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RESUMO

Fibrose Cistica (FC) € uma doenca autossGmica recessiva causada por
mutacdes no canal de cloreto CFTR e caracterizada por uma extensa gama
de sinais e sintomas clinicos. Devido a alteracfes na composi¢ao eletrolitica
da camada de liquido periciliar, uma série de fatores converge para o
estabelecimento de infeccdo e inflamacdo pulmonar crbnicas.
Stenotrophomonas matophilia (SM), Complexo Burkholderia cepacia (CBc),
Burkholderia gladioli (Bg) e Achromobacter xylosoxidans subsp.
xylosoxidans (Ax) s&do bacilos Gram-negativos nao fermentadores
frequentemente isolados de culturas de amostras respiratérias de pacientes
com FC e intrinsecamente resistentes a diversas classes de antimicrobianos.
O presente estudo buscou avaliar o perfil de sensibilidade destes
microrganismos isolados de amostras respiratorias de pacientes fibrocisticos
atendidos no Instituto da Crianca do HC-FMUSP. Um total de 781 amostras
foi obtido entre junho de 2003 a junho de 2004 e setembro de 2006 a
setembro de 2007. Deste total, foram isoladas 57 cepas (7,3%) de SM (23
no primeiro e 34 no segundo periodos), 34 cepas (4,4%) de CBc (22 no
primeiro e 12 no segundo periodos), 8 cepas (1%) de Bg (5 no primeiro e 3
no segundo periodos) e 23 ( 2,9%) de Ax (17 no primeiro e 6 no segundo
periodos). Os isolados foram submetidos ao teste de disco-difusdo (DD)
frente a 22 anitimicrobianos. A verificagdo da Concentracao Inibitoria Minima
(CIM) foi realizada pelo método da diluicdo em agar e teste epsilométrico.
Pesquisou-se, fenotipicamente, a producéo de beta-lactamases do tipo Beta-
Lactamase de Espectro Estendido (ESBL) e Metalo-Beta-Lactamase (MBL).
Minociclina foi a droga mais ativa, inibindo 100% das cepas estudadas.
Sulfametoxazol-trimetoprim ainda apresenta um bom desempenho contra
SM, porém, verificou-se resisténcia de 10,5%. Levofloxacina inibiu 96% das
cepas de SM. Piperacilina-tazobactam foi ativa contra 100% das cepas do
género Burkholderia e Ax. Notou-se diferengas importantes entre CBc e Bg.
O primeiro, intrinsecamente resistente aos aminoglicosideos, e a segunda,

100% sensivel a tobramicina. Observou-se, também, diferencas entre os



membros do CBc: B. multivorans apresentou 100% de resisténcia ao
imipenem, enquanto B. vietnamiensis foi sensivel a esta droga. Ao
comparar-se 0s resultados obtidos pela CIM e DD, observou-se uma grande
discrepancia entre as duas técnicas, para a maioria das drogas testadas.
N&o foi evidenciada a produgdo de ESBLs e MBLs. Foram observadas
variacbes do fenoétipo de resisténcia em cepas isogénicas isoladas de
pacientes cronicamente colonizados/ infectados pelas diferentes espécies
avaliadas. O aparecimento de cepas resistentes aos poucos antimicrobianos
disponiveis para uso clinico ainda eficazes reforca a necessidade de um
continuo monitoramento dos padrbes de sensibilidade deste grupo
especifico de microrganismos colonizantes/ infectantes do trato respiratorio

de pacientes portadores de FC.

Descritores: Stenotrophomonas maltophilia, Complexo Burkholderia
cepacia, Burkholderia gladioli, Achromobacter xylosoxidans subsp.

xylosoxidans, testes de sensibilidade microbiana, fibrose cistica.



ABSTRACT

Cystic Fibrosis (CF) is an autosomal recessive disorder caused by mutations
in the CFTR chloride channel and characterized by a broad range of clinical
signals and symptoms. As a consequence of electrolytical imbalance in the
periciliary liquid layer a series of factors converge to the onset of chronic
bacterial infection and concomitant airway inflammation. Stenotrophomonas
maltophilia (Sm), Burkholderia cepacia complex (Bcc), Burkholderia gladioli
(Bg) and Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans (Ax) are non-
fermentative gram-negative bacilli frequently recovered from respiratory tract
samples of Cf patients and intrinsically resistant to diverse antimicrobial
agents. The aim of the present study was to evaluate the susceptibility
profiles of these microorganisms recovered from respiratory samples of CF
patients attending the Pediatric Pulmonology Unit of the Instituto da Crianca,
University of S&o Paulo Medical School. A total of 781 samples were
obtained from June 2003 to June 2004 and September 2006 to September
2007. From this total, 57 Sm isolates (7,3%) (6/2003—6/2004 = 23; 9/2006—
9/2007 = 34), 34 Bcc isolates (4,4%) (6/2003-06/2004 = 22; 9/2006-9/2007 =
12), 8 Bg isolates (1%) (6/2003-6/2004 = 5; 9/2006—9/2007 = 3) and 23 Ax
isolates (6/2003-6/2004 = 17; 9/2006—9/2007 = 6) were obtained. The
isolates were tested for 22 antimicrobial agents using disk diffusion (DD)
method. Minimal Inhibitory Concentration (MIC) was carried out using agar
dilution and epsilometer test techniques. Extended-spectrum [3-lactamases
(ESBLs) and Metallo-R-lactamases (MBLs) were phenotypically searched
using double-disk diffusion method. Minocycline was the most effective drug,
inhibiting 100% of the isolates. Sulphamethoxazole-trimethoprim still showed
a good effect against Sm, however 10,5% of the isolates presented
resistance. Levofloxacin inhibited 96% of Sm isolates. Piperacillin-tazobactm
inhibited 100% of Bcc, Bg and Ax isolates. Important differences between
Bcc and Bg were found. The first, instrinsically resistant to aminoglycosides,
the last, 100% susceptible to tobramycin. Burkholderia multivorans isolates

were 100% resistant to imipenem while Burkholderia viethamiensis was



susceptible. Discrepancies were noticed between the results obtained by
CIM and DD techniques. ESBLs and MBLs were not phenotypically
evidenced. Isogenic isolates obtained from chronically colonized/ infected
patients showed phenotypical differences in the susceptibility profile for all
the different species surveyed. The resistance rates found for the few
antimicrobial agents still effective on this important group of microorganisms
colonizing/ infecting CF patients, reinforce the need for a continuous in vitro

monitoring of susceptibility profiles.

Key-words: Stenotrophomonas maltophilia, Burkholderia cepacia Complex,
Burkholderia gladioli, Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans,

antimicrobial susceptibility testing, cystic fibrosis.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABCC7 Proteina da familia ABC “ATP-Binding Cassette”
subfamilia C7 (CFTR)

AD Agar-diluicéo

Agar SM Meio de cultura seletivo para S. maltophilia

AMC Amoxicilina/ &cido clavulanico

AMI Amicacina

AMP Ampicilina

ATCC “American Type Culture Collection”

ATM Aztreonam

BC Burkholderia cepacia medium

BGN-NF Bacilo Gram-negativo ndo fermentador de glicose

CAZ Ceftazidima

CDC “Center for Disease Control”

CFTR Regulador transmembrana de condutancia da

fibrose cistica
CIM Concentracdo Inibitéria Minima
ClIMsq Concentracdo minima necessaria para inibir o
crescimento de 50% dos microrganismos estudados
ClIMgg Concentracdo minima necessaria para inibir o

crescimento de 90% dos microrganismos estudados

CIP Ciprofloxacina

CLO Cloranfenicol

CLSI “Clinical and Laboratory Standards Institute”
CRO Ceftriaxona

CTX Cefotaxima

DD Disco-difusao

DNA Acido desoxirribonucleico

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

ESBL Beta-Lactamase de Espectro Estendido

FEP Cefepima



GEN
IMP
LEV
MBL
MEM
MEVAG
MH
MPA
MSD1
MSD2
NaCl
NBD1
NBD2
NET
PB
PFGE
PKA
PPT
R DOMAIN
rpom
SAM
STX
-
TBE
TE
TIC
TOB
TSA
TSB
U
UFC

Gentamicina

Imipenem

Levofloxacina
Metalo-Beta-Lactamase

Meropenem

Meio de estudo da via de ataque a glicose
Minociclina

Acido mercaptopropidnico

Dominio “Membrane Spanning” 1
Dominio “Membrane Spanning” 2
Cloreto de sodio

Dominio de Ligac&o ao Nucleotideo-1
Dominio de Ligag&o ao Nucleotideo-2
Netilmicina

Polimixina B

Eletroforese em campo pulsado
Proteina Quinase A

Piperacilina/ tazobactam

Dominio regulatorio

Rotacdes por minuto

Ampicilina/ sulbactam
Sulfametoxazol/ trimetoprim
Transmitancia

Tris Borato EDTA

Tris-EDTA

Ticarcilina/ acido clavulanico
Tobramicina

“Trypticase Soy Agar”

“Trypticase Soy Broth”

Unidade

Unidade Formadora de Colbnia



LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Esquema de classificacdo das p-lactamases .................

Quadro 2. Espécies pertencentes ao Complexo B. cepacia

e referéncias bibliograficas



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Grupamento inicial para a identificacdo de bacilos Gram-

-negativos N80 fermentadores..........oooociiiiiiiiii e

Tabela 2. Concentracbes das solucfes-estoque e respectivos

intervalos testados pelo método de agar-diluica0 ............ceeeeevveviieiiinnnnns

Tabela 3. Frequéncia de amostras de S. maltophilia (n=57) isoladas
de pacientes portadores de fibrose cistica, em dois periodos distintos,
segundo as caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos,

pelo método de disco-difusdo. Sao Paulo, 2003-2007.............ccvvvvvvvvnnnns

Tabela 4. Diferentes perfis de resisténcia, obtidos pela técnica de
disco-difusdo, de 57 cepas de Stenotrophomonas maltophilia

isoladas do trato respiratério de pacientes portadores de fibrose

cistica. SA0 Paulo, 2003-2007 ......ceeeeniiiieieieeee e

Tabela 5. CIMs5p, ClMgg e atividade de 9 antimicrobianos testados

frente a 57 isolados de S. maltophilia ............ccceeviiiiiiiiie

Tabela 6. Comparacédo do perfil de sensibilidade de 57 cepas de

S. maltophilia obtido pela CIM e discOo-difuS80 ...........ccceiveeiiiieieeeeeieeeeee,

Tabela 7. Frequéncia de amostras do Complexo B. cepacia (n=34)
Isoladas de pacientes portadores de fibrose cistica, em dois

periodos distintos, segundo as caracteristicas de resisténcia aos

antimicrobianos, pelo método de disco-difusdo. Sdo Paulo, 2003-2007 ...

Tabela 8. Diferentes perfis de resisténcia, obtidos pela técnica de
disco-difusdo, de 34 cepas do Complexo B. cepacia isoladas do

trato respiratério de pacientes portadores de fibrose cistica.

73



S80 Paulo, 2003-2007 .....ooeieiiiiiieeaaaaee e 75

Tabela 9. Perfil de crescimento de cepas do Complexo B. cepacia

resistentes ao imipenem, em meio seletivo para S. maltophilia ............... 76

Tabela 10. CIMsp, ClMgp € atividade de 6 antimicrobianos testados

frente a 34 isolados do Complexo B. CEPacia ..........ccccuvvrieriiiiiieieeeeeennnnns 77

Tabela 11. Comparacdo do perfil de sensibilidade de 34 cepas do

Complexo B.cepacia obtido pela CIM e disco-difusao ............ccccceeeeeeennn. 77

Tabela 12. Frequéncia de amostras de B. gladioli (n=8) isoladas
de pacientes portadores de fibrose cistica, em dois periodos distintos,
segundo as caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos, pelo
método de disco-difusdo. Sao Paulo, 2003-2007 ..........cccecvvvrirviireneeeeneenn. 80

Tabela 13. Diferentes perfis de resisténcia, obtidos pela técnica de
disco-difusdo, de 8 cepas de Burkholderia gladioli isoladas do trato
respiratério de pacientes portadores de fibrose cistica. Sdo Paulo,
2003-2007 ..ottt e e a e e e e e arraeaaaans 83

Tabela 14. CIMs5g, CIMgg e atividade de 5 antimicrobianos testados

frente a 8 isolados de Burkholderia gladioli ..............cccccoeiiiiiiiiiiinn, 83

Tabela 15. Comparacéo do perfil de sensibilidade de 8 ceoas de

B. gladioli obtido pela CIM e disco-difuS80 ..........cccoeeveeiiiiiiiiiieecciceee 84

Tabela 16. Frequéncia de amostras de A. xylosoxidans subsp.
xylosoxidans (n=23) isoladas de pacientes portadores de fibrose
cistica, em dois periodos distintos, segundo as caracteristicas de
resisténcia aos antimicrobianos, pelo método de disco-difuséo.
SA0 Paulo, 2003-2007.......ccciiiriieeeeieiiiiieee e e eeitire e e e e s r e e e s e e e s 86



Tabela 17. Diferentes perfis de resisténcia, obtidos pela técnica de
disco-difusdo, de 23 cepas de A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans

isoladas do trato respiratorio de pacientes portadores de fibrose

cistica. SA0 Paulo, 2003-2007 .....uoeeeeeee e

Tabela 18. CIMsg, CIMgg € atividade de 5 antimicrobianos testados

frente a 23 isolados de A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans .................

Tabela 19. Comparacéo do perfil de sensibilidade de 23 cepas de

A. xylosoxidans subsp . xylosoxidans obtido pela CIM e disco-

rITUSAIO e

Tabela 20. Variacdo dos perfis de resisténcia obtido por diversos

estudos realizados com cepas de S. maltophilia oriundas de

AMOSEIIAS CHINICAS ..oeneie e e

Tabela 21. Variacdo dos perfis de resisténcia aos antimicrobianos

obtidos por diversos estudos realizados com cepas do Complexo

B. cepacia oriundas de amostras clinicas .............ccccccvvvvvvvviiiiiiiccieneennn,



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Esquema do Regulador de Condutancia Transmembrana

da Fibrose Cistica — CFTR (ABCC7) ..uuuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e

Figura 2. Acumulo de muco nas vias aéreas inferiores, um dos

fatores fisiopatoldgicos mais importantes na fibrose cistica ...................

Figura 3. Modelo esquemético do posicionamento dos discos de

B-lactamicos e inibidor de beta-lactamases (centro-a-centro), para

deteccao fenotipica de ESBLS ..........ooovvvviiiiiiiiiiiiiiee e

Figura 4. Modelo esquematico do posicionamento dos discos de

antimicrobianos e agentes sequestrantes de ions (centro-a-centro),

para pesquisa de MBLS ..........iiiiiiiii e

Figura 5. Perfil de sensibilidade de S. maltophilia obtido pelo método

de disco-difusdao. Sao Paulo, 2003-2007......c.oeee e

Figura 6. Formacao de halo de sinergismo (seta) entre os discos de

Amoxicilina/ acido clavulanico e Aztreonam, colocados a uma

distancia de 30 MM CeNtrO @ CENTIO ....cu.eenee e

Figura 7. Perfil de sensibilidade do Complexo B. cepacia obtido pelo

método de disco-difusdo. Sao Paulo, 2003-2007 .......vveeeeeeieeieiaeeeeenn,

Figura 8. Perfil de sensibilidade de B. gladioli obtido pelo método de

disco-difus@o. S0 Paulo, 2003-2007 .....oceeeeeeeeeeee e

Figura 9. Comparacéao entre a sensibilidade do Complexo B. cepacia

e B. gladioli frente a 22 antimicrobianos ...........ccccovviiiiiiiiie e,



Figura 10.

Perfil de sensibilidade de A. xylosoxidans subsp.

xylosoxidans obtido pelo método de disco - difusdo. Séo Paulo,

2003-2007



INDICE?

L INTRODUGAOD ..., 22
1.1 FIbrose CiSHCA .......coeeiiiiiiiiiiiiiiiiiie et 23

1.2 Mecanismos de Resisténcia em Bacilos Gram-Negativos nao
Fermentadores ... ..o i 28
1.3 Stenotrophomonas maltophilia ..........ccccceeeeeiiiiiiiii e, 32
1.4 Género Burkholderia ..........cccooeeiiiiiiieeee e 35
1.5 Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans ...................... 39
2 0BJIETIVOS ..o e e 42
2.1 ODJEtiVo GEeral ......cccooiieiieeice e 43
2.2 Objetivos ESPECITICOS .....uuuruiiiiiiiii i 43
3 MATERIAIS E METODOS ..ot 44
3.1 AMOSLrAS CHNICAS ...vvvvveiiiiiiiiiieeee et e e 45
3.2 Processamento e semeadura das amostras clinicas ................. 46
L2 1 ESCAITO .ottt ettt e e e e e enne 46
3.2.2 SecreGao de orofarnge ........ooovvvviiiiiiiiiiiieeeeeee e 47
3.3 Isolamento e identificacdo dos microrganismos ..........ccccceveeeennn.. 47

3.4 Determinacao do perfil de sensibilidade pelo método de disco-

(011 11 1S o 48
3.4.1 Agentes antimicrobianos ...........ccccoovvviiiiiiic e, 49
3.4.2 Controle de qualidade ..........cccccoeeeiiiiiiiiiiii 49
3.4.3 Preparo do indculo bacteriano .............cccccoevvviiiiiccieen, 49
3.4.4 Aplicacéo dos discos contendo antimicrobianos ................ 50

3.4.5 Leitura dos halos de inibicdo do crescimento microbiano... 50

3.5 Determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima pelo método

de Agar-dilUiGAO ..........ooeeiiiiiiiieeeee e 51
3.5.1 Agentes antimicrobianos ...........ccccovveviiiiiiiii e 51
3.5.2 Preparo das SOlUGOES-EStOQUE ......euveierieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnnns 51
3.5.3 Diluicao dos agentes antimicrobianos em placas de agar
MUEHEr-HiNtoN ........cooiiiii e 53

1Associagr?lo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 6027. Sumario. Rio de Janeiro. 1989. (Melo
et al., 2005)



3.6

3.7

3.8
3.9

3.5.4 Controle de qualidade ..............cccceeeiiiiiiiiiiiee e
3.5.5 Preparo do inGculo bacteriano ...........cccccvvvveeeeeeeeeeiiiiiiiins
3.5.6 Aplicagéo das suspensdes bacterianas nas placas de
3.5.7 Determinacao da Concentiagao Inbiteria Minima. -
Verificagdo da Concentragdo Inibitéria Minima do
sulfametoxazol-trimetoprim e ticarcilina-acido clavulanico

por MEétodo ePSIHOMELIICO ......vuuveiieiiiie e
Deteccéo fenotipica de Beta-Lactamases de Espectro
ESteNdidO ....cooveeeeeeeeeee s
Deteccao fenotipica de Metalo-beta-Lactamases ........................
Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) para analise
genotipica de S. maltophilia, Complexo B. cepacia e

A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans ..........cccccceevvvvviiiiiiieieeeeenn.

3.9.1 Preparo das amosStras .........ccccceeeeeeeeeieieeeeeiiiisee e

3.9.2 Digestdo das amostras de S. maltophilia, Complexo B.
cepacia e A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans com
eNZIMAas de reSIIGAD .......uuvreeieiiiiiiiiieeee e

4 RESULTADOS ..o

4.1

4.2

4.3

Stenotrophomonas maltophilia ................oiiiiiiiiiii,

4.1.1 DiSCO-TIfUSAD ....uvvvviiiiiiiiiiiiiiiiee e
4.1.2 Concentragdo inibitdria minima ...........ccccceeeeiiiiiieeeenenee,
4.1.3 Pesquisa de Beta-Lactamases de Espectro Estendido e
Metalo-beta-Lactamases ..........coooovvvviiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeeen
4.1.4 Eletroforese em Campo Pulsado .........cccccevvvvvvviiiiieenennn.

Complexo Burkholderia cepacia ............ooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeen
4.2.1 DiSCO-AIfUSAD .....euuviiiiiiiiiiiiiiieee et
4.2.2 Concentracao inibitoria minima .........ccccevevvveieiieeeeenennnnnn,
4.2.3 Pesquisa de Beta-Lactamases de Espectro Estendido e
Metalo-beta-Lactamases ..........cccccovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeen
4.2.4 Eletroforese em Campo Pulsado .........ccccccvveveiiiiiiniinnnn,

Burkholderia gladioli ...,
4.3.1 DiSCO-AIfUSAO ....oeeeeeeeeiiieeieieeiei e
4.3.2 Concentragao inibitoria minima ...........ccccceveeveeeieenieenennnnnn,
4.3.3 Pesquisa de Beta-Lactamases de Espectro Estendido e
Metalo-beta-Lactamases ..........ooovvvviiiiviiiiiiiiiiiiececee e
4.3.4 Eletroforese em Campo Pulsado ........cccceuuvvveiiiiiiiininnnnnn.



4.4 Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans..................... 85

4.4.1 DISCO-AIfUSAOD ...cieeeeeeeeiiieeeeeeeie e 85
4.4.2 Concentracdo inibitoria minima ............c.cccevvvvviiiiiiieeeeeennn. 89

4.4.3 Pesquisa de Beta-Lactamases de Espectro Estendido e
Metalo-beta-Lactamases ..........ccooovvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiieecee e, 90
4.4.4 Eletroforese em Campo Pulsado .........ccccceevveiiiiiiiininnnnnn, 90
5 DISCUSSAD ..ottt et ee e 91
B CONCLUSAOD ...ttt 105

7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANEXOS s 127
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1 INTRODUCAO

1.1 Fibrose Cistica

A fibrose cistica (FC) € uma doenca genética, de carater recessivo,
predominantemente encontrada em populacdes caucasianas de origem
europeia. Manifesta-se como uma sindrome clinica, caracterizada por
infeccdo  sinopulmonar crénica, bem como por anormalidades
gastrintestinais e nutricionais (Lyczak et al., 2002).

A causa genética da FC é devida a mutacdes no gene que codifica a
proteina CFTR (Cystic Fibrosis Conductance Transmembrane Regulator),
uma proteina transmembrana, da superfamilia das proteinas ABC (ATP
binding cassette), responsavel pelo transporte do ion cloreto através da
membrana celular. Em 1989, o gene cftr, que encontra-se no cromossomo 7,
foi identificado e clonado (Kerem et al., 1989; Riordan et al., 1989; Romens
et al., 1989).

A proteina CFTR atua como um canal de cloreto de baixa
condutancia, sensivel ao AMPc, sem preferéncia pela direcdo de transporte
do anion cloreto (Bear et al., 1992). E composta por cinco dominios: dois
dominios "membrane-spanning” (MSD1 e MSD2) que formam o canal ibnico
de cloreto; dois dominios "nucleotide-binding" (NBD1 e NBD2) que ligam e
hidrolizam ATP e um dominio regulador (R) (Figura 1).

Dados recentes, obtidos do Cystic Fibrosis Genetic Analysis
Consortium (2010), indicam a detecgédo de 1717 mutacdes do gene cftr. A
mais frequente, chegando a contabilizar 70% de todos os alelos mutantes, é
denominada AF508. Consiste na delecao do cédon 508 que codifica para um
residuo de fenilalanina integrante do primeiro dominio de ligacdo ao
nucleotideo (NBD-1) da proteina CFTR (Welsh, 1995). A proteina mutada
deixa de ser expressa por ndo chegar ao estagio final de maturacdo e ser
destruida por acao de proteases (Cheng, 1990; Gregory, 1991; Zhang et al.,
1998).









que a incidéncia da doenca em diferentes partes do pais pode diferir em
qguase vinte vezes (de 1/ 32258 nascidos vivos em Sao Paulo, para 1/ 1587
no Rio Grande do Sul), para os cinco estados como um todo, a incidéncia
para os descendentes europeus foi de 1/ 7576 (Raskin et al., 2008).

Um estudo coorte que analisou a média de sobrevida de pacientes
fibrocisticos atendidos no Hospital Geral da Universidade Federal de Minas
Gerais entre os anos de 1972 e 1994 revelou que tais pacientes
sobreviviam, em média, 12,6 anos. Nos paises desenvolvidos, essa média ja
havia sido atingida na década de 1970. Os autores sugerem que problemas
relacionados a organizacdo do sistema de salude e mas condi¢des socio-
econbmicas nos paises em desenvolvimento podem afetar diretamente a
expectativa de vida dos pacientes (Reis et al., 1998).

Um estudo retrospectivo no qual foram acompanhados 104 pacientes
atendidos em um centro de referéncia em Campinas/SP, revelou uma média
de sobrevida, ap6s o diagnostico, de 18 anos e 4 meses (Alvarez et al.,
2004).

Devido as alteragBes na capacidade em manter um fluxo constante
de muco através do epitélio pulmonar, as vias aéreas dos pacientes
fibrocisticos s&@o colonizadas muito cedo com bactérias, e uma vez
estabelecida a infeccdo, essa € raramente erradicada. Staphylococcus
aureus e Haemophilus influenzae sado geralmente os primeiros organismos
detectados (Gilligan, 1999).

Com o progresso da doenca pulmonar, Pseudomonas aeruginosa é
geralmente o Unico organismo isolado do escarro, e pode apresentar-se com
diferentes fendtipos coloniais, geralmente com diferentes padrées de
sensibilidade aos antimicrobianos. Tipicamente, um desses fenotipos é o
mucoide, devido a producdo de grandes quantidades de alginato, um
exopolissacaride. (Costerton et al., 1999).

Nos ultimos anos, outras espécies tém sido isoladas de maneira cada
vez mais frequente dos pulmdes de pacientes com FC, particularmente
Complexo Burkholderia cepacia. Este organismo tem-se tornado prevalente

em alguns centros de cuidado a pacientes fibrocisticos e sao particularmente



de dificil tratamento por sua resisténcia natural a maioria dos
antimicrobianos disponiveis. Outros Gram-negativos podem encontrar-se
presentes no escarro, incluindo Escherichia coli mucoide, Stenotrophomonas
maltophilia, Klebsiella spp, Proteus spp e Achromobacter xylosoxidans
(Boucher, 2005).

Em 2008, nos Estados Unidos, dados da Cystic Fibrosis Foundation
revelaram que 52,5% das culturas bacterianas obtidas do trato respiratorio
de pacientes fibrocisticos foram positivas para P. aeruginosa, 2,8% para
complexo B. cepacia e 12,5% para S. maltophilia. Nao existem, para esse
periodo, dados referentes a positividade de A. xylosoxidans subsp.
xylosoxidans.

Dados brasileiros obtidos de um centro de referéncia do municipio de
Campinas/SP (2004) revelaram uma taxa de 80,2% de colonizacdo
pulmonar por S. aureus, 70,6% por P. aeruginosa e 5,2% por B.cepacia
(Alvarez et al., 2004).

Paschoal et al. (2007), estudando uma populacdo de pacientes
fibrocisticos adultos (média de idade de 41,8 anos), também do municipio de
Campinas, atendidos pelo Servico de Doencas Pulmonares do Hospital da
Faculdade de Medicina da Universidade Estadual deste municipio relataram
uma taxa de colonizacédo de 48% por P. aeruginosa, 28% por S. aureus, 9%
por S. maltophilia e 2% por B. cepacia.

Souza et al. (2006), estudando a dinamica da colonizacdo das vias
aéreas de uma populacéo de 25 criangas diagnosticadas com FC pelo teste
de triagem neonatal e atendidas no Ambulatério Clinico de FC do Hospital
das Clinicas da Universidade Federal do Parana, observaram que 76% dos
pacientes estavam colonizados por S.aureus, sendo este microrganismo o
primeiro patdogeno a ser isolado em 72% dos pacientes. H. Influenzae
também foi isolado em 76% dos pacientes, sendo o primeiro patdégeno
isolado em 40% dos pacientes (quatro pacientes apresentaram colonizagao
concomitante por S. aureus e H. influenzae). P. aeruginosa foi isolada em
36% dos pacientes, sendo o primeiro patdgeno isolado em 8% deles. B.
cepacia foi isolada em apenas 01 paciente (4%), mas ndo como o primeiro



patdgeno isolado. S.maltophilia e A. xylosoxidans nédo foram isolados em
nenhuma amostra analisada.

No Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de S&o Paulo, Chernishev et al. (2008) relataram
uma taxa de 72,5% de colonizacdo do trato respiratorio por P. aeruginosa,
83,2% por S. aureus, 5,9% por Complexo B. cepacia, 1,3% por Burkholderia
gladioli, 5,9% por S. maltophilia e 4,4% por A. xylosoxidans subsp.
xylosoxidans.

Em um estudo anterior, também desenvolvido no Instituto da Crianca
da Faculdade de Medicina da USP, da Silva Filho et al (2004) relataram uma
taxa de isolamento de 56% para P. aeruginosa, 45,9% para S. aureus, 4,3%
para o Complexo B. cepacia e 2,7% para S. maltophilia.

1.2 Mecanismos de Resisténcia em Bacilos Gram-Negativos n&o

Fermentadores

As bactérias Gram-negativas possuem um arsenal de mecanismos de
resisténcia que lhes permite inibir a acdo dos antimicrobianos em geral, e
particularmente carbapenémicos e outros beta-lactamicos. Mutacdes em
proteinas da membrana externa e bombas de efluxo, que levam,
respectivamente, a falta de penetracdo e a expulsdo da droga, além da
producdo aumentada de beta-lactamases do tipo AmpC e/ou que hidrolizam
carbapenémicos sdo as formas mais comuns de resisténcia. As serino-
enzimas, que sdo beta-lactamases que possuem residuo de serina em seu
sitio ativo, e as metalo-beta-lactamases (MBLS), que requerem geralmente o
zinco como cofator em seu sitio ativo, sdo dois tipos de beta-lactamases
capazes de hidrolisar os carbapanémicos (Bush, 1999; Bush, 2001) (Quadro
1).

Um grupo especial de beta-lactamases denominado Extended-
spectrum beta-lactamases (ESBLs), em portugués, beta-lactamases de

espectro estendido, desempenha um papel importante na resisténcia aos



antimicrobianos em Gram-negativos. ESBLs sédo beta-lactamases capazes

de conferir resisténcia bacteriana as penicilinas, cefalosporinas de primeira a

quarta geracdes e aztreonam, mas nao as cefamicinas e carbapenémicos e

sao inibidas pelos inibidores de beta-lactamases como o acido clavulanico.

As principais familias de ESBLs sado denominadas:

1)

2)

3)
4)

5)
6)

7
8)

TEM (identificada em uma cepa de E. coli isolada de uma
paciente grega chamada Temoneira) (Datta et al., 1965).

OXA (ativa frente a oxacilina) (Hedges et al., 1974; Matthew et al.,
1976).

SHV (sulfhydryl variable) (Matthew et al., 1979).

CTX-M (devido sua potente acdo frente a cefotaxima e
inicialmente isolada em Munique) (Bauernfeind et al., 1990).

PER (Pseudomonas extended resistant) (Nordmann et al., 1993).
VEB (Vietnamese ESBL identificada de E. coli isolada de uma
crianca do Vietnd) (Poirel et al., 1999).

GES (Guiana extended-spectrum) (Poirel et al., 2000).

BES (Brazil extended-spectrum) (Bonnet et al., 2000)



Quadro 1. Classificacao das p-lactamases.



B-LACTAMASES

Classificagdo BUSH,

JACOBY

, MEDEIROS,
1995

Classificagao
AMBLER,
1989

Grupo
Funcional

Subgrupos
maiores

Classe
molecular

CARACTERISTICAS

Representantes

Enzimas cromossfmicas e
plasmidiais produzidas por
bactérias Gram-negativas.

Conferem resisténcia a todos

os B-lactamicos, exceto
carbapenémicos. Ndo sao
inibidas pelo &c. clavulanico

MIR-1,
ACT-1, FOX

Inibidas pelo Acido Clavulanico

2a

Penicilinases produzidas por
Staphylococcus spp. e
Enterococcus spp. Conferem
altos niveis de resisténcia a
penicilina.

Penicilinases de
Gram-positivas

2b

B-lactamases de amplo
espectro de bactérias Gram-
negativas

TEM-1, SHV-1

2be

B-lactamases de espectro
estendido, conferem
resisténcia as penicilinas,
cefalosporinas de amplo
espectro e monobactamicos
(ESBLSs)

ESBL

2br

B-lactamases resistentes aos
inibidores de B-lactamases

Enzimas
derivadas da
TEM (IRT) e
uma enzima

derivada de SHV

2c

Enzimas que hidrolisam
carbenicilina

PSE

2d

Enzimas que hidrolisam a
cloxacilina (oxacilina),
possuem pouco efeito contra
carbenicilina. S&o levemente
inibidas pelo &c. clavulanico

Oxacilinases

2e

Cefalosporinases que podem

hidrolisar os monobactamicos.

2f

Enzimas que hidrolisam
carbapenémicos. Possuem
uma serina no seu sitio ativo

SME, KPC

Continua




Continuacao

Conferem resisténcia aos
carbapenémicos e todos os
tipos de B-lactamicos com
excecdo de monobactamicos. Metalo-beta-

Nao séo inibidas pelo ac. lactamases
clavulanico. S&o zinco-
dependentes e sdo inibidas
por EDTA

3 3a, 3b, 3c B

Penicilinases miscelaneas nédo
sequenciadas, nao

4 ND categorizadas em nenhum dos

grupos detalhados. N&o sédo

inibidas pelo &c. clavulanico

Fonte: Adaptado de BUSH & JACOBY, 2010; ND: N&o determinadas.

As MBLs sdo enzimas capazes de hidrolisar penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, mas ndo o aztreonam. Na&ao sao inibidas
por inibidores de beta-lactamases, mas sao inibidas por agentes quelantes
de zinco, tais como EDTA, acido mercapto propidnico e acido mercapto
acético, e podem ser divididas em cromossomais e codificadas em genes

transferiveis (Bush et al., 1995). As principais familias de MBLs sao:

1) IMP (Imipenemase) (Osano et al., 1994).

2) VIM (Verona imipenemase) (Lauretti et al., 1999).

3) SPM (Sao Paulo Metallo-beta-lactamase) (Toleman et al., 2002).
4) GIM (German imipenemase) (Castanheira et al., 2004).

5) SIM (Seoul Imipenemase) (Lee et al., 2005).

6) NDM (New Delhi metallo-beta-lactamase) (Yong et al., 2009).

Os primeiros estudos sobre MBLs cromossomais focaram-se em
Bacillus cereus (BC II) (Lim et al., 1988) e S. maltophilia (L1) (Walsh, et al.,
1994). Nos ultimos anos, porém, muitos tipos de MBLs transferiveis tém sido
estudados e parecem ter a capacidade de se espalhar de forma muito

rapida. Acredita-se que a disseminacdo de genes que codificam MBLs deva-



se ao uso regional de cefalosporinas de amplo espectro ou carbapenémicos
(Lombardi et al., 2002; Lee et al., 2003).

As MBLs codificadas em genes transferiveis foram primeiramente
detectadas no final da década de 1980 em P. aeruginosa isolada no Japao
(Watanabe et al., 1991), e desde a metade da década de 1990 tém sido
observadas em varios paises. Até o momento, P. aeruginosa tem sido a
maior produtora de tais enzimas, contudo seus genes podem difundir-se
efetivamente para outras bactérias Gram-negativas.

Um estudo realizado no Brasil por Gales e colaboradores (2003) com
43 cepas de P.aeruginosa resistentes ao imipenem e meropenem revelou
gue aproximadamente 34% das cepas isoladas de ambiente nosocomial
possuiam MBL do tipo SPM-1. Ja outro estudo brasileiro detectou 57% de
producdo de SPM-1 em 51 cepas de P.aeruginosa resistentes ao imipenem

isoladas de amostras clinicas (Doi et al., 2007).

1.3 Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia foi isolada pela primeira vez em 1958 por Hugh e
Leifson (1963), em uma cultura de orofaringe de um paciente com carcinoma
oral, sendo descrita inicialmente como Pseudomonas maltophilia (Hugh &
Ryschenkow, 1960; Hugh & Ryschenkow, 1961). Uma nova classificagéo foi
proposta por Swings et al. (1983), passando a ser denominada
Xanthomonas maltophilia.

Estudos posteriores utilizando técnicas de hibridizagdo, analise de
acidos graxos e da poliamina levaram a uma outra classificacao taxonémica
(De Vos & De Ley, 1983; Oyiazu & Komagata, 1983; Yang et al., 1993). Foi
proposto entdo um novo género denominado Stenotrophomonas (stenos,
grego: limitado; trophos, grego: que alimenta-se; monas, grego: uma
unidade; i.e., uma unidade que se alimenta de poucos substratos) (Palleroni

& Bradbury, 1993). Nesme et al., (1995) utilizando a amplificacdo do gene



16S rRNA confirmaram a diferenciacdo entre S. maltophilia e membros do
género Xanthomonas.

O habitat de S. maltophilia é bastante diversificado, j& tendo sido
isolada de rios (Nakatsu et al., 1995), garrafas de dgua (Hernandez-Duquino
& Rosenberg, 1987), esgotos (Aznar et al., 1992), diversos tipos de solos
(Bollet et al, 1995) e plantas como capim, cana de acUcar e palmeiras
(Juhnke & Des Jardim, 1989). Em adultos sadios e portadores de cancer ja
foi isolada de orofaringe, méos e fezes (Khardori et al., 1990; Rosenthal,
1974).

Frederiksen et al. (1975) relataram o primeiro caso de isolamento de
S. maltophilia do trato respiratério de pacientes com FC. A prevaléncia
desse microrganismo em pacientes fibrocisticos aumentou de < 2% em
1975, para 19% em 1993 na Dinamarca (Frederiksen et al., 1995); de 0%
em 1983 para 10% em 1990 em um centro britanico (Gladman et al., 1992);
em 1996, em outro centro britanico, a prevaléncia foi de 19% (Denton et al.,
1996); em um centro espanhol, ultrapassou 30% (Ballestero, et al.,1995).
Nos Estados Unidos, a prevaléncia tem sido geralmente menor, alcangcando
em 2008, a marca de 12,5% (Cystic Fibrosis Foundation, 2009).

Apesar de ndo serem claras as razdes que contribuem para esse
aumento da prevaléncia, um estudo sugeriu que a quantidade de antibiéticos
anti-pseudomonas com 0s quais sao tratados os pacientes com FC, unida a
duracédo da hospitalizacéo, sdo importantes fatores de risco (Gladman et al.,
1992).

S. maltophilia é resistente a muitos dos agentes antimicrobianos de
amplo espectro disponiveis atualmente, particularmente aos B-lactamicos.
Inicialmente, acreditava-se que a resisténcia a tais agentes fosse conferida
por duas B-lactamases cromossomais, designadas L1 e L2 (Saino et al,
1982; Saino et al, 1984). A primeira, produzida por virtualmente todas as
cepas selvagens (Payne et al, 1994), pertence a familia das metaloenzimas,
embora a sequéncia de aminoacidos apresente grandes diferencas quando
comparada a outras enzimas pertencentes a essa classe, tais como as [3-

lactamases produzidas por Aeromonas hydrophila e Bacillus cereus (Felici et



al, 1993; Walsh et al, 1994). Essas enzimas s&o dependentes de zinco (Zn?")
em seu sitio ativo. Tém sido objeto de maior atengéo, contudo, por causa da
sua capacidade em hidrolisar carbapenémicos, como o0 imipenem e 0
meropenem. Nao sao sensiveis aos inibidores de p-lactamases, tais como o
clavulanato, e Payne et al. (1997) relataram a inibicdo de L1 e outras metalo-
B-lactamases por derivados do acido mercaptoacético.

Diferentemente de L1, L2, que existe como um dimero em seu estado
nativo, € uma enzima com um sitio ativo contendo serina. Ela exibe
principalmente atividade de cefalosporinase, mas também hidrolisa o
aztreonam (Saino et al, 1984). E sensivel aos inibidores de B-lactamases, 0
gue a difere de L1.

Apesar de serem beta-lactamases cromossomais, Avison et al. (2001)
reportaram a presenca dos genes I|; e I, em um plasmideo de
aproximadamente 200 kb encontrado em dez cepas de S. maltophilia
isoladas de amostras clinicas. A localizacdo dos genes de tais enzimas em
um plasmideo torna mais provavel sua disseminacao para outras bactérias
Gram-negativas.

A existéncia de outras B-lactamases produzidas por S. maltophilia foi
primeiramente sugerida por Cullman & Dick (1990), que descreveram a
presenca de seis enzimas diferentes em vinte cepas de origem clinica.
Relatos posteriores confirmaram a heterogeneidade da producdo de B-
lactamases por S. maltophilia, sendo tais enzimas categorizadas como
serino-enzimas ou metaloenzimas (Paton et al, 1994). Uma diminuigcdo da
difusdo de penicilinas e cefalosporinas através da membrana celular
bacteriana tem sido também sugerida como um fator contribuinte para a
resisténcia a tais compostos. (Cullmann, 1999; Mett et al, 1988).

Garcia et al. (2002) relataram sensibilidade ao sulfametoxazol-
trimetoprim em 100% das 46 S. maltophilia isoladas de diversas amostras
clinicas em hospitais da cidade de S&o Paulo.

Um estudo realizado no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de Sao Paulo, no qual os autores analisaram 60

casos de infeccbes severas por S. maltophilia demonstrou que, de 18



amostras submetidas ao teste de sensibilidade por disco-difusdo, 25%
apresentaram resisténcia ao sulfametoxazol-trimetoprim, uma das poucas
alternativas terapéuticas eficazes contra este microrganismo (Paez et al.,
2008a).

Os mesmos autores realizaram uma revisdo sisteméatica da literatura
sobre os fatores de risco associados com mortalidade em infeccdes
causadas por S. maltophilia. Os trabalhos revisados sugerem que infeccdes
causadas por S. maltophilia provocam elevada taxa de mortalidade e que os
fatores de risco associados relacionam-se com a condig&o clinica inicial e
com o tipo de paciente. Em pacientes com infeccdo de corrente sanguinea
€ pneumonia, os fatores de risco associados com o progndstico sdo: choque
séptico, trombocitopenia e indice APACHE (Acute Physiological Assessment
and Chronic Health Evaluation) maior que 15 (Paez et al., 2008b).

Gasparetto et al. (2007) relataram um caso de pneumonia por S.
maltophilia seguida a um transplante de medula éssea. A paciente era uma
crianca do sexo feminino, de 6 anos de idade, que apresentou rapido
declinio clinico com insuficiéncia respiratoria e obito.

Souza Dias et al. (2008) relataram um surto de infeccdo hospitalar no
municipio de Sdo Paulo/ SP causado por Pseudomonas putida e S.
maltophilia contaminando uma solucdo de heparina em catéteres
implantados de longa permanéncia. Devido sua alta resisténcia a diversos
agentes antimicrobianos e sanitizantes, S. maltophilia € um significativo

agente de infec¢des hospitalares.

1.4 Género Burkholderia

O género Burkholderia compreende mais de 30 espécies distribuidas
em diversos nichos ecoldgicos: de plantas e animais ao ser humano e
ambientes hospitalares (Coenye & Vandamme, 2003).

Descrita por Burkholder (1950), Pseudomonas cepacia era conhecida

como um fitopatdogeno responsavel pelo apodrecimento do bulbo de cebola,



causando uma enfermidade chamada “pele aspera”. Em 1992, P. cepacia e
outras seis espécies pertencentes ao grupo Il de homologia do rDNA do
género Pseudomonas (Pseudomonas solanacearum, Pseudomonas picketti,
Pseudomonas gladioli, Pseudomonas mallei, Pseudomonas pseudomallei e
Pseudomonas caryophylli) (Palleroni et al., 1973) foram transferidas para o
novo género Burkholderia e B. cepacia passou entdo a ser designada a
espécie-tipo do género (Yabuuchi et al., 1992).

Entretanto, Vandamme et al. (1997) demonstraram que os isolados
inicialmente classificados como B. cepacia eram compostos por pelo menos
5 espécies distintas, denominadas de genomovares (espécies genémicas).
Genomovar é um termo utilizado para denotar grupos gendmicos distintos
com fendtipos similares (Ursing, 1995).

A este grupo de diferentes espécies gendmicas denominou-se
Complexo Burkholderia cepacia que, atualmente, compreende ao menos 17
espécies (Quadro 2).

Na década de 1980 foi relatada uma epidemia infecciosa por
Complexo B. cepacia em pacientes fibrocisticos, sendo notada uma alta taxa
de mortalidade. Uma analise posterior, na década de 1990 de 124 pacientes
infectados por Complexo B. cepacia e controles sadios de mesma idade e
sexo mostrou uma taxa de mortalidade significativamente maior no primeiro
ano seguido a deteccdo da colonizacdo por Complexo B. cepacia (Lewin et
al., 1990).

Em 1992, Gladman et al. relataram que um numero grande de
pacientes com FC estava colonizado com Complexo B. cepacia e S.
maltophilia (Gladman et al., 1992). Tais autores referiram uma propensao
para a coinfeccdo com P. aeruginosa na populagéo de pacientes estudada.
Whiteford et al. (1995) também demonstraram que esta coinfec¢ao piorava o
prognoéstico clinico quando comparada com a infec¢cdo exclusiva por P.
aeruginosa.

Complexo B. cepacia é capaz de invadir o epitélio das vias aéreas
(Burns et al., 1996), o que tem sido considerada uma explicacao para sua



Quadro 2 - Espécies pertencentes ao complexo B. cepacia e referéncias

bibliograficas.

Microrganismo Referéncias bibliogréficas
B. cepacia Vandame et al. (1997)
B. multivorans Vandame et al. (1997)
B. cenocepacia Vandame et al. (1997)
B. stabilis Vandame et al. (1997)
B. viethamiensis Gillis et al. (1995); Vandame et al. (1997)
B. dolosa Vermis et al. (2004)
B. ambifaria Coenye et al. (2001)
B. anthina Vandame (2002)
B. pyrrocinia Vandame (2002)
B. ubonensis Coenye & Vandame (2003); Vanlaere (2008)
B. latens Vanlaere (2008)
B. diffusa Vanlaere (2008)
B. arboris Vanlaere (2008)
B. seminalis Vanlaere (2008)
B. metallica Vanlaere (2008)
B. contaminans Vanlaere (2009)
B. lata Vanlaere (2009)

grande resisténcia aos antimicrobianos e sua habilidade em causar
bacteremia disseminada. Além do mais, como ja citado, trata-se de um
microrganismo intrinsecamente resistente a varios antibioticos. Essa
resisténcia intrinseca parece requerer a presenca de uma porina bacteriana
de 30-kDa, e anticorpos especificos contra esta porina correlacionam-se
com um bom progndstico (Burnie et al.,1995).

Todos os membros do complexo B. cepacia sdo intrinsecamente
resistentes aos aminoglicosideos e a polimixina B (Moore et al., 1986) . A
taxa de resisténcia in vitro aos beta-lactamicos, com excecdo do
meropenem, também € bastante alta (Aaron et al., 2000; Lewin et al., 1993).
As quinolonas parecem ter uma atividade variavel, mas a resisténcia pode

ser facilmente induzida (Lewin et al., 1993).



Os perfis de sensibilidade de cepas isoladas de pacientes com FC
diferem daqueles observados em cepas de pacientes nao fibrocisticos, uma
vez que os primeiros recebem multiplas administracfes de antibioticos, seja
por via oral, intravenosa ou aerossois. Zhou et al., (2007) do Centro de
Referéncia de FC nos Estados Unidos, avaliaram aproximadamente 2600
cepas do Complexo remetidas durante 9 anos por 150 centros de FC
espalhados por todo o pais e relataram uma taxa de 18% de resisténcia aos
18 antimicrobianos testados, incluindo altas doses de tobramicina (256 pg/
mL).

Em 2004, da Silva Filho et al, publicaram um trabalho no qual foi
avaliada a identificacdo de P. aeruginosa, Complexo B. cepacia e S.
maltophilia, diretamente em amostras respiratorias, através da técnica de
Multiplex-PCR. Foram utilizados trés pares de iniciadores para sequéncias
gendmicas especificas de cada espécie. Comparada a cultura, a técnica de
Multiplex-PCR apresentou especificidade de 45,5% para P. aeruginosa e
sensibilidade de 45,5% para Complexo B. cepacia e 40% para S.
maltophilia.

Um estudo realizado com pacientes portadores de FC atendidos no
Instituto da Crianca do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo, demonstrou uma maior prevaléncia da espécie
gendmica B. cenocepacia (53,1%), seguida por B. multivorans ( 37,5%), B.
vietnamiensis (6,3%) e B. cepacia (3,1%) (Martins et al., 2008).

Martins et al. (2010), avaliando um surto hospitalar de infeccdo de
corrente sanguinea por Complexo B. cepacia ocorrido no Rio de Janeiro/ RJ,
concluiram que a fonte do microrganismo se encontrava em frascos de
bromoprida injetAvel contaminados. Por sua alta resisténcia a
antimicrobianos e sanitizantes, Complexo B. cepacia torna-se um importante
e significativo agente em infec¢des hospitalares.

B. gladioli, antigamente Pseudomonas marginata e P. gladioli, foi
primeiramente designada como um fitopatégeno de espécies de gladiolos e
iris (Palleroni, 1970). Christenson et al. (1989) foram os primeiros autores a

relatarem a colonizacdo de pacientes portadores de FC por este



microrganismo. Desde entdo, diversos relatos de caso vém destacando
morbidade relacionada a infecéo por B. gladioli.

Murray et al. (2008) demonstraram que pacientes fibrocisticos com
cultura positiva para B. gladioli apresentaram maior taxa de mortalidade pds-
transplante pulmonar do que pacientes positivos para B. multivorans ou nao
infectados. Entretanto, a causa da morte n&o foi especificada.

Kennedy et al. (2007) realizando estudo retrospectivo em um Centro
de FC nos Estados Unidos, relataram que entre 1999 e 2006, 4,2 % dos
pacientes fibrocisticos apresentaram cultura de escarro positiva para B.
gladioli. Diferentemente do Complexo B. cepacia, 0os autores referiram uma
pan-sensibilidade aos antimicrobianos anti-pseudomonas em cerca de dois-
tercos das cepas estudadas. Como caracteristica do género Burkholderia, B.

gladioli é intrinsecamente resistente a polimixina B.

1.5 Achromobacter xylosoxidans subsp. xylosoxidans

Atualmente, o género Achromobacter é constituido pelas espécies A.
xylosoxidans subsp. xylosoxidans, A. xylosoxidans subsp. denitrificans, A.
piechaudii, A. rulhandii, A. insolitus e A. spanius.

A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans esta distribuido em diversos
ecossistemas naturais e associado a varias doencas relacionadas a infeccéo
nosocomial, incluindo bacteremia, meningites, pneumonia e peritonites
(Legrand et al., 1992; Duggan et al., 1996; Liu et al., 2002)

A. xylosoxidans € um patogeno encontrado de forma n&o infrequente
em culturas orofaringeas de pacientes fibrocisticos (Burns et al., 1998), mas
seu isolamento ainda ndo possui um claro significado clinico (Lyczak et. al.,
2002).

Tan et al. (2002) em estudo retrospectivo de caso controle com 557
pacientes com FC, mostraram que os pacientes cronicamente infectados por

A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans ndo apresentaram declinio e



deterioragédo da funcédo pulmonar mais intensos do que os apresentados por
pacientes colonizados apenas por P. aeruginosa.

A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans é frequentemente isolado em
associacdo com outras espécies, tais como complexo B. cepacia (Blecker-
Shelly et al., 2000; McMenamin et al., 2000). Infeccdo com essas espécies
esta associada a um significante aumento da morbidade e mortalidade em
pacientes com FC, e com dificil controle da infec¢ao (LiPuma, 1998).

A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans é frequentemente resistente a
diversos antibioticos, tais como aminoglicosideos, ampicilina, cefalosporinas
de espectro estendido, cloranfenicol, carbapenémicos e fluorquinolonas, que
sdo normalmente administrados no tratamento da infeccdo pulmonar em
pacientes com FC (Spangler et al., 1996; Kanellopoulou et al., 2004)

O gene blayp foi detectado em A. xylosoxidans, pela primeira vez, em
duas cepas isoladas de amostras clinicas obtidas em um hospital japonés
(Senda et al., 1996). Na Italia, Riccio et al. (2001) relataram a presenca do
gene blaywv: em um integron classe 1 presente em uma cepa de A.
xylosoxidans isolada de amostra urinaria.

Shin et al. (2005), estudaram sete cepas de A. Xxylosoxidans
resistentes ao imipenem, isoladas de pacientes hospitalizados na unidade
de terapia intensiva de um hospital coreano, durante os anos de 2001 a
2003. Apos a analise das cepas, encontraram, em todas, a produgao de (-
lactamases dos tipos VIM-2, OXA-30 e AmpC cromossomal. Os
antibiogramas de todas as cepas apresentaram um perfil semelhante, com
resisténcia a todos os aminoglicosideos testados, bem como a beta-
lactamicos incluindo imipenem. Esse trabalho relatou o primeiro caso de
VIM-2 em A. xylosoxidans.

Neuwirth et al. (2006), relataram a producdo de VEB-1, uma [-
lactamase de espectro estendido (ESBL) obtida de uma cepa de A.
xylosoxidans isolada em novembro de 2003, a partir do escarro de um
paciente de 17 anos de idade, portador de FC. O antibiograma, realizado
pelo método de disco-difusao, revelou que a cepa era altamente resistente a

ceftazidima, aminoglicosideos, sulfonamidas, trimetoprim e ciprofloxacina,



mas totalmente sensivel as tetraciclinas, piperacilina/tazobactam,
ticarcilina/ac. clavulanico e iminepem. Esse trabalho relatou o primeiro caso
de resisténcia a cefalosporinas de amplo espectro mediada por ESBLs em

A. xyloxosidans isolado de pacientes fibrocisticos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Analisar os perfis de sensibilidade de S. maltophilia, Complexo B.
cepacia, B. gladioli e A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans isolados de
amostras respiratérias de pacientes portadores de fibrose cistica, frente a

diversos antimicrobianos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar teste de sensibilidade a antimicrobianos através do método
de

disco-difuséo (Bauer-Kirby).

2. Verificar a Concentracédo Inibitéria Minima (MIC) dos antimicrobianos

através da técnica de agar-diluicdo ou teste epsilométrico.
3. Verificar, fenotipicamente, a produgédo de B-lactamases de espectro
estendido e metalo-B-lactamases em cepas do Complexo B.

cepacia, B.gladioli e A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans.

4. Verificar a persisténcia ou ndo do mesmo clone bacteriano ao longo

do
tempo pela técnica de eletroforese em campo pulsado (pulsed-field
gel
electrophoresis — PFGE) e co-relacionar com os perfis de

sensibilidade.



3 MATERIAIS E METODOS




3 MATERIAIS E METODOS

3.1 AMOSTRAS CLINICAS

Amostras clinicas de escarro e secrecao de orofaringe de pacientes
portadores de fibrose cistica atendidos no Ambulatério de Pneumologia do
Instituto da Crianca “Professor Pedro de Alcantara” do HC-FMUSP foram
obtidas em dois periodos distintos. O primeiro, de junho de 2003 a junho de
2004, resultou em 415 amostras (170 secrecdes orofaringeas e 245
escarros) oriundas de 113 pacientes com idade entre 6 meses e 20 anos
(média de 9,7 anos), sendo 58 do sexo feminino e 55 do sexo masculino. O
segundo periodo, compreendido entre setembro de 2006 a setembro de
2007, resultou em 366 amostras (193 secrecdes orofaringeas e 173
escarros) obtidas de 110 pacientes com idade entre 10 meses e 20 anos
(media de 9,8 anos), sendo 55 do sexo feminino e 55 do sexo masculino.
Desta forma, durante todo o periodo abrangido pelo estudo, obteve-se um
total de 781 amostras clinicas obtidas de 151 pacientes.

As amostras foram colhidas dos pacientes apés consulta médica, no
periodo matutino. O nimero de amostras por paciente variou de 1 a 12,
(média de 3,6 no primeiro e 3,4 no segundo periodos) conforme o niumero
de consultas médicas realizadas durante todo o periodo do estudo.

O material de preferéncia foi o escarro, porém, na impossibilidade de
obté-lo, swabs de algodao estéreis foram utilizados para coleta de secrecao
orofaringea. Os escarros foram armazenados em frascos coletores estéreis;
0s swabs contendo a secre¢do orofaringea, colocados em meio de
transporte. Ao fim das coletas, os materiais foram enviados a Sec¢édo de
Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, acondicionados em caixa térmica
refrigerada.

Em relacdo as amostras obtidas no primeiro periodo, foram
utilizadas as cepas bacterianas estocadas a -70°C e/ou liofilizadas.



3.2 PROCESSAMENTO E SEMEADURA DAS AMOSTRAS CLINICAS

O processamento das amostras foi realizado no mesmo dia de sua
obtencéo. Inicialmente, procedeu-se o registro manual dos dados relativos
ao paciente, tais como idade, sexo, data da coleta da amostra e tipo de

material colhido (escarro ou secregdo orofaringea).
3.2.1 ESCARRO

Para o isolamento dos microrganismos estudados foram utilizados
trés meios de cultura: Agar MacConkey, meio seletivo para cultivo de S.
maltophilia, denominado Agar SM (de Oliveira-Garcia, D) (Anexo 2) e meio
seletivo para B. cepacia, Burkholderia cepacia Medium (BC) (Oxoid).
Porcdes do escarro foram semeadas diretamente em cada um dos meios de
cultura, pela técnica de esgotamento por estrias, de modo a obterem-se
colbnias isoladas.

Com o intuito de se realizar uma quantificacdo do crescimento
microbiano, as amostras foram diluidas. Um volume entre 250 ul e 1ml de
escarro foi colocado em frasco graduado coOnico de polipropileno e
fluidificado com igual volume de solu¢cdo a 0,5% de N-acetil-L-cisteina
dissolvida em tampéo fosfato (pH 6,8-7,2). O tubo foi mantido sob agitacdo
em agitador mecéanico por 1 minuto e deixado em repouso por 15 minutos.
Decorrido o tempo de repouso, foi agitado novamente por cerca de 20
segundos. Uma série de trés diluicdes foi realizada (10™, 102 e 107) em
solugéao de NacCl 0,85%.

Dez microlitros (10uL) das diluicdes foram semeados, com auxilio de

alca de Drigalsky, na superficie total dos seguintes meios de cultura:
- diluicdo 10 — 4gar SM, BC e Mac Conkey
+ diluicdo 10 — 4gar Mac Conkey
- diluicdo 10 — 4gar Mac Conkey
As placas foram incubadas a 35 + 2° C e lidas com 24, 48 e 72 horas

de incubacgao. A porcéo restante do escarro puro foi armazenada a -20°C.



3.2.2 SECRECAO DE OROFARINGE

Em um tubo cbénico graduado de polipropileno foi adicionado 1 mL de
solucdo de NaCl 0,85%. O swab foi submergido na salina e agitado
vigorosamente para desprendimento da secrecdo. ApOs retirado o excesso
de liquido pressionando-se a haste contra a parede interna do tubo, a
suspensao foi semeada em agar MacConkey, SM e BC.

Foram realizadas as mesmas diluicbes descritas acima, e estas,
semeadas nos mesmos meios de cultura e da mesma forma como as
amostras de escarro. A temperatura, o periodo de incubacao e os intervalos
das leituras foram os mesmos. A suspensdo inicial ndo diluida foi congelada
a -20°C.

3.3 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS

Colbnias foram semeadas em: Trypticase Soy Agar (TSA), para
verificacdo da atividade de citocromo oxidase; meio IAL (Rugai modificado)
(Pessoa e Silva, 1974), para verificagdo da auséncia de fermentacdo e
Trypticase Soy Broth (TSB), para confeccdo de laminas para o exame

microscopico por coloracdo de Gram e verificacdo de motilidade (Tab. 1).

TABELA 1. Grupamento inicial para a identificacdo de bacilos Gram-

negativos nao-fermentadores.

Atividade da Oxidacéo
Género Morfologia . Motilidade da
oxidase .
glicose
Complexo . . . .
_ _ bacilar positiva lenta positiva positiva
Burkholderia cepacia
Stenotrophomonas bacilar negativa / positiva variavel
positiva lenta
Achromobacter
xylosoxidans subsp. bacilar positiva positiva positiva

xylosoxidans
Pseudomonas e outras

bacilar ositiva ositiva variavel
Burkholderia P P




Colonias que demonstraram auséncia de fermentagdo no meio IAL,
atividade de oxidase positiva, positiva lenta ou negativa e apresentaram-se
como bacilos Gram-negativos ao exame bacterioscopico foram submetidas a
uma extensa série de testes bioquimicos convencionais para confirmacao da
identificacéo:

- oxidacdo de acucares (D-glicose, D-manitol, trealose, D-xilose,
lactose, adonitol, maltose e sacarose) utilizando o meio MEVAG
(Hugh & Leifson, 1953) como base (Anexo 2)

- producao de pigmentos: pioverdina e piocianina

- reducao de nitrato a nitrito

- respiracdo de nitrato

- utilizacao de citrato de Simmons

- crescimento a 4°C e 42°C

- descarboxilacdo de aminoacidos (lisina, arginina e ornitina)

- producédo de lipase e DNAse

- hidrélise da esculina e gelatina

- assimilagéo de cis-aconitato

Todas as cepas foram semeadas em TSA e incubadas por 18-24
horas a 30°C. O crescimento bacteriano foi suspenso em TSB acrescido de
glicerol a 15% e congelado a -70°C. Os microrganismos também foram

liofilizados.

3.4 DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE PELO METODO
DE DISCO-DIFUSAO

Realizado pelo método descrito por Bauer-Kirby (1969), de acordo
com as instrucbes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2009a)



3.4.1 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Os seguintes discos de antimicrobianos testados foram obtidos da
Oxoid® (Basingstoke, Reino Unido): amicacina (30 pg), amoxicilina/ac.
clavulanico (20/10 pg), ampicilina (10 pg), ampicilina/sulbactam (10/10 ug),
aztreonam (30 pg), cefepima (30 ug), cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30
ug), ceftriaxona (30 pg), ciprofloxacina (5 pg), cloranfenicol (30 ug),
gentamicina (10 pg), imipenem (10 ug), levofloxacina (5 pg), meropenem (10
Hg), minociclina (30 pg), netilmicina (30 ug), piperacilina/ tazobactam (100/10
Mg), polimixina B (300 U), sulfametoxazol-trimetoprim (23,75/1,25 ug),

ticarcilina/ac.clavulanico (75/10 ug) e tobramicina (10 pg).

3.4.2 CONTROLE DE QUALIDADE

As seguintes cepas American Type Culture Collection (ATCC) foram
utilizadas para controle de qualidade dos discos de antibidticos, do meio de
cultura e da técnica:

A) Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, cepa produtora de ESBL.

B) Enterococcus faecalis ATCC 29212, para controle da qualidade do
meio de cultura Maeller-Hinton.

C) Escherichia coli ATCC 35218, para controle dos discos de
antimicrobianos beta-lactamicos e beta-lactamicos conjugados a
inibidores de beta-lactamases.

D) Escherichia coli ATCC 25922 e Pseudomonas aeruginosa ATCC
27853 para controle dos demais discos de antimicrobianos e da
gualidade do agar Mueller-Hinton.

3.4.3 PREPARO DO INOCULO BACTERIANO

As cepas foram semeadas em TSA, meio nutriente ndo seletivo,



recomendado para o cultivo de microrganismos néao-fastidiosos a serem
submetidos a testes de sensibilidade a antimicrobianos. As placas foram
incubadas a 35+2°C por 18 a 24 horas. Decorrido o tempo de incubagéo,
preparou-se o inéculo bacteriano em solucdo de NaCl 0,85%, através da
suspensao direta de colbnias isoladas. Uma turbidez semelhante ao padréo
0,5 da escala de McFarland foi obtida com auxilio de aparelho fotométrico,

em absorbancia de 625nm.

3.4.4 APLICACAO DOS DISCOS CONTENDO ANTIMICROBIANOS

Obtida a suspensao bacteriana, procedeu-se sua semeadura em
placas de agar Mueller-Hinton. Hastes com pontas de algoddo estéreis
foram introduzidas na suspensao bacteriana, pressionadas contra a parede
interna do tubo para retirada do excesso de liquido e semeadas em varias
direcdes sobre a superficie do meio de cultura. Apos a absor¢éo do excesso
de liguido pelo agar, procedeu-se a aplicacdo dos discos contendo os
antimicrobianos, respeitando-se o limite de, no maximo, 12 discos nas
placas com 150 mm de diametro e 5 discos na placa com didmetro de 90

mm. As placas foram invertidas e incubadas a 35+2°C por 20-24 horas.

3.45 LEITURA DOS HALOS DE INIBICAO DO CRESCIMENTO
MICROBIANO

Decorrido o tempo de incubacgéo, procedeu-se a leitura. Com o auxilio
de uma régua, os didmetros dos halos de inibicdo foram medidos em
milimetros e 0s microrganismos interpretados como sendo sensiveis,
intermediarios ou resistentes as drogas testadas, de acordo com critérios
estabelecidos pelo CLSI, 2009a. Para as drogas e microrganismos testados
cujos critérios de interpretacdo ndo foram estabelecidos, utilizou-se os

critérios para Pseudomonas aeruginosa. Na falta de critérios inclusive para



P. aeruginosa, (cloranfenicol) utilizou-se o0s critérios interpretativos

padronizados para Enterobacteriaceae (Anexo 9).

3.5 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM)
PELO METODO DE AGAR-DILUICAO

A determinacdo da CIM foi realizada de acordo com as instrucdes
contidas no CLSI, 2009b.

3.5.1 AGENTES ANTIMICROBIANOS

Os agentes antimicrobianos utilizados no teste de agar-diluicao
foram os seguintes: sulfato de amicacina (Sigma®, EUA), cloridrato de
cefepima (Aurobindo Pharma®, india), cefotaxima sodica (Aurobindo
Pharma®, india), monoidrato de ceftazidima (Sigma®, EUA), ceftriaxona
sodica (Aurobindo Pharma®, india), ciprofloxacina (Sigma®, EUA),
cloranfenicol (Sigma®, EUA), gentamicina (Calbiochem®, EUA), imipenem/
cilastatina sédica (Tienam®) (Merck & Co.®, EUA), levofloxacina (Sigma®,
EUA), meropenem (Mepenox®) (Biochimico, Brasil), sulfato de polimixina B
(Sigma®, EUA) e sulfato de tobramicina (Sigma®, EUA). Os sais dos
agentes antimicrobianos utilizados no preparo das solugbes-estoque foram
mantidos nas condi¢cdes ambientes indicadas pelos fabricantes, sempre ao
abrigo da luz. As indicagdes da poténcia ou unidade e data de validade

encontravam-se nos rétulos das embalagens.

3.5.2 PREPARO DAS SOLUCOES-ESTOQUE

A férmula indicada a seguir foi utilizada para determinar a
guantidade do antimicrobiano a ser pesada a fim de obter-se as

concentracfes das solucdes-estoque indicadas na Tabela 2.



Peso (mg) = Volume (mL) x Concentracao (ug/mL)
Poténcia (ug/mg)

Para o preparo da solucdo-estoque de Polimixina B, utilizou-se o

seguinte calculo para a conversao de Unidade (U) em Poténcia (ug/ mg):

Atividade (U/ mg) x 0,1 ug/ U = Atividade (Poténcia) pg/ mg

TABELA 2. Concentracbes das solugcbes-estoque e respectivos
intervalos testados pelo método de agar-diluicao.

Antimicrobianos Concentracéo das Intervalo das
solugdes-estoque concentracoes
(Mg/mL) (Mg/mL)

Amicacina 10000 0,25 - 256
Cefepima 10000 0,015 - 256
Cefotaxima 20000 0,015 - 256
Ceftazidima 10000 0,06 - 128
Ceftriaxona 40000 0,03 - 256
Ciprofloxacina 2000 0,06 - 16
Cloranfenicol 10000 0,5-128
Gentamicina 10000 0,125 -64
Imipenem 10000 0,06 - 32
Levofloxacina 5000 0,125 - 32
Meropenem 10000 0,125 - 64
Polimixina B 10000 0,125 - 256
Tobramicina 3000 0,125 - 64

As solugbes-estoque foram preparadas de acordo com as
recomendacdes do CLSI (2009b) utilizando-se os solventes e diluentes
indicados no Anexo 3. Apdés o preparo, foram aliquotadas, armazenadas em
frascos de polietiieno e mantidas a -70°C. Os frascos com antimicrobianos
fotossensiveis como a ciprofloxacina e levofloxacina foram envolvidos com

papel aluminio antes de serem armazenados.



3.5.3 DILUICAO DOS AGENTES ANTIMICROBIANOS EM PLACAS DE
AGAR MUELLER-HINTON

Com o intuito de evitar-se a perda da poténcia dos antimicrobianos,
as placas foram preparadas no dia imediatamente anterior ou, no maximo,
dois dias antes de seu uso; exceto as placas de imipenem que, por tratar-se
de um antimicrobiano muito sensivel, foram preparadas no dia de seu uso.
Primeiramente, preparou-se agar Mueller-Hinton de acordo com orientacao
do fabricante. Ap6s um pequeno arrefecimento, aliquotas de 50 mL foram
distribuidas em frascos de vidro estéreis que foram entdo colocados em
banho-maria até que o meio de cultura atingisse uma temperatura entre 45 —
50°C.

Aliquotas das solugBes-estoque dos antimicrobianos foram
adicionadas a cada frasco, sendo o conteado homogeneizado e vertido em
duas placas de Petri descartaveis de 90 mm de diametro cada, previamente
identificadas com a concentracdo do antimicrobiano. A espessura do meio
de cultura, obtida apés solidificacdo, foi de 4 mm. O Anexo 1 indica de forma
detalhada os calculos e aliquotas utilizados na obtencdo das séries de
placas com as faixas de concentracdes desejadas para cada antimicrobiano
testado.

As placas foram deixadas sobre uma superficie plana atd a completa
solidificagdo do meio, sendo posteriormente acondicionadas em sacos

plasticos, seladas e armazenadas a 4°C até o momento do uso.

3.5.4. CONTROLE DE QUALIDADE

Cepas de referéncia American Type Culture Collection (ATCC®)
Escherichia coli 25922 e Pseudomonas aeruginosa 27853 foram utilizadas
para o controle de qualidade em todos os testes. O Anexo 4 indica os limites

aceitaveis da CIM para os antimicrobianos testados.



3.5.5 PREPARO DO INOCULO BACTERIANO

As cepas foram semeadas em TSA e incubadas a 35+2°C por 18 a
24 horas. O in6culo bacteriano foi entdo preparado em solugcdo de NaCl
0,85%, através da suspensdo direta de coldnias isoladas. Uma turbidez
semelhante ao padréo 0,5 da escala de McFarland foi obtida com auxilio de
aparelho fotométrico, em absorbancia de 625nm.

A turbidez referente ao padrdo 0,5 de McFarland corresponde a uma
concentracdo bacteriana de 1,5 x 10® UFC/mL. Como a concentracdo
bacteriana semeada na placa deveria ser aproximadamente 10* UFC/ponto,
e o0 aplicador de Steers utilizado possuia pontas de 3 mm de diametro, que
aplicavam cerca de 2 pL a superficie do meio, procedeu-se uma diluicao

1:10 da suspensao bacteriana inicial, em solu¢do de NaCl 0,85% estéril.

3.5.6 APLICACAO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS NAS PLACAS DE
AGAR

As placas contendo os antimicrobianos foram retiradas da
refrigeracdo e mantidas em temperatura ambiente. Apos o equilibrio térmico,
foram colocadas por alguns instantes em estufa a 35+2°C a fim de que
qualguer umidade visivel evaporasse da superficie do agar. As placas foram
marcadas em sua lateral com um pequeno traco, a fim de orientar a
aplicacdo dos inoculos bacterianos. Aliquotas de 50 pL das suspensodes
bacterianas (10" UFC/mL) foram distribuidas nas cavidades do aplicador de
Steers.

A inoculacdo foi realizada em duplicata, sendo primeiramente
inoculada uma placa sem o agente antimicrobiano para verificar-se a
viabilidade do microrganismo. A seguir, comec¢ando-se pela concentracao
mais baixa, foram inoculadas as placas contendo as diferentes
concentracdes de antimicrobiano. Apés a inoculacdo da placa com a maior
concentragcdo, uma segunda placa de controle do crescimento foi inoculada

para verificar-se possivel contaminacdo ou transferéncia significativa de



antimicrobiano.

Apbés a inoculagdo, as placas permaneceram em temperatura
ambiente até que a umidade nos pontos de inéculo tivesse sido absorvida
pelo agar. A seguir, as placas foram invertidas e incubadas, a 35+2°C, por

um periodo de 20-24 horas.

3.5.7 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA

Decorrido o periodo de incubacao, as placas foram colocadas sobre
uma superficie escura, nao refletiva, para a determinacdo das
concentracdes inibitérias minimas. A CIM é definida como sendo a menor
concentragdo do agente antimicrobiano que inibe completamente o
crescimento, descartando-se qualquer coldnia Unica ou turvacao leve na

superficie do meio causada pelo inéculo.

3.6 VERIFICACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO
SULFAMETOXAZOL-TRIMETOPRIM E DA  TICARCILINA-ACIDO
CLAVULANICO POR METODO EPSILOMETRICO

O método epsilométrico (Etest®, AB BIODISK, Solna, Suécia) foi
utilizado para a verificacdo da CIM do sulfametoxazol-trimetoprim frente as
cepas que se mostraram resistentes pelo método de disco-difusdo. Foi
utilizado também para a verificacdo da CIM da ticarcilina-acido clavulanico
frente a S. maltophilia e Complexo B. cepacia. Placas de agar Mueller-
Hinton foram preparadas de acordo com instru¢des do fabricante. O in6culo
bacteriano foi obtido conforme j4 descrito anteriormente, para o teste de
disco-difusdo. Apds a semeadura do inoculo em toda a superficie da placa,
aguardou-se até que o excesso de liquido tivesse sido completamente
absorvido. Uma fita plastica com gradientes de concentracdo variando entre
0,002-32 pg/mL (sulfametoxazol-trimetoprim) e 0,016-256 pg/mL (ticarcilina-
acido clavulanico) foi entdo colocada delicadamente sobre a superficie do

agar inoculado e a placa incubada a 35+2°C por 16-20 horas, de acordo com



as instrugdes do fabricante.

3.7. DETECAO FENOTIPICA DE BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO
ESTENDIDO (ESBLS)

Utilizou-se o teste de disco-aproximacdo para a verificacdo
fenotipica de possivel producdo de ESBL. Para isso, um disco contendo
amoxicilina/ acido clavulanico (20/10 ug) foi posicionado na superficie do
agar Mueller-Hinton. Discos contendo ceftazidima (30 pg), cefotaxima (30
Hg), cefepima (30 pg) e aztreonam (30 pg) foram posicionados a uma
distancia de 20-30 mm do disco central de amoxicilina/ &cido clavulanico
(Figura 3). Apés um periodo de incubacao de 20-24 horas, procedeu-se a
leitura do teste. Um teste positivo caracteriza-se pelo aparecimento de um
distorcdo do halo de inibicdo entre o disco de amoxicilina/ acido clavulanico

e o disco do beta-lactamico testado.

FIGURA 3. Modelo esquematico do posicionamento dos discos de f-
lactamicos e inibidor de beta-lactamases (centro-a-centro), para detecgéo

fenotipica de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLS). CAz:

ceftazidima; ATM: aztreonam; AMC: amoxicilina/ ac. clavulanico; CTX: cefotaxima; FEP:

cefepima.



3.8 DETECCAO FENOTIPICA DE METALO-BETA-LACTAMASES
(ARAKAWA, 2000)

A pesquisa de metalo-beta-lactamases foi realizada com as cepas
bacterianas resistentes ao imipenem, excetuando-se S. maltophilia. Apds a
semeadura do inéculo bacteriano, seguindo-se o mesmo procedimento
padronizado para a disco-difusdo, discos de imipenem e ceftazidima foram
depositados na superficie do meio e discos contendo EDTA 0,5 M
(5uL/disco) e &cido mercaptopropionico (3uL/disco), que sdo agentes
sequestrantes de ions, foram posicionados a disténcias pré-determinadas
(Figura 4).

O aumento do halo de inibicdo do crescimento bacteriano na area de
encontro entre o disco da droga e do agente sequestrante sugere,
fenotipicamente, a presenca de metalo-beta-lactamases.

Os discos de ceftazidima e imipenem afastados dos demais serviram
para a visualizacdo da inibicdo do crescimento bacteriano sem a

interferéncia dos inibidores enziméticos.

O
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FIGURA 4. Modelo esquematico do
posicionamento dos discos de antimicrobianos e
agentes sequestrantes de ions (centro-a-centro), para pesquisa de metalo-

beta-lactamases (MBLS). CAz: ceftazidima; IPM: Imipenem; MPA: é&cido
mercaptopropiénico; EDTA: acido etilenodiaminotetracético.



3.9 ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE) PARA ANALISE
GENOTIPICA DE S. maltophilia, COMPLEXO B. cepacia, E A.

xylosoxidans subsp. xylosoxidans

A determinacdo dos perfis eletroforéticos pela técnica de PFGE foi
realizada por Claudia Doy, como parte do projeto de Iniciacdo Cientifica
desenvolvido na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz, sob
orientacdo da Pesquisadora Cientifica Dra. Doroti de Oliveira Garcia. A
técnica foi realizada com as cepas de S. maltophilia, complexo B. cepacia e
A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans isoladas no segundo periodo de coletas
compreendido entre setembro de 2006 a setembro de 2007. Os perfis
eletroforéticos obtidos foram entdo comparados com os obtidos por
Chernishev (2008), correspondentes aos isolados no periodo entre junho de
2003 a junho de 2004.

3.9.1 PREPARO DAS AMOSTRAS

Foi utilizado o Protocolo do Programa Pulse Net, padronizado pelo

Center for Disease Control (CDC), Estados Unidos (www.cdc.gov/pulsenet),

o qual foi baseado na metodologia descrita por Gautom (1997).

As amostras de A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans, complexo B.
cepacia e S. maltophilia foram repicadas em TSB e incubadas a 30°C por 18
horas. Posteriormente, foram semeadas em placas de TSA e incubadas a
30°C por 18-48 horas.

ApOs o0 crescimento bacteriano, foi feita uma suspensao em tampao
de suspensao celular (Anexo 3) ajustando a turbidez a 15% T em
colorimetro (VITEK).

Foram aliquotados 200 pL da suspensao bacteriana para um
eppendorf e acrescentados 10 pL de proteinase K (solugdo estoque 20 mg/

mL) (Anexo 3), 5 pL de lisozima (solugcédo estoque 40 mg/ mL) (concentracao


http://www.cdc.gov/pulsenet

final de lisozima e proteinase K 1ug/ mL) e 200 pL de agarose (pulsed field
certified agarose - ultra pure DNA grade agarose, cat. 162-0137, Bio-Rad)
1,2% em tampéao Tris-EDTA (TE) (Anexo 3) a 45° — 50°C, misturando
delicadamente com a ajuda de uma pipeta para que ndo se formassem
bolhas.

O gel contendo a suspensao bacteriana foi entdo distribuido nos
moldes para a formacdo dos blocos. Apos a solidificacéo, os blocos foram
colocados em um tubo tipo Falcom de 50 mL contendo 5 mL de tampao de
lise celular (Anexo 3) e 25 pL da solugdo estoque de proteinase K,
incubados em agitador a 54°C a 120 rpm por 3 h.

Apos a lise, a solucao foi desprezada e lavada com aproximadamente
12 mL de agua ultra pura estéril pré-aquecida a 50°C. As amostras foram
colocadas novamente no agitador a 50°C, 120 rpm por 15 minutos e lavadas
novamente. Depois da segunda lavagem foi retirada a agua e feita a
lavagem com 10 a 15 mL de tampdo TE estéril pré-aquecido a 50°C e
reincubados em agitador a 50°C e 120 rpm por 15 minutos, e repetidas por
mais trés vezes. Apdés a ultima lavagem, os blocos foram suspensos em 10
mL de Tampdo TE em temperatura ambiente e estocados a 4°C até a
digestao.

3.9.2 DIGESTAO DAS AMOSTRAS DE S. maltophilia, COMPLEXO B.
cepacia e A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans COM ENZIMAS DE
RESTRICAO

Os blocos foram cortados, com a ajuda de um bisturi, em pedacos de
dois milimetros de espessura e colocados em tubos tipo eppendorf contendo
tampéo da enzima. Os eppendorfs foram incubados a 37°C em banho-maria
por 10 minutos. Apoés a incubacgédo, a solugéo foi desprezada e os blocos de
S. maltophilia e A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans foram suspensos em

uma solucdo contendo 50 U da enzima Xbal (Invitrogen); os blocos do



complexo B. cepacia foram suspensos em solucdo contendo 5 U da enzima
Spel (Gibco BRL) e incubados em banho-maria a 37°C/ 16-18h.

As amostras foram retiradas do banho-maria e a solugdo com a
enzima foi desprezada acrescentando-se 200 uL de Tampéo Tris-EDTA-
Acido Bérico (TBE) (Anexo 3) (0,5x) por 20 minutos, e entdo inseridas nos
“‘pocinhos” do gel de agarose. DNA Lambda Ladder (New England Biolabs)
foi utilizado como marcador.

A corrida foi realizada em equipamento CHEF DR Il (BioRad) a 6

V/cm e temperatura de 14°C, nas seguintes condicdes:

A) Para S. maltophilia e complexo B. cepacia:

Tempo final: 54,2 segundos

Tempo de corrida total: 20 horas

B) Para A. xylosoxidans subsp. xylosoxidans (Kanellopoulou et al,
2004):
Tempo inicial: 5 segundos
Tempo final: 35 segundos

Tempo de corrida total: 21 horas

Apos a corrida, os geis foram corados com brometo de etideo 0,5
mg/mL e observados no fotodocumentador Gel Doc EQ (System Quantity
One version 4.5, Bio-Rad Laboratories, Inc. Mildo, Italia). A similaridade
entre as amostras foi determinada segundo os critérios de Tenover et al.
(1995).



4 RESULTADOS




4 RESULTADOS

Durante o primeiro periodo de coleta de amostras, compreendido
entre junho de 2003 a junho de 2004, um total de 415 amostras foi obtido de
113 pacientes. Deste total, em 67 amostras (16,1%), obtidas de 34

pacientes, foram isolados os BGN-NF avaliados neste trabalho, sendo:

- 23 amostras (34,3%) positivas para S. maltophilia obtidas de 13
pacientes (38,2%);

- 22 amostras (32,8%) positivas para Complexo B. cepacia
obtidas de 11 pacientes (32,4%);

- 17 amostras (25,4%) positivas para A. xylosoxidans subsp.
xylosoxidans obtidas de 11 pacientes (32,4%);

- 5 (7,5%) amostras positivas para B. gladioli obtidas de 2

pacientes (5,9%)

Os pacientes 1 e 3 apresentaram amostras positivas para A.
xylosoxidans e Complexo B. cepacia. Os pacientes 4 e 10 apresentaram
amostras positivas para A. xylosoxidans e S. maltophilia.

Durante o segundo periodo de estudo, de setembro de 2006 a
setembro de 2007, um total de 366 amostras foi obtido de 110 pacientes.
Deste total, 55 amostras (15,0%) de BGN-NF utilizados neste estudo, foram
obtidas de 35 pacientes, sendo:

- 34 amostras (61,8%) positivas para S. maltophilia obtidas de 21
pacientes (60%);

- 12 amostras (21,8%) positivas para Complexo B. cepacia
obtidas de 10 pacientes (28,6%);

- 06 amostras (10,9%) positivas para A. xylosoxidans subsp.
xylosoxidans obtidas de 5 pacientes (14,3%);

- 03 amostras (5,4%) positivas para B. gladioli obtidas de 2
pacientes (5,7%).



O paciente 52 apresentou amostras positivas para A. xylosoxidans,
Complexo B. cepacia e S. maltophilia. Os pacientes 26, 38, 45 e 50
apresentaram amostras positivas para Complexo B. cepacia e S.
maltophilia.

Portanto, um total de 781 amostras respiratorias foi obtido durante
todo o periodo abrangido pelo estudo. Deste total, em 122 amostras

(15,6%) foram isolados os BGN-NF avaliados neste trabalho, sendo:

- 57 amostras (46,7%) positivas para S. maltophilia;

- 34 amostras (27,9%) positivas para Complexo B. cepacia;

- 23 amostras (18,8%) positivas para A. xylosoxidans subsp.
xylosoxidans;

- 8 amostras (6,6%) positivas para B. gladioli

4.1 Stenotrophomonas maltophilia

4.1.1 DISCO-DIFUSAO

Um total de 57 cepas de S. maltophilia foi submetido ao teste de
disco-difusdo para a verificacdo do perfil de sensibilidade a 22
antimicrobianos. Vinte e trés cepas do primeiro e 34 cepas do segundo

periodo de coleta de amostras foram avaliadas. (Figura 5 e Tabela 3)



TABELA 3. Frequéncia de amostras de S. maltophilia (n=57) isoladas de
pacientes portadores de fibrose cistica, em dois periodos distintos, 23 no
primeiro periodo e 34 no segundo periodo, de acordo com as caracteristicas
de resisténcia aos antimicrobianos, pelo método de disco-difusdo. Sé&o
Paulo, 2003-2007.















>32ug/mL, confirmando a resisténcia a esta droga. As seis cepas resistentes
foram obtidas de 4 (12%) pacientes colonizados por S. maltophilia. Apesar
de dois pacientes apresentarem duas cepas resistentes ao SXT cada um, 0s
perfis de PFGE de tais cepas foram distintos entre si. Dos quatro pacientes
portadores de cepas resistentes ao SXT, dois apresentaram cepas isoladas
anteriormente ainda sensiveis a esta droga (Anexo 8).






4.1.4 ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

Foram obtidos 42 perfis eletroforéticos distintos em 57 cepas de S.
maltophilia (Anexo 8). Quatro amostras oriundas do paciente 27
apresentaram o mesmo perfil (perfii C). Ao comparar-se o perfil de
sensibilidade das quatro amostras deste mesmo clone, observou-se uma
Gnica discordancia maior, referente a ticarcilina-acido clavulanico. Enquanto
a primeira e a Uultima cepa isoladas apresentaram resisténcia a esta
associacdo pelo método de disco-difusdo, as duas cepas intermediarias
foram sensiveis. Entretanto, ao serem submetidas ao teste de agar-diluicéo,
as quatro cepas foram igualmente sensiveis.

O perfil G também foi compartilhado por 4 cepas, sendo 3 oriundas do
paciente 35 e uma, do paciente 32. A primeira cepa isolada do paciente 35
revelou-se sensivel a ticarcilina-acido clavulanico e piperacilina-tazobactam
na disco-difusdo, diferentemente das outras duas amostras, que
apresentaram resisténcia. Entretanto, também foi resistente a ambas
associa¢des, quando submetida ao teste de agar-diluicédo.

Trés cepas apresentaram o perfil E, sendo todas obtidas de um unico
paciente (12) durante a primeira fase de coleta de amostras. Na segunda
fase de coleta, uma cepa deste mesmo paciente foi isolada e apresentou um
perfil eletroforético distinto (perfil S). Das cepas obtidas primeiramente,
houve apenas uma discordancia maior, referente a ceftazidima. Enquanto as
duas primeiras cepas apresentaram resisténcia a esta droga no teste de
disco-difusdo, a terceira foi sensivel. Entretanto, ao serem submetidas ao
testa de agar-diluicdo, as trés cepas mostraram-se sensiveis a ceftazidima.

Foram isoladas 4 cepas do paciente 42 durante a segunda fase de
coleta de amostras. As duas primeiras cepas apresentaram o perfil T, a
terceira, o perfil U e a quarta, o mesmo perfil T. A maior discrepancia
observada nas trés amostras pertencentes ao clone T também foi referente
a ticarcilina-acido clavulanico. A JUltima amostra isolada apresentou
sensibilidade a esta combinacao pelo método de disco-difusédo, enquanto as

duas primeiras, resisténcia.



As duas amostras pertencentes ao clone AD foram obtidas do
paciente 49. Ambas apresentaram um perfil de sensibilidade quase idéntico,
sendo notada uma pequena discordancia apenas com relacdo ao
cloranfenicol. A primeira amostra isolada em abril de 2007 mostrou-se
intermediaria, enquanto a segunda (junho/ 2007), apresentou sensibilidade.
Entretanto, pelo teste de agar-diluicdo, ambas mostraram-se igualmente
intermediéarias a esta droga (CIM 16 pg/ mL).

O paciente 43 teve trés amostras obtidas durante o primeiro semestre
de 2007 (janeiro, maio e junho) e as mesmas apresentaram perfis
eletroforéticos distintos (AE, AF, AG). O paciente 52 igualmente apresentou
duas amostras isoladas em maio e agosto de 2007, com perfis distintos (AK,
AL).

4.2 COMPLEXO Burkholderia cepacia

4.2.1 DISCO-DIFUSAO

Um total de 34 cepas do Complexo B. cepacia foi submetido ao teste

de disco-difuséo para a verificacdo de seus perfis de sensibilidade frente a

22 antimicrobianos. Vinte e duas cepas do primeiro e 12 cepas do segundo

periodo de coleta de amostras foram avaliadas. (Figura 7 e Tabela 7).



TABELA 7. Frequéncia de amostras do Complexo B. cepacia (n=34)
isoladas de pacientes portadores de fibrose cistica, em dois periodos
distintos, 22 no primeiro periodo e 12 no segundo periodo, de acordo com as
caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos, pelo método de disco-
difuséo. S&o Paulo, 2003-2007.









identificadas como B. multivorans apresentaram 100% de resisténcia ao
imipenem, segundo o método de disco-difusdo e padréo interpretativo
estabelecido para P. aeruginosa (Anexo 9). Cepas identificadas como B.
cenocepacia apresentaram resisténcia de 25% frente a este antimicrobiano.
As duas cepas identificadas como B. vietnamiensis foram sensivel ao
imipenem. A taxa de resisténcia a 11 dos 22 antimicrobianos testados foi
desigualmente distribuida entre as espécies do Complexo. B. multivorans foi
a espécie mais resistente frente as fluorquinolonas, carbapenens e
cefalosporinas, exceto ceftazidima. B. contaminans foi a mais resistente ao
aztreonam. B. vietnamiensis foi 100% sensivel a ticarcilina-acido clavulanico,
diferentemente do restante do Complexo, que apresentou de 80-100% de
resisténcia a esta combinacéo de drogas.

O meio de cultura seletivo para crescimento de S. maltophilia
utilizado e denominado meio SM (desenvolvido por de Oliveira-Garcia, D.),
apresenta o0 antimicrobiano imipenem em sua composicdo a uma
concentracdo de 10ug/mL de meio (Anexo 2). Como todas as amostras
obtidas durante o estudo foram semeadas tanto em meio seletivo para S.
maltophilia como para B. cepacia, verificamos qual havia sido o
comportamento das cepas do Complexo resistentes ao imipenem com
relacdo ao crescimento no meio SM. A Tabela 9 evidencia a diferenca entre

B. cenocepacia e B. multivorans.

TABELA 9. Perfil de crescimento de cepas do Complexo B. cepacia

resistentes ao imipenem, em meio seletivo para S. maltophilia






caracterizou-a como resistente. As duas cepas restantes mostraram-se

sensiveis (Anexo 7).

4.2.3 PESQUISA DE BETA-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO E
METALO-BETA-LACTAMASES

A deteccdo fenotipica de beta-lactamases ESBL e MBL resultou

negativa para todas as cepas testadas.

4.2.4 ELETROFORESE EM CAMPO PULSADO (PFGE)

Foram obtidos 18 perfis distintos em 34 cepas do Complexo B.
cepacia (Anexo 7). Sete pacientes apresentaram a persisténcia do mesmo

clone ao longo do tempo:

Paciente 1: Perfil A - amostras 216, 287 e 364 (a amostra 17, primeira
isolada deste paciente, ndo foi tipada, mesmo apoOs diversas
tentativas, devido a degradacé@o do DNA);

Paciente 13: Perfil H — amostras 328, 458 e 680.

Paciente 17: Perfil N — amostras 61, 217, 276 e 380.

Paciente 19: Perfil C — amostras 47, 225, 326 e 405.

Paciente 21: Perfil | — amostras 363 e 456.

Paciente 25: Perfil O — amostras 271, 345 e 374.

Paciente 55: Perfil V — amostras 700 e 779.

A amostra 287 (perfil A) apresentou diferencas no perfil de
sensibilidade a ceftazidima, cefotaxima, cefepima e cloranfenicol em relacéo
as demais cepas do mesmo clone.

As amostras pertencentes ao perfil H apresentaram diferencas no
perfil de sensibilidade a praticamente todos os antimicrobianos testados,

exceto aos aminoglicosideos, polimixina B, ampicilina, piperacilina-





