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Resumo:

Considerando a importancia das infecgbes causadas por bacilos Gram
negativas multirresistentes (BGN-MR) provenientes de colonizacdo e dos
pacientes durante o periodo de permanéncia na unidade de terapias
intensiva (UTI), o presente estudo teve como objetivo avaliar a evolucéo das
enzimas pB-lactamases nos BGN recuperados de pacientes durante a
permanéncia hospitalar. Foram selecionados isolados bacterianos de
colonizacéo e de infeccdo de pacientes que permaneceram na UTI por mais
de 10 dias e estavam cadastrados em banco de dados do projeto “Vigilancia
Epidemiolégica de Bactérias Multirresistentes no Hospital Universitario de
Maringa”. Estes isolados foram identificados pelo sistema automatizado
Phoenix BD ™. Todos os isolados foram investigados quanto a presenca de
genes do tipo beta-lactamase de espectro estendido (ESBL), oxacilinases (OXA) e
metalo-B-lactamases (MBL) utilizando-se reacédo em cadeia da polimerase (PCR).
Entre os isolados de enterobactérias todos eram resistentes a cefalosporina
e em 3 pacientes os isolados adquiriram 0s genes blactx.v durante a
hospitalizacdo. Altas taxas de resisténcias aos carbapenémicos foram
observadas em isolados de A. baumanni associadas a presenca do gene
blaoxa-23. Houve nestes isolados a deteccdo inédita do gene blacrx-m-15
(Genbank KT945131). A ESBL do tipo CTX-M, foi a mais frequente em
isolados de K. pneumoniae e E. cloacae, acompanhada de resisténcia as
cefalosporinas. Os resultados deste estudo reforcam a necessidade de
medidas para o controle destes microrganismos multirresistentes.

Introducao

As infec¢des hospitalares tém se apresentado como uma importante
ameaca para a saude publica. Particularmente, os pacientes internados em
na unidade de terapia intensiva (UTI) estdo mais expostos a terapias
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invasivas e a agentes patogénicos com alta resisténcia aos antimicrobianos.
Dentre estes patdgenos, os bacilos Gram negativos multirresistentes (BGN-
MR) vém ganhando destaque, exigindo cada vez mais a adoc¢do de medidas
e acbes de vigilancia e controle, uma vez que séo infeccdes de dificil
tratamento. Dentre os BGN-MR, o Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e enterobactérias, sdo os microrganismos de maior relevancia.

O principal mecanismo de resisténcia destes BGN-MR €é a producéo
de B-lactamase, enzimas que promovem a hidrolise do anel B-lactamico,
inativando a acao do antimicrobiano que atua na parede celular bacteriana.
Atualmente, as B-lactamases de espectro estendido - ESBL do tipo TEM, SHV,
PER e CTX-M constituem a principal causa da resisténcia as cefalosporinas
de terceira geracdo em enterobactérias. J& em relac@o as carbapenemases,
as enzimas mais encontradas em enterobactérias podem ser tanto da classe
A de Ambler (tipos KPC, NMC, IMI, SME, GES), quanto da classe B (MBL
dependentes de zinco: tipos VIM, IMP, NDM) e classe D (tipo OXA).

Considerando que o processo de colonizacdo esta relacionado na
maioria das vezes ao processo de infeccdo e que durante a hospitalizacéo
muitos microrganismos como BGN-MR pode estar colonizando os pacientes,
0 presente estudo teve como objetivo avaliar a evolugcdo das enzimas B-
lactamases nos BGN recuperados dos pacientes durante a permanéncia dos
mesmos na UTI.

Materiais e métodos

Foram selecionados pacientes com culturas positivas de BGN,
recuperadas de colonizacao e infeccao, que permaneceram na UTI adulto do
Hospital Universitario de Maringa por no minimo 10 dias. Trinta e dois
pacientes foram selecionados. A identificacdo e o teste de susceptibilidade
antimicrobiana foram realizados pelo sistema automatizado Phoenix BD ™,
Todos os isolados das amostras foram extraidos pelo método de fervura e
foram investigadas quanto a presenca de genes que codificam as ESBL,
utilizando-se os primers de blaspy, blactx-m, blages € blaper; OXA, utilizando-
se 0s primers de blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxass € blapxa-143. € para
deteccdo MBL e KPC utilizando-se os primers de blawp, blaym, blagwm,
blaspm, blasiy, blanow € blakpc. O projeto foi aprovado pelo Comité
Permanente de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da
Universidade Estadual de Maringd (COPEP-621/2011).

Resultados e Discussao

Foram selecionadas 32 pacientes da UTI, onde foram isolados 277
BGN sendo 136 isolados de amostras clinicas (39 eram A. baumannii, 40 P.
aeruginosa e 57 enterobactérias) e 141 isolados de amostras de vigilancia
(63 eram A. baumannii, 45 P. aeruginosa e 33 enterobactérias). Verificou um
tempo de permanéncia na UTlI em média de 86 dias. Dentre os pacientes
selecionados, 26 pacientes apresentaram 106 isolados BGN resistentes a B-
lactamicos. As 106 bactérias positivas para 0os genes de beta-lactamases
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eram 58 provenientes de amostras de vigilancia e 48 de amostras clinicas
(Tabela 1).

Os BGN mostraram um grau variavel de resisténcia frente aos
antimicrobianos testados. Nas enterobactérias foram recuperados 75
isolados (28 Klebsiella pneumoniae, 21 Enterobacter cloacae, 7 Escherichia
coli, 6 Proteus mirabilis, 5 Klebsiella oxytoca, 4 Serratia marcescens e 4
Citrobacter spp.), todos os isolados eram resistentes a cefalosporina. A
ESBL mais frequente foi do tipo CTX-M acompanhada de resisténcia as
cefalosporinas. No Brasil, elevadas taxas endémicas de CTX-M estdo sendo
relatadas em isolados de enterobactérias. Nas uUltimas décadas, a frequéncia
de infec¢des hospitalares adquiridas na UTI, causadas por BGN-MR, como
A. baumannii, P. aeruginosa e enterobactérias aumentou em todo mundo,
que pela reducao das opcdes terapéuticas eficazes levam a um aumento da
mortalidade. Isolados de trés pacientes adquiriram os genes CTX-M durante
a hospitalizagdo. Em cinco pacientes, os isolados eram inicialmente
sensiveis ao carbapenémicos e durante a hospitalizacdo tornaram-se
resistentes mostrando que o tempo de internacdo prolongado,
principalmente em UTI, constitui-se em um dos principais fatores de risco
para a selecdo de isolados resistentes. A identificacdo da colonizacdo dos
pacientes com BGN-MR demostra a importancia de medidas de controle
como isolamento destes pacientes colonizados, pois como sabemos
pacientes colonizados sédo valorizados como pré-requisitos de infectados,
sendo que até mesmo a escolha dos antibioticos pode ser baseada no
microrganismo isolado anteriormente como colonizante.

Em relacdo aos isolados de A. baumannii destacamos a alta
resisténcia até mesmo aos carbapenémicos. A. baumannii foi o
microrganismo produtor de B-lactamase mais frequente (21 pacientes). Dois
pacientes colonizados por A. baumannii inicialmente negativo OXA-23
passou a carrear 0s genes blapxazs € blapxas: ao longo de sua permanéncia
na UTI. Também foi detectado em um paciente (apés 213 dias de
internac&o) um isolado de A. baumannii carreando o gene blacrx-m-1s, inédito
no Brasil (Genbank KT945131). A CTX-M-15 tem sido detectada em
enterobactérias em todo o mundo, porem em A. baumannii, foi descrita
anteriormente apenas na India e Haiti. Nao foram detectados os genes que
codificam as MBL (b|a||v|p, bIaV|M, b|a(3||v|, b|asp|\/|, b|as||v|, b|aND|\/|), KPC, OXAs
do tipO b|ao)<A24, b|ao)(A53, b|ao)<A143 e b|ao)(A43 e ESBL (b|as|-|v, b|apER, b|aGEs)
nas amostras analisadas.

Conclusbes

A transmissdo paciente-a-paciente de BGN-MR tem sido associada ao
ambiente hospitalar contaminado, desinfeccdo inadequada de objetos de
uso comum além da colonizagdo de pacientes. Os resultados demonstram
que, durante a permanéncia dos pacientes em UTI os BGN colonizantes
podem adquirir ou expressar genes de resisténcia aos carbapenémicos e
cefalosporinas e que a vigilancia epidemioldgica dos pacientes colonizados
como BGN-MR é de extrema importancia para o controle da disseminacao
desses microrganismos.
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Tabela 1. Distribuicdo dos isolados de Bacilos Gram-negativos recuperados
de pacientes ao longo de sua permanéncia em UTI.

Dados por pacientes

Fermanéncia M® de Isolados/ N° de espécies Fresenca de beta-
Pacientes  Idade/Género na UTI (dias) de BGN lactamases
Colonizacao Infeccio
AdS T6/M 25 2N 41 MNAC
AB 6a/M G4 32 41 MNAC
ARG 21F B4 4/2 7i2 MNAC
MAS TOF 17 11 3i2 OXA 23e51,CTX
CRA a0/F 59 2n 5/2 MNAC
CP 78/M 154 32 T3 DXA 23 e 51
CML 72/ 156 101 812 MAC
FHG 17 27 4/2 G/4 OX¥A 23 851, CTX
FTS 39/ 23 32 2n OXA 23e51,CTX
GMS 90F 21 212 312 CTX
GC 21 106 11 an OxXA 23 e 51
HR 82/M 83 72 32 OXA 23 e 51
HMM T4/F 110 2n 41 CTX
LAM 58/F 161 9/3 4/3 OXA 23, 51, CTX
JCR 43M 32 32 472 OXA 23,51, CTX
JEBR 54/M 46 74 312 CTX
JMT 58/M 81 41 an OxXA 23 e 51
JMB a0fF 10 2n 2n CTX
JOM a2 154 3N 9/6 OxA 23 e 51
JC5 19/F 180 1M 303 OXA 23e51,CTX
LSC T1F 160 812 6/2 OXA 23e51,CTX
MAM 7T8F 35 212 2n OXA 23e51,CTX
MRGS 22/M 259 212 13/5 OXA 23e51,CTX
NMCS 25/F 83 1M 21 OXA 23 e 51
05 82/M 62 3an 4/3 CTX
FAP 24/F 63 3N 212 MNAC
RBE 83F 149 812 6/2 OxA 23 e 51
RSO 52/F 34 312 212 OXA 23 e 51
SR5 63/M 159 9/2 5/2 OXA 23 e 51
SLS 81/M 67 6/2 312 OXA 23e51,CTX
TK 49/M 46 1M 212 OXA 51, CTX
VC 45/M 43 3N 21 OXA 23 e 51

M: Masculino F: Feminino
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