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RESUMO
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IDENTIFICACAO DE METALO-b-LACTAMASESEM BACILOS
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AUTORA: CLAUDIA DE MELLO BERTONCHELI
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Data e Loca da Defesa: Santa Maria, 18 de janeiro de 2008.

Nos ultimos anos, o isolamento de bactérias produtoras de b-lactamases tem causado
preocupacdo em todo o mundo, devido ao fato dessas enzimas hidrolisarem o anel b-
lactdmico dos principais antimicrobianos utilizados na clinica. Este trabalho teve por objetivo
avaliar a prevaléncia de metalo-b-lactamases (MbL) em isolados de Pseudomonas aeruginosa
e Acinetobacter baumannii obtidos de pacientes atendidos no Hospital Universitario de Santa
Maria (HUSM). O perfil de sensibilidade para todos os isolados foi avaliado pelo método de
disco difusdo padronizado pelo CLSI. Os discos de antimicrobianos utilizados foram
distribuidos de forma que permitisse a identificagdo dos isolados produtores de AmpC e
ESBL. Para a identificagdo dos produtores de MbL utilizou-se o teste de disco aproximagao
com oS seguintes agentes quelantess EDTA 0,AM, EDTA 05 M e &do 2-
mercaptopropidnico. Os isolados que ndo possuiam nenhum dos mecanismos de resisténcia
pesquisados foram classificados como multirresistentes (MDR). A concentragdo inibitoria
minima (CIM) para ceftazidima, imipenem e polimixina B foi avaliada pelo método de
microdiluicdo em caldo para todos os isolados, de acordo com o CLSI. Durante o periodo de
janeiro a junho de 2006 foram obtidos 32 isolados de P.aeruginosa e 41 de A. baumannii,
destes 17 (23,29%) foram produtores de b-lactamase do tipo AmpC, 11 (15,07%) foram
produtores de MbL e 45 (61,64%) foram classificados como MDR. Todas as cepas produtoras
de MbL foram de Pseudomonas aeruginosa. A sensibilidade dos isolados de acordo com a
CIM para os antimicrobianos avaliados foram as seguintes: 90,28% para polimixina B,
36,11% imipenem e 18% ceftazidima. Observou-se uma alta prevaléncia de isolados MDR no
HUSM, aém de isolados produtores de b-lactamase do tipo AmpC e MbL, o que é
extremamente preocupante devido limitar a terapia a poucos antimicrobianos. Esta situagéo
torna-se ainda mais preocupante com a deteccéo de isolados resistentes a polimixina B, a qual
€ uma das Ultimas opcles de tratamento para infecgdes causadas por isolados de P.
aeruginosa e Acinetobacter baumannii MDR e produtores de MbL. A deteccdo desses
microrganismos é de grande importancia para as comissdes de controle de infeccéo hospitalar
com o objetivo de prevenir surtos, bem como orientar a equipe médica sobre a conduta
terapéutica, uma vez que ha poucos antimicrobianos efetivos clinicamente para esses
patdgenos e as perspectivas para o desenvolvimento de novos antimicrobianos em um futuro
proximo sdo minimas.

Palavras-chaves. b-lactamases, metalo-b-lactamase, AmpC, multirresisténcia
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In recent years, the isolation of bacteria producing b-lactamases has caused concern
around the world, due to the fact these enzymes hydrolysis the ring b-lactam antimicrobials
used in the main clinic. This aim of this study was asses the prevalence metallo-b-lactamases
(MbL) in isolates of Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii obtained from
patients admitted at the University Hospital of Santa Maria (HUSM). The profile of
susceptibility for all isolates was evaluated by the disk diffusion method standardized by
CLSI. The antimicrobial disks were distributed in a way that allows the identification of
strains producers of AmpC and ESBL. For the identification of the producers of MbL the test
of disk approximation with EDTA 0.1 M, EDTA 0,5M and acid 2-mercaptopropionic were
performed. Isolates that did not have any of the mechanisms of resistance search were
classified as multiresistant (MDR). The minimum inhibitory concentration (MIC) for
ceftazidima, imipenem and polymyxin B was assessed by broth method microdilution for all
isolated, according to CLSI. From January to June 2006, were obtained 32 isolates the
P.aeruginosa and 41 the A. baumannii, the those 17 (23.29%) were b-lactamase AmpC-type
producers, 11 (15.07%) were MbL producers, and 45 (61,64%) were classified as MDR. All
strains producing MbL were Pseudomonas aeruginosa. The sensitivity of the isolates
according to the CIM for antimicrobial evaluated were: 90,28% for polymyxin B, 36,11% for
imipenem and 18% for ceftazidima. There was a high prevalence of MDR isolates and
producers of b-lactamase-type AmpC and MbL in HUSM, this is extremely worrying once
there is limiting therapy available. This situation becomes even more worrying with the find
of isolates resistant the polymyxin B, witch is one of the last options of treatment for MDR
isolates and producers of MbL. The detection of microorganisms is extremely important for
the committees of infection hospital with the goal of preventing outbreaks, as well as guide
the medical team on the conduct therapy, since there are few effective antimicrobial clinically
for these pathogens and no prospects for development the new antimicrobial in the near
future.

Keywords: b-lactamases, metallo-b-lactamase, AmpC, multiresistant
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1-INTRODUCAO

A emergéncia e disseminagdo de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos séo
problemas de grande importancia atualmente, principalmente entre patdgenos de relevancia
clinica como os bacilos-Gram negativos ndo fermentadores (BGN-NF) e algumas espécies da
familia Enterobacteriaceae (WAL SH, 2005a; WALSH, 2005b). A producdo de b-lactamases
congtitui o principal mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos b-lactamicos entre as
bactérias Gram-negativas (LIVERMORE, 1995). Essas enzimas catalisam a hidrdlise do anel
b-lactamico, inativando o antimicrobiano e impedindo que ele entre em contato com as
enzimas responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana, impossibilitando assim a sua
atividade antimicrobiana (BUSH, 1988; LIVERMORE, 1995; ROSSOLINI, 2005). A
resisténcia aos antimicrobianos b-lactdmicos depende de vérios fatores, como: quantidade e
tipo da enzima produzida, capacidade dessa enzima em hidrolisar o antimicrobiano em
questdo, velocidade de penetracdo do b-lactdmico na membrana externa da bactéria e a
hiperexpressao das bombas de efluxo, as quais reduzem a concentragdo do antimicrobiano no
interior das células (LIVERMORE, 1995; ROSSI, 2005).

A deteccdo de algumas b-lactamases em bactérias Gram negativas merece atencéo,
especialmente as b-lactamases de espectro estendido (ESBL), as b-lactamases cromossdomicas
induziveis (AmpC) e as carbapenemases (LIVERMORE, 1995). Dentre essas enzimas que
degradam os b-lactamicos, as metalo-b-lactamases (MbL) sdo as mais temidas por seu amplo
espectro de atividade contra todos os b-lactamicos, exceto ao monobactamico aztreonam, e
também pela resisténcia que elas apresentam aos inibidores de b-lactamases, como &acido
clavulanico, tazobactam e sulbactam (WAL SH, 2005a, WAL SH, 2005b).

A escolha do Hospital Universitério de Santa Maria (HUSM) para implementacéo
desse estudo se deve ao fato do alto indice de isolamento de cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii multirresistentes. A deteccéo dessas cepas tem grande
importancia na determinagdo da melhor opgdo de tratamento para cada paciente, na menor
pressdo seletiva e no controle de infeccdo hospitalar. Desta maneira estaremos contribuindo
para diminuir custos desnecess&rios a0 hospital, pois com o isolamento dos pacientes
portadores dessas cepas e 0 tratamento instituido corretamente, prevenird o aparecimento de
surtos e adisseminacdo de cepas produtoras de MbL.

O presente trabalho teve como objetivos principais:
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- ldentificar a producdo de metalo-b-lactamases entre as cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii multirresistentes isoladas a partir de diferentes
espécimes clinicos de pacientes atendidos no Hospital Universitério de Santa Maria;

- Veificar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das cepas de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii;

- Comparar os métodos de disco difusdo e microdiluicdo para deteccdo de resisténcia a
polimixina B, imipenem e ceftazidima;

- Avaliar o desempenho dos agentes quelantes EDTA 0,1M, EDTA 0,5M e é&cido 2-
mercaptopropidnico para aidentificacdo de isolados produtores de MbL ;

- Determinar o melhor substrato, ceftazidima ou imipenem, para a identificagdo de
MbL;

- Avaliar os principais fatores de risco para a aquisicdo de microrganismos
multirresistentes;

- Sugerir uma metodologia simples e de custo acessivel que possa ser empregada na
rotina do Laboratério de Analises Clinicas do HUSM para deteccdo de cepas produtoras de
MbL;
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2 - REVISAO DE LITERATURA

2.1 Resisténcia bacteriana

A introducdo dos agentes antimicrobianos na prética clinica representou um dos
grandes avangos na medicina para 0 tratamento dos mais diversos tipos de doencas
infecciosas. No entanto, desde a introdugdo do primeiro antimicrobiano a resisténcia
bacteriana a estes agentes vem sendo descrita e atualmente estd emergindo em uma ampla
variedade de pat6genos tanto de origem nosocomial quanto comunitaria (POWERS, 2004). A
emergéncia e disseminagdo de inlmeros microrganismos resistentes resultam da combinagéo
de multiplos fatores como: mutagdes dos genes de resisténcia que aumentam seu espectro de
atividade; troca de informagdes genética na qual os genes de resisténcia sdo transferidos para
Nnovos microrganismos; pressdo seletiva exercida pelas condi¢gbes do meio que favorece a
emergéncia e disseminagdo de microrganismos resistentes; proliferacdo e disseminagdo de
clones multiresistentes, a qual pode ocorrer em nivel global (TENOVER, 2001).

A resisténcia bacteriana pode ser definida como um conjunto de mecanismos de
adaptacdo das bactérias contra os efeitos nocivos ou letais aos quais estdo sendo expostas
(LIVERMORE, 1995). Um dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia
bacteriano € a producdo de b-lactamases, que sdo enzimas que catalisam a hidrélise do anel
betalactamico, inativando o antimicrobiano e impedindo, assim que ele entre em contato com
as enzimas responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana (BUSH, 1988;
LIVERMORE, 1995; ROSSOLINI, 2001).

Os antimicrobianos b-lactamicos representam a classe mais utilizada clinicamente
devido a sua baixa toxicidade e a grande variedade de compostos disponiveis. Esta classe
inclui: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (MURRAY, 2004). Os
b-lactdmicos atuam inibindo a Ultima etapa da sintese do peptideoglicano por inibicdo da
transpeptidase, para que essa agdo ocorra 0s b-lactamicos necessitam do anel b-lactamico
intacto. Os carbapenens constituem a terapia de escolha para pacientes com infecges
hospitalares graves ou para agquelas infecgbes causadas por microorganismos resistentes a
penicilinas e cefalosporinas disponiveis, devido a0 seu amplo espectro de atividade, sua
elevada afinidade pelas proteinas ligadoras de penicilina do tipo 2 (PBP2), estabilidade frente

a muitas b-lactamases, incluindo as de espectro ampliado (ESBL) e as cromossomicas

PDF created with pdfFactory trial version www.pdffactory.com



http://www.pdffactory.com

18

(AmpC), e excelente permeabilidade através da membrana externa bacteriana (GALES, 2002;
JONES, 2005).

2.2 —Classificagdo das b-lactamases

A producdo de b-lactamases € a principal forma de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos b-lactamicos entre as bactérias Gram-negativas. Elas sdo descritas como
enzimas que hidrolisam amidas, amidinas ou outras pontes C-N, separando as amidas ciclicas
do anel b-lactamico (BUSH, 1995). A maioria das b-lactamases age via mecanismo éster de
sering, no entanto, algumas necessitam de ions zinco para romper o anel b-lactamico. Os
genes que codificam a producdo de b-lactamases podem estar localizados em cromossomos
ou plasmideos, sendo as enzimas consequentemente denominadas. cromossdmicas ou
plasmidiais (LIVERMORE, 1995).

A primeira b-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain antes do uso da
penicilina para o tratamento das infec¢tes bacterianas (BUSH, 1989). Desde ent&o, inimeras
b-lactamase foram identificadas e vérios esquemas de classificagdo foram propostos para
agrupar estas enzimas de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e pela andlise da
estrutura molecular (BUSH, 1989; LIVERMORE, 1995; BUSH, 2001).

2.2.1 — Esquemade classificagdo de Ambler (1980)

AMBLER (1980) classificou as b-lactamases de acordo com sua estrutura primariaem
guatro classes, classes A a D , as quais estéo classificadas dentro de dois grupos de acordo
com diferencas em seus mecanismos cataliticos, isto € serina-b-lactamase (classes A, C e D)
e metalo-b-lactamase (classe B) (AMBLER, 1980; BUSH, 1995; ROSSOLINI, 2001). As
classes A, C, e D possuem um residuo de serina no local ativo da enzima, enquanto as
enzimas de classe B possuem um residuo de cisteina e utilizam ions zinco para romper o anel
b-lactamico (AMBLER, 1980; ROSSI, 2005).

As b-lactamases que hidrolisam carbapenens pertencem as classes A (penicilinases), B
(metalo-b-lactamase) e D (oxacilinases), e possuem a propriedade de hidrolisar pelo menos
parcialmente 0s carbapenens juntamente com outros b-lactamicos (AMBLER, 1980;
NORDMANN, 2002; POIREL, 2002; RASMUSSEN, 1997).
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2.2.2 — Esquema de classificagdo de Bush — Jacoby e Medeiros (1995)

Este esquema baseia-se nas caracteristicas funcionais e divide as b-lactamases em
quatro grupos definidos de acordo com os seus substratos e sensibilidade aos inibidores &cido
clavulénico e EDTA: i) Grupo 1: b-lactamases que ndo sdo inibidas pelo &cido clavulanico,
pertencem a classe C de Ambler, denominadas AmpC; ii) Grupo 2: b-lactamases inibidas
pelo &cido clavulanico, pertencentes as classes A e D de Ambler, denominadas b-lactamases
de espectro estendido (ESBL) e oxacilinases (OXA); iii) Grupo 3: s&0 enzimas que possuem
no seu sitio aivo fons zinco (Zn**) e néo inibidas pelo &cido clavulanico sendo inibidas pelo
EDTA, chamadas metalo-b-lactamases (MbL); iv) Grupo 4: possui enzimas que ndo Ssao

inibidas pelo &cido clavulanico mas ndo se encaixam nos outros grupos (BUSH, 1995).

2.3 - Metalo-b-lactamases

2.3.1 - Classificagéo

As MbL pertencem a classe molecular B de acordo com a classificacdo proposta por
AMBLER (1980). De acordo com o esguema de classificagdo das b-lactamases proposto por
BUSH em 1989, as MbL foram classificadas no grupo 3 com base nas suas propriedades
bioquimicas, condi¢do que foi reforgada em 1995 com a classificagdo funcional de Bush-
Jacoby-Medeiros (BUSH, 1995). Com o aumento da identificagdo de novas MbL,
RASMUSSEM & BUSH (1997) propuseram a diviséo do grupo 3, de acordo com o perfil de
hidrdlise para os carbapenens e outros b-lactdmicos, em 3 novos subgrupos. 0 subgrupo 3a
gue inclui as MbL com um amplo espectro de atividade, o subgrupo 3b que compreende as
enzimas gue hidrolisam preferencialmente os carbapenens e no subgrupo 3c onde estdo as
enzimas que hidrolisam fracamente os carbapenens (RASMUSSEM,1997; BUSH, 1998).

Com a obtencdo da sequiéncia genética das MbL, GALLENI et al. (2001) propuseram
um esquema de classificagdo numérico e subdividiram o grupo 3 em trés subclasses: B1, B2, e
B3. Ege esguema foi atualizado por GARAU et al. (2004) apds a elucidacdo da estrutura
tridimensional de algumas MbL representantes de cada subclasse, no entanto, este esquema

de classificacdo, segundo WAL SH (2005a), ndo € adequado para acomodar todas as MbL .
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2.3.2 — Caracteristicas

As MbL s30 caracterizadas por hidrolisar todos os b-lactdmicos disponiveis
comercialmente, com excecdo do monobactamico, aztreonam, necessitarem de ions zinco ou
outros cétions divalentes como cofator para a sua atividade catalitica, ndo serem inibidas
pelos inibidores de b-lactamases disponiveis comercialmente, sendo inibidas por agentes
guelantes como EDTA (BUSH, 1995; BUSH, 1998; BUSH, 2001). Como todas as b-
lactamases, as MbL podem ser codificadas cromossomicamente ou transmitidas através de
elementos genéticos moveis (WALSH, 2005a).

A primeira MbL foi descrita em 1966 em um isolado de Bacillus cereus, sendo
codificada cromossomicamente (SABATH, 1966; KUWABARA, 1967; HUSSAIN, 1985).
Devido ao surgimento das MbL plasmideos mediadas em patégenos de importante relevancia
clinica como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. e membros da familia
Enterobacteriaceae, em vérios paises, este mecanismo de resisténcia esta se tornando um
sério problema, pois limita as opgdes de tratamento para infeccBes causadas por estes
patdgenos, além disso, ndo ha um inibidor de b-lactamase para uso clinico capaz de inibir
eficientemente essas enzimas (BUSH, 2001; JONES, 2005; ROSSOLINI, 2005; WALSH,
20053).

2.3.3 - Metao-b-lactamases intrinsecas (cromossomicas)

As MbL podem ser produzidas intrinsecamente por alguns microrganismos
encontrados no meio ambiente e por alguns patdgenos oportunistas, que com excecdo da
Senotrophomonas maltophilia e do Bacillus anthracis, raramente causam infeccBes sérias
(PAYNE, 1994; CHEN, 2003; WALSH, 2005a). A primeira MbL codificada
cromossomicamente foi de Bacillus cereus descrito em 1966, sendo recuperada de um Gnico
isolado (SABATAH, 1966; KUWABARA, 1967; HUSSAIN, 1985). A segunda MbL foi
descrita em 1982 em Senotrophomonas maltophilia (SAINO, 1982; PAYNE, 1994;
CROWDER, 1998; AVISON, 2001). Pouco tempo depois outras bactérias foram identificadas
como produtoras MbL cromossdomica, como: Aeromonas spp (IACONIS, 1990; WALSH,
1997), Aeromonas hydrophila (MASSIDA, 1991), Aeromonas sobria (WALSH, 1996),
Bacillus anthracis (CHEN, 2003); Caulobacter crescentus (DOCQUIER, 2002; SIMM, 2001)
Chryseobacterium meningosepticum (BELLAIS, 2000a; WOODFORD, 2000; ROSSOLINI,
1998), Chryseobacterium indologenes (BELLAIS, 2000b), Chryseobacterium gleum
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(BELLAIS, 2002a), Flavobacterium johnsoniae (NAAS, 2003), Janthinobacterium lividum
(DOCQUIER, 2004; ROSSOLINI, 2001) Legionella gormanii (FUJII, 1986; BOSCHI, 2000),
Myroides odoratus (SATO, 1985; MAMMERI, 2002), Myroides odoratimimus (MAMMERI,
2002), Serratia fonticola (SAAVEDRA, 2003).

2.3.4 - Metdo-b-lactamases méveis ou adquiridas

As MbL adquiridas sdo codificadas por elementos genéticos moveis, 0s quais podem
ser transferidos de um microrganismo para outro, facilitando assim a sua disseminagédo
(WALSH, 2005b). Até o inicio dos anos 90, as MbL n&o possuiam muita importancia clinica,
pois eram produzidas cromossomicamente por alguns microrganismos de pouca relevancia
clinica os quais estavam, as vezes, associados a infecgbes oportunistas. A primeira MbL
adquirida foi encontrada em Bacteroides fragilis, a qual foi primeiramente classificada como
cromossdmica, no entanto, apds a caracterizacdo do gene CfiA (ou CcrA) observou-se que
esta era mediada por elementos genéticos moveis (YOTSUJI, 1983; CUCHURAL, 1986;
BANDOH, 1991; POIREL, 2002; WANG, 1998; YAMAZOE, 1999).

O primeiro relato de MbL adquirida em um patdégeno de importancia clinica foi em
1991, no Japédo, em um isolado de Pseudomonas aeruginosa resistente ao imipenem e a outros
antimicrobianos anti-pseudomonas (WATANABE, 1991), desde ent&o inimeras MbL foram
identificadas e atualmente sd0 conhecidas cinco tipos: IMP (imipenemase) (WATANABE,
1991, OSANO, 1994), VIM (Verona imipenemase) (LAURETTI, 1999), SPM (S&o Paulo
metalo- b-lactamase) (TOLEMAN, 2002), GIM (German imipenemase) (CASTANHEIRA,
2004) e SIM (Seoul imipenemase) (LEE, 2005a). Os genes que codificam MbL ja foram
observados em varios patdgenos clinicamente importantes como os bacilos ndo fermentadores
P. aeruginosa (SENDA, 1996a) e Acinetobacter spp (TAKAHASHI, 2000; YUM, 2002a), e
em varias espéecies da familia Enterobactereaceae como: Serratia marcescens (ITO, 1995;
OSANO, 1994), E. coli (MIRIAGOU, 2003), Proteus mirabilis (VOURLI, 2006), Proteus
vulgaris (ARAKAWA, 2000), Klebsiella pneumoniae (IKONOMIDIS, 2005; Y AN,2001b),
Klebsiella oxytoca (SHIBATA, 2003), Morganella moragnii (SHIBATA, 2003), Shigella
flexneri (IYOBE, 2000), Enterobacter cloacae (YAN, 2002), Enterobacter aerogenes
(ARAKAWA, 1995), Citrobacter freundii (YAN, 2002) e Citrobacter young (HAWKEY,
2001).
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Por muitos anos achou-se que as MbL estavam restritas ao Japdo, onde o primeiro
gene de resisténcia foi encontrado, no entanto, hoje as MbL sdo um problema mundial e ja
foram confirmadas em vérios paises como: Itdia (LAURETTI, 1999), Franca (POIREL,
2000), Grécia (TSAKRIS, 2000), Alemanha (CASTANHEIRA, 2004), Portugal (CARDOSO,
2002), Espanha (PRATS, 2002), Inglaterra (TY SALL, 2002), Suécia (GISKE, 2003), Polénia
(PATZER, 2004), Turquia (BAHAR, 2004), Hungria (LIBISCH, 2004), Croécia
(SARDELIC, 2003), Malasia (HO, 2002), Taiwan (Y AN, 2001a), Coréia (YUM, 2002a),
Cingapura (KOH, 2004), Hong Kong (CHU, 2001), China (HAWKEY, 2001), india
(HEMALATHA, 2005), Austrdlia (PELEG, 2004), Canada (GIBB, 2002), Estados Unidos
(TOLEMAN, 2004), Colémbia (CRESPO, 2004), Argentina (PASTERAN, 2005) e no Brasil
(TOLEMAN, 2002).

Os genes que codificam as MbL dos tipos IMP, VIM, GIM-1 e SIM-1 foram
encontrados em integrons de classe 1 (CASTANHEIRA, 2004; IYOBE, 2000; LAURETTI,
1999; LEE, 2005a; POIREL, 2000;), no entanto, MbL do tipo IMP também foi encontrada em
integrons de classe 3 (ARAKAWA, 1995, WALSH 2005d). Integrons sdo elementos
genéticos capazes de capturar genes que fazem parte de genes cassetes via uma recombinagéo
sitio-especifico entre dois sitios. 0 integron e o gene cassete (BENNETT, 1999). Os genes
cassetes s@o pequenas moléculas de DNA que podem estar na forma livre, circular ou néo
replicada, que se deslocam de um sitio genético para outro, as quais fazem parte da grande
molécula de DNA, tais como os plasmideos ou o cromossomo bacteriano. Esses genes contém
geralmente um Gnico gene junto com um sitio de recombinagdo denominado 59 elementos de
base (BENNETT, 1999). Os integrons foram descobertos a partir da analise dos plasmideos
de resisténcia e dos transposons que transportavam varios genes de resisténcia, assim, um
integron pode possuir resisténcia para mais de uma classe de antimicrobiano (BENNETT,
1999; WAL SH, 2005b). O gene que codificaa MbL SPM-1 (TOLEMANN, 2002), aqual até
0 momento é restrita a0 Brasil, estd associado com dois tipos diferentes de elementos CR
(regies comum), o qual foi identificado como CR4 (POIREL, 2004). No entanto, conhece-se
muito pouco sobre os elementos CR, principalmente como eles transportam os genes de
resisténcia (WAL SH, 2005b).
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2.3.4.1 - Metalo-b-lactamases do tipo IMP

Trés anos apos WATANABE et al. (1991) descreverem a primeira MbL adquirida em
P. aeruginosa, OSANO et al (1994) caracterizaram IMP-1 em Serratia marcescens, a qual foi
isolada em 1991 de um paciente com infeccdo do trato urinario no Hospital de Aichi,
Okazaki, Japdo. Alguns estudos realizados em hospitais japoneses demonstraram a
disseminacdo de IMP-1 em vérias regides do Japdo. Em um estudo realizado em 1993 foram
avaliados 105 isolados S. marcescens de 7 hospitais japoneses e identificou-se quatro isolados
com um gene similar a blayyp1 (ITO, 1995). SENDA et al. (1996a) avaliaram 3700 isolados
de P. aeruginosa obtidas de 17 hospitais japoneses entre 0os anos de 1992 e 1994, e
encontraram o gene blayvp., em 15 dos 132 isolados selecionados para a pesquisa deste gene.
Ao avaliarem a CIM para o imipenem dos isolados positivos para MbL observaram que a
aquisicdo de genes para MbL sozinhos nem sempre estdo associados com altos niveis de
resisténcia aos carbapenens. Outro estudo em hospitais japoneses, realizado entre 1991 a
1996, avaliou 933 isolados de bacilos Gram negativo resistente a ceftazidima destes 80
possuiam o gene blajvp.s (HIRAKATA, 1998).

Por anos acreditou-se que bactérias produtoras de MbL do tipo IMP estavam restritas
a0 Japdo. Egta convicgdo mudou com a identificagdo de IMP-2 e IMP-5 em Acinetobacter
baumannii na Itdlia e em Portugal, em 1997 e 1998, respectivamente (RICCIO, 2000; SILVA,
2002). Atualmente sdo conhecidas 23 variantes pertencentes a subclasse IMP (LAHEY,
2007), as quais foram identificadas em diferentes microrganismos e em diversos paises. A
Tabela 1 contém os dados das principais variantes de IMP relatadas, microrganismos e pais
onde foram detectadas.

2.3.4.2 - Metalo-b-lactamases do tipo VIM

O segundo grupo dominante de MbL adquirida sGo as MbL do tipo VIM, também
conhecida como MbL Européia, devido a grande prevaléncia desta enzima nos paises do
continente europeu (WALSH, 20054). Atualmente sd0 conhecidas 18 variantes identificadas
em diferentes microrganismos e relatadas em varios paises por todo o mundo (Tabela 2)
(LAHEY, 2007). VIM-1 foi a primeira variante a ser identificada em P. aeruginosa, isolada
de ferida cirdrgica de um paciente da CTI no Hospital Universitario de Verona na Itdia, em
1997 (LAURETTI, 1999). Logo em seguida, CORNAGLIA et al. (2000) relataram um surto
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de P. aeruginosa resistente aos carbapenens produtora de VIM-1, nesta mesma instituigéo.
Neste estudo, dos 541 isolados de P. aeruginosa obtidos entre 1997 e 1998, 35 foram
suspeitos de produzir MbL e essa suspeita foi confirmada em oito isolados que possuiam o
gene blayy-1.

A segunda variante, VIM-2, foi identificada na Franca em um isolado de P.
aeruginosa obtido de cultura de sangue de uma paciente com leucemia (POIREL, 2000).
VIM-2 é a variante predominante das MbL do tipo VIM, ja foi relatada em vérios paises e
microrganismos, sendo responsavel por surtos como 0 que ocorreu em um hospital grego
(MAVROIDI, 2000).

2.3.4.3- MbL do tipo SPM-1

O terceiro tipo de MbL adquirida foi identificado em uma amostra de P. aeruginosa
obtida a partir de uma cultura de urina de uma paciente com leucemia linfoblastica aguda
hospitalizada no Complexo Hospitalar S&o Paulo, S&o Paulo, Brasil em 2001. Passados cinco
dias, um isolado de P. aeruginosa, com o mesmo perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos, foi obtido a partir da hemocultura. A paciente veio a falecer logo em seguida
devido choque séptico (TOLEMAN, 2002). SPM-1 hidrolisa todos os antimicrobianos b-
lactamicos, preferencialmente cefalosporinas, sendo incapaz de hidrolisar aztreonam,
ticarcilina e &cido clavulanico (MURPHY, 2003). Até o momento SPM-1 s6 foi encontrada
em Pseudomonas aeruginosa e esta enzima parece estar restrita ao Brasil, pois ndo ha relatos
de cepas produtoras de MbL do tipo SPM-1 em outros paises.

A disseminagdo epidémica de P. aeruginosa produtora de MbL do tipo SPM-1 ja foi
evidenciada em vérios estados brasileiros (GALES, 2003b). Em um estudo redizado no
Recife, foram avaliados 19 isolados de P. aeruginosa e 11 foram identificados como
produtores de MbL, a andlise genotipica destes isolados demonstrou que eles possuiam o gene
blaspm-1 (POIREL, 2004). ZAVASCKI et al. (2005) avaliaram 35 isolados de P. aeruginosa
resistente aos carbapenens do Hospital S&o Lucas (Porto Alegre, RS), entre janeiro e outubro
de 2004, para a producéo de MbL sendo que 27 isolados foram positivos e destes 21
transportavam o gene blaspy-1. Este foi 0 primeiro surto por P. aeruginosa produtora de SPM-
1 descrito no sul do Brasil.
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Variante M icrorganismo Pais Referéncia
IMP-1 Serratia marcescens Japéo OSANO, 1994.
Pseudomonas aeruginosa Japao SENDA, 1996.
Alcaligenes xyl osoxidans Japao SENDA, 1996b.
Pseudomonas putida Japéo SENDA, 1996b.
Klebsiella pneumoniae Japao SENDA, 1996b.
Citrobacter freundii Japéo HIRAKATA, 1998.
Pseudomonas fluorescens Japéo HIRAKATA, 1998.
Pseudomonas stutezeri Japéo HIRAKATA, 1998.
Acinetobacter spp. Japao ARAKAWA, 2000.
Enterobacter cloacae Japéo ARAKAWA, 2000.
Enterobacter aerogenes Japéo ARAKAWA, 2000.
Escherichia coli Japao ARAKAWA, 2000.
Proteus vulgaris Japao ARAKAWA, 2000.
Pseudomonas putida Taiwan YAN, 2001a.
Pseudomonas stutzeri Taiwan YAN, 2001a.
Acinetobacter junii Inglaterra TYSALL, 2002.
Acinetobacter baumannii Japéo SHIBATA, 2003.
Burkholderia cepacia Japao SHIBATA, 2003.
Klebsiella oxytoca Japao SHIBATA, 2003.
Providencia rettgeri Japao SHIBATA, 2003.
Alcaligenes faecalis Japao SHIBATA, 2003.
Morganella morganii Japao SHIBATA, 2003.
Acinetobacter spp Coréia LEE, 2003a
Pseudomonas aeruginosa Brasil FILHO, 2003.
Pseudomonas putida Cingapura KOH, 2004.
Pseudomonas fluorescens Brasil SADER, 2005a.
Acinetobacter spp Brasil SADER, 2005a.
Klebsiella pneumoniae Brasil LINCOPAN, 2005.
IMP-2 Acinetobacter baumannii Itaia RICCIO, 2000.
Pseudomonas aeruginosa Japéo SHIBATA, 2003.
Acinetobacter baumannii Japéo SHIBATA, 2003.
Acinetobacter |woffii Japéo SHIBATA, 2003.
IMP-3 Shigella flexneri Jap&o 'Y OBE, 2000.
IMP-4 Acinetobacter spp Hong Kong CHU, 2001.
Citrobacter youngae China HAWKEY, 2001.
Pseudomonas aeruginosa Austrdlia PELEG, 2004.
Serratia marcescens Austrdlia PELEG, 2005.
Klebsiella pneumoniae Austrdlia PELEG, 2005.
Escherichia coli Austrdlia PELEG, 2005.
Enterobacter cloacae Austrdlia PELEG, 2005.
IMP-5 Acinetobacter baumannii Portugal SILVA, 2002.
IMP-6 Serratia marcescens Japéo YANO, 2001.
Acinetobacter baumannii Brasil GALES, 2003a
IMP-7 Pseudomonas aeruginosa Canada GIBB, 2002.
Pseudomonas aeruginosa Malésia HO, 2002.
IMP-8 Klebsiella pneumoniae Taiwan YAN, 2001b.
Enterobacter cloacae Taiwan Y AN, 2002.
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IMP-9 Pseudomonas aeruginosa China XIONG, 2006.
IMP-10 Pseudomonas aeruginosa Japao 'Y OBE, 2002.
Al caligenes xyl osoxidans Jap&o 1Y OBE, 2002.
IMP-11 Pseudomonas aer uginosa Japao IYOBE, S. etal.”
IMP-12 Pseudomonas putida Italia DOCQUIER, 2003.
IMP-13 Pseudomonas aeruginosa Italia TOLEMAN, 2003.
IMP-16 Pseudomonas aeruginosa Brasil MENDES, 2004a.
IMP-18 Pseudomonas aeruginosa Estados Unidos HANSON, 2006.
IMP-19 Aeromonas caviae Franca NEUWIRTH, 2007.

* N&o publicado. Fonte: http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel

2.3.4.4- MbL dotipo GIM-1

Em 2002, cinco isolados de P. aeruginosa multirresistentes foram obtidas de
diferentes pacientes em Dusseldorf, Alemanha. Estes isolados foram provenientes do trato
respiratério e apresentaram resisténcia a todos os antimicrobianos b-lactamicos,
aminoglicosideos e quinolonas, sendo sensiveis apenas a polimixina B. Os testes fenotipicos
indicaram a producdo de MbL e a andlise genética revelou um novo gene de MbL
denominado blagu-1, representando a quarta subclasse de MbL adquirida a ser identificada
GIM-1 possui um amplo perfil de hidrélise, mas ndo possui um substrato especifico, e ndo
hidrolisa aztreonam e os inibidores de b-lactamases. Assim como a maioria dos genes de
MbL, GIM-1 é encontrado em integron de classe 1, o qual contém, além do gene blagv-1,
genes para resisténcia aos aminoglicosideos e um gene para oxacilinase blaoxa-2
(CASTANHEIRA, 2004). Este € tnico relato de GIM-1, e desde 2002, nenhum novo relato de

P. aeruginosa possuindo GIM-1 foi apresentado aliteratura

2.3.4.5- MbL dotipo SIM-1

SIM-1 foi a quinta subclasse de MbL a ser identificada. Estanova MbL foi encontrada
em sete isolados de A. baumannii obtidos de um hospital em Seul, Coréia, entre 2003-2004,
de pacientes com pneumonia e infec¢do do trato urindrio. Esses isolados possuiam baixos
MICs para o0 imipenem e o meropenem (8 a 16ng/mL) e tinham um fendtipo de
multirresisténcia. Todos os isolados foram sensiveis a ciprofloxacino, mas resistentes ou
intermedi&rio para outros antimicrobianos, incluindo cefalosporinas de amplo espectro,
ampicilina sulbactam e todos os aminoglicosideos testados. SIM-1 é codificada por um
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integron de classe 1, e € mais relacionado com as enzimas do tipo IMP do que qualquer outra
MbL (LEE, 2005a).

TABELA 2: Principais variantes de MbL do tipo VIM.

Variante Microrganismo Pais Referéncia
VIM-1 Pseudomonas aeruginosa Itaia LAURETTI, 1999.
Pseudomonas aeruginosa Grécia TSAKRIS, 2000.
Achromobacter xylosoxydans Itaia RICCIO, 2001.
Pseudomonas putida Itaia LOMBARDI, 2002.
Escherichia coli Grécia MIRIAGOU, 2003.
Klebsiella pneumoniae Grécia GIAKKOUPI, 2003.
Klebsiella pneumoniae Franca LARTIGUE, 2004.
Escherichia coli Espanha TORTOLA, 2005.
Klebsiella pneumoniae Espanha TORTOLA, 2005.
Proteus mirabilis Grécia VOURLI, 2006.
VIM-2 Pseudomonas aeruginosa Franca POIREL, 2000.
Pseudomonas aeruginosa Grécia MAVROIDI, 2000.
Pseudomonas putida Taiwan YAN, 2001a.
Pseudomonas stutzeri Taiwan YAN, 2001a.
Serratia marcescens Coréia YUM, 2002b.
Pseudomonas aeruginosa Espanha PRATS, 2002.
Pseudomonas aeruginosa Portugal CARDOSO, 2002.
Citrobacter freundii Taiwan Y AN, 2002.
Acinetobacter baumannii Coréia YUM, 2002a.
Acinetobacter genomospecies 3 Coréia YUM, 2002.
Enterobacter cloacae Coréia JEONG, 2003.
Pseudomonas putida Coréia LEE, 2003a.
Acinetobacter spp Coréia LEE, 2003a
Pseudomonas aeruginosa Japéo SHIBATA, 2003.
Pseudomonas putida Japéo SHIBATA, 2003.
Pseudomonas aeruginosa Polonia WALSH, 2003.
Pseudomonas aeruginosa Croécia SARDELIC, 2003.
Pseudomonas spp Chile MENDES, 2004b.
Pseudomonas fluorescens Chile MENDES, 2004b.
Pseudomonas aeruginosa Venezuela MENDES, 2004b.
Pseudomonas aeruginosa Brasil SADER, 2005b.
Pseudomonas aeruginosa Colémbia VILLEGAS, 2006.
Pseudomonas putida Polonia FIETT, 2006.
Acinetobacter genomospecies 3 Polonia FIETT, 2006.
Pseudomonas aeruginosa Argentina PAGNIEZ, 2006.
VIM-3 Pseudomonas aeruginosa Taiwan YAN, 2001a.
VIM-4 Pseudomonas aeruginosa Grécia POUNARAS, 2002.
Pseudomonas aeruginosa Suécia GISKE, 2003.
Pseudomonas aeruginosa Polonia PATZER, 2004.
Pseudomonas aeruginosa Hungria LIBISCH, 2004.
Klebsiella pneumoniae Itaia LUZZARO, 2004.
Enterobacter cloacae Itaia LUZZARO, 2004.
Klebsiella pneumoniae Tunisia KTARI, 2006.
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VIM-5 Klebsiella pneumoniae Turquia BAHAR, 2004.
Pseudomonas aeruginosa Turquia BAHAR, 2004.
VIM-6 Pseudomonas putida Cingapura KOH, 2004.
VIM-7 Pseudomonas aeruginosa EstadosUnidos = TOLEMAN, 2004.
VIM-8 Pseudomonas aeruginosa Colémbia CRESPO, 2004.
VIM-9 Pseudomonas aeruginosa Reino Unido WALSH, 2005a
VIM-10 Pseudomonas aeruginosa Reino Unido WALSH, 2005a.
VIM-11 Pseudomonas aeruginosa Argentina PASTERAN, 2005.
VIM-12 Klebsiella pneumoniae Grécia POURNARAS, 2005.

2.3.5- Mecanismo de hidrélise das MbL

As b-lactamases inativam os antimicrobianos b-lactamicos através da hidrolise da
ligagcdo C-N do anel b-lactamico, este mecanismo difere entre as serina-b-lactamases e as
MbL (WALSH, 2005a). As MbL possuem diferentes aminoacidos que definem a estrutura do
Seu sitio ativo o qual é coordenado por pelo menos um ou dois ions zinco, estes, por sua vez,
coordenam duas moléculas de &gua que servem como nucleofilos e hidrolisam a ligagéo
amida do anel b-lactamico (PAGE, 2002, PAUL-SOTO, 1999; WALSH, 2005a). A sequéncia
HXHXD (histidina-X-histidina-X-4&cido aspértico) facilita a coordenagdo dos ions zinco no
sitio ativo (WAL SH, 2005b).

O mecanismo de hidrélise das MbL é complexo e varia de uma MbL para outra, por
este motivo ele ndo estd completamente esclarecido apesar da elucidacdo da estrutura
tridimensional de algumas MbL (CONCHA, 1996; GARAU, 2005). O mecanismo proposto
sugere que o sitio ativo orienta e polariza o anel b-lactamico para facilitar o ataque
nucleofilico pela ligagdo do ion zinco a é&gua e/ou hidroxila (WALSH, 2005a). As MbL
possuem um sitio ativo de amplo encaixe que podem acomodar diferentes substratos b-
lactamicos, o que facilita muito seu espectro de atividade (WAL SH, 2005b).

A elucidacdo da estrutura tridimensional e a compreensdo dos mecanismos de
hidrélise sdo ferramentas Uteis para 0 desenvolvimento de novos farmacos ou inibidores
efetivos clinicamente capazes de inibir essas enzimas e proteger a aividade de
antimicrobianos de amplo espectro como os carbapenens (CONCHA, 1996; GARAU, 2005).

2.3.6- Inibidores de MbL

As MbL ndo sdo inibidas pelos inibidores de serina-b-lactamase, como &cido

clavulanico, tazobactam e sulbactam, no entanto, o desenvolvimento de um inibidor de MbL,
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que sgja efetivo parao uso clinico, ndo é umatarefa f&cil, devido as variagbes nos sitios ativos
dessas enzimas, 0s quais foram observados pelas estruturas tridimensionais elucidadas,
dificultando assim o desenvolvimento de um Unico inibidor que seja ativo para todas as MbL
(CONCHA, 1996; GARAU, 2005, WALSH, 2005a).

Inimeros compostos foram sintetizados e avaliados como inibidores de MbL,
incluindo: derivados tioéster (PAYNE, 1997; HAMMOND, 1999), acool trifldor metil e
cetonas (WALTER, 1996), tibis (ARAKAWA, 2000; MOLLARD, 2001, SIEMANN, 2003),
sulfonil hidrazonas (SIEMANN, 2002), produtos naturais triciclicos (PAYNE, 2002),
derivados do &cido succinico (TONEY, 2001), derivados do 1b-metilcarbapenem (NAGANO,
1999), bifenil tetrazole (TONEY, 1999), inibidores do peptideo cistenil (BOUNAGA, 2001) e
hidroximatos (WALTER, 1999). No entanto, os estudos que avaliaram estes inibidores foram
realizados em bactérias que codificavam MbL cromossdmica ou produziam a enzima IMP-1,
ndo incluindo as MbL de maior interesse como as do tipo VIM, SPM, GIM, SIM e as outras
variantes do tipo IMP. S80 necessarios mais estudos, incluindo todas as MbL conhecidas,
além da elucidacéo da estrutura tridimensional das outras MbL das quais ndo se conhece a
estrutura tridimensional, para o desenvolvimento de um inibidor efetivo clinicamente para

todos os tipos de MbL.

2.3.7- Deteccéo laboratorial das MbL

A disseminacgdo de genes que codificam MbL representa uma importante ameaca para
a tergpia antimicrobiana com b-lactdmicos, portanto, a identificacdo de bactérias produtoras
de MbL pelo laboratério de microbiologia € necessaria para evitar a disseminagcdo destes
genes de resisténcia e auxiliar na escolha da terapia antimicrobiana adequada. Até o momento,
nem o CLSI nem os outros comités internacionais, sugerem um teste para a deteccdo de
amostras produtoras de MbL (PITOUT, 2005).

Com o aumento de relatos de cepas produtoras de MbL em vérias partes do mundo,
houve a necessidade do desenvolvimento de metodologias para a deteccéo dessas cepas. Os
testes genotipicos sdo 0s mais seguros e eficazes para a detecgdo destas enzimas, no entanto,
requerem tempo e pessoal altamente treinado, sendo inviavel para a rotina do laboratério
clinico. Aproveitando-se do fato de que essas enzimas possuem zinco no seu sitio ativo e sdo
inibidas por agentes quelantes como EDTA e derivados de ésteres de tidis, vérios testes
fenotipicos foram desenvolvidos com o auxilio desses agentes quelantes (PITOUT, 2005).
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Esses testes incluem: - o teste de sinergismo de disco aproximagdo usando EDTA com
imipenem (IMI) e ceftazidima (CAZ), e o &ido 2-mercaptopropiénico com IMI e CAZ
(ARAKAWA, 2000; LEE, 2001; LEE, 2003b); - o teste de Hodge modificado (LEE, 2001;
LEE, 2003b); - teste do disco combinado de IMI ou CAZ com EDTA (YONG, 2002); - as
tiras de Etes MbL (ARROYO, 2005; LEE, 2005b; WALSH, 2002); - o méodo de
microdiluicdo usando EDTA e 1,10-fenantrolina com IMI (MIGLIAVACCA, 2002) — o
ensaio microbiologico Imipenem-EDTA (MARCHIARO, 2005) e o teste fenotipico
utilizando o écido dipicolinico como inibidor de MbL (KIMURA, 20053).

O teste de disco-aproximacdo € o teste fenotipico mais utilizado, por apresentar boa
sensibilidade, especificidade, baixo custo e ser de facil execucéo, no entanto, as MbL variam
em seu nivel de inibicdo com certos inibidores e também variam em sua habilidade de
conferir resisténcia para alguns substratos como ceftazidime e imipenem. Os membros da
familia Enterobacteriaceae que possuem o gene para MbL podem ser sensiveis ou
intermediérios a esses substratos, dificultando assim o estabelecimento de critérios para a
selecdo de microrganismos suspeitos de portar esse mecanismo de resisténcia (WALSH,
2005a). Segundo FRANKLIN et al. (2006) o método fenotipico mais adequado para a
deteccdo de microrganismos sensiveis aos carbapenens € o teste do disco combinado, e
propde gue o teste fenotipico seja realizado nos microrganismos resistentes para ceftazidima
ou ticarcilina/écido clavulanico. O teste do disco combinado demonstrou ser adequado para a
deteccdo de MbL em isolados de K. pneumoniae, reforcando o estudo anterior
(PETROPOULOU, 2006). No entanto, o teste do disco combinado deve ser interpretado com
cautela, pois os resultados podem variar conforme a preparagdo dos discos (ANDRADE,
2007).

As fitas de Etest também podem ser utilizadas para a deteccdo MbL, tanto
cromossOmica quanto plasmidial. Estas fitas sdo impregnadas em uma extremidade com
imipenem e imipenem+EDTA na outra extremidade. E uma metodologia de fécil execugdo e
interpretacéo, no entanto, possuem alto custo (WALSH, 2002). Segundo LEE et al. (2005b)
as fitas de Etest MbL possuem alta sensibilidade e especificidade para a deteccdo de
Acinetobacter spp. e Pseudomonas spp. produtores de MbL. No entanto, o resultado obtido
pode ser influenciado pelo nivel de resisténcia ao imipenem e por outras condi¢fes do teste,
como 0 armazenamento da cepa antes da realizacdo do teste, pois as cepas armazenadas por
muito tempo a temperatura ambiente podem perder o gene que codifica MbL e fornecer um

resultado falso positivo (LEE, 2005b). Neste estudo os autores propde a modificacéo das fitas
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de Etest MbL para detectar isolados produtores de MbL com MIC <4ng/ml. Em um estudo
realizado na Africa do Sul, 49 isolados de A. baumannii foram avaliados para a presenca de
MbL com a fita de Etest MbL, a qual indicou a presenca desta b-lactamase. A andlise
molecular dessas amostras detectou a presenca de oxacilinase, demonstrando que as fitas de
Etest devem ser interpretadas com cautela em isolados de A. baumannii sendo necessario a
andlise molecular paraa corretaidentificagdo (SEGAL, 2005).

2.3.8- Tratamento

O aumento da diversidade das MbL e a ocorréncia em varios microrganismos, limita
severamente as opgOes terapéuticas resultando no uso de combinacbes de agentes
antimicrobianos na tentativa de obter sinergismo entre os fa&rmacos que sozinhos seriam
ineficazes. Outra dternativa € o uso de velhos antimicrobianos, como as polimixinas. No
entanto, a terapia antimicrobiana adequada para o tratamento de infecges causadas por
microrganismos produtores de MbL continua desconhecida (WALSH, 2005a; WALSH,
2005b). Estratégias para prevencdo e terapia incluem medidas de controle de infeccdo e
modificagbes no uso de antimicrobianos. A co-resisténcia com outros antimicrobianos, como
os aminoglicosideos, limita ainda mais as opcdes terapéuticas indicando a necessidade do
desenvolvimento de novos e mais potentes agentes antimicrobianos com novos mecanismos
de agdo (WALSH, 2005b).

Embora em alguns estudos os carbapenens continuem ativos, sua utilidade clinica
continua incerta (WALSH, 2005a). Altas doses de aztreonam demonstraram ser uma terapia
atil para o tratamento de pneumonia por P. aeruginosa produtora do MbL em ratos
(BELLAIS, 2002b). Em outro estudo, o ciprofloxacino demonstrou ser o antimicrobiano mais
eficaz para o tratamento de bacteremia enddgena por P. aeruginosa portadora do gene blayp,
(AOKI, 2004).

A Ultima alternativa terapéutica Util pode ser as polimixinas, que sdo antimicrobianos
polipeptidicos que se tornaram disponivel para 0 uso clinico no inicio dos anos 50 e 60. As
polimixinas agem na parede celular bacteriana deslocando ions Ca?* e Mg?*. Esse processo
resulta em um aumento da permeabilidade na membrana citoplasmética e consequientemente a
morte celular (FALAGAS, 2005). As duas formas de polimixina disponiveis comercialmente
sdo a Colistina (Polimixina E) e a Polimixina B, essas formulagdes foram gradualmente sendo
abandonadas no inicio dos anos 80 devido aos seus efeitos adversos (nefrotoxicidade,
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ototoxicidade e bloqueio neuromuscular) e o surgimento de agentes antimicrobianos mais
seguros, como as cefalosporinas (FALAGAS, 2005; TAM, 2005). O uso clinico das
polimixinas ficou limitado a formulagdes topicas e para a prevencdo de infeccbes em
pacientes neutropénicos ou com fibrose cistica (FALAGAS, 2005).

Estudos recentes demonstraram a eficicia das polimixinas para o tratamento de
infecgOes causadas por bacilos Gram-negativos multirresistentes e revelaram que elas ndo séo
t80 toxicas quanto se imaginava (CATCHPOLE, 1997; LEVIN, 1999; KATRAGKOU, 2005;
MICHALOPOULOS, 2005; SADER, 2006). Em um estudo onde foram avaliados 60
pacientes tratados com Polimixina B, 14% tiveram faléncia renal, mas esta condi¢do clinica
ndo foi associada exclusivamente a0 uso da polimixina, pois outros antimicrobianos e
férmacos nefrotoxicos foram administrados concomitantemente (OUDERKIRK, 2003). Esses
estudos tém demonstrado que a toxicidade das polimixinas ndo difere muito dos outros
antimicrobianos utilizados e que a fungdo renal pode ser recuperada com a retirada do
féarmaco (SADER, 2006).

Com o aumento do uso das polimixinas a emergéncia de resisténcia para este agente é
atualmente preocupante, uma vez que estes farmacos muitas vezes sdo 0s Unicos eficazes para
o tratamento de infeccOes por cepas multirresistentes. Por enquanto, a maioria dos
microrganismos continua sensivel as polimixinas, no entanto ja ha relatos de cepas resistentes
(LANDMAN, 2005; LI, 2006; URBAN, 2003). No Brasil, cinco isolados de A. baumannii
resistentes a polimixina foram identificados no Complexo Hospitalar Sdo Paulo em 2003. O
aparecimento dessas cepas resistentes as polimixinas pode ser sido devido a pressdo seletiva e
a disseminagdo clonal. Uma maneira para prevenir a resisténcia as polimixinas é a terapia
combinada de polimixina com rifampicina e/ou imipenem e possivelmente azitromicina, 0 Uso
clinico dessas combinagfes necessita de mais estudos (LANDMAN, 2005).

A auséncia de novos agentes antimicrobianos que sejam ativos contra 0S
microrganismos produtores de MbL e a disseminagdo dos genes que codificam MbL podem
conduzir a falha terapéutica. Isso serd mais preocupante se 0s genes que codificam essa
enzima se disseminarem para a comunidade, esta condicdo reforca a importancia da detecgéo
precoce dos produtores de MbL nas areas onde eles ja foram encontrados, além de rigorosas

medidas de controle de infec¢cdo paraimpedir a disseminagcdo desses genes (WALSH, 2005a).
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2.3.9- Epidemiologia no Brasil e no mundo

A ocorréncia de MbL mediando resisténcia em véarios patégenos tem sido responsavel
por varios surtos nosocomiais em diferentes partes do mundo, demonstrando a necessidade de
préticas apropriadas de controle de infecgdo. Na Grécia, a disseminacéo de MbL do tipo VIM
jafoi evidenciada por vérios estudos (GIAKKOUPI, 2003; IKONOMIDIS, 2005; TSAKRIS,
2000). Na Coréia, encontrou-se 60,7% de isolados produtores de MbL em 28 hospitais
avaliados, com uma maior prevaléncia de P. aeruginosa produtora de MbL do que em outros
paises e observou-se 0 crescente aumento no numero de Acinetobcter spp produtor de MbL
(LEE, 20034). Na Itdlia, 20% dos isolados de P. aeruginosa de um hospital ao norte do pais
possuiam MbL do tipo VIM e 70% dos isolados eram resistentes aos carbapenens
(LAGATOLLA, 2004). Outro estudo redlizado em 3 hogspitais italianos de diferentes regides
demonstrou que P. aeruginosa multirresistente e produtora de MbL é um problema nacional,
pois se encontra distribuida em diferentes regides do pais (TOLEMAN, 2005). No Japdo a
resisténcia aos carbapenens aumentou de 19,3% em 1998 para 38% em 2002 (FRITSCHE,
2005). KIMURA et al. (2005b) demonstraram em seu estudo a distribuicdo clonal de P.
aeruginosa em 60 hospitais japoneses. Na Austrdlia o primeiro surto por isolados produtores
de MbL foi relato em 2005, evidenciando a ampla disseminagdo desses genes ao redor do
mundo (PELEG, 2005).

Na América Latina, a maior concentracdo de produtores de MbL esta no Brasil e na
Argentina. Dentre os paises participantes do programa SENTRY entre os anos de 1997-2001,
0 Brasil contribuiu com 90% dos isolados de P. aeruginosa MDR. Segundo dados deste
mesmo programa no periodo de 2001-2003, 70% dos isolados de P. aeruginosa do Brasil e
73% dos isolados de Acinetobacter spp. da Argentina foram produtores de MbL (SADER,
2005a).

No Brasil o primeiro relato de cepas produtoras de MbL ocorreu em 2002, em isolados
de P. aeruginosa obtidos do Hospital Universitario Clementino Fraga Filho no Rio de Janeiro
(PELLEGRINO, 2002). Dados do SENTRY indicam que 44,8% dos isolados de P.
aeruginosa brasileiros sdo resistentes a0 imipenem e 43,9% sdo produtores de MbL
(FRITSCHE, 2005). Com a identificagdo de SPM-1, em 2001, amostras produtoras dessa
enzima tem sido identificada em vérios centros brasileiros (GALES, 2003b). No Recife, das
24 amostras de P. aeruginosa avaliadas 15 foram produtoras de MbL do tipo SPM-1
(MAGALHAES, 2005). Em um estudo realizado em 3 hospitais de Porto Alegre, RS, 49
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(81,7%) dos 60 isolados de P. aeruginosa analisados foram produtores de MbL e possuiam
MbL dos tipos SPM-1ou IMP-1 (GASPARETO, 2007). Em 2005, identificou-se o primeiro
isolado de K. pneumoniae produtora de MbL do tipo IMP-1 do Brasil e da América Latina

(LINCOPAN, 2005), evidenciando ampla disseminagdo desse mecanismo em Varios
patdgenos nos hospitais brasileiros.
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3-MATERIAISE METODOS

3.1 - Amostras bacterianas e caracterizacéo fenotipica

Foram analisados 73 isolados multirresistentes de BGN-NF, no periodo de janeiro a
junho de 2006, provenientes de diferentes amostras clinicas de pacientes atendidos no HUSM.
Apenas um isolado por paciente foi analisado. As cepas foram selecionadas no Laboratério de
Andlises Clinicas do Hospital Université&rio de Santa Maria (LAC-HUSM) e encaminhadas
para o Laboratorio de Bacteriologia do Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
(DACT) do Centro de Ciéncias da Saide (CCS), prédio 26, sala 1201, onde foi efetuada a
pesquisa para MbL.

3.1.1 - Identificag&o fenotipica

A identificac8o fenotipica e a andlise do resultado do antibiograma para a selegdo das
amostras foram efetuadas utilizando a automacéo (MicroScan- DADE — Behring). As cepas
com resisténcia a ceftazidima e/ou imipenem foram selecionadas. Estes isolados foram
repicados em agar MacConKey e armazenados a -20°C em caldo TSB acrescido de 15%
glicerol. Para arealizagdo da pesquisa as cepas foram ativadas a partir deste estoque em &gar
Mueller Hinton.

3.1.1.1- Identificac&o dos isolados de Acinetobacter spp.

Os isolados de Acinetobacter spp. foram identificados pela automagdo como
Acinetobacter baumannii/haemolyticus. A técnica de crescimento a 44°C foi utilizada para a
diferenciacéo entre essas duas espécies.

Para esta técnica empregou-se um tubo estéril com 3mL de caldo TSB onde o
microrganismo foi inoculado e incubado por 24h em Banho Maria. Apés este periodo o nitido
crescimento bacteriano ou a turbidez do meio indicavam que o microrganismo era o A.

baumannii.
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3.2 - Determinacao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos — teste de difusio em

agar

A avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada através do teste de
difusdo em é&gar conforme recomendagdes do National Committee for Clinical Laboratory
Standars (NCCLS, 2003, atualmente CLSI). Todas as amostras foram testadas frente aos
seguintes antimicrobianos. Amicacina (AMI), Amoxicilina/ Acido clavulanico (AMC),
Aztreonam (ATM), Cefalotina (CFL), Cefotaxima (CTX), Cefoxitina (CFO), Ceftazidima
(CAZ), Ceftriaxona (CRO), Cefepima (CPM), Ciprofloxacina (CIP), Ertapenem (ETP),
Gentamicina (GEN), Imipenem (IMI), Meropenem (MER), Piperacilina/tazobactam (PPT),
Sulfametaxazol/trimetroprim (SFT). Todos os discos foram obtidos da SENSIDISC.

Para a redlizacdo do teste de disco difusdo as cepas foram reativadas do caldo TSB
acrescido de glicerol em &gar Mueller Hinton. Desta cultura foram escolhidas de 4 a 5
colOnias isoladas as quais foram dissolvidas em solugdo salina 0,9%, para obtencdo de uma
turvagao igual ao do tubo 0,5 da escala de McFarland. A seguir, esta suspenséo foi espalhada
em trés diregdes, com auxilio de um “swab” estéril, em uma placa de Petri de 150mm
contendo o meio de &gar Mueller Hinton. Apbs este procedimentos os discos de
antimicrobianos foram dispensados em uma segiiéncia que permitisse um teste “screening’
para a deteccdo de b-lactamases de espectro estendido (ESBL) e das b-lactamases
cromossdmicas induziveis (AmpC), conforme demonstrado na Figura 1.

Este antibiograma foi efetuado com todas as cepas, permitindo assim classifica-las de
acordo com perfis de sensibilidade. A pesquisa de MbL foi realizada posteriormente, com
todas as cepas como detalhada no préximo item. Os isolados que ndo possuiam nenhum dos
mecanismos de resisténcia pesquisados (AmpC, ESBL ou MbL) foram classificados como
multirresistentes (MDR).

3.2.1- ldentificaco dos isolados produtores de b-lactamases de espectro estendido (ESBL) e

das b-lactamases cromossdmicas induziveis (AmpC)

A identificagdo dos produtores de AmpC foi observada pelo achatamento do halo da
ceftazidima quando colocado a 2cm de distancia de um disco de cefoxitina. Para a detecgdo
de ESBL o aparecimento de uma zona fantasma entre o disco de amoxicilina &cido
clavulanico e os discos de aztreonam, cefepima, ceftriaxona ou ceftazidima, colocados a 2cm
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de disténcia, indicariam o isolado como produtor de ESBL. Apés a dispensacdo dos discos as
placas foram incubadas em estufa a 35 +2°C por 16-24h, para posterior leitura dos halos de

inibicéo.

3.2.2- Controle de qualidade dos discos de antimicrobianos

O controle de qualidade foi efetuado para todos os discos utilizados com cepas padréo
de Escherichia coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC 27953 e Saphylococcus aureus
ATCC 25923, em conformidade com as normas de desempenho para testes de sensibilidade
antimicrobiana contidas no 15° Suplemento informativo (M100-S15) (CLSI), obdecendo as

metodologias contidas no documento M2-A8.

* Somente para P. aeruginosa.

FIGURA 1- Disposi¢do dos discos de antimicrobianos no teste “screening”.
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3.3 - Deteccao da producao de metalo-b-lactamases (MbL)

3.3.1-Méodo de disco aproximagdo

A pesquisa de MbL foi baseada no teste de disco aproximagdo conforme proposto por
ARAKAWA et al. 2000 e LEE et al. 2001. Os inibidores de MbL utilizados foram: &cido 2-
mercaptopropionico (2-MPA), solugdo de EDTA 0,1M e solugdo de EDTA 0,5M. Os
substratos utilizados foram: Ceftazidima e | mipenem.

Foi preparada uma suspensdo bacteriana correspondente ao do tubo 0,5 da escala de
McFarland a qual foi semeada em uma placa de Petri de 150 mm contendo &gar Mueller
Hinton, onde 3 discos de cada substrato, CAZ e IMI, foram posicionados ao lado de um disco
central de papel filtro estéril onde se adicionou uma aliquota dos seguintes agentes quelantes:
10 nL EDTA 0,1 M, 10 nL. EDTA 0,5 M e 3 L é&cido 2-mercaptopropidnico. A distancia
entre os discos de IMI e CAZ em relagdo as solugdes de EDTA 0,1 e 0,5 mM foi de 1 cm,
enguanto que parao 2-MPA foi de 1,5 a2 cm, conforme indicado na Figura 2.

As placas foram incubadas em estufa a 35 +2°C por 16-24h. O aparecimento de uma
distor¢éo e/ou ampliacdo do halo de inibigdo de crescimento da amostra bacteriana teste entre
o disco contendo o substrato (CAZ e ou IMI) e o papel filtro adicionado de um dos agentes
quelantes foi considerado positivo para a producéo de MbL. J& em testes negativos ndo se
observa a alteracdo no halo de crescimento da amostra bacteriana (Figura 3). Os testes foram
realizados em triplicata

3.3.2 - Méodo do disco combinado IMI+EDTA para a deteccéo de MbL

O método do disco combinado foi proposto por YONG et al. 2002, onde dois discos
de IMI sdo dispensados sobre uma placa contendo &gar Mueller Hinton e em um dos discos
acrescenta-se 4nl (750ng) de uma solugdo de EDTA 0,5M. Ap6s o periodo de incubacéo de
18-24h a 35+2°C, uma diferenca maior ou igual a 7mm entre os halos de inibi¢éo dos discos
de IMI com e sem 0 EDTA indica que o microrganismo € produtor de MbL.

Esta metodologia foi aplicada para os 11 isolados considerados produtores de MbL
pela metodologia de disco aproximacdo descrita acima. Como controle negativo foram

selecionados 11 isolados, aleatoriamente, classificados como n&o produtores de MbL.
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EDTA 0,1M ou
EDTAOQ,5M ou
2-MPA

lcm para EDTA ede 1,5 a2cm para
2-MPA.

FIGURA 2 - Representacdo esquemdtica das distancias, substratos e agentes quelantes
utilizados para a detecgdo fenotipica de amostras produtoras de MbL.

N

Teste de disco difusdo sem a adicéo
de agente quelante.

NEGATIVO POSITIVO

FIGURA 3 - Amostras bacterianas apresentando teste de disco difuséo sem a adicéo de
agente quelante e o teste fenotipico negativo e positivo para a producdo de MbL,
respectivamente.
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3.4 —Determinacao da concentracdo inibitéria minima (CIM)

Utilizou-se a técnica de microdiluicdo em caldo de acordo com o CLSI 2007 para
Polimixina B, Imipenem e Ceftazidima. Para esta técnica empregaram-se placas de 96 pogos
onde foram distribuidos 100m de caldo Mueller Hinton em cada pogo e 20m do
antimicrobiano foi dispensado no primeiro pogo, onde se obteve a concentracéo de 512ni/ml.
Nos pogos subsequientes realizaram-se diluicdes para a obtencéo das seguintes concentracoes.
256m, 128m, 64m, 32m, 16m, 8m, 4m, 2m e 1. O indculo bacteriano correspondente ao
tubo 0,5 da escala de McFarland foi lido em espectrofotdmetro a 625hm, obtendo-se uma
absorbéancia entre 0,08 e 0,10. Apds o gjuste do inéculo, 100m do mesmo foram dispensados
em cada poco.

ApGs o periodo de incubagdo de 16-24h a 35+2°C, dispensou-se em cada poco 15m
2,3,5-trifeniltetrazdlio (CTT) 1% para facilitar a leitura visual da CIM. Este corante é incolor
e quando reduzido torna-se vermelho pela formag&o do trifenilformazan (TTF) indicando que
h& crescimento bacteriano (ALEF, 1998), a auséncia de crescimento bacteriano caracteriza a
CIM (Figura4). O tesefoi realizado em triplicata.

FIGURA 4 — Amostras bacterianas com CIM maior que 512m/ml e menor que 1m, para
ceftazidima e imipenem, respectivamente.

3.5 - Perfil dos pacientes

O perfil dos pacientes foi delineado a partir dos dados contidos no registro do
paciente, obtido através do nimero do SAME, constando no arquivo do HUSM. N&o houve
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contato direto com 0s pacientes ou exposi¢cao dos mesmos a questionarios; sendo guardado
sigilo total no que se refere a0 nome do paciente do qual a cepa foi isolada. N&o houve,
portanto, a necessidade do emprego do Termo de Consentimento e Livre Esclarecimento
(TCLE). O trabalho foi aprovado pelo conselho de ética sob o nimero: 23081.017286/2006-
17.

Os dados obtidos dos prontuérios dos pacientes foram: idade, doenca de base, tempo
de internacdo, tempo de permanéncia na CTI, medicac&o utilizada antes e ap0s o isolamento
do microrganismo multirresistente e se o paciente foi a obito. Esses dados foram utilizados
para identificar os principais fatores de risco para a aquisicdo de microrganismos
multirresistentes entre os pacientes atendidos no HUSM.
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4 -RESULTADOS

Durante o periodo de estudo foram analisados 73 isolados, sendo 32 (43,84%) P.
aeruginosa e 41 (56,16%) A. baumannii. Pela técnica de crescimento a 44°C para a
diferenciaco de Acinetobacter haemolyticus/baumannii, todos os isolados foram
identificados como A. baumannii.

Na Tabela 3 estéo representados 0s espécimes clinicos e as unidades hospitalares de
procedéncia das 73 amostras analisadas neste estudo. Um total de 43,83% dos isolados foram
obtidos de secregbes do trato respiratorio, seguido por ferida operatéria (13,70%), urina
(6,85%), sangue (2,74%) e outras secregoes (32,88%). A clinica médica foi a unidade onde se
obteve 0 maior nimero de procedéncia dos isolados com 28 amostras, seguido pelo centro de
tratamento intensivo (CTI) (n=18), clinica cirargica (n=13), ambulatorio (n=4), nefrologia
(n=1). Em 9 amostras néo foi possivel identificar a unidade.

TABELA 3 — Distribuigdo das 73 amostras de bacilos Gram negativos ndo fermentadores
multirresistentes obtidas a partir de pacientes atendidos no Hospital Université&rio de Santa
Maria, no periodo de janeiro a junho de 2006, de acordo com o material clinico e o setor de

atendimento.
Espécime clinico/ Unidade n %
Espécime clinico
Secregdes do trato respiratorio* 32 43,83
Ferida operatoria 10 13,70
Urina 5 6,85
Sangue 2 2,74
Outras secregoes** 24 32,88
Unidade
Clinica médica 28 38,36
CTI 18 24,66
Clinicacirargica 13 17,80
Ambulatério 4 5,48
Nefrologia 1 1,37
Desconhecido 9 12,33
Total 73 100

* Aspirado traqueal- n=28 e Escarro- n=4
** Secrecdo de lesdo, Secrecdo de pé, Secrecao de escara, Secrecdo de orelha, Secrecéo de
dreno, Liquido pleural, Swab calcéneo, Swab lesdo de mid, ponta de cateter.
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Dos 73 isolados analisados 11 (15,07%) foram identificados como produtores de MbL.
Dos isolados restantes, 17 (23,3%) foram identificados como produtores de AmpC e 45
(61,64%) foram classificados como MDR, ou sga, ndo foi identificado nenhum dos
mecanismo de resisténcia proposto neste estudo. Todos os isolados identificados como
produtores de MbL foram de P. aeruginosa, esses isolados foram obtidos principalmente do
trato respiratério (n=5; 45,45%), seguido por ferida operatéria (n=2; 18,18%), urina (n=1;
9,10%) e outras secregdes (n=3; 27,27%). A CTI foi a unidade com o maior nimero de
isolados (n=5), seguido pela clinica médica (n=4) e clinicacirtrgica (n=2) (Tabela 4).

TABELA 4 — Distribuicdo das 11 amostras de Pseudomonas aeruginosa produtoras de
metalo-b-lactamases (MbL), isoladas de pacientes atendidos no Hospital Universitério de
Santa Maria, no periodo de marco a junho de 2006, de acordo com o0 material clinico e com o
setor de atendimento.

Espécime clinico/ Unidade n %
Espécime clinico
Secrecdes do trato respiratério* 5 45,45
Ferida operatoria 2 18,18
Urina 1 9,10
Outras secregoes** 3 27,27
Unidade
CTI 5 45,45
Clinicamédica 4 36,36
Clinicacirargica 2 18,18
Total 11 100

* Todos de aspirado traqueal.
** Secrecdo biliar, Swab escara, Swab calcaneo.

O teste de disco difusdo para avaliagdo da sensibilidade aos antimicrobianos foi
realizado conforme as recomendacbes do CLSI. Os antimicrobianos selecionados foram
distribuidos em uma seqiiéncia que permitisse a identificacdo dos isolados produtores de
AmpC e ESBL. Na Figura 4 esta representado um isolado produtor de AmpC onde se observa
o nitido achatamento do halo da ceftazidima e na Figura 5 um isolado classificado como

MDR resistente atodos os antimicrobianos avaliados.
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Achatamento do
halo da ceftazidima

FIGURA 5 — Teste de disco difusdo de um isolado de P. aeruginosa produtora de AmpC.

FIGURA 6 - Tese de disco difusdo de um isolado de A. baumannii classificado como MDR.
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Os antimicrobianos com maior sensibilidade foram imipenem e meropenem, com
41,09% e 34,25% de sensibilidade respectivamente. Para os demais antimicrobianos
observou-se um alto indice de resisténcia (Tabela 5).

TABELA 5 — Perfis de sensibilidade dos 73 isolados de bacilos Gram negativos n&o
fermentadores obtidos de pacientes atendidos no Hospital Universitério de Santa Maria, no
periodo de marco ajunho de 2006, de acordo com ostestes de difusdo em égar.

Antimicrobiano Sensivel Intermediario  Resistente
n (%) n (%) n (%)

Amoxacilina &ido clavulanico 0 0 73 (100)

Amicacina 12 (16,44) 6 (8,22 55 (75,34)
Aztreonam 15 (20,54) 8 (10,95) 50 (68,5)

Ceftazidima 2(2,73) 0 71 (97,26)
Cefoxitina 1(1,37) 0 72 (98,63)
Ciprofloxacino 7 (9,59) 0 65 (89,04)
Cefalotina 0 0 73 (100)

Cefepime 10 (13,7) 5(6,85) 58 (79,45)
Cefotaxime 3 (4,10 4 (5,48) 66 (90,41)
Ceftriaxone 1(1,37) 6 (8,22) 66 (90,41)
Ertapenem 7 (9,59) 0 66 (90,41)
Gentamicina 9(12,33) 1(1,37) 63 (86,30)
| mipenem 30 (41,09) 6 (8,22) 37 (50,68)
Meropenem 25 (34,24) 2(2,73 46 (63,0)

Piperacilina/ Tazobactam 7(9,59) 1(1,37) 65 (89,04)
Sulfametazol/trimetropim 2(2,73) 0 71 (97,26)

Analisando apenas os 32 isolados P. aeruginosa os seguintes resultados foram obtidos:
11 (34,37%) produtores de MbL, 13 (40,62%) AmpC e 8 (25%) MDR. A sensibilidade a
polimixina B pela metodologia de disco difuséo foi avaliada para P. aeruginosa, de acordo
com o CLSI 2007, sendo que todos os isolados foram sensiveis a este antimicrobiano. Foram
identificados 11 perfis de sensibilidade entre osisolados, sendo que trés foram mais
prevalentes (Tabela 6).
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TABELA 6 — Perfis de sensibilidade aos antimicrobianos dos 32 isolados de P. aeruginosa
obtidos de pacientes atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria, no periodo de marco
a junho de 2006.

Antimicrobiano
Perfil POLB ATM IMI MER CAZ CPM n (%)
1 S R R R R R 12 (37,5)
2 S S R R R R 5 (15,62)
3 S R S S R R 3(9,37)
Outros - - - - - - 12 (37,5)

Nenhum dos 41 isolados de A. baumannii analisados foi produtor de MbL, sendo 36
(87,80%) isolados classificados como MDR e 5 (12,2%) foram produtores de AmpC. Pela
andlise da sensibilidade aos antimicrobianos, 11 perfis foram identificados. Os perfis
predominantes estdo representados na Tabela 7. Para isolados de A. baumannii o CLSI né&o
recomenda a metodologia de disco para a Polimixina B, sendo preconizado a determinacgéo da
CIM para esses isolados.

TABELA 7 - Perfis de sensibilidade aos antimicrobianos de 41 isolados de A. baumannii
obtidos de pacientes atendidos no Hospital Universitario de Santa Maria, no periodo de marco
a junho de 2006.

Antimicrobiano
Perfil IMI MER ATM CAZ CPM PPT AMI n (%)
1 R R R R R R R 20 (48,78)
2 S S R R R R R 8 (19,51)
3 S R R R R R R 4(9,75)
4 S R R R R R S 2 (4,88)
Outros - - - - - - - 7 (17,03)

Para os 11 isolados produtores de MbL identificou-se apenas trés perfis de resisténcia

gue estdo representados na Tabela 8.
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TABELA 8 — Perfis de sensibilidade aos antimicrobianos de 11 isolados de P. aeruginosa
produtores de Metalo-b-L actamases.

Antimicrobiano
Perfil POLB ATM IMI MER  CAZ CPM n (%)
1 S S R R R R 6 (54,54)
2 S R R R R R 4 (36,36)
3 S R S S R R 1(9,09)

A pesguisa de MbL foi realizada pelo teste de disco aproximagdo proposto por
ARAKAWA et al. 2000 e LEE et al.2001 (Figura 7). Entre os substratos utilizados a
ceftazidima demonstrou melhor sensibilidade, identificando os isolados produtores de MbL,
enguanto que o imipenem identificou apenas dois dos 11 isolados produtores de MbL. Entre
0s agentes quelantes, a solucdo de EDTA 05 M e o 2-MPA apresentaram o melhor
desempenho na identificagdo dos isolados produtores de MbL, detectando 10 e 9 isolados
respectivamente. As distancias utilizadas de 1cm para as solugdes de EDTA e 2,0cm para o 2-
MPA foram adequadas para a realizagcéo da pesquisa, facilitando a leitura e aidentificacéo dos
produtores de MbL.

Aumento do halo de
inibicdo

FIGURA 7 — Teste de disco aproximagéo em um isolado de P. aeruginosa produtor de MbL.
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Para o teste do disco combinado os 11 isolados de P. aeruginosa classificados como
produtores de MbL pelo teste de disco aproximagdo foram identificados como produtores de
MbL, ou sga, as duas metodologias foram equivalentes. No entanto, entre os 11 isolados
classificados como MbL negativo pela metodologia de disco aproximagdo, o teste do disco

combinado identificou dois isolados de A. baumannii como produtores MbL (Figura 8).

FIGURA 8 —Isolado de A. baumannii identificado como MbL positivo pelo método do disco

combinado.

A CIM foi determinada apenas para polimixina B, imipenem e ceftazidima. Esses
antimicrobianos foram escolhidos ou por serem utilizados na identificacdo dos isolados
produtores de MbL ou para o tratamento de infeccOes causadas por estes microrganismos.
Apenas 72 isolados foram avaliados, pois um dos isolados de P. aeruginosa produtor de
AmpC ndo cresceu. A sensibilidade a polimixina B, imipenem e ceftazidima foram de
90,28%, 36,11% e 16,66%, respectivamente (Tabela 9).
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TABELA 9 — Perfis de sensibilidade obtidos através dos testes de microdiluicdo para
Polimixina B, Imipenem e Ceftazidima para os 72 isolados de bacilos Gram negativos ndo
fermentadores obtidos de pacientes atendidos no Hospital Universitério de Santa Maria, no
periodo de marco ajunho de 2006.

Sensivel Intermediario Resistente Total
n (%) n (%) n (%)
Polimixina B 65 (90,28) 0 7(9,72) 72
Imipenem 26 (36,11) 24 (33,33) 22 (30,56) 72
Ceftazidima 12 (16,66) 3(4,17) 57 (79,17) 72

Comparando os resultados obtidos pela CIM e pela disco-difusdo obteve-se 66,68% e
87,50% de compatibilidade para o imipenem e a ceftazidima, respectivamente. Em relacéo a
polimixina B, apenas para P. aeruginosa esta padronizado o teste de disco difusdo pelo CLSI
2007, sendo gque houve 93,55% de compatibilidade entre as duas metologias avaliadas. Dos 7
isolados resistentes a polimixina B, cinco foram de A. baumannii multiresistente e dois de P.

aeruginosa, uma multirresistente e outra produtorade AmpC (Figura 9).

FIGURA 9 - Isolados de A. baumannii resistentes a Polimixina B pelo teste de
microdiluico.

Os principais fatores de risco para a aquisicao de isolados multirresistentes foram
obtidos através do perfil dos pacientes. Esses dados foram avaliados apenas para 59 pacientes,
pois para 14 pacientes ndo se teve acesso aos prontudrios. A idade dos pacientes variou de 13
a 96 anos, com uma média de 50,73 anos. Dos 59 pacientes em que se teve acesso aos
prontuarios 40 foram transferidos para CTI em algum momento da internacdo, permanecendo
nessa unidade por um tempo meédio de 19,26 dias. A permanéncia média dos pacientes no
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ambiente hospitalar foi de 64,26 dias. Alguns pacientes possuiam duas ou mais doencas de
base, sendo que doenca neurol6gica e doenca intra-abdominal foram as patologias
predominantes. O uso de varios antimicrobianos foi o principal fator de risco para o
aparecimento de isolados multirresistentes (Tabela 10). Dos pacientes avaliados 24 foram a
obito.

TABELA 10 - Principais fatores de risco para a aquisicéo de isolados multirresistentes em

pacientes internados no HUSM.

MbL AmpC MDR Total
n(%) n(%) n(%) n(%)
n 10 10 39 59
Doenca de base
Neuroldgica 2 (20) 5(B0) 13(33,33) 20(339
Intra-abdominal 2 (20) 2 (20) 9(23,07) 13(22,0
Diabetes - 4 (40) 3(7,69) 7(11,8)
Céancer - - 6(15,38) 6(10,17)
AIDS 2 (20) 1(10) 2(512) 5 (8,50)
Traumatismo 1(10) - 4 (10,25) 5(8,50)
Renal 1(10) - 4(10,25) 5(8,50)
Pulmonar - 1(10) 4(10,25) 5(8,50)
Cardiaca 2 (20) - - 2 (3,40)
Antimicrobianos utilizados
Carbapenens 10(100) 6(60) 33(84,61) 48(81,35)
Cefalosporinas 8 (80) 6(60) 22(56,41) 38(64,4)
Outros b-lactdmicos 8 (80) 8(80) 12(30,76) 28(47,45)
Vancomicina 10(100) 10(100) 38(97,43) 58 (98,30)
Lincomicina 4 (40) 2(20) 6 (15,38) 12 (20,33)
Aminoglicosideos 9(90) 10(100) 22(56,41) 41(89,83)
Polimixina B 3(30) 2 (20) 3(7,69 8(13,55)
Outrasvariave's
Media de idade (anos) 43,7 54,1 54,4 50,73
Tempo médio de internagdo (dias) 88,8 40,7 63,3 64,26
Tempo médio de permanénciana CTI (dias) 11,5 219 24,4 19,26
NuUmero de Gbitos 4 5 15 24
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5- DISCUSSAO

O aumento da prevaléncia de patégenos multirresistentes nas Ultimas décadas vem
preocupando clinicos e a comunidade cientifica, pois as opc¢les de tratamento para véarios
patdgenos de grande relevancia estéo ficando restritas a poucos antimicrobianos. As MbL tém
recebido atualmente uma notével atencéo entre as b-lactamases, devido a sua habilidade em
hidrolisar carbapenens e outras classes de antimicrobianos, comprometendo, assim, 0 UsO
desses agentes para o tratamento de infec¢Oes causadas por microrganismos produtores desta
enzima (BUSH, 1998). Ha relatos de isolados produtores de MbL em vérios paises ao redor
do mundo, como foi demonstrado nas Tabelas 1 e 2, sendo responsaveis por surtos e falha na
resposta tergpéutica com os principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de
infecgOes por microrganismos MDR (FRITSCHE, 2005; LAGATOLLA, 2004; LAUPLAND,
2005).

Os resultados obtidos nesse estudo estdo de acordo com véarios outros estudos de
diversas partes do mundo, onde os isolados MDR estdo se tornando um problema de saide
publica. No presente estudo a maioria dos isolados foram classificados como MDR (61,64%),
podendo apresentar outro mecanismo de resisténcia que ndo 0s pesquisados neste estudo.
Apenas 11 (15,07%) isolados foram produtores de MbL, sendo todos de P. aeruginosa. No
Japdo um estudo avaliou 88 isolados de P. aeruginosa resistente ao imipenem, de diferentes
hospitais japoneses, destas 11 (12,5%) foram produtoras de MbL. Este estudo concluiu que a
disseminacéo de isolados produtores de MbL ndo aumentou nos Ultimos anos no Japdo, no
entanto 0 mesmo clone se disseminou por varias regides daguele pais (KIMURA, 2005b). Na
india dos 50 isolados de P. aeruginosa avaliados, 14 (28%) foram produtores de MbL
(HEMALATHA, 2005). Dos 228 isolados analisados no Canadd, 98 (48%) foram produtores
de MbL (LAUPLAND, 2005). Na América Latina, a maior concentragdo de isolados
produtores de MbL estd no Brasil e Argentina (FRITSCH, 2005; SADER, 2005a). No Brasil,
isolados produtores de MbL j& foram identificados em diversas regides (GALES, 2003b). Das
198 amostras de P. aeruginosa analisadas em Jodo Pessoa, Paraiba, apenas 4 foram
produtoras de MbL (FILHO, 2002). No Recife, 62% dos isolados de P. aeruginosa avaliados
foram produtores de MbL (MAGALHAES, 2005). Em um estudo redizado em Porto Alegre

dos 298 isolados de P.aeruginosa avaliados 86 (28,86%) foram identificados como produtores
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de MbL (ZAVASCKI, 2006). Pode-se notar que a prevaléncia de isolados produtores de MbL
variade umaregido paraoutrano Brasil.

Os mecanismos de resisténcia aos carbapenens em Acinetobacter spp. SG0 pouco
compreendidos, e incluem a producio de MbL e de oxacilinases (BERGOGNE-BEREZIN,
1996; URBAN, 2006) . O grande nimero de isolados de Acinetobacter spp. apresentando
resisténcia a quase todos os antimicrobianos disponiveis atualmente € alarmante. Esta situacéo
pode ser conseqiiéncia de sua origem saproéfita, onde este microrganismo esteve exposto por
longos periodos a outros microrganismos produtores de antimicrobianos no solo e por este
motivo consegue desenvolver rapidamente mecanismos de resisténcia (BERGOGNE-
BEREZIN, 1996, URBAN, 2006). Ha poucos relatos na literatura de isolados de A.
baumannii produtores de MbL, no entanto, ja foram relatados em diversas partes do mundo
como: Portugal (SILVA, 1999; SILVA, 2002), Coréia (YUM, 2002a;, LEE, 2003a), Itdia
(RICCIO, 2000), Hong Kong (CHU, 2001), Jap&o (SHIBATA, 2003; TAKAHASHI, 2000),
Reino Unido (TYSALL, 2002), Polonia (FIETT, 2006), Argentina (SADER, 2005a). No
Brasil, o primeiro relato de A. baumannii produtor de MbL foi em 2003 em um paciente
hospitalizado no Complexo Hospitalar S&o Paulo, onde o nivel de resisténcia entre isolados de
Acinetobacter spp. chega a aproximadamente 10% (GALES, 2003a). A dltima variante de
MbL a ser identificada, SIM-1, foi encontrada em 7 isolados de A. baumannii obtidos de
amostras de escarro e urina na Coréia (LEE, 2005a). Em nosso estudo, todos os isolados de A.
baumanni foram MDR, podendo possuir outros mecanismos de resisténcia que ndo 0s
propostos para este estudo.

O espécime clinico predominante entre os 73 isolados avaliados no nosso estudo foi as
secrecOes do trato respiratério, correspondendo a 43,83% das amostras. Esse também € o
espécime clinico predominante em varios outros estudos (PELEG, 2005; LEE, 20033). No
estudo de ANDRADE et a (2003), dos 1894 isolados de P. aeruginosa, 43,3% foram
provenientes do trato respiratorio. Em um estudo realizado com 135 isolados de P.
aeruginosa, no Hospital S&o Lucas, em Porto Alegre, 43% dos isolados foram provenientes
de secregdes do trato respiratorio, seguido por urina (33,3%), ferida cirurgica (5,9%), cateter
(3%) e outras secregdes (9,6%). Em Fortaleza, onde foram avaliados 331 isolados de
Pseudomonas spp., 0s principais espécimes clinicos foram aspirado traqueal (26,36%), urina
(23,15%) e sangue (12,86%) (TORRES, 2006). Em nosso estudo urina e sangue aparecem em
3° e 4° |ugar, respectivamente, entre os espécimes prevalentes. A unidade médica onde foi
obtida a maioria dos isolados foi a clinica médica (38,36%), seguida pela CTI (24,66%). Estes
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resultados diferem de outros estudos, onde a CTI é a unidade prevalente (PAGANI, 2005).
No estudo de TORRES et a (2006) a unidade de tratamento de urgéncia e a CTl foram as
unidades prevalentes. A diferenca encontrada em nosso estudo pode ser devido ao ato grau de
debilidade dos pacientes encontrados na clinica médica.

Quanto ao padréo de sensibilidade aos antimicrobianos dos 73 isolados observou-se
um ato grau de resisténcia as diversas classes de antimicrobianos, sendo que os
antimicrobianos com maior sensibilidade foram o imipenem e o meropenem, com 41,09% e
34,25% respectivamente. Todos os isolados de P. aeruginosa foram sensiveis a polimixina B
pelo teste de disco difusdo. SADER et al. (2005) encontraram 55,2% de sensibilidade para o
imipenem e a gentamicina e 57,4% de sensibilidade para 0 meropenem, entre os 183 isolados
de P. aeruginosa obtidos de pacientes com bacteremia do Complexo Hospitalar S&o Paulo.
No Hospital Geral de Fortaleza, 62,7% das 311 cepas de P. aeruginosa foram sensiveis ao
imipenem (TORRES, 2006). Em um estudo realizado em Jo&o Pessoa, 80,3% dos foram
sensiveis ao imipenem (FILHO, 2002).

Com base na sensibilidade aos antimicrobianos foram definidos os perfis sensibilidade
para as amostras de P. aeruginosa e A. baumannii. Para os 32 isolados de P. aeruginosa
avaliados neste estudo identificou-se 11 perfis de resisténcia sendo que 3 foram
predominantes. O perfil identificado como perfil 1 foi o de maior prevaléncia em 12 (37,5%)
isolados, este perfil compreende os isolados com sensibilidade apenas a polimixina B (Tabela
6). Entre os 11 isolados de P. aeruginosa produtoras de MbL identificou-se 3 perfis, sendo
gue o perfil com sensibilidade apenas a polimixina B e aztreonam foi o predominante. Para 0s
41 isolados de A. baumannii também foram identificados 11 perfis de sensibilidade, sendo
gue o perfil 1 compreendeu 20 (48,78%) isolados, os quais foram resistentes a todos os
antimicrobianos avaliados. H& poucos estudos na literatura que classificam os isolados de
acordo com os perfis de sensibilidade. No estudo realizado por ZAVASCKI et al. (2005), no
Hospital S&o Lucas em Porto Alegre, foram identificados 19 perfis de sensibilidade entre as
135 amostras de P. aeruginosa analisadas, sendo que o perfil predominante foi encontrado em
37% dos isolados que foram sensiveis apenas a polimixina B e o aztreonam. A sensibilidade
apenas a poliximina foi encontrada em 26, 7% dos isolados esta condigéo representa o perfil 2.
Em outro estudo realizado neste mesmo hospital com 298 isolados de P. aeruginosa, foram
identificados 63 perfis de resisténcia, sendo que o perfil predominante foi 0 mesmo do estudo
anterior, sensibilidade apenas para polimixina B e aztreonam (ZAV ASCKI, 2006).

A identificagdo répida e correta dos isolados produtores de MbL €& de grande

importancia para a Comisséo de Controle de Infeccdo Hospitalar, pois permite a tomada de
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decisdes para evitar surtos e a disseminagdo desses microrganismos no ambiente hospitalar.
Véarias metodologias para a deteccdo de isolados produtores de MbL foram propogtas. As
técnicas genotipicas sd0 as mais seguras para a identificacdo dos isolados portadores dos
genes para MbL, no entanto sGo metodologias de alto custo, trabalhosas e inadequadas para
serem implementadas na rotina dos laboratérios de bacteriologia. As metodologias fenotipicas
S30 as mais utilizadas, pois se baseiam no fato de que essas enzimas necessitam de cétions
divalentes para desempenhar a sua funcdo e empregam agentes quelantes, como o EDTA ou
os derivados de ésteres de tiois, 0s quais capturam esses ions divalentes, inativando as MbL
(PITOUT,2005; WAL SH, 20053).

Em nosso estudo, visando determinar uma metodologia simples e de f&cil aplicacdo na
rotina laboratorial, apenas a metodologia fenotipica foi avaliada. No presente estudo, a
metodologia de disco aproximacdo, segundo ARAKAWA et al. (2000) e LEE et al. (2001) foi
utilizada e comparou-se 0 desempenho dos 3 principais agentes quelantes relatados na
literatura: solucéo de EDTA 0,1M, solugdo de EDTA 0,5M e 0 2-MPA. A solucéo de EDTA
0,1M néo teve um bom desempenho na deteccdo dos isolados produtores de MbL, pois falhou
na deteccdo de 4 isolados e em outros 2 isolados resultou em uma zona de inibigdo fraca e de
dificil interpretacdo. A solugdo de EDTA 0,5M e o 2-MPA detectaram 10 e 9 isolados
respectivamente, sendo que o isolado que ndo foi identificado pela solucdo de EDTA 0,5M foi
identificado pelo 2-MPA. Com base nesses resultados, o uso conjunto da solugdo de EDTA
0,5M e do 2-MPA pode ser utilizado para a deteccéo dos isolados suspeitos de produzir MbL,
pois 0s testes utilizando esses agentes quelantes resultam halos de inibicdo claros e de facil
interpretagéo.

Entre os substratos utilizados para a identificagéo dos isolados produtores de MbL, o
imipenem e a ceftazidima sdo 0s mais preconizados, no entanto, ha estudos que utilizam o
meropenem. Em nosso estudo, os substratos utilizados foram imipenem e ceftazidima, sendo
gue a ceftazidima foi 0 substrato que apresentou 0 melhor desempenho detectando todos o0s
isolados produtores de MbL. As distancias entre os discos dos substratos e o disco de papel
filtro onde foi adicionado o agente quelante foram de 1cm para as solugdes de EDTA e 1,5
2,0cm para o 2-MPA; essas distancias se mostraram adequadas para a identificagdo de MbL.

Pelo estudo de ARAKAWA et al. (2000) o melhor substrato foi a ceftazidima e o 2-
MPA resultou em halos de inibicéo de facil interpretacéo, enquanto que a solugdo de EDTA
0,1M resultou em uma fraca zona de inibicdo de dificil interpretagc@o. Para LEE et al. (2001) a
solucéo de EDTA 0,5M obteve melhor desempenho na identificaggo dos isolados produtores
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de MbL, enquanto que o melhor substrato foi o imipenem, pois a ceftazidima demonstrou
baixa especificidade. Os resultados deste estudo estdo parcialmente de acordo com
ARAKAWA et al. (2000) e LEE et al. (2001).

O teste do disco combinado de imipenem+EDTA 0,5M foi realizado para efeito
comparativo com a metodologia de disco aproximagéo. Todos os isolados produtores de MbL
foram identificados por esta metodologia também. Como controle negativo da metodologia do
disco combinado foram selecionadas 11 amostras aleatérias entre as 62 cepas consideradas
MbL negativas. Através desta metodologia dois isolados de A. baumannii foram identificados
como produtores de MbL. No entanto, h& relatos na literatura de isolados de A. baumannii
identificados como produtores de MbL pelas metodologias fenotipicas e a andlise genotipica
identificar a producdo de oxacilinases (SEGAL, 2005). Portanto, para a correta identificacéo
desses isolados seria necess&rio a realizagcdo de técnicas genotipicas. Por outro lado, a
metodologia do disco combinado é de fécil execucdo e interpretacdo, portanto € adequada
para 0 emprego na rotina laboratorial. Além disso, os discos podem ser preparados antes do
uso e armazenados a —20°C sem perda da sua atividade (YONG, 2002). ANDRADE et al.
(2007) avaliaram a preparacdo dos discos e os substratos ceftazidima e imipenem com vérios
inibidores de MbL. A melhor combinagdo encontrada naquele estudo foi imipenem+EDTA,
quanto a preparacdo dos discos, tanto os discos armazenados quanto os discos onde 0 EDTA é
adicionado no momento do teste devem ser interpretados com cautela, pois resultados variam
dependendo do substrato utilizado. O método do disco combinado € mais adequado para a
deteccdo de isolados com sensibilidade aos carbapenens, mas portadores do gene para MbL
do que o teste de disco aproximagdo (FRANKLIN, 2006). Em adicdo, a metodologia do disco
combinado parece ser adequada também para a deteccdo de isolados de Klebsiela
pneumoniae produtora de MbL (PETROPOULOU, 2006).

Com determinagdo da CIM observamos o alto grau de resisténcia do isolados
analisados neste estudo. O encontro de 7 isolados resistentes a polimixina B é de grande
preocupacdo, pois este antimicrobiano € uma das Ultimas alternativas terapéuticas para o
tratamento de isolados MDR. Isolados com resisténcia reduzida a polimixina B tem sido
relados em diversas partes do mundo (LANDMAN, 2005; LI, 2006). No Brasil, ha um relato
de 5 isolados de A. baumannii resistente a polimixina B encontrados no Complexo Hospital
S80 Paulo (REIS, 2003). Uma das razdes para 0 aparecimento desses isolados é a pressao
seletiva e a disseminagéo clonal (REIS, 2003).
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O conhecimento dos principais fatores de risco de uma instituicdo € de grande
importancia para o delineamento da terapia empirica adequada e para evitar a pressdo seletiva
Os principais fatores de risco para a aquisi¢ao de isolados MDR e produtores de MbL para 0s
pacientes internados no HUSM foram: idade avancada, doenca neuroldgica, longos periodos
de internag@o e a exposi¢cao a antimicrobianos. Dos pacientes aos quais se teve acesso aos
prontudrios 24 (40,68%) foram a 6bito.

Os principais fatores de risco variam de uma instituicdo para outra como pode ser
evidenciado em vérios estudos realizados em diferentes regides geogréficas. Em um hospital
universitario coreano, onde foram avaliados os principais fatores de risco para mortalidade
entre 136 pacientes com bacteremia por P. aeruginosa, a média de idade foi de 55 anos e a
principal doencga de base foi a presenca de tumores solidos. A terapia antimicrobiana incorreta
foi apontada como um dos fatores de risco para mortalidade, dos 136 pacientes avaliados, 53
morreram (KANG, 2003). Em Israel, a média de idade dos pacientes foi de 65 anos, os
antimicrobianos mais utilizados foram as penicilinas, agentes anti-pseudomonas e
aminoglicosideos, sendo que 20,61% dos pacientes foram a 6bito (ALOUSH, 2006). Na
Autrdlia, os principais fatores de risco estavam relacionados com a exposi¢éo aos carbapenens
e ao tempo de internacdo dos pacientes, dos 16 pacientes daquele estudo, seis foram a 6bito
(PELEG, 2005). A exposicao aos carbapenens é apontada por HIRAKATA et al. (2003) como
um dos principais fatores de risco para 0 aparecimento de isolados produtores de MbL,
juntamente com longos periodos de internacdo e a administracdo de agentes anti-neoplasicos
ou corticoides. Na Albania, os principais fatores de risco encontrados foram: idade avancada,
longos periodos de internagdo, pacientes em CTI com ventilagdo mecénica, severidade da
doenca e exposicdo prévia a agentes anti-pseudomonas (LODISE, 2007). Nos hospitais
brasileiros o principal fator de risco encontrado foi a exposicdo a antimicrobianos, em
especial a exposicdo a quinolonas, no entanto, 0 mecanismo pelo qual a exposicdo a um
antimicrobiano especifico predispde ao desenvolvimento de um mecanismo de resisténcia é
pouco conhecido (NOUER, 2005; ZAVASCKI, 2005; ZAVASCKI, 2006).

| solados produtores de MbL estdo relacionados com altas taxas de mortalidade e falha
na resposta terapéutica, portanto, a identificacdo destes microrganismos € de grande
importancia a nivel nosocomial. Além disso, disseminag&o deste mecanismo de resisténcia no
ambiente hospitalar resultaria em uma condi¢éo desastrosa para a terapia antimicrobiana, pois
ndo ha perspectivas de novas opgdes terapéuticas para o tratamento das infecgbes causadas
por microrganismos MDR nos proximos anos. Medidas de controle de infeccgo hospitalar,
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incluindo o uso racional de antimicrobianos e o isolamento dos pacientes colonizados e/ou
infectados por microrganismos produtores de MbL ou apresentando outros mecanismos de
resisténcia, sdo de grande importancia para prevenir o aparecimento e a disseminagéo destes
isolados no ambiente hospitalar.
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6 — CONCLUSOES

U Evidenciou-se um elevado nimero de isolados de A. baumannii MDR no HUSM,
sendo que foram encontrados isolados de P. aeruginosa produtora de MbL.

U O perfil de sensibilidade predominante para os isolados de P. aeruginosa foi o de
sensibilidade apenas a polimixina B, enquanto que para os isolados de A. baumannii a
resisténcia a todos os antimicrobianos avaliados foi dominante. Entre os isolados
produtores de MbL a sensibilidade a polimixina B e ao aztreonam foi encontrado na
maioria dos isolados.

U As duas metodologias fenotipicas utilizadas para a identificacdo de isolados
produtores de MbL (disco aproximagdo e disco combinado) apresentaram um
desempenho similar. No entanto, a metodologia do disco combinado é mais prética
para arotina laboratorial.

U Para a metodologia de disco aproximagdo, os agentes quelantes, EDTA 0,5M e o 2-
MPA, e ceftazidima, como substrato, produziram nitidos halos de fécil leitura e
interpretagdo dos resultados. As disténcias de 1cm parao EDTA ede 1,5 a2cm parao
2-MPA foram adequadas para este teste.

U Houve uma boa compatibilidade entre as metodologias de disco aproximagdo e
microdiluicéo.

U Os teges de microdiluicdo em caldo evidenciaram o ato nivel de resisténcia dos
isolados analisados, identificando 7 isolados resistentes a polimixina B.

U Os principais fatores de risco para a aquisicdo de isolados MDR no HUSM foram:
doenca neuroldgica, longos periodos de internacdo, permanéncia na CT| e a exposicdo
a antimicrobianos, principalmente a carbapenémicos, aminoglicosideos e vancomicina.
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8 - APENDICE

1 -Meiosde cultura e materiais utilizados

Mueller Hinton Agar
Fabricante: Himedia

FORMULA:
Beef, infusion from ------------—mme s 300g
Casein acid hydrolusate -------=-=-=======mmmmememmmmem oo 17,59
Starch =-=--s=semme e e e 1,59
F 8 = G 179

PROCEDIMENTO:

Pesar e hidratar o meio conforme instrugbes do fabricante (38g para 1000mL).
Esterilizar em autoclave (1g21°C, 1atm) por 15 minutos. Distribuir de 50 a 60mL para placas
de Petri de 150mm e de 20 a 25mL para placas de Petri de 90mm. E de extremamente

importante que o0 meio tenha espessura homogénea de 3 a4mm.

MacConkey Agar

Fabricante: Acumédia

FORMULA:
Enzima digestiva de gelatina -----------------==-=-==-mcom oo ocm e - 179
Enzima digestiva de caseina -------------=-=-=-=-=== oo oo mmeee o 1,59
Enzima digestiva de tecido animal ---------=-=-=-=-=-=-=-m-meme-- 1,59
I e 0 R 19
Misturade sal biliar ------=-=-=-==-=mmmme oo 1,59
Cloreto de S0di0 -----------==-=-= === mm oo 59
Vermelho NEULro ----=-=-===smmmeeeem oo ceeeee 0,039
Cristal violeta --=-=========smnmneec e 0,001g
AQA == - 13,59

PROCEDIMENTO:
Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante (50g para 1000mL). Esterilizar
em autoclave (1g21°C, 1atm) por 15 minutos e distribuir em placas Petri.
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Caldo soja tripticaseina
Fabricante: Biobrés diagndsticos

FORMULA:
Peptona de caseing -----------=-===-=-==m=m oo 179
Peptona de soja -----------=-===-=-mmm oo 3,09
DEXEIOSE -=-=-=m = m o o e e 2,59
Cloreto de SOdiQ --------=-========m = oo 5,09
Fosfato bifasico de potassio -----------------=-=-m-m-momm e 2,59

PROCEDIMENTO:
Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante (30g para 1000mL ). Esterilizar
em autoclave (1g21°C, 1atm) por 15 minutos.

Caldo Muedller Hinton
Fabricante: Himedia

FORMULA:
INfusdo de Bife -------=--mm oo 300g
Caseina Acida Hidrolisaga -----------======mmmmmmmmmem e 17,50
AMIAO -~ mm 1,50

PROCEDIMENTO:
Pesar e hidratar o meio conforme instrucdes do fabricante (21g para 1000mL). Esterilizar
em autoclave (1g21°C, 1atm) por 15 minutos.

Solucéo de EDTA 0,1M
Fabricante: Belga

EDTA PA (Sal Dissodico)
1mol EDTA = 372,24g

(1Y [ 17 ('e] [— 1000mL
1Y, [ —— 372,24Q ------------=------ 1000mL
(01 [RE——— 37,224Q ---------mnmem e 1000mL
G — 50mL

X =1,8612g

PROCEDIMENTO:

Preparar a solucéo e esterilizar em autoclave (1921°C, 1atm) por 15 minutos.
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Solucéo de EDTA 0,5M
Fabricante: Belga

EDTA PA (Sal Dissodico)
1mol EDTA = 372,24g

(1Y 17 ('e] [— 1000mL
1Y, [ — 372,24Q ------------=------ 1000mL
(01 V] [ 186,12 ---------=-=-==-====- 1000mL
G —— 50mL

X = 9,3069

PROCEDIMENTO:

Preparar a solucéo e esterilizar em autoclave (1921°C, 1atm) por 15 minutos.

Acido 2-mer captopropionico
Fabricante: Merck
PROCEDIMENTO:

Adicionar 3L do &cido sem diluir sobre o disco de papel filtro estéril.

2 —Diluicéo dos farmacos para a realizacéo do CIM

Imipenem

Fabricante: Eurofarma

Concentragéo 500mg

Reconstituigdo: 10mL de solucéo salina
Concentragéo final: 10,24mg/mL

500mg I mipenem ------------------=--------- 10mL
O — 1mL
X =50mg/mL
50mg Imipenem ----------------m-mmmmmmmme - ImL
51,2mg Imipenem ----------------m-ommemmme- X
X =1,024mL

PROCEDIMENTO:

Pipetar 1024 do medicamento e colocar em bal&o volumétrico de 5mL.
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Ceftazidima

Fabricante: Eurofarma

Concentragéo 1000mg

Reconstituigdo: 10mL de solucéo salina
Concentragéo final: 10,24mg/mL

1000mg Imipenem -----------------=---------- 10mL
G — 1mL
X =100mg/mL
100mg Imipenem -------------=-==-mmmmmmm- ImL
51,2mg Imipenem ----------------m-ommmmme - X
X =0,512mL

PROCEDIMENTO:

Pipetar 520 do medicamento e colocar em baldo volumétrico de 5mL.

Polimixina
Poténcia: 81420nmg/mL
Concentragao final: 1024nmg/mL
Peso (mg) = Vol (mL) x Conc. (mgy/mL)

Poténcia (mg/mL)
Peso (mg) = 5mL x 1024 no/mL
81420 ng/mL
Peso (mg) = 0,0629mg
PROCEDIMENTO:
Pesar 0,0629mg de polimixina e diluir em bal&o volumétrico de 5mL.
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