abdominais, ferida operatéria).

As amostras de P. aeruginosa foram classificadas em 26 antibiotipos principais, 7 deles
divididos em subtipos. Foram observados perfis inicos em 15 casos. Susceptibilidade a todos os
agentes testados foi observada em 46 (37,1%) amostras, enquanto multiresisténcia ocorreu em
apenas 3 (tabela 1).

Foi observado pigmento em 122 das 124 amostras estudadas, a maioria (86,3%) de
coloragdo verde caracteristica. Todas as amostras revelaram ag¢do hemolitica, principalmente com
hemolise total (95,2%). Os teste de utilizagdo de carboidratos forneceram os mesmos resultados
em meio OF e ASS, embora em alguns casos, a positividade tenha sido observada em menor
tempo de incubagio em um dos meios utizados. O carboidrato mais utilizado foi a galactose
(99%) e apenas uma minoria utilizou ramnose (0,8%). A biotipagem forneceu 11 perfis
diferentes, sendo o bi6tipo mais freqiiente observado em 84 (70%) dos casos, que apresentaram
hemolise beta, produgdo de pigmento verde, utilizagdo da uréia, galactose, manitol e manose e
ndo utilizagdo da ramnose.

Analise da relagdo epidemiologica forneceu 14 grupos constituidos por niamero variado
de pacientes. Somente em 3 grupos de pacientes relacionados (R9, R12 e R14) as amostras
apresentaram antibiotipo idéntico (tabela 2), enquanto o mesmo bidtipo foi observado em todos

os isolados de pacientes pertencentes 8 grupos.
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Um total de 81 isolados de P. aeruginosa foram submetidos a tipagem molecular, sendo
que um deles ndo fomeceu resultado adequado devido a persistente degradagio do DNA. Os
demais revelaram 71 perfis de macrorestrigio do DNA (genétipos) diferentes. Cinco perfis
ocorreram em mais de uma amostra, sendo o perfil D observado em 5 isolados (tabela 3).

O aumento do poder discriminatorio pela combinag¢do de mais de um método de tipagem
foi avaliado. A combinagdo entre o antibiotipo “a” e o bidtipo 1 ocorreu em 31 casos, sendo a
mais freqiiente. Analise do genétipo nos grupos de pacientes relacionados mostrou que no maior
grupo de pacientes (R1), 3 dos 9 isolados eram do mesmo genoétipo (D). No entanto, este mesmo
perfil também fo1 observado em 2 amostras isoladas de pacientes sem relagdo epidemiologica
com o primeiro grupo. Antibiotipo e bidtipo de P. aeruginosa pertencentes a este clone foram
diferentes, ndo sendo capazes de demonstrar o vinculo revelado pela macrorestrigio do DNA
(tabela 3). Apenas trés isolados (gendtipo B) apresentaram o mesmo perfil em todos os métodos
de tipagem utilizados neste estudo, sendo todos multiresistentes e dois deles

epidemiologicamente relacionados.

DISCUSSAO

Neste estudo, a macrorestrigio do DNA (tipagem molecular) forneceu o maior nimero de
tipos de P.aeruginosa, o que confirma o alto poder discriminatério deste método,
principalmente quando comparado com os demais métodos analisados.

A tipagem pelos perfis de susceptibilidade agrupou grande numero de isolados no

L1 b

antibiotipo “a”, embora estes nido tivessem relagdo clonal, ja que todos apresentaram perfis de
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macrorestrigio do DNA distintos. Ndo foi possivel estabelecer distingio entre estas amostras
mesmo quando associado ao biotipo, ou aos dados de relagio epidemiolégica dos pacientes.

Somente nas amostras do antibiotipo “b” foi observado o mesmo genétipo, os isolados de
P. aeruginosa de outros antibiotipos ndo apresentaram relagio clonal, ainda que pertencentes ao
mesmo bidtipo e obtidas de pacientes relacionados. Embora todas as amostras com perfis de
sensibilidade tnicos tenham confirmado pertencer a genétipos distintos, indicando a adequagio
da tipagem pelo antibiotipo, a observagdo do mesmo perfil de restrigio em antibiotipos distintos
demonstra o contrario.

Conforme o Manual of Clinical Microbiology (12), o percentual de isolados de P.
aeruginosa que utilizam a galactose, manose, manitol e ramnose é de 81%, 79%, 68% e 22%
respectivamente. Assim, a utilizagdo destes carboidratos poderia ser util para distinguir isolados
clinicos de P. aeruginosa. No entanto, neste estudo, obtivemos resultados bastante homogéneos,
com taxas mais elevadas de utilizagdo dos primeiros carboidratos e muito inferior para ramnose,
o que determinou a inclusdo da maioria das amostras em um mesmo grupo e conferiu a estes
testes baixo valor discriminatério como método de tipagem.

Meétodos fenotipicos tem sido utilizados para selegio inicial de bactérias que precisam ser
tipadas por técnicas com maior poder discriminatorio (7,11,18,19). Neste estudo, a utilizagdo de
biotipos nao foi util, j4 que, na maioria dos casos, P. aeruginosa apresentou as mesmas
caracteristicas. Os resultados também revelaram discrepancia entre perfis de sensibilidade e de
macrorestrigdo do DNA, pois foram observados varios gendtipos no mesmo antibiotipo e
isolados pertencentes ao mesmo clone apresentaram antibiotipos diferentes. Mesmo nos grupos

que incluiam poucas amostras a macrorestrigio do DNA demonstrou nio existir relagido clonal.
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Falha em obter dados capazes de tipar microrganismos através de métodos fenotipicos também
foram apontadas em varios outros estudos (1,5,6,9,10,19).

Isolamento de uma mesma bactéria em materiais clinicos de pacientes hospitalizados na
mesma unidade constitui um dos pontos de partida para identificagdo de possiveis surtos (20). Os
dados deste estudo indicaram que isolados de P.aeruginosa obtidos de pacientes
epidemiologicamente relacionados na maioria das vezes ndo pertencem ao mesmo genotipo, e
confirmam dados relatados em outros trabalhos (21,22). Assim, fica claro que relagido
epidemioldgica entre pacientes ndo € suficiente para estabelecer transmissdo cruzada ou
caracterizagdo de surtos, mesmo que as caracteristicas fenotipicas sejam iguais. Também foi
verificado que o mesmo genotipo pode ocorrer em pacientes sem relagdo aparente, o que pode
estar ligado ao fato do ambiente ser importante fonte de infecgio (23).

Embora macrorestrigdio do DNA seja o método padrdo para tipagem de P. aeruginosa, o
tempo requerido para sua realizagdo muitas vezes leva a utilizagdo de dados epidemiolégicos e
fenotipicos, notadamente perfil de sensibilidade, para analise inicial na determinagio de surtos e
medidas de controle. Os resultados do presente estudo indicam que a utilizagdo de tais dados
podem induzir interpretagdes equivocadas, e ndo devem ser aceitos como sinal de relagdo ou
falta de rela¢do entre isolados clinicos de P.aeruginosa, ja que somente a tipagem genotipica €

capaz de estabelecer claramente relagado clonal.



Tabela 1: Principais antibiotipos observados em P. aeruginosa.
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Antibiotipo n % AMI CAR CAZ CIp IMI TIC
a 46 37,1 S S S S S S
b 3 24 R R R R R R
c* 20 16,1 R R S R S R
d* 12 9.7 S I S S S S
¢* 10 8,1 S R S S S S
> 7 5,6 S R S S S R
g 3 2,4 R R S R S S
h* 2 1,6 I R S R S R
i* 2 1,6 R R S S S R
k 2 1,6 R R S R R R
m* 2 1,6 S R S S R S

2

AMI = amicacina, ATM = aztreonam, CAR = carbenicilina, CAZ = ceftazidime,

CIP = ciprofloxacim, IMI = imipenem, TIC = ticarcilina/acido clavulanico.

* antibiotipos que apresentaram subtipos.



Tabela 2: Caracteristicas dos 1solados de P. aeruginosa obtidos de

pacientes que apresentaram relagdo epidemiologica.

Relagdo Total de Numero de
epidemiologica amostras antibiotipos

Numero de
bibtipos

R1
R2
R3
R4
RS
R6
R7
R8
R9
R10
R11
R12
R13
R14

N RN N W W W W s A B D

2

7

_— N = N N = W W W R W W

5

.—n—l.—-.—ln—n.—.-—nn—-—[\)_p.-—-w

* Numero perfis diferentes no grupo.
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Tabela 3: Caracteristicas das amostras de P. aeruginosa que apresentaram perfis de

macrorestrigio do DNA observados em mais de um caso.

Genotipo Antibiotipo  Bidtipo Relagdo epidemiologica
A m 1 sem relagdo
A u 1 sem relagdo
AL u 1 sem relagdo
AL cl 1 sem relagio
B b 1 R12

Bl b 1 sem relagdo
Bl b 1 R12

C k 1 sem relagdo
Cl u 1 sem relagdo
D u 6 R1

D d1 9 R1

D f1 1 R1

D u 7 R4

D ml 5 R4

u = antibiotipo Gnico
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ABSTRACT

Susceptibility of Pseudomonas aeruginosa by disk-diffusion method was
performed in 160 isolates obtained from two hospitals in Porto Alegre, Brazil, in two
distinct periods: 1998 and 2002. The increase of resistance observed between the two
periods was statistically significant only for ceftazidime (p=0.0269) and for cefepime
(p=0.0340). In parallel, the production of metalo-beta-lactamase (M-pla) by disk
approximation test, was evaluated among 35 P. aeruginosa resistant to ceftazidime
and/or imipenem and 14 displayed positive results. The majority of the M-Bla producers
were obtained from the hospital with higher rates of resistance to all antibiotics.
Resistance to ceftazidime or imipenem displayed sensitivity of 64.3% and 92.9%,
respectively, as a screening test for M-Bla. This indicated that in our population isolates
resistant to any of these agents must be tested for M-Bla. A macrorestriction analysis of
P. aeruginosa from 1998 indicated that there was a heterogeneity of genotypes among
M-Bla producers and non-producers, although in one hospital the same genotype

included both M-Bla producers and non-producers.



114

INTRODUCTION

Over the past several decades, the frequency of antimicrobial resistance and its
association with infectious disease have increased at alarming rates. Resistance
patterns may vary significantly from country to country and also in different hospitals
within a country, making surveillance essential to guide therapy and infection control
measures (7). Isolates evaluated by the SENTRY antimicrobial surveillance program
indicated that the prevalence and the resistance rates among Pseudomonas
aeruginosa isolates from Latin America and Brazil were higher than other countries
(4,19).

P. aeruginosa infections are often difficult to eradicate, in part due to high-level
resistance to many antibiotics as a result of both intrinsic and acquired mechanisms,
including the production of beta-lactamases of distinct classes (6,12). Metallo-beta-
lactamases (M-Bla) are IMP and VIM-related enzymes, which provide bacteria with an
efficient and effective way of mediating resistance to beta-lactams, noted for their
ability to hydrolyze carbapenems (2,16). These enzymes display a proven capability to
disseminate through bacterial populations and the rapid detection of M-Bla-producing
bacilli is necessary to aid infection control and to prevent their dissemination, since the
increase in prevalence could compromise the efficacy of carbapenems to treat
infections (16,17). In fact, P. aeruginosa isolates that produce M-Bla are increasingly
being reported worldwide (9,15,22). In parallel, multiresistant P. aeruginosa has been
described in isolates from Brazil since the last decade, but only recently the production

of M-Bla was detected (18).

In order to evaluate the magnitude and evolution of antimicrobial resistance in
P. aeruginosa in Porto Alegre, Brazil, we performed a study using hospital isolates
obtained in two periods. This study also focus on the detection of M-Bla production

among P. aeruginosa.
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MATERIALS AND METHODS

P. aeruginosa isolates recovered from patients admitted to university hospitals
(HCPA and SCM) in two periods (1998 and 2002), were identified by conventional tests
of glucose oxidation, oxidase, arginine dihydrolase and pigment production (8).

Susceptibility to amikacin, aztreonam, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacin,
gentamicin, imipenem and ticarcillin/clavulanate (BBL-Becton Dickinson Microbiology,
Cockeysville, Md) was determined by the disk diffusion method according to NCCLS
guidelines (14). Isolates resistant to imipenem by the disk diffusion were confirmed by
the E-test (AB Biodisk, Solna, Sweden). The resistance rates considered in this study
included both intermediate and fully resistant isolates.

Ceftazidime (CAZ) and/or imipenem (IMI) resistant isolates were evaluated for
M-Bla production by a disk approximation test as described by Arakawa et al. (1).
Briefly, a 108 UFC/mI suspension of each isolate was spread onto a Mueller-Hinton
(Oxoid, Hampshire, England) agar plate and two disks of CAZ (30pg - Oxoid,
Hampshire, England) were placed with a distance of about 5 cm. A filter disk was
placed near one of the CAZ disks (border to border distance, 2 cm), and 3 pL of a 1.2-
g/ml solution of 2-mercaptopropionic acid (2-ME — Across Organics, New Jersey, USA)
was added. The cultures were incubated for 16-18 h at 35°C. The observation of an
increase in the inhibition zone or the appearance of an inhibition zone around the CAZ
disk near the disk with 2-ME was interpreted as a positive result for M-Bla production.

Macrorestricton analysis followed by PFGE in isolates from 1998, was
performed as described previously (3).

Comparison of resistant rates from the two periods was performed using the
Fischer's exact test. A p value <0.005 was considered significant.

RESULTS

The study was performed with clinical isolates of P. aeruginosa divided in two

periods: 1998 and 2002. In each period was obtained 40 isolates from HCPA and 40
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from SCM. In addition, 40 isolates obtained in 1998 from a third hospital (HSL) were

included for M-Bla tests.

The respiratory tract constituted the source of isolates in the majority of cases,
followed the by urinary tract. There was no significant difference of source between first
and second periods (HCPA, p=0.50021 and SCM p=0.3711). Patients were
hospitalized mainly in open units (40-50%) and UTI (15-20%).

Resistant rates among isolates from 1998 range from 7.5% for the
cephalosporins to 32.5% for ticarcillin in HCPA, while the isolates from SCM were more
resistant to gentamicin (47.5%) and more susceptible to imipenem and ceftazidime
(10%). In 2002, resistance to gentamicin was higher in both hospitals, and imipenem
was the more effective agent “in vitro”, despite the difference of resistance observed
between both hospitals (HCPA -2.5% and SCM -27.5%). The overall resistance rates
were lower at HCPA (table 1).

Isolates from HCPA displayed an enhance of resistance to aztreonam,
cefepime, ciprofloxacim, gentamicin and ticarcillin from the first to the second period,
but none of these were considered statistically significant. Exclusion of intermediate
response from the resistant group, made no difference for all tested agents, except to
aztreonam to which the increased in resistance from 1998 to 2002 become statistically
significant (p=0.0015).

P. aeruginosa isolates from SCM during 2002 displayed major resistance to all
agents when compared with 1998 isolates, although difference statistically significant
were observed only to ceftazidime (p=0.0269) and cefepime (p=0.0340), even when
intermediate results were considered in separate.

M-Bla production tests were performed in 35 isolates resistant to ceftazidime
(CAZ) and/or imipenem (IMI), and positive results were observed in 14 (40%) of them
(table 2). ????None of the 5 isolates from HCPA and only 3 out of 8 isolates from HSL

were positive for M-Bla production. In contrast, 50% (11/22) of the isolates from SCM
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proved to produce the enzyme. The proportion of M-Bla production found in isolates
from 1998 (62.5%) was higher than the proportion in 2002 (42.9%).

Resistance to IMI among the 14 isolates of P. aeruginosa that produce M-Bla
was detected in all but one isolate (MIC=2ug/ml), although 5 of them were susceptible
to CAZ by disk diffusion tests. The use of resistance to IMI or to CAZ separately, as a
screening test for M-Bla detection, displayed sensivity of 92.9% and 64.3%
respectively. On the other hand, 5 M-Bla non-producers were resistant to both IMI and
CAZ, while 16 isolates displayed resistance to only one of these agents (table 2).

Isolates tested for of M-Bla were included among the most resistant
P. aeruginosa of this study, and those with positive results were even more resistant
than the non M-Bla producers. Resistance to all tested agents was observed in 6 of 14
M-Bla positive isolates while only 2 isolates displayed this profile among P. aeruginosa
non M-Bla producers, both recovered in the second period of the study. Resistance to
aztreonam was observed in 7 M-Bla positive isolates (3 fully and 4 intermediate) and in
15 non-producers (8 fully and 7 intermediate).

Molecular typing of all isolates from 1998 indicated that the nine isolates from
SCM that produce M-Bla were distributed into 3 distinct genotypes, while non-
producers displayed molecular profiles unique to each isolate. In contrast, some M-Bla

producers from HSL shared the same genotype with non-producers (3).

DISCUSSION

The resistance rates of P. aeruginosa obtained from inpatients tend to be quite
variable around the world and even among different hospitals from the same region (7).
In fact, in this study we found that P. aeruginosa from patients at distinct hospitals in

our city displayed a considerable difference of the resistant rates for antimicrobials.
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Overall rates of resistance observed in this study were comparable to data from
other brazilian hospitals. We found resistance to cefepime, ciprofloxacin and imipenem
in SCM similar to the higher rates described, while resistant of HCPA isolates to
imipenem and cefepime were lower (11,13,18,20).

There was an enhance of resistance to imipenem in SCM between 1998 and
2002 although it was not statistically significant. However, any increase of resistance to
this agent is worrying, as it represents one of the major problem for treatment of
P. aeruginosa in other brazilian hospitals (18,19).

Production of M-Bla among P. aeruginosa isolates of this study, in a particular
hospital, was considerably higher than other publications (18,22).

P. aeruginosa M-Bla producers usually display high level of resistance to
ceftazidime (MIC>64pg/ml). However, in this study, the selection of isolates for M-Bla
detection only taking account the resistance to CAZ would have underestimate its
frequency, as the use of this criteria had lower sensivity than the use of resistance to
IMI (92.9% and 64.3%).

Another characteristic of M-Bla is the fact that the enzyme does not confer
resistance to aztreonam (ATM). However, only 5 of the 14 isolates that produce M-Bla
were susceptible to ATM, indicating that the P. aeruginosa tested in our study also
expressed other mechanisms of resistance, such as efflux and production of other
enzymes beyond M-fla production (10).

Multiresistant P. aeruginosa are frequently associated to outbreaks caused by a
single or few predominant genotypes in one institution (5,21), but detection of isolates
of the same genotype in distinct hospitals was recently described in Brazil (18). In our
study, the majority of P. aeruginosa M-Bla producer were recovered from the hospital
that displayed the major rates of resistance, and there was no clonal relation among

the multiresistant or M-pla producer isolates.
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The high level of resistance and M-Bla production among P. aeruginosa isolated

from hospitals in Porto Alegre indicates that additional studies to evaluate production of

beta-lactamases and increase of resistance are warranted.

Table 1: Distribution of antimicrobial resistance among P. aeruginosa isolates in

1998 and 2002 (40 isolates of each period)

Antimicrobial No (%) of resistant isolates
agent HCPA SCM

1998 2002 1998 2002
Amikacin 12 (30.0) 10 (25.0) 18 (45.0) 19 (47.,5)
Aztreonam 11 (27.5) 14 (35.0) 14 (35.0) 19 (47.5)
Cefepime 3(7.5) 7 (17.5) 9 (22.5) 19 (47.5)*
Ceftazidime 3(7..8) 2 (5.0) 4 (10.0) 13 (32.5)*
Ciprofloxacin 9 (22.5) 13 (32.5) 17 (42.5) 20 (50.0)
Gentamicin 11 (271.5) 17 (42.5) 19 (47.5) 20 (50.0)
Imipenem 4 (10.0) 1(2.8) 4 (10.0) 11 (27.5)
Ticarcillin/clavulanate 13 (32.5) 15 (37.5) 16 (40.0) NT

* a significant difference (p<0.05) in resistant rates between the two period.

NT = not tested.
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Table 2: Metallo-B-lactamase (M-Bla) production and susceptibility profiles among

P. aeruginosa isolates resistant to ceftazidime and/or imipenem.

N M-Bla Hospital Period CAZ M ATM  CEF CIP  AMI GE
101 P HSL 1 S R S S S S S
103 P HSL 1 S R S S R S R
106 P HSL 1 S R S S S S S
15 P SCM 1 S R I S R R R
20 P SCM 1 S R | I R R R
21 P SCM 1 R R R R R R R
24 P SCM 1 R R R R R R R
39 P SCM 1 R R S R R R R
606 P SCM 2 R R R R R R R
609 P SCM 2 R R | R R R R
613 P SCM 2 R R S R R R R
618 P SCM 2 R R R R R R R
636 P SCM 2 R R | R R R R
623 P SCM 2 R S R R R R R
64 N HCPA 1 R S I S S S S
62 N HCPA 1 S R | S R R R
76 N  HCPA 1 S R I S S S S
504 N  HCPA 2 S R R | R R R
532 N  HCPA 2 R S R S R R R
118 N HSL 1 S R S S S S S
120 N HSL 1 S R S S S S S
100 N HSL 1 1 R | S S S S
111 N HSL 1 R S | S R R R
119 N HSL 1 R R S S S S S
2 N SCM 1 R S S S S S S
10 N SCM 1 R S [ [ R R R
26 N SCM 1 S R S S R R R
602 N SCM 2 R R R R R R R
624 N SCM 2 R R R R S S S
637 N SCM 2 R R R R R R R
619 N SCM 2 R S R R R R R
629 N SCM 2 R S R R R R R
628 N SCM 2 R S S R R R R
621 N SCM 2 S R R R R R R
633 N SCM 2 S R | R R R R

CAZ = ceftazidime, IMI= imipenem, ATM= aztreonam, CEF= cefepime, CIP= ciprofloxacin,
AMI= amikacin, GE= gentamicin.
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Versdo em portugués do artigo: Pseudomonas aeruginosa: evolution

of resistance and screening for metallo-beta-lactamase.

Pseudomonas aeruginosa: evolugdo da resisténcia e pesquisa

de metalo-beta-lactamase.

RESUMO

Foram realizados testes de susceptibilidade por disco difusdo em 160 isolados de
Pseudomonas aeruginosa obtida de dois hospitais em Porto Alegre, Brasil, em dois
periodos: 1998 e 2002. O aumento de resisténcia observado entre isolados dos dois
periodos foi estatisticamente significativo apenas para ceftazidime (p=0.0269) e
cefepime (p=0.0340). Produgdo de M-Bla por aproximagdo de discos foi avaliada em 35
P. aeruginosa resistentes a ceftazidime e¢/ou imipenem e foi positiva em 14 casos, a
maioria em amostras do hospital com maiores taxas de resisténcia para todos os
antibidticos. Selegdo de amostras por resisténcia a ceftazidime ou imipenem revelou
sensibilidade de 64,3% e 92,9%, respectivamente. Isto indicou que em nossa populagdo
isolados resistentes a qualquer um destes agentes devem ser testados para M-Bla.
Macrorestri¢dao do DNA em P. aeruginosa obtidas em 1998 indicaram heterogeneidade
de gendtipos entre produtores e ndo produtores de M-Bla, ainda que em um hospital o

mesmo gendtipo tenha incluido tanto amostras produtoras como nio produtoras de M-

Bla,
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INTRODUCAO

Durante as tltimas décadas houve um aumento alarmante da resisténcia
bacteriana. J4 que existe varia¢do dos padrdes de resisténcia de pais para pais, € mesmo
entre diferentes hospitais em uma cidade, programas de vigilincia sdo essenciais para
guiar a terapia e medidas de controle de infecgdo (7). As taxas de resisténcia de
Pseudomonas aeruginosa na América Latina e no Brasil sdo mais altas que em outros
locais (4,19).

A dificuldade de tratamento das infecgSes por P. aeruginosa sio em parte
decorréncia do alto nivel de resisténcia a muitos antibioticos, como resultado da
resisténcia intrinseca e da facilidade de aquisi¢do de mecanismos de resisténcia,
incluindo a produgido de beta-lactamases de diversas classes (6,12). Metalo-beta-
lactamases (M-Bla) sdo enzimas relacionadas a beta-lactamases das classes IMP e VIM
que fornecem a bactéria um modo de resisténcia a agentes beta-lactdmicos,
especialmente importantes por sua capacidade de hidrolisar carbapenens (2,16). Devido
a capacidade de difusdo destas enzimas, a detecgdo de bactérias produtoras de M-Pla é
fundamental para o controle e prevengdo de sua disseminagdo, pois o aumento da
prevaléncia pode comprometer a eficacia do tratamento com carbapenens (16,17). Os
relatos de P. aeruginosa produtora de M-Pla tem sido cada vez mais freqiientes em todo
o mundo (9,15,22). P. aeruginosa multiresistente tem sido encontrada desde a Gltima
década no Brasil, mas apenas recentemente foi detectada produgdo de M-Bla (18).

Para avaliar a magnitude e a evolugdo da resisténcia de P. aeruginosa a
antimicrobianos em Porto Alegre, Brasil, este estudo analisou isolados hospitalares

obtidos em dois periodos. A produgdo de M-Bla também foi avaliada.
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MATERIAIS E METODOS

Amostras clinicas de P. aeruginosa obtidas de pacientes internados em hospitais
universitarios (HCPA e SCM) em dois periodos (1998 e 2002), foram identificadas
pelos testes de oxidagdo da glicose, hidrélise da arginina e produg¢do de pigmento (8).

Susceptibilidade a amicacina, aztreonam, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacim,
gentamicina, imipenem e ticarcilina/clavulanato (BBL-Becton Dickinson Microbiology,
Cockeysville, Md) foi determinada pelo método de disco difusdo, conforme
recomendado pelo NCCLS (14). Resisténcia ao imipenem no teste de difusdo foi
confirmada pelo E-teste (AB Biodisk, Solna, Sweden). As taxas de resisténcia incluiram
tanto isolados com resisténcia plena como aqueles com resisténcia intermediaria.

As amostras resistentes a ceftazidime (CAZ) e/ou imipenem (IMI) foram
testadas para verificar producdo de M-la, através do método de aproximagdo de disco
descrito por Arakawa e colaboradores (1). Uma suspensio com 10° UFC/mL foi
semeada em superficie de placa de Mueller-Hinton (Oxoid, Hampshire, England). Dois
discos de CAZ (30pg - Oxoid, Hampshire, England) foram colocados a 5 c¢cm de
distancia. Um disco de papel foi posicionado a 2cm de um dos discos de CAZ e foram
adicionados 3 pl. de uma solugdo 1,2-g/mL de acido 2-mercapto etanol (2-MPA —
Across Organics, New Jersey, USA). As placas foram incubadas por 16-18 h a 35°C. A
observagdo de aumento ou o aparecimento de zona de inibigdo entre o disco de CAZ e o
disco com 2-MPA foi interpretada como resultado positivo para produgdo de M-la.

Os isolados obtidos em 1998 foram tipados por macrorestrigio do DNA seguida
por PFGE, conforme descrito anteriormente (3).

Para comparagdo das taxas de resisténcia nos dois periodos foi aplicado o teste

de Fischer, sendo considerado significativo um valor de p<0,005.
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R
ESULTADOS

O estudo foi realizado com 40 amostras de P. aeruginosa obtidas do HCPA e 40
da SCM em cada periodo de estudo: 1998 e 2002. Para pesquisa de M-Bla foram
incluidas 40 amostras obtidas em 1998 de pacientes internados em um terceiro hospital
(HSL).

A maioria das amostras foi isolada a partir de material do trato respiratorio e do
trato urinario. Ndo houve diferenga significativa entre a origem das amostras de
P. aeruginosa no primeiro e segundo periodos (HCPA, p=0,50021 ¢ SCM p=0,3711).
Os pacientes estavam hospitalizados principalmente em unidades abertas (40-50%) e em
UTI (15-20%).

As taxas de resisténcia nos isolados de 1998 do HCPA variaram entre 7,5% para
as cefalosporinas avaliadas e 32,5% para ticarcilina, enquanto as amostras da SCM
deste periodo apresentaram maior resisténcia para gentamicina (47,5%) e maior
susceptibilidade para imipenem e ceftazidime (10%). Em 2002, em ambos os hospitais,
foi observada maior numero de isolados resistentes a gentamicina, e o agente mais
efetivo “in vitro”, foi o imipenem, embora as taxas resisténcia dos dois hospitais fossem
bastante diferentes (HCPA: 2,5% e SCM: 27,5%). Em geral, as amostras obtidas de

pacientes hospitalizados no HCPA apresentaram menores taxas de resisténcia (tabela 1).

Comparando as taxas de resisténcia dos dois periodos, foi observado aumento de
resisténcia ao aztreonam, cefepime, ciprofloxacim, gentamicina e no HCPA, mas as
diferengas ndo foram estatisticamente significativas. Exclusdo das amostras com
resisténcia intermediaria do grupo considerado resistente, tornou o aumento de

resisténcia para aztreonam estatisticamente significativo (p=0,0015).
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Amostras de P. aeruginosa isoladas da SCM em 2002 foram mas resistentes que
as de 1998 para todos os agentes, mas este aumento foi estatisticamente significativo
somente para ceftazidime (p=0,0269) e cefepime (p=0,0340), independentemente dos
resultados intermediarios serem ou ndo considerados em separado.

Pesquisa de M-Bla foi realizada em 35 isolados resistentes a CAZ e/ou IMI,
sendo 14 (40%) positivos (tabela 2). Nenhuma das 5 amostras do HCPA que foram
testadas e apenas 3 das 8 amostras do HSL foram positivas para M-pla. Ao contrario, na
SCM 50% (11/22) das amostras testadas forneceram resultado positivo. A propor¢io de
isolados positivos em 1998 (62,5%) foi maior que a observada em 2002 (42,9%).

Entre as amostras produtoras de M-fla apenas uma ndo apresentou resisténcia
plena ao imipenem (MIC=2pg/mL), porém 5 apresentaram susceptibilidade a CAZ. A
utilizag@o de resisténcia apenas a um dos agentes para “screening” de M-Pla apresentou
sensibilidade de 92,9% para IMI e de 64,3% para CAZ. Por outro lado, nas amostras
ndo produtoras de M-Bla 5 apresentaram resisténcia a ambos os agentes, enquanto 16

foram resistentes apenas a IMI ou CAZ (tabela 2).

As amostras testadas para M-Pla estavam entre as mais resistentes deste estudo,
€ as com teste positivo apresentaram resisténcia ainda maior que as ndo produtoras de
M-Bla. Resisténcia a todos os agentes foi observada em 6 de 14 P. aeruginosa
produtoras de M-Bla, enquanto apenas 2 amostras negativas apresentaram este perfil,
ambas isoladas em 2002. Resisténcia ao aztreonam ocorreu em 7 amostras positivas
para M-Bla (3 com resisténcia plena e 4 intermedidria), ¢ em 15 amostras ndo
produtores (8 com resisténcia plena e 7 intermedidria).

Tipagem molecular das amostras obtidas em 1998 revelou que, na SCM, 9 dos

11 produtores de M-Bla estavam distribuidos em 3 genotipos distintos, enquanto todas
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as P. aeruginosa ndo produtoras de M-Bla apresentaram perfis moleculares tnicos. Ja

no HSL, um genétipo ocorreu tanto em amostras produtoras como em ndo produtoras de

M-Bla.

DISCUSSAO

As taxas de resisténcia de P. aeruginosa isolada de pacientes hospitalizados
tende a ser bastante variavel no mundo (7). Neste estudo, observamos diferenga
consideravel entre as taxas de resisténcia de P. aeruginosa em pacientes internados em
diferentes hospitais.

De modo geral, as taxas de resisténcia observadas foram comparaveis as de
outros hospitais brasileiros. Resisténcia a cefepime, ciprofloxacim e imipenem em
isolados da SCM foi semelhante as maiores taxas descritas, enquanto resisténcia ao
imipenem e cefepime em isolados do HCPA foram menores (11,13,18,20).

Embora o aumento de resisténcia ao imipenem na SCM entre 1998 e 2002, ndo
tenha sido estatisticamente significativo, qualquer aumento de resisténcia a este agente é
preocupante, ja que representa um dos maiores problemas para o tratamento de
P. aeruginosa em outros hospitais brasileiros (18,19).

A produgdo de M-Bla nos isolados de P. aeruginosa deste estudo, em um dos

hospitais, foi consideravelmente maior que o de outros relatos (18,22).
P. aeruginosa produtora de M-Bla geralmente apresenta alto nivel de resisténcia
a ceftazidime (MIC>64pg/mL). Entretanto, neste estudo, a selegdo de amostras para

pesquisa de M-Bla considerando apenas resisténcia a CAZ teria subestimado sua

freqiiéncia, pois o uso deste critério isoladamente apresentou menor sensibilidade que o

uso de resisténcia ao IMI (92,9% e 64,3%).
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Embora M-fBla ndo confira resisténcia ao aztreonam (ATM), apenas 5 das 14
amostras positivas eram susceptiveis a este agente, indicando que as amostras de
P. aeruginosa testadas neste estudo expressavam outros mecanismos de resisténcia, com

efluxo e produgdo de outras enzimas além de M-Bla (10).

O isolamento de P. aeruginosa multiresistente ¢ freqlientemente associado a
surtos causados por um gendtipo principal em um hospital (5,21), embora presenga de
isolados com o mesmo perfil molecular em diferentes hospitais tenha sido descrito no
Brasil (18). Em nosso estudo a maioria das amostras de P. aeruginosa produtoras de M-
Bla foram obtidas do hospital que apresentou as maiores taxas de resisténcia, e estas

amostras ndo apresentaram relagio clonal.
O alto nivel de resisténcia e de produgdo de M-Bla em isolados clinicos de

P. aeruginosa em hospitais em Porto Alegre indica a necessidade de estudos para

avaliar o aumento de resisténcia e a produgdo de beta-lactamases.



130

Tabela 1: Taxas de resisténcia de P. aeruginosa isolada em 1998 e 2002 no

HCPA e SCM (40 amostras de cada periodo).

Agente No (%) de isolados resistentes
antimicrobiano HCPA SCM

1998 2002 1998 2002
Amicacina 12 (30,0) 10 (25,0) 18 (45,0) 19 (47,5)
Aztreonam 11 (27.5) 14 (35,0) 14 (35,0) 19 (47.5)
Cefepime 3 (7.5) 7(17.5) 9 (22,5) 19 (47,5)*
Ceftazidime 3(7.,5) 2 (5,0) 4 (10,0) 13 (32.5)*
Ciprofloxacim 9 (22,5) 13 (32,5) 17 (42,5) 20 (50,0)
Gentamicina 11 (27,5) 17 (42,5) 19 (47.5) 20 (50,0)
Imipenem 4 (10,0) 1(2,5) 4(10,0) 11 $27.5)
Ticarcilina/clavulanato 13 (32,5) 15 (37,5) 16 (40,0) NT

* diferenga estatisticamente significativa (p<0.05) nas taxas de resisténcia dos dois

periodos.

NT = ndo testado.
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Tabela 2: Produciio de metalo-beta-lactamase (M-Bla) e perfis de susceptibilidade em

P. aeruginosa resistente a ceftazidime e/ou imipenem.

N  M-Bla Hospital Periodo CAZ IMI ATM CEF CIP AMI GE

101 P HSL S R S S S S S
103 P HSL 1 S R S S R S R
106 P HSL 1 S R S S S S S
15 P SCM 1 S R I S R R R
20 P SCM 1 S R | I R R R
21 P SCM 1 R R R R R R R
24 P SCM 1 R R R R R R R
39 P SCM 1 R R S R R R R
606 P SCM 2 R R R R R R R
609 P SCM 2 R R I R R R R
613 P SCM 2 R R S R R R R
618 P SCM 2 R R R R R R R
636 P SCM 2 R R I R R R R
623 P SCM 2 R S R R R R R
64 N HCPA 1 R S I S S S S
62 N HCPA 1 S R I S R R R
76 N HCPA 1 S R | S S S S
504 N HCPA 2 S R R I R R R
532 N HCPA 2 R S R S R R R
118 N HSL 1 S R S S S S S
120 N HSL 1 S R S S S S S
100 N HSL 1 [ R I S S S S
111 N HSL 1 R S [ S R R R
119 N HSL 1 R R S S S S S
2 N SCM 1 R S S S S S S
10 N SCM 1 R S I I R R R
26 N SCM 1 S R S S R R R
602 N SCM 2 R R R R R R R
624 N SCM 2 R R R R S S S
637 N SCM 2 R R R R R R R
619 N SCM 2 R S R R R R R
629 N SCM 2 R S R R R R R
628 N SCM 2 R S S R R R R
621 N SCM 2 S R R R R R R
633 N SCM 2 S R I R R R R

CAZ= ceftazidime, IMI= imipenem, ATM= aztreonam, CEF= cefepime, CIP=
ciprofloxacim,
AMI= amicacina, GE= gentamicina.



ANEXO 1 - TESTES DE IDENTIFICACAQ

* TESTE DA OXIDASE

Detecgdo da enzima citocromo-oxidase, um grupo de enzimas que catalisam a

transferéncia final do hidrogénio para oxigénio no ciclo de Krebs.

Meétodo: Remover a coldnia de meio nao seletivo utilizando material ndo metalico e
depositar sobre tira de papel de filtro impregnada em reativo de Kovacs (tetrametil-p-

fenilenodiamino dihidrocloridro 1%).
Leitura: desenvolvimento de coloragao arroxeada em 10 segundos = testes positivo.

Controles: positivo - P. aeruginosa ATCC 27853; negativo - E. coli ATCC 25922.

* CRESCIMENTO A 42° C

Verificar a capacidade de crescimento a 42° C.

Método: Inocular um tubo com caldo tripticaseina com pequeno numero de bactérias e
incubar a 42° C por 24 horas.
Leitura: Observar turvacao apés ligeira agitacao do tubo, comparando com tubo nao

inoculado como controle negativo. Teste positivo: turvagao ou crescimento.

* CRESCIMENTO EM AGAR CETRIMIDA E MACCONKEY

Verificar a capacidade de crescimento em meios seletivos: MacConkey contendo sais

biliares e Cetrimida contendo compostos de aménio quaternario.
Método: Semear a bactéria em placa ou tubo com o meio. Incubar até 48 horas a 35° C.

Leitura: Observar crescimento. Teste positivo: crescimento.



* HIDROLISE DA ARGININA

A descarboxilagao da arginina forma derivados aminicos que alcalinizam o meio.
Método: Base de Moeller adicionada de L-arginina a 1%. Utilizar inéculo denso, em picada e
cobrir o tubo com 4 mm de 6leo mineral estéril. Incubar por até 4 dias.

Leitura: O desenvolvimento de cor purpura profunda indica reagao positiva (alcalino). Na
reagao negativa o tubo fica purpura suave, semelhante ao controle negativo (sem arginina).
Pode ocorrer desaparecimento da cor com prolongamento da incubagao devido a degradacao
do indicador.

* REDUGAO DO NITRATO E PRODUGAO DE GAS

Detecta a capacidade da bactéria de extrair oxigénio do nitrato formando nitrito e outros
produtos como aménia, oxido nitrico ou nitroso ou hidroxilamina.

Método: Caldo BHI com nitrato de potassio 2%, distribuido em tubos contendo tubo de
Durham invertido. Inocular com inéculo denso e incubar por 48 horas.

Leitura: Produgao de gas no tubo de Durham.

Nitrato: Adicionar os reativos a naftilamina e acido sulfanilico para detectar presenca de
nitrito pela denitrificagao do nitrato - aparecimento de coloragdao vermelha em 30 segundos
representa reagao positiva. Nos tubos sem cor deve ser verificada presenca de nitrato residual
porque a auséncia de nitrito, pode ser devido a sua utilizagao - adicionar pé de zinco: coloragao
vermelha pela combinagdo com nitrato significa reagao negativa. Na reacdo positiva o tubo

permanece incolor porque o nitrato foi utilizado.

Fazer a leitura em 48 horas. Incubar mais 24 horas tubos com auséncia de crescimento.

Interpretacao do aparecimento de coloragao vermelha:
- apos adicao dos reativos: positivo
- apés adicao de po de zinco: negativo

Controles: positivo - E. coli; negativo — B. cepacia



* UTILIZAGAO DA GLICOSE

Objetivo: determinar a via de utilizagdo da glicose. Utilizar dois tubos, sendo um deles
fechado com vaselina imediatamente apds a semeadura, para evitar a entrada de oxigénio e s6
permitir utilizacdo da glicose através de reagdes de fermentacgao.

Método: preparar o meio de OF segundo Hugh-Leifson e adicionar glicose a 1%.
Distribuir em tubos de 15 a 20 mm de diametro interno, em camada alta. Colocado sob vapor
para remover o ar dissolvido e resfriar imediatamente antes do uso. Semear por picada até 2/3
do tubo, 1 ou 2 vezes. Cobrir um dos tubos com uma camada de 1 cm de vaselina estéril.
Incubar por até 3-4 dias para leitura final negativa. A acidificagdo sera evidenciada pelo

desenvolvimento de cor amarela devido a viragem do indicador de pH (azul de bromo timol).

Leitura e interpretagao de resultados da utilizagao da glicose em meio de OF:

TUBO ABERTO TUBO FECHADO VIA DE UTILIZAGAO
amarelo verde oxidacao
amarelo amarelo fermentacao
verde ou azul verde nao sacarolitico

Quando ocorre utilizagdo da glicose via oxidativa as reagdes iniciam na superficie e a
alteracao da parte inferior do tubo pode demorar. Quando a reagao de oxidagao é fraca, pode
haver inicialmente alcalinizagdo na superficie do tubo aberto; com prolongamento da incubagao

a reagao vira para acido.
Controles:
- Fermentacao da glicose: E. coli ATCC 25 922
- Oxidagao da glicose: P. aeruginosa ATCC 27 853

- Nao sacarolitico: Moraxella spp



CARACTERISTICAS DOS PACIENTES E TESTES DE IDENTIFICAGAO NAS AMOSTRAS ANALISADAS

Amostras da Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre: 1998-1999
Paciente/ Unidade Material Data Idade Cetr Ox. Glic Arg Nit

amostra Mac Gas

1 uTl urina set/98 70 + ¥ 0 7Y

2 DIP TR set/98 33 + # 0 o e
4 uTl TR abr/99 36 + + o + .
5 uTl urina set/98 41 + % o ¥ i
6 UTI TR set/98 ) + + fo) + £
7 DIP TR nov/98 71 + + o) + ¥
8 uTI CAT abr/99 - + + 0 & 2
9 4° urina set/98 ) + + 0 § %
10 uTl TR set/98 ) + + 0 5 +
11 4° urina set/98 65 + 4 o + &
12 uTl TR set/98 81 + + 0 + o
13 uTl TR set/98 55 + + 0 + +
14 3° urina abr/99 48 + - o) + +
15 DIP TR set/98 i + + ) + 5
16 uTi urina set/98 56 + + o P ”
17 uTl TR abr/99 46 + + 0 + +
18 uTl urina set/98 54 B + o) + +
19 uTl TR set/98 i + + o) + +
20 uTl urina abr/99 37 + + 0 + +
21 uTi urina set/98 ) + + o + %
22 37 urina set/98 64 + + 0 + ¥
23 uTl TR set/98 46 + + o) + %
24 UTI TR set/98 58 + + 0 % 5
25 UTl TR out/98 _ + - 0 + ¥
26 uTl TR out/98 45 + + 0 3 +
27 3 urina abr/99 48 + + o + =
28 uTl TR out/98 ) ¥ % ) ¥ y
29 DIP TR out/98 51 + + o} + +
30 UTI TR abr/99 55 + + 0 + +
31 UTI FO out/98 45 * + 0 + +
32 uTl TR out/98 a8 + + o) + +
33 4° Urina abr/99 15 + 5 o + &
34 uTi Abdominal abr/99 65 + + o} + +
35 uTl Urina out/98 A + + 0 + 5
36 uTl TR abr/99 o + + 0 + %
37 uTl TR nov/98 59 + + o) + +
38 uTl TR nov/98 49 + g 0 + %
39 uTl Urina abr/99 76 + + 0 + +
40 4° Urina abr/99 55 + + o + "
221 (21%) 4° Urina jun/99 + + o) + +
223 (123*) UTI TR jun/99 + + (o) + %
224 (24*) Ut Urina mai/99 + + o + +
226 (26*) UTI TR jun/99 + + 0 + +
227 (27*) 3° Urina mai/99 + + 0 + +

* numeros utilizados do artigo Antibiotic resistance na d molecular...: focus on mipenem



136
Amostras da ISCMPA: 2002

Paciente/ Unidade Material Data Idade
amostra

601 PF TR abr/02 4
602 PF TR mai/02 61
603 sJ sangue mai/02 36
604 PSC TR mai/02 65
605 SJ TR mai/02 50
606 PF TR mai/02 51
607 PSC TR mai/02 65
608 SR cateter mai/02 27
609 SR urina mai/02 62
610 PSC sangue mai/02 56
611 SR sangue mai/02 60
612 SR sangue mai/02 59
613 SR abcesso pélvico mai/02 56
614 PSC cateter mai/02 56
615 PF TR maif02 i
616 PF TR mai/02 77
617 SR TR mai/02 55
618 PSC TR mail02 -
619 PSC cateter mai/02 67
620 PF TR mai/02 53
621 SJ TR mai/02 47
622 PSC sangue mai/02 81
623 SR urina mai/02 68
624 PSC TR mai/02 66
625 PSC TR mai/02 36
626 PSC sangue mai/02 79
627 SJ liquor mai/02 50
628 PF urina maif02 65
629 PSC urina fev/02 67
630 SR secr.abdominal fev/02 42
631 SF TR fev/02 60
632 PSC TR jan/02 48
633 PSC cateter jan/02 60
634 PF TR jan/02 71
635 SR cateter jan/02 56
636 PF urina jan/02 60
637 DomVic sec.dreno mai/02 60
638 SF urina mai/02 79
639 PSC TR mai/02 50

640 SF urina mai/02 79
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Amostras do Hospital de Clinicas de Porto Alegre 1998-1999

Paciente/ Unidade Material Data Idade Cetr Ox. Glic Arg Nit
amostra Mac Gas

41 EME Sangue ago/98 7 + + 0] +

42 CLI CAT ago/98 42 + + 0 + +
43 CTI TR ago/98 72 + + O + +
44 EME Urina ago/98 71 * + o] ¥ *
45 CLI Urina ago/98 47 + + 0o + +
46 CTi TR ago/98 72 + + o] + +
47 CTI TR ago/98 55 + + o) + +
48 CIR Sangue ago/98 31 + + O + +
49 EME Sangue set/98 64 + + O + +
50 Cul Urina set/98 3 + + @) + +
51 EME Peritoneal  ago/98 75 + * 0] + +
52 PED Ocular set/98 + + 0O + 2
53 CLI Ocular set/98 74 + + (@] + +
54 CLI TR set/98 71 + % 6] + +
55 CIR TR set/98 42 + + 0] + +
56 PED TR set/98 + + @) + +
57 CIR Urina set/98 66 + + 0 + +
58 CLI TR jan/99 83 % % 0 + +
59 PED TR set/98 1 + + o ¥ .
60 CLI TR set/98 74 + + o) + *
61 CIR Sangue set/98 64 » + ) + *+
62 CLI Urina jan/99 74 + + 0 + +
63 CLI CAT jan/99 10 + + 0 + +
64 GLI Sangue set/98 68 + + o) + +
65 CTI TR set/98 82 i + ) £ +
66 CIR Abdom. set/98 52 + + 0o + +
67 CLl FO jan/99 53 + + 0] + +
68 CLI TR out/98 68 + + 0] + +
69 UTI TR out/98 65 + + 0O + +
70 EME Urina set/98 39 + + o) + +
7 CLl TR out/98 65 + + 0o + ¥
72 CLI TR out/o8 73 + + 0 + +
73 PED TR out/98 1 -+ + o) H +
74 CTI TR out/98 73 + + 0 + +
75 CTI Abdom. jan/99 53 + + o ¥ +
76 uTl TR out/98 + + 0] + +
77 CLl TR jan/99 42 + + o * ¥
78 CLl TR out/98 77 ¥ + 0o = *
79 CIR Urina out/98 47 + + 0o + +
80 CIR Urina out/98 33 + + 0 + #




Amostras do HCPA: 2002

Paciente/ Unidade Material Data Idade
amosira
501 CTI TR mar/02 64
502 CIR protese coxa mar/02 78
503 CIR urina mar/02 78
504 CTI TR mar/02 44
505 CLI urina mar/02 74
506 ONCO urina mar/02 16
507 PED TR mar/02 0
508 UTI ped urina mar/02 7
509 CLI TR fev/02 76
510 CTI sangue fev/02 64
511 UTI ped TR fev/02 4
512 CLI urina few/02 75
513 EME lig. Ascite fev/02 91
514 CIR biopsia fev/02 45
515 GER TR fev/02 71
516 UTI ped TR fev/02 4
517 GER urina fev/02 69
518 CLI TR fev/02 62
519 EME TR fev/02 70
520 CLI TR fev/02 33
521 CIR TR fev/02 59
522 CLI TR fev/02 58
523 PEC TR fev/02 2
524 GER urina jan/02 33
525 CLI TR jan/02 64
526 CTI TR jan/02 38
527 EME urina jan/02 59
528 CTI TR jan/02 27
529 CTI TR jan/02 84
530 CLI TR jani02 64
531 cLl TR jan/02 66
532 cLl TR jan/02 81
233 CLI secr. Pé jan/02 51
534 PED TR janf02 9
535 GER TR janf02 57
536 CIR secr. Peritoneal jan/02 15
537 CTI sangue jan/02 32
538 CLI sangue jan/02 77
539 GER TR janf02 8
540 CLI ascite jan/02 21

138
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Amostras do Hospital Sdo Lucas da PUC: 1998-1999
Paciente/ Unidade Material Data Idade Cetr Ox. Glic Arg Nit

amostra Mac Gas
90 uTl Urina nov/98 66 - + 0 ¥ T
91 UTI Urina nov/98 80 + + 0 + +
92 GER Urina nov/98 67 - + o + +
93 uTl Urina abr/99 58 - + o + +
94 uTI TR nov/98 + + o) + +
95 uTl " TR nov/98 68 + + o) + .
96 5° Urina nov/98 - + + 0 + +
97 6° Sangue nov/98 75 + + 0 + &
98 6° TR abr/99 79 + v 0 + +
99 uTl TR abr/99 48 + + 0 + +
100 uTl FO nov/98 1 + + 0 + +
101 uTl TR nov/98 ) + + 0 + +
102 5° FO nov/98 7 + + 0 F 3
103 EME TR nov/98 22 + + 0 + +
104 6° TR nov/98 73 + + o + +
105 uTl TR nov/98 35 + + 0 + +
106 uTI TR nov/98 + + 0 % %
107 6° TR nov/98 65 + + 0 + +
108 uTl TR nov/98 81 - + 0 + +
109 uTl TR nov/98 81 + + 0 + #
110 uTl TR nov/98 65 + + 0 + +
111 uTl TR nov/98 68 + + (0] + +
112 uTI TR nov/98 35 + + 0 + ¥
113 8° TR abr/99 5 + + 0 + +
114 uTi TR nov/98 } * + o} + +
115 6° Urina nov/98 2 + + o) + +
116 6° Urina nov/98 64 + + o) & +
117 UTI TR dez/98 1 + + (0] + +
118 UTI TR dez/98 6 + + 0 + +
119 uTl TR dez/98 2 + + 0 + +
120 uTl TR dez/98 1 B v 0 + +
121 5° TR dez/98 3 + i o) + +
122 5° FO dez/98 + + o) + +
123 CLI Urina dez/98 87 + + fo) + 2
124 uTI Sangue dez/98 52 + + 0 5 +
125 uTl TR mai/99 67 + + o} g +
126 UTI Urina mai/99 87 + + 0 + +
127 6° Sangue dez/98 60 - + 0 + +
128 CTI TR dez/98 5 + + 0 & g
129 GER Urina mai/99 43 3 + 0 3 +

TESTES DE IDENTIFICAGAO: OX: teste de oxidase + (positivo); GLIC: oxidag&o da glicose (O); ARG:
arginina + (positivo); NIT: nitrato; GAS de nitrato + (positivo); CETR: crescimento em cetrimida; MAC:
crescimento em MacConkey

UNIDADE: Numeros (3°, 4°, 5° 6° andares de internagdo; UTI OU CTI: unidade de tratamento
intensivo; DIP: doengas infecciosas; GER: unidade aberta; EME: emergéncia; CLI: unidades clinicas;
CIR: unidades cirurgicas; PED: pediatria.

MATERIAL: TR: trato respiratério; FO: ferida operatoria; CAT: cateter
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ANEXO 2 - TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE

* Teste de sensibilidade pelo método da difusao.

Resumidamente, os testes de sensibilidade pelo método da difusao (NCCLS, 2002) sado
realizados a partir de culturas puras da bactéria incubada por 24 horas em meio sélido. O
crescimento € suspendido em soro fisiolégico estéril para obter uma concentragao equivalente
a 150 milhdes de bactérias/ml, determinada pela comparagao da turvagao com escala padrao
(tubo 0,5 da escala de McFarland) ou através medida da densidade é6tica da suspensao. Este
in6culo é espalhado sobre placa de agar Mueller-Hinton com auxilio de “swab”. Discos de papel
de filtro impregnados com quantidades fixas dos agentes antibacterianos sdo colocados sobre
a superficie. As placas s&o incubadas por 16-18 horas em estufa bacteriolégica (35° C) e os

halos de inibicao formados sdao medidos em mm.

Entre os antibacterianos recomendados pelo NCCLS para testes de sensibilidade de
P. aeruginosa, foram escolhido 8 agentes que representam as principais classes de antibiéticos
de uso freqliente para tratamento destas infecgées em nosso meio: Amicacina, Aztreonam,
Cefepime, Ceftazidime, Ciprofloxacin, Gentamicina, Imipenem, e as associagoes

Ticarcilina/clavulanato e Piperacilina/sulbactam.

* Determinacdo do MIC para imipenem: amostras resistentes no teste de difusdo

Utilizada para prevenir resultados falso resistentes causados por degradagao da droga,
(Carmeli et al., 1998). Utilizagao de fitas de E-teste (AB Biodisk, Solna, Suécia).

* Teste de producdo de AmpC

Pesquisa de AmpC pelo método de aproximagao de discos (Weber & Sanders, 1990;
Lister et al., 1999), nas amostras sensiveis a ticarcilina. Semeadura em agar M.Hinton e
colocagao de discos de imipenem (indutor) e cefoxitina e/ou ticarcilina (substrato), com
distancia de 20 mm borda-borda. Apos incubacgao verificar indugao de AmpC pela observacao

de achatamento do halo de inibicdo entre os discos de imipenem e ticarcilina.



Abreviaturas e siglas utilizadas nas tabelas de sensibilidade:
ISCMPA = Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre

HCPA = Hospital de Clinicas de Porto Alegre

HSL = Hospital Sao Lucas da PUC

N= idenitifcacao do paciente/amostra

Antibio = antibiotipo: letras minlsculas: antibiotipos principias;, numeros: subtipos;
u=perfil de sensibilidade unico da amostra

Ami = amicacina

Tob =tobramicina

Ge =gentamicina

Atm = aztreonam

Car = carbenicilina

Cef = cefepime

Caz = ceftazidime

Cip = ciprofloxacim

Imi = imipenem

Tic = ticarcilina/acido clavulanico

AmpC = observagao de achatamento do halo da ticarcilina:

P = positivo; N=negativos; NO= nao observado

NT = nao testado
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Amostras coletadas em 2002
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Amostras coletadas em 2002
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ANEXO 3 — PESQUISA DE METALO-BETA-LACTAMASE (M-Bla,).

Resisténcia a ceftazidima e/ou imipenem pode ser devido a produgao de M-Bla, ja que
esta enzima confere resisténcia a todos os beta lactamicos, com excecao do aztreonam (Bush,
1998; Arakawa et al., 2000; Livermore, 2001). No entanto, uma amostra produtora de M-la,
também pode ser resistente ao aztreonam através de outro mecanismo. Deste modo, o critério
para sele¢cao de amostras a serem testadas pode ser a resisténcia a qualquer destes agentes,
independentemente do resultado para aztreonam.

O teste pode ser realizado utilizando a metodologia descrita por Arakawa et al. (2000),
utilizando o acido 2-mercaptopropiénico (2-MPA) como inibidor da enzima que fornece
resultados mais claros que outros inibidores. Como substrato sa@o utilizados discos comerciais
contendo 30 pg de ceftazidime (CAZ), ja que produtores de M-Bla, normalmente apresentam

resisténcia de alto nivel (MIC>64ug/mL) para este agente.

Suspensdes com concentragdo equivalente a 10° UFC/mL sdo semeadas na superficie
de placa de agar Mueller-Hinton, onde sao colocados dois (2) discos de CAZ, a uma distancia
de 5 cm. Préximo a um dos discos de CAZ é colocado um disco de papel de filtro ao qual é
acrescentado 3 pl de solugédo 1,2g/mL de 2-MPA. A placa é incubada por 16-18 h em estufa
bacteriolégica. A observagao de aparecimento ou de aumento do tamanho do halo de inibigao
ao redor do disco de CAZ préximo do disco de 2-MPA é considerado indicativo da produgao de
M-Bla,.

A metodologia descreve distancias variadas entre discos de CAZ e 2-MPA, desde 1 até
2,5 cm centro a centro. Foi padronizada a distancia de 2 cm centro a centro, considerando que
distancias menores deixam pequeno espago entre os discos e podem confundir auséncia de

crescimento causada pela agéo inibitéria do 2-MPA com a agao da M-Bla,.
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Resultado dos testes de M-Bla, nas amostras resistentes ao imipenem e/ou ceftazidime,

classificadas por producao de M-Bla,, resisténcia a ceftazidime (CAZ) e ao Imipenem (IMI).

TIC

GE CEF CIP

ATM  AMI

IMI
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ANEXO 4 - TESTES DE BIOTIPAGEM

* UTILIZAGAO DE CARBOIDRATOS EM MEIO DE ASS :

Meio de ASS preparado segundo Cowan (1974) (ndo existe comercialmente).

Preparo do meio: Dissolver os sélidos na agua e adicionar o indicador. Autoclavar por
20 minutos. Deixar o meio basal esfriar a cerca de 60°C e adicionar o aglicar como solugao
esteril para uma concentragao final de 1%. Misturar e distribuir em tubos estéreis. Solidificar
inclinado. Inocular a superficie inclinada. Incubar por até 72 horas a 35° C.

Leitura: A utilizagdo do carboidrato gera acidos com mudang¢a de coloracdo para

amarelo devido a viragem do indicador de pH. Positivo = amarelo. Negativo = purpura.

(NHy)2 HPO,4 1g

KCI 0,2g
MgSO0,.7H,0 0,2g
Extrato de levedo 0,29
Agar 20g
Agua destilada 1000 ml

Puarpura de bromocresol solugao 0,2% 4 mi

* UTILIZAGAO DA UREIA

Meio de Christensen's: detecta a hidrélise da uréia através da alcalinizagao devido a

producao de amonia. Incubar por 24-72 horas. A reagao pode ocorrer em poucas horas.
Leitura: positivo = coloragao rosa intensa.

Controles: positivo forte - Proteus spp, fraco - Klebsiella. Negativo - E.coli.

* HEMOLISE

Objetivo: observagao de reagao hemolitica em agar-sangue de carneiro.

Leitura: incubar por 24 horas a 35° C.observar hemolise sob luz transmitida.

* DETECGAO DE PIGMENTO

Observagao da produgao de pigmento em meio sem corante (Mueller-Hinton).
Leitura: observar a produgao de pigmento apés 24 horas de incubacgao.

Em caso de duvida incubar por mais 24 horas a temperatura ambiente (cerca de 22° C).
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TESTES DE BIOTIPAGEM NAS AMOSTRAS ANALISADAS

Paciente Bidtipo Uréia Manitol Galactose Manose Ramnose Pigmento  Hemdlise
/amostra

1 1 + + + + - \Y) beta
2 4 + + + + - Azul beta
4 1 * + + + - \% beta
5 4 + + + + - Azul beta
6 1 + + - + - \% beta
7 2 - + + + . \' beta
8 2 - + + + - \' beta
9 1 - 2 + + + - \% beta
10 1 + + + + - \' beta
11 1 + + + + - V beta
12 1 + + + + - \' beta
13 2 - + + + - Vv beta
14 2 = + - + - V beta
15 3 g - + + - v beta
16 1 * + + + - \' beta
17 1 + + + + - A" beta
18 1 + + - + - Vv beta
19 1 + + + * - \" beta
20 1 + + + + - Vv beta
21 1 + + + + = \' beta
22 10 + = - + - Sem alfa
23 11 + + + + + v alfa
24 1 + + + - - Vv beta
25 ; | + + - + - v beta
26 1 + - - + - A" beta
2% 2 = + + + - \' beta
28 1 + + + + . \" beta
29 1 + + + + - \% beta
30 1 + + + + - Vv beta
31 1 + + + + - \' beta
32 1 + + + + B \ beta
33 1 + - - + - Vv beta
34 2 - + + + - \") beta
35 1 + + + + - Vv beta
36 1 + + + + - A beta
37 1 + i + + - Y beta
38 1 + + + + = A7) beta
39 1 + * + + B \Y beta
40 4 + + + + - Azul beta
221 1 + * + * - v -
223 4 + + + + - \" beta
224 1 + + + + - \") beta
226 1 + + + + - \ beta
297 1 + + + + - Vv beta
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Manose Ramnose  Pigmento  Hemdlise

Manitol Galactose

Uréia

Paciente Bittipo
Jamostra

41

beta

beta

42

alfa

beta

43
44
45
46
47

beta

beta

beta

beta

Amar

48
49

beta

beta

50
51

beta

beta

52

beta

53

beta

54
55

beta

beta

56
57
58
59
60

beta

beta

beta

beta

beta

61

beta

Azul

62

beta

Amar

63

beta

64
65

beta

beta

66
67

beta

beta

68

beta

69
70
71

beta

beta

beta

72
73
74

beta

beta

beta

75
76

77

alfa
beta

beta

78
79
80

beta

beta




Paciente Biotipp Uréia Manitol Galactose Manose Ramnose Pigmento  Hemolise
Jamostra

90 4 + + + + - Azul beta
91 4 + + + + - Azul beta
92 1 + + + + - \% beta
93 1 + + + + - \Y beta
94 1 + + + + - V beta
95 5 - * - - - Sem sem
96 1 + + + + - Vv beta
97 5 + + * + - Amar beta
98 8 + + + + - Sem beta
99 1 + + + + - Vv beta
100 6 + + + + - Vv alfa
101 8 + + + - - \" beta
102 1 + + + + - \' beta
103 3 + - + + - \' beta
104 3 + - + + - Y beta
105 2 = + + - Vv beta
106 1 + + + + - v beta
107 10 + - + + - Azul beta
108 7 + + + + - Azul alfa
109 2 - + + + - Y beta
110 1 + * + + - Vv beta
11 1 + + + + - \% beta
112 1 + * + + - Y beta
113 1 + + i + & Vv beta
114 1 + + + * - V beta
115 5 # + + + - Amar beta
116 1 + + + + - \' beta
117 2 - + + + i \% beta
118 3 + - + + “ V beta
119 7 + + + + - Amar alfa
120 5 + + + + - Amar beta
121 4 + + + + - Azul beta
122 1 + * + + - Vv beta
123 6 + + + + - Vv alfa
124 5 + + + + - Amar beta
125 1 + + + + = Vv beta
126 1 + + + + - Vv beta
127 1 + + + + " Vv beta
128 1 + + + + - Vv beta
129 1 + + + + 2 v beta

+: positivo; -: negativo
V: verde; Amar: amarelo; Sem: sem pigmento

Beta: hemaolise total; alfa: hemolise parcial; sem: anemolitico.



ANEXO 5 - TIPAGEM MOLECULAR
PROTOCOLO PARA PFGE DE P. aeruginosa

1% ETAPA: Incorporagao da bactéria nos blocos

. Suspender crescimento em 1 ml tampao SE (turvagao 15-20% no turbidimetro).
. Colocar 300 pul de cada amostra em tubo eppendorf - deixar em BM 56° C.
. Limpar moldes com alcool e agua, colocar fita e rotular

. Dissolver em microondas 0.1 agarose LM + 5 ml tampao SE. Manter BM 56° C.

g A W N =

. Misturar 300 pl de gel em cada eppendorf. Dispensar no molde, colocar a 4° C até solidificar.
2% ETAPA: LISE DA BACTERIA NOS BLOCOS

. 1,5 ml de tampao de lise (protedlise) em cada tubo/frasco (Bijou) + 15 pl proteinase K
. Colocar todos os moldes de 1 cepa em um Bijou.

. Incubar 24 hs em BM a 56° C

. Trocar o tamp&o por tampéao TE. Deixar 4° C/30 minutos. Repetir 4 vezes.

Pode ser guardado varios meses em geladeira.

B O B T

Na técnica do LEMC (Sao Paulo): antes da digestao lavar com DNS 4 x/1 h/T ambiente para
evitar continuidade de acao da enzima. Pode ficar overnight DNS.

3% ETAPA: DIGESTAO DO DNA EM BLOCOS DE AGAROSE

1. Preparar tampao de digestao = para cada isolado usar 200 pl de tampao 10X diluido 1:10
Calculo = 200 x n° isolados / 10 = ul (volume ) de tampao + &gua para total (n x 200ul )
Ex. para 8 isolados: colocar em bijoux 1 440 ul de agua + 160 pl de tamp&o descongelado.

2. Dispensar 98 ul em cada eppendorf + 1/3 do bloco. Manter o tamp&o restante na geladeira.
3. Deixar a 4° C por 30 minutos.
4. Descongelar a enzima em banho de gelo e misturar com o tamp3ao restante.

Utilizar Spel 10 U/ isolado (1 pul contém 10 U). Ex. p/ 8 isolados: 8 ul de enzima no tampéo restante

5. Colocar 98 pl da mistura em cada eppendorf . Incubar no minimo de 5 h a 37° C em BM.
4? ETAPA: PREPARO DO GEL

1. Em erlenmeyer de 500 ml: agarose + tampao TBE 0,5X. Microondas até dissolver
(transparente). N&o agitar demais. Cobrir com aluminio. Esperar o gel ficar a temperatura 56° C
(termometro).

2. Limpar material para molde com alcool, montar. Colocar o pente.

3. Colocar o gel no molde. Remover bolhas. Deixar a agarose restante ( 5 ml) a 56° C.

4. Deixar o gel a T ambiente pelo menos 30 minutos até solidificar. Colocar em geladeira.
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5. Retirar o pente. Fazer registro da corrida e ordem dos isolados.
52 ETAPA: COLOCACAO DOS BLOCOS NO POCOS

1. Colocar o bloco em placa e remover o excesso de liquido. Cortar pela metade.

2. Pegar o bloco com bisturi e colocar no pogo, todos os blocos no mesmo lado do pogo.
Empurrar com alga até o fundo. Colocar marcador de PM (50-1000 kb) nos 2 cantos.
3. Fechar os pogos com agarose que ficou em BM.

6* ETAPA: CORRIDA E LEITURA

1. Colocar o gel no tanque, cobrir com 2 litros TBE 0,5x (gelado)
2. Ligar : 1° a bomba; 2° o controle de temperatura; 3° o0 médulo de controle.
3. Pulso inicial 5 seg., final 50 seg.; Voltagem 5,9 v/icm. Tempo total 22 h. Temperatura 14° C.
4, Ligar quando a temperatura ja estiver em 14° C.
5. Desligar na ordem inversa. Reduzir a voltagem antes de desligar.
6. Colocar o gel em recipiente com agua e brometo de etidio a 1 pg/ml (500ml agua + 50 ul de
brometo). Deixar 1 h, T ambiente no escuro. Lavar o gel com agua, 2-3 vezes de 30 min.
7. Observar em u.v. Foto com o gel ocupando todo o espaco.
Inativagcdo do brometo: Colocar em recipiente com carvao ativo. Deixar alguns dias.

Filtrar. Colocar o liquido na pia. Colocar o filtro em recipiente para material contaminado.

REATIVOS:

TAMPAO SE
Dissolver 4,38g NaCl + 9,3g EDTA Na, em 900 ml de agua. Ajustar pH 7,5.
Completar volume para 1 litro. Esterilizar em autoclave. Guardar a 4° C.

TAMPAO DE LISE ou PROTEOLISE
Dissolver 3,3g de N lauryl sarcosine + 18,6 g EDTA Na, em 80 ml de agua, adicionar 10 ml de
NaOH 10M para dissolver o EDTA. Ajustar o pH para 9,5 e completar volume 100 ml.
Esterilizar por filtragdo. Guardar a temperatura ambiente.

PROTEINASE K
Fazer solugao estoque 50 mg/ml em agua: Dissolver o conteldo liofilizado do frasco (100 mg)
em 2 ml agua. Dividir em aliquotas de 200 pl . Congelar. Para uso: 15 pl da solugao estoque +
1,5 ml de tampao. Concentracgao final: 500 pg/mil.

TAMPAO TE
Dissolver 1,21 g TRIS + 3,72 g EDTA Na, em 900 ml de agua. Ajustar pH 7,5. Completar
volume 1 litro. Esterilizar em autoclave. Guardar na geladeira.



GENOTIPO DAS AMOSTRAS ANALISADAS

Paciente/a Gen6tipo

mostra
1 U
2 M
8 N
9 o
10 w
11 Br
12 Q
14 P
15 L
17 Z
18 Y
19 R
20 C
21 AA
22 AB
23 K
25 AS
26 AU
28 AT
30 BS
31 AV
32 AX
35 AZ
39 C1
221 B1
223 A
224 B1
226 A
227 B

Paciente/ Gendtipo
amostra

42 H
43 CMm
44 CSs
46 CT
47 CX
51 CF
56 cQ
57 BH
61 BM
62 I
64 AC
66 BI
67 BM
69 J
71 BK
73 BL
74 BJ
76 G
79 BP
80 CR

Paciente/ Genotipo

amostra
90 AJ
91 AK
92 AL
93 AL
94 AM
95 BX
96 AO
97 AP
99 BQ
100 D
101 D
102 AD
103 F
104 F
105 BD
106 D
107 T
108 BE
109 BF
110 BA
111 BG
112 BC
116 CP
118 E
119 D
120 D
124 CD
125 AQ
126 AR
127 N
128 CA
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