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RESUMO

Pseudomonas aeruginogaum dos principais patégenos nosocomiais. Atuatene
emergéncia de clones multirresistentes causandosshospitalares tém sido descritas em
diversos paises, inclusive no Brasil e consiste guawe problema. A resisténcia adquirida
aosp-lactamicos, que estdo entre as drogas de prirheira indicadas para o tratamento de
infeccdes causadas per aeruginosapode ser resultante da producagdactamases. Neste
estudo, foram analisadas 2B4 aeruginosasoladas de pacientes internados em hospitais de
Séo Luis do Maranh&o no periodo de junho de 200ake de 2002. A susceptibilidade aos
antimicrobianos foi avaliada pelo método de disifosdo conforme as recomendacfes do
NCCLS. A presenca das seguintes seéries de gendicaddres dep-lactamases: CARB,
IMP, OXA, PSE, SHV, SPM, TEM e VIM foi determinadtravés da técnica da PCR em
isolados que apresentaram-se positivos em tesistelecao fenotipicos ou que apresentaram
perfil de resisténcia caracteristico para as sateep-lactamases citadas. Varios isolados
apresentaram diferentes sériespdactamases, e apenas as séries de mfalkctamases
IMP e VIM nédo foram detectadas nos isolados estslad caracterizacdo genotipica dos
isolados produtores d&lactamases foi realizada através de eletroforesegyed de campo
pulsado (PFGE), apés tratamento do DNA cromossorion a enzima de restric&pel.
Foram observados diversos genétipos entre os @®lgqule apresentaram a mesma sérig de
lactamases, mostrando a disseminacao destas enmstasespécie nos hospitais de Sao Luis
do Maranh&o. Apenas os isolados produtores da an3iaM-1 apresentaram o genoétipo 3
que foi detectado nos ultimos 5 meses do estudgeriswlo o inicio da introducdo desta
metalof-lactamase no Maranhdo. Estudos relacionados actedracdo molecular e
resisténcia a antimicrobianos de isolados hosp#slapodem fornecer informacdes
fundamentais para auxiliar as acfes dos prograreasodtrole de infeccbes hospitalares.
Nossos resultados mostram a importancia da detededasolados deP. aeruginosa
produtores dg8-lactamases, que na maioria dos casos teriam opefg®uticas limitadas,

para prevenir o espalhamento destes e 0os consegi®mtos hospitalares.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa one of the most common and important nosoealopathogen.
B-lactams antibiotics represent the most commordg@ibed antibacterial agents for treating
infections caused bf?. aeruginosaStrains with adquired resistance f@-lactams may be
result from the production dB-lactamases. In this study, we analysed 214 isolateP.
aeruginosaobtained from clinical specimens taken from patdmspitalized in Sao Luis do
Maranhdo from June 2001 to June 2002. Suscepiibdats were determined by the disk
diffusion method in accordance with NCCLS guidedin@he presence of genes encoding
CARB, IMP, OXA, PSE, SIIV. SPM, TEM and VIM3-lactamases were investigated by PCR
in DNA of the isolates that showed particularly istéent phenotypes or inp-lactamase
producers detected by phenotypic tests. Sever#téso produced differen-lactamases
types. None of the isolates gave positive PCR tedal sequences encoding IMP or VIM
enzyme types. Genetic characterization of isolftésctamase producers was performed by
pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) using te&triction endonucleasepé. By PFGE
twenty-six genotypes were found iR. aeruginosaisolates 3-lactamases producer®.
aeruginosaisolates exhibiting one of3-lactamase types (CARB, OXA, PSE, SHV or TEM)
revealed several genotypes indicating the nosod@piaad of thesg-lactamases. The SPM
B-lactamase type was detected only in isolates peignto genotype 3. The presence of P.
aeruginosa carrying the blaspm gene in the last five months studied suggested the
introduction of this metal@-lactamase. Genetic characterization of nosocorsidétes and
antimicrobial resistance studies is important gopgut and enhance the efforts of the infection
control programs. Our results showed that the tleteof P.aeruginosaaeruginosa [3-
lactamase producers that have limited therapeutioms is necessary for protection against

spreading nosocomial these isolates.
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1 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas Gerais e Espectro Clinico dasifeccfes Causadas pdPseudomonas
aeruginosa

A espécie Pseudomonas aerugingsacompreende bastonetes Gram-negativos,
aerdbios, ndo formadores de esporos, nutricionaénersateis, moveis devido a presenca de
um ou mais flagelos polares, que possuem metalmlsxdativo. Isolados desta espécie
bacteriana apresentam-se como oxidase-positivtaasa positivas, com crescimento 6timo
entre 37 a 42C, capazes de converter o0 nitrato a nitrito e/airgtogénio e produtores de
pigmentos difusiveis em meios de cultura solidos|uindo pioverdina, piocinina (verde-
azulado), piorrubina (vermelho) e piomelanina @r€KISKA & GILLIGAN, 1999).

Este microrganismo é saprdfito, encontrado no raeibiente (Agua, solo, planta e
esgoto) e em baixa frequéncia fazendo parte deobiata de individuos saudaveis. Nestes
casos, o trato gastrintestinal é o lugar mais ®atgl de colonizacdo, mas outras regioes
umidas do corpo, incluindo a garganta, mucosa reasalbperficies da pele como as axilas e
perineo também podem ser colonizados (KISKA & G(EAN, 1999). Entretanto, devido a
sua habilidade de sobreviver em materiais inedissdomo pias e equipamentos de terapia
respiratoria, que atuam como reservatorioB deeruginosae a sua resisténcia a maioria dos
anti-sépticos e antibidticos tornaram esta espéaie importante e freqiente patégeno
nosocomial (DUBOIS et al., 2001).

O espectro clinico das infeccbes causadasPpaeruginosavaria desde infeccfes
superficiais da pele a infec¢cdes agudas. Infecodesunitarias causadas por este agente
bacteriano, em individuos que ndo apresentam insuposssao, geralmente tendem a ser
localizadas e associadas ao contato com agua oagdssl contaminadas (PALLERONI,
1998). Este microrganismo é um importante patégespiratorio em pacientes portadores de
fibrose cistica, uma doenca genética autossOmimessvya que apresenta como uma das
principais manifestacdes clinicas a doenca pulmoNa&ste caso, 0os pacientes internados séo
facilmente contaminados durante a terapia respisa{®AIMAN & SIEGEL, 2004).P.
aeruginosatambém pode ser agente de infec¢cdes da corremgelisaa, em pacientes com
doencas neoplasicas ou hematolégicas, ou asso@aducorréncia de queimaduras,
endocardite, problemas urolégicos e pneumonia. Niiente hospitalar, esta espécie

bacteriana representa uma das trés causas maisis@®@pneumonia em pacientes fazendo



uso de respiradores artificiais € uma importantesaade infeccbes do trato urinario em

pacientes em uso de cateteres urinarios (RONALD3R0

1.2 Pseudomonas aeruginosa como patégeno de Infec¢cdes Hospitalares

A vigilancia dos principais patdgenos relaciona@osnfeccdes hospitalares tem
fornecido dados importantes sobre a ocorréncia @eruginosa

Nos Estados Unidos, aproximadamente 245 hospitaigiala seus dados
voluntariamente ao sistema NNISS (National Nosoabinfection Surveillance System) que
€ conduzido pelo programa de infec¢cdes hospitaldwe€DC (Centers for Disease Control
and Prevention). De acordo o NNIFS,aeruginosdoi o segundo patégeno mais isolado em
casos de pneumonia em unidades de terapia inte(idiMa) na década passada (NNISS,
1999).

O sistema de vigilancia MYSTIC (Meropenem Yearlys&ptibility Test Information
Collection), patrocinado pelo laboratorio Zenecanitora a susceptibilidade a carbapenemas
e outros antimicrobianos. Segundo dados obtidosvédr deste sistema na Europ,
aeruginosafoi o segundo (13,9%) agente mais isolado em @Tdsprimeiro agente (68,8%)
em unidades para pacientes com fibrose cistica (MENet al., 2000).

Um estudo realizado pelo programa SENTRY de vigiEnantimicrobiana
(“SENTRY Antimicrobial Surveillence Program”) em asiras isoladas do trato respiratorio
de pacientes com pneumonia, em hospitais do Camdtktados Unidos, no ano de 1997,
mostrouP. aeruginosg18,1%) como a espécie mais frequente &daureug22,9%). Outro
estudo realizado pelo programa SENTRY, no periodol®97 a 1999, mostrou qu
aeruginosafoi a espécie mais freqiientemente isolada do tesjoiratério, seguido por ferida
cutanea, trato urinario e corrente sanguinea, sgnel@s maiores taxas de isolamento do trato
respiratorio foram nas regides da Ameérica Latiragifito-Asiatica e Europa (GALES et al.,
2001).

No Brasil, alguns estudos realizados mostraram éamh presenca desta espécie
bacteriana em nosso meio hospitalar. Um estudizaelal por De Moraes e colaboradores
(2000), no Hospital Universitario Gafrée & Guinlgartir de varias fontes clinicas mostrou
que P. aeruginosafoi o segundo patégeno mais isolado. Sader e cadbres (2001)
realizaram um estudo sobre o padréo de resistbactariana em hospitais de quatro estados

brasileiros e revelaram que. aeruginosafoi o terceiro patégeno mais freqientemente



isolado, enquanto Severino e Magalhdes (2002)ica@m que este microrganismo foi o
mais isolado de infec¢cdes em UTIs em hospitaisédeFaulo.

O aparecimento de surtos nosocomiais devid®. aeruginosadepende de varios
fatores que permitem que os pacientes tenham strabiata bacteriana normal substituida
por bactérias da microbiota hospitalar, uma vezajuoelonizacdo € uma condicdo necessaria
para a instalacdo da infeccdo. Entre estes faes&® algumas condicdes ambientais tais
como: o consumo de antimicrobianos de largo espeotruso de dispositivos invasivos,
manipulacéo do paciente pelos profissionais deesartle as maos séo o principal veiculo de
propagacdo destes organismos entre 0s pacientEsnk®m caracteristicas especiais do
microrganismo tais como: fatores de virulénciaistéacia a antimicrobianos, aderéncia, entre
outros (FOCA et al., 2000; DAROICHE, 2001; FARRD20LESCH et a| 2001).

1.3 Infeccdo Hospitalar e Vigilancia Sanitaria

Infeccdo Hospitalar ou nosocomial é definida comfed¢cdo ndo evidenciada na
admissédo hospitalar, sendo adquirida durante oogeeride internacdo, mas podendo
manifestar-se apos alta do paciente. Apos a altatipo de infeccdo pode ser evidenciado até
30 dias apds cirurgia sem colocacdo de protese @nal com colocacdo de prétese
(BENNETT & BRACHMAN, 1998). Este tipo de infec¢cadacénsiderado um grave problema
de saulde publica, por contribuir com o aumento taaas de morbidade e mortalidade,
elevando o tempo de hospitalizacdo e os custostredamentos (JARVIS, 1987; WEBER &
RUTALA, 1989; EMORI & GAYNES, 1993).

Embora grande parte das infec¢des hospitalarasiegjrigem enddgena e portanto de
dificil prevencéo, € consideravel o numero de igdes hospitalares que podem ser evitadas.
O controle das infeccdes hospitalares passa, posfaor um conjunto de acdes que ao serem
implementadas repercutam diretamente na melhorquakdade dos servigos prestados pelos
hospitais com objetivo de reduzir ao maximo a iéoaa e a gravidade das infecgbes neste
ambiente.

A Lei n® 9431, de 6 de janeiro de 1997 (BRASIL, 1PXispde sobre a
obrigatoriedade dos hospitais manterem um Progmeninfeccbes Hospitalares e criarem
uma Comisséo de Controle de Infecgbes Hospita(@€$H) para execucao deste controle,
além de determinar as atividades do Programa Nalcden Controle de Infeccdo Hospitalar

(PCIH). As diretrizes e normas para a prevencaongrale das infeccdes hospitalares que

3



viabilizaram o planejamento do programa foram deéis pela Portaria n°® 2616, de 12 de
maio de 1998 (BRASIL, 1998). De acordo com estddfar as Comissdes de Controle de
Infecgbes Hospitalares devem ser compostas por neenaonsultores e executores, sendo
esses Uultimos representantes do Servico de Contl®lénfeccdo Hospitalar (SCIH) e
responsaveis pela operacionalizacdo das acdesapradas do controle de infeccdo
hospitalar.

Atualmente, as diretrizes gerais para o Controteldfeccdes em Servicos de Saude
sao delineadas pela Agéncia Nacional de VigilaBeiaitaria (ANVISA), na Gerencia Geral
de Tecnologia em Servicos de Saude, através daatmide Controle de Infeccoes em
Servigos de Saude (UCISA). As acgles e servicosdmdt para a prevencdo e o controle de
infeccBes hospitalares devem ser organizados deeirman obedecerem aos principios,
diretrizes e normas de organizacdo, direcdo e @ekiaSistema Unico de Salde (SUS),
definidos através da Lei 8080 ded®setembro de 1990 (BRASIL, 1990).

Em julho de 2000, a Diretoria Colegiada da AgémNaaional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) adotou a Resolucédo RDC A8, que estabelece o roteiro de inspecédo do Rnagra
de Controle de Infeccdo Hospitalar (BRASIL, 200(rgp realizacdo da avaliacdo do
cumprimento das ac¢des do programa de Controlefeeckio Hospitalar.

Apesar de alguns centros no Brasil como S&do P&itode Janeiro e Florianopolis
participarem do programa SENTRY de vigilancia dgsténcia aos antimicrobianos, criado
para monitorar infeccbes hospitalares através de wede de laboratdrios sentinelas
distribuidos pelo mundo e da legislacdo citada acigue visa a reducdo da incidéncia e
gravidade das infec¢des hospitalares, dados sebeepoblema e eficiéncia dos programas
sao ainda escassos (SADER et al.,1997).

1.4 Resisténcia d®seudomonas aeruginosa aos Agentes Antimicrobianos

Infeccbes causadas pBr aeruginosasdo frequientemente dificeis de tratar uma vez
gue estes microrganismos possuem altos niveis slstérecia a varios antimicrobianos,
devido a mecanismos de resisténcia intrinsecos) digto, podem rapidamente desenvolver
resisténcia a outras drogas durante a quimioter@plialLIGAN, 1995; GIAMARELLOU,
2000).

Dentre 0s mecanismos responsaveis por esta margasisténcia intrinseca,

destacam-se: a baixa permeabilidade da membraemaxjue apresenta apenas porinas que
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permitem a difusdo de pequenas moléculas (YOSHIMBRMAKAIDO, 1982), diminuindo

0 acesso da maioria dgslactamicos hidrofilicos a seus alvos, as proteigas ligam
penicilinas (PBPs) (KOHLER et al., 1999); os sistende efluxo que sdo mecanismos
desenvolvidos pelas bactérias para se protegeratraamompostos toxicos, excluindo assim
0s antimicrobianos para fora da célula bacteridrevés de proteinas de transporte situadas
na membrana celular (LOMOVSKAYA et al, 2001); aogucao de[3-lactamases
periplasmaticas que hidrolisapalactamicos, somando seus efeitos na resisténa@ia das
bombas de efluxo (LIVERMORE, 1989; LI et al., 19@5producdo das enzimas inativadoras
de aminoglicosideos expressas em quase todosladdsaleP. aeruginosaque modificam

0s antimicrobianos através de acetilacdo, fosf@ida ou adenilacdo (MINGEOT-
LECLERCQ, GLUPCZYNSKI & TULKENS, 1999).

Entretanto existem antimicrobianos que superam aseibas inerentes d#&.
aeruginosa e sao efetivos contra a maioria dos isolados,eeeles estdo algumas
ureidopenicilinas (piperacilina) e carboxipenia(carbenicilina, ticarcilina); cefalosporinas
de 3 geracao (ceftazidime), cefalosporina dé deracdo (cefepime), carbapenemas
(imipenem e meropenem); 0 monobactamico aztreonamnoglicosideos (amicacina,
gentamicina e tobramicina); fluorquinolonas (cipsrécina) e polimixinas (PITT, 1998). Em
alguns casos, infec¢des por este microrganismeerequterapia com aminoglicosidios em
combinagdo com agentgslactamicos (QUINN et al., 1986; BURWEN, BANERJEE &
GAYNES, 1994; BASUSTAOGLU et al.,, 1995). Porém, esisténcia a estes agentes &
detectada logo apés a introducédo de cada um dedeamdo relacionada a pressdo seletiva
exercida pelo uso intenso e indiscriminado dessdicamentos e a fatores relacionados as
bactérias (NIKAIDO, 1994; FRIEDRICH, WHITE & BOSS1999).

A emergéncia e disseminacdo de organismos muisteeses representam a
convergéncia de uma série de fatores que incluartggfio em genes de resisténcia que tem
seu espectro de atividade ampliado, a troca denmafpdo genética entre microrganismos,
pressdes seletivas em hospitais e comunidadesgd@ismos resistentes que proliferam e
disseminam clones multirresistentes, e a incapdeidas métodos utilizados em laboratério
clinico para detectar a emergéncia de fendtipasteeses (LIVERMORE & BROWN, 2001).

Uma caracteristica marcante das infeccoes caupad®s aeruginosaadquiridas em
UTls é a multirresisténcia (GOLDMAN & HUSKINS, 199 que reflete diretamente o uso
de maior quantidade de antimicrobianos nesse atebiarcorrendo possivelmente a
transmissao de cepas multirresistentes entre asnpas. Conforme relatado pelo sistema de
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vigilancia NNISS em 2000 (NNISS, 2000), a resist#@nao imipenem, ceftazidima e
piperacilina em amostras de pacientes internadodEis1 foi de aproximadamente 2,5 vezes
maior do que a encontrada em amostras de pacidotesnbulatério. Dados relativos a
amostras isoladas de UTIs de paises europeus shiglo sistema de vigilancia MYSTIC
mostraram qué®. aeruginosaapresentou a menor taxa de susceptibilidade afldpacina
(65,3%) e a maior a piperacilina-tazobactam (84,ZF60yam observadas as seguintes taxas
para as outras drogas: imipenem (69,8%), ceftaazidd8%) e meropenem (79,5%) (KIFFER
et al., 2001).

Dados do programa SENTRY, provenientes de amasé&Bs aeruginosasoladas em
hospitais da América Latina, mostraram as seguitdras de resisténcia: ciprofloxacina
(25,5%), imipenem (24,2%), piperacilina-tazobactai@2,8%), ceftazidima (22,1%),
amicacina (20,1%), meropenem (11,4%) e cefepim&4b(SADER et al., 1998). Quando
comparados o0s percentuais de resisténcia a antimacios entre amostras Be aeruginosa
obtidos por Pellegrino e colaboradores (2002) estitincdes de saude no Rio de Janeiro,
com aqueles obtidos por Sader e colaboradores \1988emos observar que os percentuais
de resisténcia apresentados pelas amostras darprieseudo foram 5 a 10% maiores para 0s
antimicrobianos piperacilina-tazobactam, ceftazalimefepime, ciprofloxacina, imipenem e
meropenem.

Amostras deé°. aeruginosausceptiveis apenas a polimixina tém sido isoladas$ao
Paulo (LEVIN et al.,, 1999) e no Rio de Janeiro (BEGRINO et al., 2002). Este
antimicrobiano foi comercializado no Brasil aténicio dos anos 80, sendo indicado para o
tratamento de infecgOes causadas por bastonetes ii&gativos. O uso deste medicamento
foi interrompido principalmente devido a sua todtarie, quando cefalosporinas dee23
geracoes se tornaram disponiveis. Entretanto,imigoia voltou a ser usada em nosso pais,
representando o Ultimo recurso para o tratamergondeccoes pdP. aguginosa susceptiveis

somente a este composto (LEVIN et al., 1999).

1.5p-lactamases eniPseudomonas aeruginosa

Osp-lactamicos atuam interferindo na sintese da parelildar bacteriana. Esta classe
de antimicrobianos possui um grupamento quimiccerbeiclico denominado anef-
lactamico que é responsavel pela atividade antoiiana. As enzimag-lactamases atuam

hidrolizando o anelp-lactamico, resultando na perda da atividade domarbbiano
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(HAKIMELAHI et al., 2002).

Existem alguns esquemas de classificacOes prappsi@ as enzimdslactamases.
Na classificacdo de Ambler (1980) a sequéncia gendefine quatro classes designadas A,
B, C e D. AsB-lactamases da classe A, C e D possuem uma seris#&io ativo e atuam
sobre o antibiotico hidrolisando o affielactamico. A{3-lactamases da classe B utilizam ions
zinco para romper o an@lactamico. Outro esquema de classificacdo destasnas foi
proposto por Bush e colaboradores (1995). Estézaitdhs propriedades bioquimicas das
enzimas, a estrutura molecular e a sequéncia deatigleos dos genes para colocaf3as
lactamases em grupos funcionais. Existe boa cgéel@ntre a classificagdo de Bush e
colaboradores (1995) e a classificagcdo molecutgygsta por Ambler (1980).

As classes A, B e D d@-lactamases foram descritas &P aeruginosamais
recentemente. A$-lactamases da classe A sdo de espectro estertel8®l (— do inglés
“Extended spectrurfl-lactamases”), isto €, atuam sobreg3dactamicos de amplo espectro, e
sao inibidas por acido clavulanico e tazobactam3BUet al., 1995). Desta classe foram
identificadas nesta espécie algumas séries de aszoomo TEM, SHV, PER, VEB e GES
gue nao sdo relacionadas geneticamente, mas cdhgrarperfis hidroliticos semelhantes
(WELDHAGEN, POIREL & NORDNANN, 2003). Estas enzimaém propriedades
hidroliticas semelhantes para penicilinas de bagpectro e cefalosporinas de espectro
estendido (cefepime e ceftazidime) e aztreonam,earacdo a GES-1 que possui baixo nivel
de atividade catalitica para a maioria dos sulostratados. A série GES tem afinidade por
imipenem, porém a atividade catalitica destas esig inferior em relacdo as metflo-
lactamases (WELDHAGEN, POIREL & NORDMANN, 2003). @snes que codificam estas
enzimas podem estar localizados em plasmidios anamossomo, sendo que as séries VEB
e GES tém sido identificadas sob forma de cassete® parte de integrons classe 1. As
séries TEM e SHV tém sido descritas na Franca &rnicha (MARCHANDIN et al., 2000;
CHANAWONG et al.,, 2001), a seérie PER principaimenm@ Franca e Turquia
(VAHABOGLU et al., 1997; DE CHAMPS et al., 2002)série VEB na Franca, Tailandia e
Kuwait (GIRLICH et al., 2001; POIREL et al., 2004 ) série GES na Franca e Africa do Sul
(DUBOIS et al., 2002; POIREL et al., 2002).

P. aeruginosgambém pode apresentar outra séri@-thctamase pertencente a classe
molecular A de Ambler, a PSEP$eudomonaspecific enzyme), que em alguns casos sao
denominadas CARB. Estas enzimas hidrolizam as gramoailinas e as carbenicilinas (em

altas taxas), sendo inibidas por acido clavulanscthactam e tazobactam. Quatro enzimas
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da série PSE tém sido descritas EmaeruginosaPSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1),
CARB-3 e CARB-4. PSE-1, PSE-4 e CARB-3 séo estrettete relacionados, diferindo uma
da outra por um ou dois aminoacidos, enquanto CAR®Bmpartilha apenas 86,3% dos
aminoacidos (SANSCHAGRIN et al., 1998, BERT, BRAN&GE& LAMBERT-
ZECHOVSKY, 2002). Os genes que codificam estasnemziestdo comumente localizados
em transpossons ou integrons.

A classe molecular B dg-lactamases compreende as mefalactamases (Blas).
Estas enzimas representam o Unico grupo dentpelaagamases que possui 0 ion zinco no
seu sitio ativo e assim sao inibidas por agentedagtes como o EDTA, mas ndo séo
inibidas pelo &cido clavulanico, sulbactam ou taotdim que sao inibidores fldactamases
gue apresentam serina no sitio ativo. Elas saa@eape hidrolisar carbapenemas e também
B-lactamicos de largo espectro de acdo, mas naohbaotémicos (BUSH et al., 1995). Elas
sdo também denominadas de carbapemases (LIVERMQ@&RR). Estdo incluidas nesta
classe as séries IMP, SPM e VIM. Até o momentopapaima enzima da série SPM foi
descrita, enquanto para as séries IMP e VIM, 16 eatiantes respectivamente (JACOBY &
BUSH, 2004). Apenas as enzimas IMP-1, IMP-7, IMRA®R-10, IMP-13, IMP-16, VIM-1
VIM-2, VIM-3, VIM-4, VIM-7, VIM-8, VIM-9, VIM-10 e SPM-1 foram encontradas dem
aeruginosa As MBlas, das séries IMP e VIM séo frequentemente aailfis por cassetes
génicos inseridos em integrons localizados no cesmma ou em plasmidios. Os Integrons
sdo elementos genéticos que podem conter um ou gassetes de genes inseridos numa
posicdo especifica. Eles sao definidos pela praselc gene integrasen{l), um sitio
recombinantedttl), um ou dois promotores responsaveis pela exfioeds gene inserido no
cassete (COLLIS & HALL, 1995). A maioria destesgrons é de classe | (NORDMANN &
POIREL, 2002). O gengpm1 é carreado por um plasmidio e ndo esta assoa@metemento
genético, integron e foi detectado até entdo apeaaBrasil (TOLEMAN et al., 2002). A
primeira Mla emP.aeruginosalMP-1 foi detectada no Japdo (WATANABE et al.91%
As outras enzimas desta série foram detectadasivarsas paises, a IMP-7 no Canada e
Malasia (GIBB et al., 2002; HO et al., 2002), a Hdma China (EMBL/GenBank acession
no. AY033653), a IMP-10 no Japéao (IYOBE et al., 200MP-13 na Italia (TOLEMAN et
al., 2003) e IMP-16 (EMBL/GenBank acession no. AB&). A série VIM foi descrita
primeiramente em 1999 em uma amostraRdeaeruginosa isolada na Italia, em 1997
(LAURETTI et al., 1999). A variante VIM-2 foi detexla em outros paises como: Grécia,
Franca, Italia, Espanha e Coréia (NORDMAN & POIREA002). A variante VIM-3 foi
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detectada na Tailandia (YAN et al., 2001), VIM-4Pw@l6nia (PATZER et al., 2004), VIM-7
nos Estados Unidos (TOLEMAN et al., 2004), VIM-8 @olémbia (EMBL/GenBank
acession no AY524987), VIM-9 e VIM-10 (EMBL/GenBardcession no AY524988 e
AY524989) no Reino Unido.

Outro grupo dep-lactamases sdo enzimas da série OXA que pertercetasse
molecular D. Estas enzimas que sdo caracterizaelas ghta atividade hidrolitica contra
oxacilina e cloxacilina apresentam grande varidéide genotipica (BRADFORD, 2001).
Sanschagrin, Couture e Levesque (1995) classifitaaasérie OXA em cinco grupos de
acordo com a similaridade genética. Estes saoupodrcompreendendo as enzimas OXA-5,
OXA-7, OXA-10 e seus derivados (OXA-11, OXA-14, OXS, OXA-17 e OXA-19) e
OXA-13 e seu derivado (OXA-28); o grupo Il inclum®XA-2, OXA-3, OXA-15 e OXA-
20; o grupo Il incluindo OXA-1, OXA-4, OXA-30 e OX31; os grupos IV e V foram
definidos pelas OXA-9 e LCR-1 respectivamente. Zima OXA-18 nao foi alocada em
nenhum destes grupos devido a baixa identidadendeacidos com as oxacilinases. Novos
membros da série OXA foram recentemente descriddQ@BY & BUSH, 2004). As
enzimas da série OXA podem ser de espectro esterwmlidter espectro de atividade
caracteristico. As enzimas da série OXA de espesstendido (ESBL) sdo encontradas
principalmente enP. aeruginosaentre elas estdo a OXA-10 e seus derivados (OXA-1
OXA-14, OXA-16, OXA-17 e OXA-19), OXA-2 e seu deado OXA-15 e OXA-18. A
maioria destas enzimas confere resisténcia a whftez e aztreonam (NORDMAN &
GUIBERT, 1998). Outras enzimas da série OXA-ESBImcoaracteristicas particulares
foram descritas nesta espécie, como a OXA-24 (BOUYER & MARTINEZ-BELTRAN,
2000) gue confere também resisténcia a carbapere@#\-33 (AUBERT et al., 2001) que
confere resisténcia ao cefepime e sensibilidaddtazidima. As enzimas da série OXA estao
freqientemente localizadas em integrons classentjcs detectada a presenca de mudltiplos
cassetes de genes que codificam oxacilinases nismoneolado (WELDHAGEN et al.,
2003).

Isolados dé°. aeruginosgroduzem, de forma constitutiva, ufidactamase da classe
C, codificada pelo gene cromossomampC, sendo a expressdo dessa enzima modulada
atravées de mutacbes que podem causar a expressaesiga daf-lactamase AmpC
cromossOmica constitutiva reduzindo a susceptdukédou gerando resisténcia a penicilinas e
cefalosporinas de 3° geracdo (LIVERMORE, 1995). rApiailina, benzilpenicilina e a
maioria das cefalosporinas de 1° geracao séo fiodatores da produgéo desta enzima, sendo
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rapidamente hidrolisadas por sua acdo (LIVERMORES89)L As ureidopenicilinas,
cefalosporinas de 3° geragdo e monobactamicosragosfindutores e, apesar de serem
susceptiveis, permanecem ativos enquanto a enziam é induzida. Entretanto, a
desrepressao desta enzima ocasiona niveis eledadossisténcia as ureidopenicilinas e a
maioria das cefalosporinas (LIVERMORE & YANG, 198Tarbenicilinas sao estaveisfas
lactamases AmpC e séo fracos indutores, retendesenmatividade para amostras induzidas.
Imipenem e meropenem usualmente retém a atividadigacos isolados de. aeruginosa
que produzem niveis elevados dgstactamase (LIVERMORE, 1995).

A emergéncia dasP. aeruginosaprodutoras dep-lactamases tém importantes
implicacdes terapéuticas e maior atencao tem sadta G estes isolados. Existem opgdes
terapéuticas extremamente limitadas nos casosotbElos deP. aeruginosague expressam
algumas ESBL tais como as plas. Além disto, a terapia atual para isolados atailfa
Enterobacteriaceague expressam ESBL € limitada a aqueles agentesngé espectro.
Entretanto, a pressao seletiva pela prescricdolaetamicos como ceftazidime ou imipenem,
para o tratamento de infec¢cdes poraeruginosapode favorecer o aparecimento de ESBL
que sao secundariamente transferidas para esmit@&®bacterianas, tornando esta espécie
um reservatério de novas enzimas (NORDMANN & GUIBER998). Considerando-se que
algumas destas enzimas podem estar localizadasntegrans e/ou elementos genéticos
mobveis como, plasmideos e transpossons a deteesfimsde importante para prevenir sua

difusao, fato descrito na literatura ja ter ocarrgan alguns paises.

1.6 Deteccao d@-lactamases

Varios testes de deteccao fenotipicgdactamases baseados na metodologia do teste
de difusédo de disco Kirby-Bauer foram descritosafarterobacteriacegeuma vez que foi
observado um aumento da prevaléncia destas enBmagneros desta familia bacteriana,
sendo o teste de sinergia do disco duplo ou apapdmde discos, utilizando clavulanato, o
mais amplamente utilizado para a deteccdo destzisman (LIVERMORE & BROWN,
2001). Entretanto, estes testes ndo apresentarsraargensibilidade e especificidade quando
utilizados para a deteccdo destas enzimasPeraeruginosa.A deteccdo destas enzimas
através do teste de aproximacédo de discos, utilzatavulanato e cefalosporinas de espectro
estendido, pard. aeruginosaapresenta algumas dificuldades provenientes dgsirges

fatores: resultados falso-negativos devido a ooociaénatural dg8-lactamases como AmpC
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codificadas pelo cromossomo que podem ser prodsizda altos niveis de concentracao;
presenca de Blas que hidrolizam além dos carbapenemas, celaiosges de espectro
estendido; resisténcia relativa a inibicdo pelovdiEnato e mecanismos de resisténcia
combinados, como impermeabilidade e efluxo (DE CH?EVEet al., 2002; WELDHAGEN et
al., 2003). Thomson (2001) sugere a utilizacdoutleastam e tazobactam como inibidores de
B-lactamases preferenciais para a deteccdo de E&BIPP.eaeruginosauma vez que o0
clavulanato age como um indutor da producédo de Aep@iltos niveis, aumentando assim a
resisténcia as cefalosporinas, impedindo o recamesto da ESBL, que é sensivel ao
clavulanato. Uma alternativa é incluir o cefepinoeno um agente de deteccdo de ESBL por
tratar-se de uma droga com menor susceptibiliddddrélise pelag-lactamases de classe C
e gue pode ser hidrolisada eficientemente por v&&BLs.

Segundo Weldhagen, Poirel e Nordmann (2003), aepgas de ESBL enP.
aeruginosapode ser suspeitada frente ao seguinte fenotipesiténcia aos antimicrobianos,
resisténcia a ceftazidima e ticarcilina e sensiade a ticarcilina/acido clavulamico. Neste
caso este autor sugere que seja utilizada a tédei@CR testando uma série de iniciadores
para deteccao das séries em questao.

Diversos trabalhos enfatizam o aumento da detededdBlas em todo o mundo entre
0s bastonetes aerdbios principalmente dMm aeruginosa (LIVERMORE, 2002,
NORDMANN & POIREL, 2002). Alguns testes fenotipicpara detec¢do destas enzimas
foram descritos. Arakawa e colaboradores (200Qoetmam um teste de aproximacao de
discos para deteccdo dapld produzida por bactérias Gram negativas. Estderesu
utilizaram discos de ceftazidima e um disco deofitontendo um inibidor de Bla tais como:
compostos de thiol incluindo acido 2-mercaptoproid (2MP), acido mercaptoacético, sais
de metal pesado (CuCFeCL, e HgC}) ou EDTA. Os melhores resultados foram observados
com o 2MP porgque esse agente quimico bloqueiavaladie do IMP-1 mais fortemente,
mesmo a baixa concentracao.

Lee e colaboradores (2001) realizaram um estudoaaaliar a utilidade dos testes de
Hodge modificado e sinergismo do disco duplo wiido EDTA para deteccdo de
microrganismos produtores defM a partir de um grande numero de isolados cléna®
Pseudomonaspp. eAcinetobacterspp. resistentes ao imipenem. Neste teste os autore
utilizam um disco de imipenem e outro disco de pdpsdiltro onde foi adicionado o EDTA

em diferentes concentracdes. Os resultados mastiguia a leitura do teste de sinergismo de
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disco-duplo foi mais eficiente quando se utilizodisco de filtro impregnado com 1,5 mg de
EDTA.

O inconveniente nos testes citados anteriormenfABAWA et al., 2000; LEE et
al., 2001) é que a distancia entre os dois disev® der ajustado a fim de obter 6timos
resultados, assim como acontece no teste de digdo para deteccéo de isolados produtores
de ESBLs, pois o teste € considerado positivo quamtrre distor¢do no halo de inibicdo
(BRADFORD, 2001). Todos os testes que utilizam utas variacfes na técnica de disco-
difusdo requerem muita interpretacdo e portanteerdeser realizados por individuos com
experiéncia na leitura desses resultados (THOMSOBI.£1992). Yong e colaboradores
(2002) realizaram um estudo com o objetivo de detear a possibilidade da adicdo do
EDTA diretamente no disco de imipenem para confirmg@roducéo de Bla em isolados
clinicos de Pseudomonas sppe Acinetobacter spp.Os isolados produtores de M
apresentaram um aumento na zona de inibicdo ma&v eqnm quando empregado {xpde
EDTA. O teste mostrou ser de simples execucédo ezpirgtacdo, além de apresentar alta
sensibilidade na deteccdo de isolados produtoredMfla e alta especificidade para
Pseudomonas.

Oh e colaboradores (2003) identificaram a prewaémne Mlas na Coréia em
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosae Acinetobacter baumanniicom
susceptibilidade reduzida ao imipenem e ceftazidénanalise pela PCR foi conduzida com
os primers especificos ka1, blayu.1 € blayv.2. Foram utilizados os testes de sinergismo de
disco- duplo utilizando diferentes substratos éiddres, que foram, ceftazidima/ ac. 2-
mercaptopropiénico e imipenem/EDTA e o teste deaddifusdo com inibidor potenciado
(IPD), isto € os mesmos inibidores foram adiciosaalos discos de CAZ e IPM e a deteccéo
de MBlas foi feita medindo-se a zona de inibicdo. Comasse estudo a maioria daglkk
foram produtoras de VIM-2, a comparacgéo dos quagtmdos de tipagem foi apropriada para
estes produtores, mostrando ainda que o teste ¢RDIEM-EDTA foi o mais sensivel e
especifico, 0 que coincide com os relatos de Yomglaboradores (2002). Os testes para
deteccéo fenotipica def\d emP. aeruginosdém sido Uteis para selecionar estas enzimas. A
determinacdo da série depM deve ser determinada pela amplificagcdo dos geoes
codificam as séries das enzimas em questdo. Aifidagfio definitiva dag-lactamases so é
possivel através do sequenciamento do gene ourmaptema vez que, € necessaria a analise
da sequéncia nucleotidica dos produtos da PCRdif@aranciar as enzimas da mesma série,

uma vez que algumas enzimas diferenciam-se poaapsn aminoacido.
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1.7 Tipagem Genotipica dé’seudomonas aeruginosa

Métodos de genotipagem séo atualmente reconheoitios 0s métodos mais precisos
para a tipagem de microrganismos para fins epidégians (TENOVER et al., 1995). Esses
métodos, por analisarem diretamente o material tgendos microrganismos, apresentam
melhor poder discriminatério do que os métodos ennwnais (TENOVER, ARBEIT &
GOERING, 1997). Eles distinguem isolados relaciosa@lones), daguelas nao relacionadas.
Clones sdo conhecidos como isolados geneticamefdeianados, indistinguiveis um do
outro por métodos de caracterizagdo genética oilasi®, que presumem-se serem derivados
de um parente comum (TENOVER et al., 1995). Sensking é possivel avaliar a
transmissdo e disseminacdo nosocomial e investg@peita de surtos e epidemias
(BERTRAND et al., 2001). Esses métodos incluem rdeteacdo do perfil de plasmidios
(TENOVER, ARBEIT & GOERING, 1997), ribotipagem (BEMEKOV et al., 1996),
técnicas baseadas na amplificacdo aleatéria de PRAndomly Amplified Polymorphic
DNA” — RAPD) (RENDERS et al., 1996), determinacaw mblimorfismo de fragmentos de
restricdo (“Restriction Fragment Length Polymorfissmn RFLP) (NOCIARI et al., 1996),
métodos baseados na amplificagcdo de segmentos AeeDdNeletroforese em gel de campo
pulsado (“Pulsed Field Gel Electroforesis” — PFGEAVELKOUL et al., 1999).

A eletroforese de campo pulsado (PFGE) foi umaitécmolecular desenvolvida por
Schwartz e colaboradores (1983) a partir de umegaos da eletroforese convencional e
permite a analise direta do DNA genbémico. Essait¢écpossibilita a separacéo efetiva de
grandes fragmentos de DNA gerados apés digest@nodmossomo bacteriano com enzimas
de restricdo de sitios raros. Os fragmentos obtmiiginam um numero relativamente
pequeno de bandas no gel que facilitam a intergzetdo mesmo e permite a comparacao dos
genomas bacterianos em questado (TENOVER et al7)199

Dentre os métodos de tipagem molecular que foramadas para estudar a
epidemiologia d&. aeruginosaa eletroforese de campo pulsado (PFGE) € o métai® m
satisfatorio. PFGE mostrou ser util nas investigagde surtos nosocomiais, na identificacéo
de cepas d®. aeruginosanultiresistentes e/ou produtoras [fHactamases (SPEIJER et al.,
1999, LUZZARO et al. 2001). Clones &e aeruginosgrodutoras d@-lactamases tem sido
descritos causando surtos em diversos paises (LBZ¥Yét al, 2001; YAN et al., 2001).

No Brasil, alguns autores investigaram a clondkdde isolados d@. aeruginosa
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originarias de infec¢cdes hospitalares através daid# de PFGE (SADER et al.,, 1999;
SADER, 2000; PELLEGRINO et al., 2002; DE FREITASB®&RTH, 2002; LOUREIRO et

al., 2002). Na maioria destes estudos foi obseraggi@senca de varios clones e a existéncia
de clones predominantes associados a isoladoB. deeruginosamultirresitentes. Até o
momento, poucos estudos mostraram a presengdadtamases em nosso meio. Entretanto a
disseminagdo de. aeruginosgprodutora de Mla SPM-1 (GALES et al., 2003) em varios
estados brasileiros mostra a importancia da red@@ade outros estudos visando a

determinacao dp-lactamases nesta espécie bacteriana no Brasil.

2 OBJETIVOS
O objetivo geral deste estudo foi investigar ardgwia e clonalidade dos isolados de
P. aeruginosgrodutores d@-lactamases provenientes de infec¢cdes em paciemeesados
em hospitais de Sao Luis do Maranhéo.
Os objetivos especificos foram:
1- Determinar a presenca (®lactamases em isolados e aeruginosaatravés de

técnicas de deteccéao fenotipica;

2- Verificar a série daB-lactamase apresentada pelos isolados selecionaelos

métodos fenotipicos, pela técnica da PCR,;

3- Determinar a clonalidade dos isoladosRieaeruginosagprodutores d¢-lactamases

utilizando técnica de eletroforese em campo pul$B&GE).
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3 METODOLOGIA

3.1 Isolados Bacterianos
Neste estudo foram analisados 214 isoladd@sgeidomonas aeruginosaletados de

pacientes internados no periodo de junho de 2(G0dh@ de 2002 em diferentes hospitais de
Sé&o Luis do Maranh&o. A distribuicdo destes is@agltire os hospitais em questédo foi a
seguinte: 23 isolados foram provenientes do Cektédlico, 43 do Hospital Alianca do
Maranh&o, 12 do Hospital Sdo Domingos, 81 do Hakpihiversitario Presidente Dutra, 13
do Socorréo Il, 34 do Hospital UDI e 8 de outrospitais. Estes isolados foram enviados
pela Dra. Rosangela Cipriano Monteiro, professaaJaiversidade Federal do Maranhé&o
responsavel pelo controle de infecgbes hospitalaesses hospitais. Todos estes isolados
foram estocados a —70 °C em caldo infusdo cérebovagéo (Difco) contendo 20% (v/v) de

glicerol.

3.2 Identificacdo da Espéci®seudomonas aeruginosa

Os isolados foram identificados inicialmente rasoratorios dos hospitais de origem
com o auxilio do sistema automatizado VITEK 32 (Biérieux Inc., Hazcwood, Mo) ou
através de testes bacterioldégicos convencionaisfoone decisdo do microbiologista
responsavel ou disponibilidade do uso do equipaméd Setor de Identificacdo Bacteriana

do Departamento de Microbiologia do INCQS, os sagsi testes foram realizados para
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confirmacdo de identificacdo, apds verificacdo dmepa das culturas: observacdo das
caracteristicas morfo-tintoriais apos coloracdm peétodo de Gram, teste da producdo da
citocromo oxidase, teste de oxidacdo-fermentacé@lidase em meio de Hugh-Leifson,
determinacdo da atividade da arginina dihidrolagescimento a 4Z e producdo de
pigmento. Estes testes foram realizados de acamhoas recomendacdes de Kiska e Gilligan
(1999).

3.3 Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

A susceptibilidade a antimicrobianos foi avaliadéizando-se o teste de difusdo em
agar conforme as recomendacbes do National Comiuitt€linical Laboratory Standards
(NCCLS, 2000). Os isolados foram cultivados em agan infusdo de cérebro e coragdo
(Difco) por 18 a 24 horas a 3T. O in6culo bacteriano foi suspenso em solucdoasal a
concentracdo foi ajustada de acordo com o padrdod@, escala de McFarland (LGP
UFC/mL). Em seguida a suspenséo foi inoculada cauxdlio de “swab” estéril sobre uma
placa de agar Mueller-Hinton (Difco) no qual apésas por 15 minutos, foram aplicados os
discos impregnados com antimicrobiano. As placaanioincubadas por 18 a 24 h & &
Foram utilizados os seguintes discos de antimiaras: amicacina (@), aztreonam
(30ug), cefepime (3Qg), ceftriaxone (3(g), ceftazidima (3Qg), cefotaxima (30Qg),
ciprofloxacina (pg), gentamicina (4g), imipenem (1Qg), meropenem (1),
norfloxacina (1Qug), piperacilina/tazobactam (100{ig), ticarcilina/acido clavulanico
(75/1Qug), tobramicina (1Qg), polimixina (300U). Para o controle do teste ditilizada a
cepa padrao recomendad?, aeruginosaATCC 27853. A susceptibilidade foi verificada
através da leitura do didmetro dos halos de inibigéerpretados de acordo com os valores
estabelecidos pelo NCCLS (2001).

3.4 Deteccao d@-lactamases de Espectro Estendido

3.4.1 Técnica de aproximagdo de discos (AD3 e AD5)
A identificagédo de isolados d& aeruginosgrodutores d@-lactamases foi realizada

através da técnica de aproximacdo de discos seguasdrecomendacdes de Jarlier e
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colaboradores (1988) e Thomson (2001). Os isolémtasn cultivados em agar com infusao
de cérebro e coracao (Difco) por 18 a 24 horas’&€3D inoculo bacteriano foi suspenso em
solucéo salina e a concentragdo das células fstiaaia de acordo com o padrdo 0,5 da escala
de McFarland [ 1 UFC/mL). Em seguida a suspensdo foi inoculada ooauxilio de
“swab” estéril sobre placas de agar Mueller-Hin{@ifco) no qual apdés secar por 15
minutos, foram aplicados os discos impregnados antimicrobiano. Para a realizagcao da
Técnica de aproximacdo de discos utilizando o &dkdwulanico como inibidor de-
lactamase (AD5), os discos foram dispostos nasaplalo seguinte modo: um disco de
amoxilicina/ac clavulanico no centro e lateralmeante disco de ceftazidima, aztreonam,
cefotaxima e cefuroxima a uma distancia de 20 mntr@ea centro em relacdo ao disco de
amoxicilina/acido clavulanico (Esquema 1-A). A T&en de aproximagdo de discos
utilizando o tazobactam como inibidor @dactamase (AD3) também foi realizado do mesmo
modo que o anteriormente descrito utilizando uncalide piperacilina /tazobactam disposto
no centro e lateralmente um disco de ceftazidimafepime a uma distancia de 20 mm centro
a centro em relacdo ao disco de piperacilina /@azain (Esquema 1-B). As placas foram
incubadas por 18 horas a°35 A distor¢cdo do diametro da zona de inibicdoeamr do disco

dep-lactamico indicou a presenca léactamase pelo isolado bacteriano.

3.5 Deteccao de Metal@-lactamases

3.5.1 Teste de Aproximacéo de Discos Utilizando Al 2-mercaptopropiénico como
Inibidor de Metalo B-lactamase (MBla/2MP)

Este teste foi realizado segundo Arakawa e colalooea (2000). Os isolados foram
cultivados em agar infuso de cérebro e coracaadpior 18 a 24 horas a3C¢. O indculo
bacteriano foi suspenso em solucédo salina e a otvacéo das células foi ajustada de acordo
com o padrdo 0,5 da escala de McFarlafd@ UFC/mL). Em seguida a suspensdo foi
inoculada com o auxilio de “swab” estéril sobrecptade agar Mueller-Hinton (Difco). Apés
15 minutos, dois discos de antibioticos, contenddacum, 30ug de ceftazidima, foram
aplicados sobre a superficie do agar a uma dist@eccerca de 4,5 cm. Um disco de papel de
filtro foi aplicado a uma distancia de cerca der2de um dos discos de ceftazidima, onde foi

adicionado de |8 de uma solucdo contendo 1,2g/mL de acido 2-mévpagpionico (MP)
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(MERK) (Esquema 2-A). A placa foi incubada & 37 por 18 a 24 horas. A observacao da
expansdo da zona de inibicdo do crescimento baesteno disco de ceftazidima localizado

proximo ao disco com MP indicou a producédo ddadvpelo isolado bacteriano.

3.5.2 Teste do Disco Imipenem-EDTA (iffla/EDTA)

Este teste foi realizado de acordo com as recongérdade Yong e colaboradores
(2002) e se baseia na comparacdo dos diametrozomas de inibicdo do crescimento
bacteriano apresentadas pelos discos de imipinemao sem EDTA. Os isolados foram
cultivados em agar infuso de cérebro e coracaadpPipor 18 a 24 horas a¥7. O indéculo
bacteriano foi suspenso em solucédo salina e a otvacéo das células foi ajustada de acordo
com o padrdo 0,5 da escala de McFarland@ UFC/mL). A suspens&o foi distribuida em
placas contendo agar Mueller-Hinton com o auxiéd'sivab” estéril e apds 15 minutos, dois
discos contendo imipenem (fug) foram aplicados sobre a superficie do agar adistancia
de cerca de 4 cm. Uma aliquota qg¢ de EDTA 0,5 M foi adicionada a um dos discos de
imipinem (Esquema 2-B). A placa foi incubada &@por 18 a 24 horas. O aumento do
diametro do halo de inibicdo do disco de imipinemtendo EDTA de no minimo 7 mm em
relacdo ao halo de inibicdo do disco de imipinem &DTA indicou a producdo de [la

pelo isolado bacteriano.

3.6 Extracao de DNA Total pelo Método de Choque Térico

Os isolados bacterianos foram inoculados em tebosendo 3 mL de caldo BHI e
incubados a 3T por 18-24 horas. Um mL de cultura de cada isofaddransferido para
microtubo e centrifugado a 3000 rpm por 5 minut®ssobrenadante foi descartado e o
sedimento foi suspenso em 500 de agua milli-Q e submetido a banho-maria fergent
(100°C) por 15 minutos. Apoés esta etapa, a suspensamddiiatamente congelada a 220
Este material foi posteriormente descongelado &ifiegado (14000 rpm por 15 segundos).
O sobrenadante foi transferido para outro microtelarmazenado a -20. A extracdo por

este método foi utilizada na PCR.
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3.7 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Para a amplificacdo de regides especificas do genlasisolados de. aeruginosaa
reacdo da PCR foi realizada em um volume final @qu5 As reacfes individuais foram
compostas de &gua esterilizada, tampéo de reacadefpendorf),3 mM de MgC}
(eppendorf), 10 mM de cada dNTP ( dNTP set [dATETH, dGTP, dTTP]/eppendorf), 250
ng de cada iniciador (Tabela 1), 1,5 U da enzin@pa@imerase (eppendorf) euB do DNA
obtido pela extragcdo por choque térmico, como des@nteriormente. Os iniciadores
estabelecidos para este trabalho foram desenhamos ac ajuda do programa PRIME
pertencente ao pacote GCG (Genetics Computer Grmug/Jniversidade de Winsconsin,
USA). Os demais iniciadores foram obtidos a pairoutros trabalhos (Tabela 1). A reacgéo
foi realizada nas seguintes condi¢fes: pré-desatdtara 94C por 5 minutos, seguido por 30
ciclos a 94C por 30 segundos, 55 por 30 segundos e 72°C por 1 minuto. A ampliicac

pela PCR foi visualizada através de eletroforesgende agarose a 1,5% em TAE 1X.

3.8 Eletroforese em Gel de Agarose

Os géis de agarose foram preparados dissolverd@m@se em tampédo TAE 1X de
modo a obter uma concentracdo de 1,0 %. Foi adgidmtampao de corrida nas amostras de
DNA (1/5 do volume da solucédo de DNA). Foram apls {iL do produto da PCR eulL
de marcador de peso molecular nos pocos do gdketfomrese foi realizada em tampéao de
corrida TAE 1X sob uma corrente de 60 Volts. Apaoaida o gel foi corado com brometo
de etidio e observado sob luz ultravioleta e reggist em foto com o equipamento VDS

(Pharmacia-Biotech).

3.9 Analise dos Perfis de Fragmentagdo do DNA Croras6mico Atraves de Eletroforese
em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

O DNA cromossomico foi preparado pela técnica deiusitu,em blocos de agarose.
Em resumo, uma aliquota de 2 mL do crescimentoebanb em fase exponencial foi
centrifugada e as células obtidas foram suspemsd&06uL de salina estéril. Foi adicionada
a suspensao de células, 300de agarose (low melting, FMC) a 2 % em tampéao (N&CI
1M; TRIS-HCI 10mM pH 7,6) a 5. A mistura foi homogeneizada e distribuida emdesl

Os blocos foram entéo transferidos para tubos ndotdml de solucéo de lise (NaCl 1M;
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TRIS-HCI 6mM pH 7,6; EDTA 100mM pH 8,0; BRIJ-58 0%; desoxicolato 0,2 %;
sarcosina 0,5 % e lisozima 1 mg/mL) e incubado%°€ 3Em seguida, o tampéao de lise foi
substituido pelo tampdo ESP (EDTA 0,5M pH 8,0; asira 1 %) contendo 0,1 mg/mL de
proteinase K (Sigma) e os blocos incubados pordzdsha 50C. Os blocos foram lavados 4
vezes com tampao TE (TRIS-HCI |I0mM pH 8,0; EDTAGM pH 8,0) a 37C e entado
incubados com 10U da enzima de restriGm® (Amersham) durante 24 h a & Os
fragmentos de restricdo foram separados em gelgdeose NA (Amersham) a 1,3 %
preparado em tampéao TBE (TRIS 44,5mM; acido bétigdmM; EDTA 1mM pH final 8,3)
através da eletroforese de campo pulsado, usandpaiho CHEF-DR Il (Bio-Rad,
Richmond, USA). Foram utilizadas as seguintes cuiiedi para a eletroforese: tempo de pulso
crescente de 5 a 35 segundos, por 24 horas a 6¥&ctemperatura de 43, com angulo de
120°. ApoOs a eletroforese os géis foram corados comnmé&tm de etidio (Opg/mL),

observados e fotografados no Image Master VDS (Rdm@a Biotech).

3.10 Interpretacao dos Perfis de Bandas Obtidos pePFGE
Os perfis de banda foram analisados através dgaraigéo visual entre amostras

seguindo o critério de Tenover e colaboradoresf)L@Rabela 2).
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Esquema 1
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Esquema 2
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Tabela 1.Iniciadores utilizados nas reagdes de PCR.

Regido Sequéncia do iniciador (5'- 3’) Tamanho do Referéncia

alvo produto (pb)

Intl INT1F - AAA ACC GCC ACT GCG CCG TTA 1068 LGMM?
INT1IR — GAA GAC GGC TGC ACT GAA CG

blagse PSEF - ACC GTATTG AGC CTG ATT TA 321 Bert et al.,
PSER — ATT GAA GCC TGT GTT TGA GC 2002

blacahs CARB4F — TAA TAG AAA AGC AAG TAG GA 435 Bert et al.,
CARB4R — AAC TAT GAT TGG GGA TTG AG 2002

bla,xa, OXA 1F — TCA ACA AAT CGC CAG AGA AG 276 Bert et al.,
OXA1R —TCC CAC ACC AGA AAA ACC AG 2002

blasxa, OXA2F - AAG AAA CGC TAC TCG CCT GC 478 Bert et al.,
OXA2R —CCA CTC AACCCATCCTACCC 2002

blagxa, OXA3F-TTTTCTGTTGTTTGG GTTTT 427 Bert et al.,
OXA3R-TTT CTT GGC TTT TAT GCT TG 2002

blaem TEMF —ATG AGT ATT CAA CAT TTC CG 654 Rasheed et al.,
TEMR — CTG ACA GTT ACC AAT GCT TA 1997

blag,, SHVF-TTATCT CCC TGT TAG CCACC 867 Neste estudo
SHVR — GAT TTG CTG ATT TCG CTC GG

bla;m VIMB-ATG GTGTTT GGT CGC ATATC 420 Neste estudo
VIMF — TGG GCC ATT CAG CCAGATC

blaym, IMP1-CTA CCG CAG CAGAGTCTT TG 451 Neste estudo
IMP2 — AAC CAG TTT TGC CTT ACC AT

blasgym, SPMr—GTC CAG GTATAACAATTT TCG CTA 609 LGMM

SPMf —ACG TTT TCG TCG TCA CAG

#Laboratorio de Genética de Microrganismos- IOC/ARIZ
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Tabela 2.Critérios para a interpretacdo dos perfis de PEGE

Categoria N° de diferencas  N° de fragmentos Interpretacéo
genétical diferentes’ epidemioldgica
Indistinguivel 0 0 A amostra faz parte
do surto
Intimamente 1 2-3 A amostra
relacionada provavelmente faz
parte do surto
Possivelmente 2 4-6 A amostra
relacionada possivelmente faz
parte do surto
Diferente >3 >7 A amostra néo faz

parte do surto

2 conforme Tenover et al., 1995.

P quando comparadas com a amostra responsavel peo su
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4 RESULTADOS

4.1 Isolados Bacterianos

Todos os isolados d& aeruginosase apresentaram como bastonetes Gram negativos,
oxidase positivos, mdveis, metabolismo oxidativo emeio de Hugh-Leifson,
descarboxiladores da arginina e com cresciment@°&€.4Foi observada a producdo de

pigmento em meio de agar Mueller-Hinton na maidda isolados.

4.2 Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos

Neste estudo, diferentes perfis de resisténcianforobservados, sendo que
aproximadamente 42 % dos isolados apresentaranrmnegiiténcia. O critério utilizado para
considerar o isolado multirresistente foi apresentasisténcia a pelo menos um
antimicrobiano de no minimo trés diferentes gruptefinidos a seguir: penicilinas
(ticarcilina/clavulanato ou piperacilina/tazobacjamaminoglicosidio (amicacina ou
gentamicina), monobactam (aztreonam), fluoroquimal¢ciprofloxacina), cefalosporinas de
terceira e quarta geracdo (ceftazidima ou cefepime)arbapemens (imipenem ou
meropenem). Obtivemos as seguintes taxas de ressstétravés do método de difusdo a
partir do disco para dslactamicos utilizados no tratamento de infeccGasPp aeruginosa
37,9% para o aztreonam, 26,2% para o cefepime%@2p&a a ceftazidima, 87,4% para a
cefotaxima e 20,7% para o imipinem. Observamossbiados apresentando resisténcia a
todos os antimicrobianos com exce¢do a polimixinguatro apresentaram resisténcia
intermediaria ao aztreonam e resisténcia aos demuatisnicrobianos com excecao a

polimixina.

4.3 Deteccgéo Fenotipica dp-lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

Utilizando a técnica de aproximacdo de discos ewmnoxacilina/acido clavulanico
(AD5) com os 214 isolados, foram observados resodtgpositivos para 13 (6,1%) isolados.
Para a realizacdo do teste de aproximacdo de dismuspiperacilina/tazobactam (AD3),
foram selecionados todos os isolados resistentesef@azidima ou cefepime. Foram
observados resultados positivos para 19 (27,1%)raleos 70 isolados selecionados
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(Figura 1). Apenas 6 isolados foram positivos pamsbos os testes. Na tabela 3 estdo
relacionados os dados dos isolados com resultasisvps para os testes AD3 e/ou AD5S.
4.4 Deteccédo Fenotipica de MetalB-lactamases

Para a realizacdo do teste de aproximacdo de digdzando &c. 2-
mercaptopropidénico como inibidor de metfdldactamase (Nla/2MP), foram selecionados
os isolados que apresentaram resisténcia a ceftazitlove isolados (18,4 %) dentre os 49
selecionados apresentaram resultado positivo [seateste. Para a realizacdo do teste do
disco imipinem-EDTA (MBla/EDTA) foram testados todos os isolados que aptasam
resisténcia ao imipinem. Foram observados residtpdsitivos para 9 (20,4 %) dentre os 44
isolados selecionados (Figura 2). Dentre os 1&dsd com evidéncia de producéo dgla
apenas 5 isolados apresentaram-se positivos emsansbiestes. Os dados relacionados aos

isolados positivos para estes testes estdo apadssnia tabela 4.

4.5 Presenca de Genes de Resisténcia fdactamicos

A deteccao de genes que carreipfactamases nos isolados Be aeruginosafoi
realizada através da técnica da PCR. Foram utilizadiciadores especificos para as
seguintes séries dp-lactamases: CARB, IMP, OXA, PSE, SHV, SPM, TEM éuww
(Tabela 1). Para a deteccdo das sérief-ldetamases de espectro estendido CARB, OXA,
PSE, TEM e SHV, foram selecionados os vinte eiselados que apresentaram-se positivos
para os testes de deteccdo fenotipica pdaatamases de espectro estendido AD3 e AD5 e
também os isolados que apresentaram perfil detépsia caracteristico para as seériegde
lactamases citadas e que ndo foram positivos reiestele deteccdo fenotipicos. Para a
deteccao das séries de metgiactamases IMP, VIM e SPM, foram selecionadosokdos
resistentes a ceftazidima e imipinem, ou seja,evigblados. Entre estes vinte isolados
estavam incluidos os 13 isolados que apresentaggrasitivos para um dos testes fenotipicos
de deteccdo de metgelactamases. Os resultados destas amplificacdesn amo 0s
demais dados referentes aos isolados estdo deadwsstnas tabelas 4 e 5. Em cada caso, o
tamanho do fragmento amplificado esteve de acoao ¢ tamanho do produto de PCR
(Tabela 1, Figura 2). Apenas as séries de m@tdmtamases IMP e VIM ndo foram

detectadas nos isolados estudados.
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4.6 Presenca de Integrase Classe | nos IsoladosRieudomonas aeruginosa Produtoras
de p-lactamases

Como alguns genes gue codificBAactamases podem estar localizados em integrons,
determinamos a presenca do garié atraves da técnica da PCR nos isolados produteres
B-lactamases. Verificamos que a maioria dos isolgdodutores d@-lactamases de espectro

estendido apresentou integrase classe | (Tabela 5).

4.7 Analise dos Perfis de Fragmentacdo do DNA Crorasdmico Através de Eletroforese
em Gel de Agarose de Campo Pulsado (PFGE)

A diversidade gendmica das amostra®daeruginosdoi avaliada através da técnica
de PFGE. Foram selecionados para esta analise esdeslados para os quais foi detectado
algum gene de resisténcia e todos os isoladospyaeemtaram o teste fenotipico de deteccao
de metaloB-lactamases. Os gendtipos foram designados araitrante por meio de um
namero (Tabela 4 e 5).

Um total de 26 perfis de fragmentacdo do DNA cresdmico foi observado entre os
isolados deP. aeruginosgorodutores dgi-lactamases e 24 clones. Foram encontrados trés
genotipos predominantes, mas nao relacionados igameinte, entre os 48 isolados
analisados. O gendtipo 1 foi encontrado em 7 isslgutodutores dp-lactamases de espectro
estendido (Tabela 5). O gendétipo 2 foi apresenfamio5 isolados sendo que dois foram
produtores de-lactamases de espectro estendido, 2 apresentasutbado positivo para o
teste de deteccdo fenotipica para mefdmctamase e 1 foi produtor e lactamases além
de apresentar resultado positivo para o teste weg® fenotipica para metgldactamase.

O gendtipo 3 foi detectado em 6 isolados produtdeemetald3-lactamase SPM (Figura 3).
Dois isolados que apresentaram este perfil tambsnamf produtores d@-lactamase de
espectro estendido, SHV. Os gendtipos 4, 9, 12148, 19 apresentaram 2 isolados cada um.
O genotipo 5 foi geneticamente relacionado ao gemo4 com diferenca de apenas 4
fragmentos e o gendétipo 5 e 7 diferem de apenaaginentos. Os demais genoétipos foram
representados, cada um, por uma Unica amostrapedia ndo relacionados entre si (Tabelas
4 e 5). Os isolados produtores de mefalactamases da série SPM apresentaram
clonalidade, gendtipo 3. A maioria dos isoladodptores de8-lactamases da série OXA do
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grupo 2 apresentaram genotipo 1. Foi observadasitiiagle entre os isolados nos quais foram
detectados genes de resisténcia para as difereéies deB-lactamases. Os isolados que
apresentaram a série TEM apresentaram diferenteétiges, sendo que dois isolados
apresentaram o0 mesmo genotipo e foram provenietgediferentes hospitais (Figura 4).
Observamos genadtipos com diferentes genes deérdstao$-lactamicos. O gendtipo 1 foi
encontrado em 7 isolados provenientes de dois Haspestudados. O gendtipo 2 foi
constituido por 2 isolados produtores dpl&8, 2 que apresentaram a série OXA e 1 isolado
produtor de Mlas apresentando as séries CARB-4 e SHV, todostddtess no Centro
Médico. Ja os gendtipos 9, 13 e 14 foram consttude dois isolados de diferentes hospitais.
Os gendtipos 4, 5 e 7 sdo relacionados geneticammats possuem diferente composicao de
genes de resisténciapalactamases e foram oriundos do Hospital UnivatsitRresidente
Dutra.

Considerando os resultados positivos para esttess tBsotipicos, foram obtidos de
13 isolados produtores defild que apresentaram 6 gendtipos diferentes. Esikslos foram
coletados de pacientes no periodo de novembro @k 2Qunho de 2002, isto é nos ultimos
sete meses considerados deste estudo. O gendtipe@zcontrado em 3 isolados do Centro
Médico, o gendtipo 3 em seis isolados, 5 de Outtospitais e 1 do Centro Médico. Os

outros genotipos foram encontrados em apenas Uaddso
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Figura 1. Testes fenotipicos para deteccdofdactamases de espectro estendido. A e B -
Testes AD3 e AD5 negativos. C — Teste AD5 posiiingddcando a producao de ESBLSs.
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Figura 2. Testes fenotipicos para deteccdo de mdldictamases. A - Testesa/2MP e
MpBla/EDTA negativos. B — Teste Bl/2MP positivo indicando a producao de3lsl C -
Teste MBla/EDTA positivo indicando a producao de3Md.
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Figura 3. Eletroforese em gel de agarose de produtos olpielasPCR de diferentes genes de
B-lactamases a partir de isoladosRd@eruginosa

1 2 3 456
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Linha 1: Padrdo de peso molecular; Linha 2: isolata55 representativo da série OXA-1;
Linha 3: isolado %1197 representativo da série OXA-2; Linha 4: isolati114 representativo
da série TEM; Linha 5: isoladd 158 representativo da série PSE; Linha 6: isol&d267
representativo da série SHV; Linha 7: isolad@47 representativo da série CARB-4.
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Figura 4. Perfis de restricio do DNA cromossdmico obtidpssadigestdo conspé e
separados por PFGE de representantes de isoladBs alEruginosaque apresentaram 0sS
genotipos predominantes de metpiactamases.
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Representagdo de alguns genoétipos obtidos por PEGIas 1 e 3: isolados’r254 e 257,
representativos do gendtipo 2; Linhas 2 e 4: isidatl 383 e 391 representativos do genoétipo
3 (produtor da enzima SPM).
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Figura 5. Perfis de restricdo do DNA cromossOmico obtidpssadigestdo conspé e
separados por PFGE dos isoladosPdeaeruginosaque apresentaram a seérie TEM fie
lactamases.

Representacédo de alguns gendtipos obtidos por PE@a 1: Padrao de peso molecular (em
Kb). Linhas 3 e 5: gendtipo 9, isolados 158 e 172; Linha 2: gendtipo 8, isoladbii4;
Linha 4: gendtipo 6, isolad@167 do; Linha 6: gendtipo 10, isoladbavs.
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Figura 6. Perfis de restricdo do DNA cromossdmico obtidpssadigestdo conspé e
separados por PFGE dos isolado®daeruginosajue apresentarafalactamases.
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Representacdo de alguns genotipos obtidos por PE@A 1: Linha 1: gendtipo 18, isolado
n® 156; Linha 2: DNA degradado; Linha 3: gendtipo i&3Jado A 229; Linha 4: gendtipo 5,
isolado A 260; Linhas 5 e 6: gendtipo 4, isolad8262 e 282.
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Figura 7. Perfis de restricdo do DNA cromossémico obtidpésadigestdo conspel e
separados por PFGE dos isolado®daeruginosajue apresentarafnlactamases.

1 2 3 4 5 6 7 8 XM 11 12 13 14

Representacdo de alguns gendtipos obtidos por PEGa 1: Padrdo de peso molecular (em
Kb). Linhas 2 e 4: gendtipo 1, isolados152 e 210; Linha 3: gendtipo 22, isoladol63;
Linhas 5, 9 e 11: gendtipo 14, isoladds3d1, 343 e 256; Linhas 6 e 14: gendtipo 7, isdado
n® 271 e 371; Linha 7: gendtipo 16, isoladb322; Linha 8: gendtipo 15, isolad§ 813;
Linha 10: gendtipo 23, isoladd® 1816; Linha 12: gendtipo 20, isoladd #95; Linha 13:
gendtipo 17, isolado®2109.
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Tabela 3.
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Tabela 4.
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Tabela 5.
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5 DISCUSSAO

Em meados dos anos 80, as infeccbes causadds peruginosaoram controladas
por antibidticos, apesar do limitado numero de tegeantimicrobianos com atividade contra
esta espécie, incluindo penicilinas antipseudomoeascefalosporinas, carbapenems,
aminoglicosidios e fluoroquinolonas e polimixinal AGIARELLOU, 2000). A utilizacédo
freqiente de antimicrobianos de amplo espectro ¢entribuido para a emergéncia de
isolados multirresistentes. No inicio dos anos \803jos mecanismos de resisténcia foram
identificados nesta espécie (NEU, 1992), além dsisténcia intrinseca, esta espécie
bacteriana apresenta a habilidade de adquirirtéesia aos antimicrobianos relevantes
(LIVERMORE, 2002).

Os tratamentos praticados na rotina hospitalarnategamo pressao seletiva de
bactérias multirresistentes. Devido ao uso indisiciddo dos antimicrobianos imipenem e
ciprofloxacina, que s&o potentes agentes no trafamde infec¢cdes causadas per
aeruginosamultirresistentes, muitos autores alertam sobemargéncia de mutantes para
essas drogas nos ultimos anos (JONES et al., BRDER, 2000; TSAKRIS et al., 2000).
Os aminoglicosidios, gentamicina e amicacina sawiderados por muitos autores como
adequados no tratamento corfraaeruginosanultiresistentes, mas programas de vigilancia
tém recomendacdes sobre a restricdo do uso destedajsao detectados isolados resistentes
(JONES et al., 1997; MULLER-PREMRU & GUBINA, 199%lém destes antimicrobianos,
os[3-lactamicos devem ser monitorados porque induzetadss produtores d&lactamases,
resultando no desenvolvimento da resisténcia ndadei hospitalar (LIVERMORE, 1989;
SADER, 2000).

Estudos nacionais (SADER et al., 2001; DE FREITABARTH, 2002; LOUREIRO
et al., 2002; PELLEGRINO et al., 2002) e internaeis (FLUIT et al., 2001; MATHAI et al.,
2001; PFALLER et al., 2001) tém demonstrado isaadieP. aeruginosaom elevadas taxas
de resisténcia aos antimicrobianos e a emergéeca#gdins multirresistentes. Entretanto, em
nosso estudo, foi observada uma taxa de 7% deémdes simultanea aos 10 antimicrobianos
utilizados em infec¢gbes causadas Poreruginosgrovenientes de Hospitais de S&o Luis do
Maranhdo. Outros estudos encontraram taxas mermesemelhantes de resisténcia
simultanea, 3,2% em Hospitais de Porto Alegre (IREFAS & BARTH, 2002) e de 10%
em Hospitais da Grécia (TASSIOS et al., 1998), antuPellegrino e colaboradores (2002)

detectaram um elevado percentual de resisténcialtdmea em 5 hospitais do Rio de Janeiro
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(40%). Todos os isolados deste estudo foram suseepta polimixina B, assim como
relatado em outros estudos (GALES et al., 2001; RBIRO et al., 2002), por esta razédo as
polimixinas podem ser uma alternativa no tratamenotdraP. aeruginosasnultirresistentes,
embora esses compostos sejam consideravelmentegoxi

No presente estudo, a producéo Hectamases de espectro (ESBL) foi avaliada
através do método de aproximacgdo de discos utilzaiscos de antibidtico com inibidores,
piperacilina/tazobactam (AD3) e amoxacilina/claval®m (AD5) (JARLIER et al., 1988;
THOMSON, 2001). Vinte e seis isolados produtoreg-thctamases ESBL foram detectados
atraves dos testes AD3 e AD5 sendo que apenasa@asocapresentaram resultados positivos
para ambos. Uma vez que os métodos fenotipicos geteaminacdo da producao fle
lactamases de espectro estendido (ESBLS) desat&as momento apresentam limitacdes na
deteccdo destas enzimas Bmaeruginosafoi empregada a técnica de PCR para deteccédo de
genes de resisténcia fldactamases. As séries fldactamases CARB, OXA, PSE, SHV e
TEM foram encontradas em 37 isolados, sendo queesdesl7 isolados apresentaram
resultados positivos para AD3 ou AD5 e em 20 ismdagklecionados por critérios especificos
de resisténcia mais comumente conferido pelasssddeenzimas estudadas. Este resultado
esta de acordo com evidéncias relatadas por alguttses sobre a eficiéncia dos testes
fenotipicos de deteccdo pafalactamases ESBL enf. aeruginosa(LIVERMORE &
BROWN, 2001; WELDHAGEN et al., 2003). Por outrodadove isolados positivos para os
testes fenotipicos ndo apresentaram nenhum dos gesquisados.

A observacdo da presenca de mais de uma sériglatdamases em 18 dos 37
isolados, inclusive em isolados do mesmo gendéppde ser explicada devido ao fato dos
genes que codificam as séries [tactamases estudadas poderem estar localizadas em
plasmidios ou em cassetes inseridos em integrdWERMORE, 2002; WELDHAGEN et
al., 2003). Genes correspondentes as séries OXB,ePSARB podem estar inseridos em
integrons, inclusive simultaneamente (WELDHAGENQZ2) A presenca de integrase classe
| foi observada na maioria dos isolados que aptasan uma das seéries fldactamases
estudadas.

A caracterizacdo gendmica realizada pela técnec®BGE, dos 37 isolados &
aeruginosague apresentaram algum dos genes referenfefaatamases, foi importante para
analise deste estudo. O grande numero de gendatijpioks e a presenca de genotipos (Ex. 7,
9, 13 e 14) pertencentes a dois isolados de ditssdrospitais, evidenciam a disseminagéo
dos genes d-lactamases estudados & aeruginosanos Hospitais de Sdo Luis do
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Maranh&o. A deteccao de isolados produtored-ldetamases ESBL é necessaria ndo apenas
para ampliar o entendimento a cerca da resistémeégs também, para controlar essa
disseminagcdo da resisténcia na espécie estudadml®®rm a outras espécies bacterianas
presentes no ambiente hospitalar.

Neste estudo, avaliamos também a presenca BlasMprincipalmente devido a
importancia clinica dos isolados que produzem emtagmas, uma vez que estas conferem
resisténcia aosp-lactamicos de amplo espectro inclusive carbapesefmaipinem e
meropenem). Os carbapenemas sdo os antimicrobiadasados para o tratamento de
infeccbes causadas p&r. aeruginosamultirresistentes (LIVERMORE, 2002). Apesar do
principal mecanismo de resisténcia aos carbapenama®. aeruginosaser devido a
diminuicdo da permeabilidade da membrana (LIVERMORID1), a aquisi¢do e a produgéo
de MBlas tem sido o mecanismo de resisténcia mais comenemcontrado em alguns paises
como Japao e Coréia (LEE et al., 2002). Além desoVplas tém sido detectadas em varias
regides geogréficas, inclusive no Brasil (NORDMANRDIREL, 2002; TOLEMAN et al.,
2002).

Para a deteccédo fenotipica dagl&s foram utilizados os testes de aproximacdo de
discos utilizando o acido-2-mercaptopropidonicoB(d2MP) (ARAKAWA et al., 2000) e o
teste do disco imipinem-EDTA (Ma/EDTA) (YONG et al., 2002). Diferente do que aeor
com os testes de deteccao fenotipica pdetamases ESBL, estes testes sdo recomendados
para selecdo dasas em Gram negativos aerébios, devido a sensbdice especificidade
que apresentam (YONG et al.,2002; OH et al., 208Besar do teste pla/2MP ser mais
amplamente utilizado na deteccdo daBlad, sua sensibilidade pode ser afetada de acordo
com a distancia da colocacao dos discos, sendm,asptamos por utilizar também o teste
MBla/EDTA que se que apresenta altamente sensiggleidico.

Nossos resultados de deteccao fenotipica fliadvforam menores (6,1%) do que no
estudo realizado por Pellegrino e colaboradore82pPque verificaram a producao delisls
em 37% dos isolados resistentes a ceftazidima eoo diospitais do Rio de Janeiro. Em
nosso estudo, apesar do pequeno numero (13) dmdasolque apresentaram resultados
positivos, indicando a producédo deBlisl varias consideracdes puderam ser realizadas. O
primeiro aspecto a ser considerado é a diversidaagje isolados apresentando 6 gendtipos
diferentes foram produtores de3Ms. Apesar disto, dois gendtipos predominarameesgtes,

0 gendtipo 2 restrito ao Centro Médico e o gend&mmcontrado principalmente no Hospital

Portugués. Foram detectados dois isolados (3920¢ prbdutores de Blas que também
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apresentaranp-lactamases ESBL. A ocorréncia de isolados prodstate Mlas e f-
lactamases ESBL também foi observada no estudizadal por Pellegrino e colaboradores
(2002). Outro dado interessante foi a deteccéoet® lglas,m, nos isolados do gendtipo 3,
através da PCR. O gendtipo 3, assim como os demadsitores de Blas foram detectados
apenas nos ultimos oito meses dos 13 meses cafidemeste estudo, sugerindo a
introducdo destas enzimas nos Hospitais do Maramuéeriodo investigado. Gales e
colaboradores (2003) relataram a disseminacdo delome deP. aeruginosaprodutor de
SPM-1 em varias regides do Brasil, sendo assingendtgpo 3 pode pertencer a este clone
multirresistente. Com relacdo asplls que nao foram caracterizadas, foi pesquisada a
presenca das séries IMP e VIM além da SPM, enteetaenhuma série j& descrita foi
detectada. Outros estudos seréo realizados corfiredidade.

Em nosso estudo, a deteccdo da série das enilaemmases foi realizada através da
PCR e alguns produtos obtidos de cada série foegresciados no Laboratorio de Genética
Molecular de Microrganismos (IOC/FIOCRUZ) para d¢onf¢ao, uma vez que ndo haviam
isolados produtores das enzimas estudadas para @@ controles positivos, onde o
resultado do seqienciamento confirmou a sérjgldetamase pesquisada. A identificacdo da
variante (alelo) da série delactamase detectada sO serd possivel atravésatiaeadas
sequéncias nucleotidicas que permite a discrimmndgd genes da mesma seérie, que podera
ser realizado em estudos posteriores.

A emergéncia de Plas adquiridas do tipo IMP, SPM ou VIM entre baet®iGram-
negativas nao fermentativas representam um risdemmldgico uma vez que estas enzimas
conferem resisténcia a praticamente todoB-latamicos e estdo frequentemente associados
a resisténcia a aminoglicosidios além disto, osegeque codificam estas enzimas sao
comumente inseridos em elementos genéticos (imegryanspossons, plasmidios) que
podem ser disseminados horizontalmente (LUZZAR@.eR004). A disseminacdo do clone
de P. aeruginosaprodutora de SPM-Ra em hospitais de vérias regibes do Brasil, assim
como a descricdo de endemia causada Fhomeruginosaprodutora de VIM-Mila em
hospitais europeus (GALES et al., 2003; LAGATOLL®Aaé, 2004) demonstra claramente a
importancia clinica daB. aeruginosgrodutoras dg-lactamases e a necessidade da deteccéo
destes determinantes genéticos para o controlesdesiiacoes.

Em saude publica, o controle de uma doenca conmséplicacdo de um conjunto de
medidas, dirigidas a uma determinada comunidadhe,ccobjetivo de reduzir a morbidade e a
mortalidade causadas por esta doenca, a niveigurise deixe de considera-la um problema.
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E possivel controlar as infecces hospitalaresyziado sua incidéncia a taxas aceitaveis
através de programas institucionais de controle ini@Ecdes hospitalares. Para isto, sédo
necessarias, a observacdo sistematica e analiseinatda ocorréncia e da distribuicdo das
infeccdes nos hospitais e por outro lado, a amislailslicdo das informacgfes analisadas, a
todos que as geraram ou que delas necessitamxesata as acdes de prevencao e controle.
Em diversos paises os resultados de caracterizgg@ionica através da utilizacdo da técnica
de PFGE, deteccdo de ESBL €3Ik, assim como os dados gerados pelos sistemas de
vigilancia de resisténcia aos antimicrobianos t&ta sruciais nos estudos epidemioldgicos e
no controle de infeccbes hospitalares (LAHTI, 199Q et al., 1998). No Brasil quando se
faz referéncia a caracterizacao dos isolados estgdanostra-se o que se conhece nas regides
sudeste, sul e em alguns outros estados, o quefiéte a realidade, mostrando-se necessario

estudos desta natureza em outras regides.
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6 CONCLUSAO

Todas as séries d&lactamases pesquisadas (CARB-4, PSE, OXA, TEM ¥)SHram
detectadas enf. aeruginosaprovenientes de casos clinicos de hospitais delL8& do
Maranh&o, inclusive as que ocorrem principalmenteEaterobactérias e ocasionalmente em
outras espécies bacterianas (TEM e SHV).

A tipagem molecular através de PFGE revelou a pgasele diferentes gendtipos &e
aeruginosaapresentando a mesma sériefdiactamase, evidenciando a disseminagdo dos

genes codificadores destas enzimas entre isoladlmsdos dos Hospitais de S&o Luis do

Maranhao

O geneblas,m foi detectado apenas no gendtipo 3, este ocompenas nos ultimos cinco
meses dos 13 meses considerados neste estudaongdagemtroducdo deste nos Hospitais de

Séo Luis do Maranhéo neste periodo.

Os dados gerados a partir deste estudo, além de daéditos sob o ponto de vista da
ocorréncia d-lactamases e clonalidade de isolados do MaramBacauxiliar as acées dos
programas de controle de infeccbes hospitalarew degido e permitira posteriormente a

comparacao dos isolados dessa regido com a des @staos e paises.
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