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ARTIGO/ARTICLE

Deteccio de metalo-beta-lactamase em Pseudomonas aeruginosa
isoladas de pacientes hospitalizados em Goiania, Estado de Goias

Detection of metallo-beta-lactamase in Pseudomonas aeruginosa isolated
from hospitalized patients in Goiania, State of Goids

Diana Christina Pereira Santos Gongalves!, Ana Beatriz Mori Lima?,
Lara Stefania Netto de Oliveira Leio®, José Rodrigues do Carmo Filho?,
Fabiana Cristina Pimenta® e José Daniel Gonc¢alves Vieira®

RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é uma bactéria frequentemente isolada no ambiente hospitalar. Este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de
suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa previamente isoladas de pacientes internados em um hospital de Goidnia (Goids-Brasil); realizar a
triagem fenotipica para a producio de metalo-beta-lactamase e detectar os genes das mesmas pela técnica de “Polimerase Chain Reaction”. Foram
avaliadas 75 Pseudomonas aeruginosa isoladas no periodo de janeiro de 2005 a janeiro de 2007. A identificacio bioquimica foi realizada pelo
sistema API 20E® e o antibiograma pelo método de Kirby-Bauer. Entre os 62 isolados que foram resistentes ao imipenem e 2 ceftazidima, 35 (56,4%)
apresentaram produgio de metalo-beta-lactamase e em 26 (74,3%) destes, foi detectado o gene bla,, . A frequéncia de Pseudomonas aeruginosa
produtoras de metalo-beta-lactamase sugere um maior controle da disseminacio de resisténcia no ambiente hospitalar.

Palavras-chaves: Pseudomonas aeruginosa. Metalo-beta-lactamase. Infec¢iio nosocomial. Carbapenémicos. Multirresisténcia.

ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a bacterium frequently isolated from hospital environments. This study had the aims of evaluating the susceptibility profile
of Pseudomonas aeruginosa previously isolated from patients in a hospital in Goidnia (Goids, Brazil), performing phenotypic screening for metallo-
beta-lactamase production and detecting its genes using the polymerase chain reaction technique. Seventy-five 75 Pseudomonas aeruginosa isolates
were evaluated between January 2005 and January 2007. Biochemical identification was performed using the API 20E® system and an antibiogram was
produced using the Kirby-Bauer method. Among the 62 isolates that were resistant to imipenem and ceftazidime, 35 (56.4%) produced metallo-beta-
lactamase, while 26 (74.3%) showed the blag,, | gene. The frequency of Pseudomonas aeruginosa that produces metallo-beta-lactamase suggests

that greater control over the dissemination of resistance in hospital environments is needed.
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A importincia clinica dos bastonetes Gram-negativos niao
fermentadores (BGNNF) tem aumentado significativamente devido
agravidade da infec¢do, elevada taxa de morbidade e mortalidade,
principalmente em pacientes hospitalizados?. Esse grupo de
microrganismos também apresenta resisténcia intrinseca a virios
antimicrobianos, representando um grande desafio na terapéutica.
Dentre os BGNNE Pseudomonas aeruginosa é um dos principais
agentes causadores de infec¢fio em pacientes hospitalizados em
unidades de terapia intensiva (UTT) e queimados®.
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A utilizacdo indiscriminada de carbapenémicos no ambiente
hospitalar promove uma pressdo seletiva sobre a microbiota, o
que favorece a selecio de subpopulagdes de microrganismos com
sensibilidade diminuida ou resistente a esses antimicrobianos®.

0 isolamento de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes
tem sido frequente nos tltimos anos. Varios agentes antimicrobianos
tém se tornado menos ativos, reduzindo o nimero de opgdes
terapéuticas e aumentando o impacto clinico de infecgdes
nosocomiais. Dentre as preocupacdes relacionadas 2 resisténcia
antimicrobiana, destacam-se a producdo de metalo-beta-
lactamase'.

Pseudomonas aeruginosa produtora de metalo-beta-
lactamase (MBL) tem sido reportada como importante causa
de infeccdes hospitalares. Apesar da prevaléncia destes
microrganismos em hospitais ainda ser pouco investigada, os
mesmos estdo associados aos casos de disseminacdo clonal e
surtos hospitalares®”.

A emergéncia de bactérias produtoras de MBL requer
mudancas na rotina dos laboratérios de Microbiologia,
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adequando métodos capazes de detectar a sua producio.
Entretanto, representa um desafio, pois ndo existe um consenso
sobre a padronizacio de metodologias para a detec¢io da
producio dessas enzimas'3.

0 presente estudo teve como objetivo avaliar o perfil de
suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa previamente
isoladas de pacientes internados em um hospital de Goidnia
(GO); realizar a triagem fenotipica para a producio de MBL
dos isolados que se apresentarem resistentes a0 imipenem e 2
ceftazidima e detectar os genes das MBL (bla,, , bla,, , bla,,, ,
bla, e bla

VIM-2 SPM-1 ) :

MP-2?

MATERIAL E METODOS

0 estudo foi desenvolvido em um hospital da rede privada
localizado no municipio de Goiania (GO) em parceria com o
Instituto de Patologia Tropical e Satide Piblica da Universidade
Federal de Goids. O hospital possui um total de 64 leitos, destes
11 sdo destinados 2 Unidade de Terapia Intensiva. Foram avaliadas
75 Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes internados,
oriundas de diversos espécimes clinicos.

O critério de inclusdo dos pacientes no estudo foi a admissao
nas unidades clinicas do referido hospital, no periodo de janeiro
de 2005 a janeiro de 2007, independente de género e doenca de
base. O protocolo de investigacio (n° 236/07) foi aprovado pelo
Comité de Etica Regional do Hospital Geral de Goiania atendendo
a resolugio 196/96.

0Os meios de cultura utilizados foram escolhidos de acordo
com os espécimes clinicos analisados’. Amostras de urina foram
semeadas em dgar Cled (Biobris) e dgar MacConkey (Difco).
Amostras de secrecdes diversas foram semeadas em dgar base
(Biobras) com 5% de sangue de carneiro, 4gar chocolate e caldo
tioglicolato (Difco). Amostras provenientes de hemoculturas
foram inoculadas em meio Hemobac trifisico (Probac).

Aidentificago dos isolados foi feita pelo aspecto morfologico
das colonias, odor, producio de pigmentos, caracteristicas morfo-
tintoriais e teste da oxidase’. Para a identificaciio bioquimica foi
utilizado o sistema API 20E® (bioMérieux).

0 perfil de suscetibilidade dos isolados foi realizado pelo
teste de difusdo em dgar e os seguintes antimicrobianos foram
avaliados: amicacina (30pg); aztreonam (30pg); cefepima
(30pg); ceftazidima (30pg); ciprofloxacina (5pg); gentamicina
(10pg); imipenem (10pg); piperacilina-tazobactam (75/10pg) e
tobramicina (30pg). Os resultados foram reportados como sensivel,
resisténcia intermedidria ou resistente conforme recomendagdes da
GLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)*.

Pseudomonas aeruginosa com resisténcia ao imipenem e
ceftazidima foram submetidas 2 avaliagio da produgdo de MBL
pelo método do disco aproximacdo como descrito por Arakawa
cols'. Foi utilizado o dcido 2-mercaptopropionico (2MPA)
e o0 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA). Os substratos
usados foram discos de ceftazidima (30pg) e imipenem (10pg)
posicionados a0 lado de um disco de papel de filtro contendo a
solugdo do agente quelante.
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A presenca de uma zona de expansio ou distor¢io no halo
de inibicdo do crescimento entre os discos contendo o 2MPA ou
EDTA e os discos de ceftazidima e imipenem indica que o isolado
é produtor de uma metalo-beta-lactamase’.

Pseudomonas aeruginosa classificadas fenotipicamente
como produtoras de MBL pelo teste de aproximago de discos
foram avaliadas pela técnica da reacio de polimerase em cadeia
(PCR) para identificar a presenca de genes que codificam a
producio de MBL.

Os oligonucleotideos inicializadores utilizados foram: bia, , F(5’
CTACCGCAGCAGAGTCITIGC3') e R(5’GAACAACCAGITTTGCCITACC3').
A reagdo de amplificagio do gene bla,, - produziu um produto com
587 pares de base. Para reacio de multiplex, os oligonucleotideos
iniciadores utilizados para bla,, , bla,, e bla, , foram:
F(5'GGCAGTCGCCCTAAAACAAA3’) eR (5'TAGTTACTTGGCTGIGATGG3'),
F(5'TCTACATGACCGCGTCIGTC3’) eR (5'TGTGCTTTGACAACGTTCGC3'),
F(5ATGTTCAAACTTTTGAGTAGTAAG 3°) e R(5'CTACTCAACGACTGAGCG
3141, A reacdo de amplificacdo dos genes b i, Dl € Dl
originaram respectivamente produtos de: 737 pares de base, 920 pares
de base e 801 pares de base.

A amplificagdo do gene blag,  utilizou o iniciador F(5’
CCTACAATCTAACGGCGACC3’) e R(5'TCGCCGTGTCCAGGTATAAC3") V.
A reagio de amplificacio do gene bla, . resultou em um produto

SPM-1
com 650 pares de base.
RESULTADOS

Foram avaliados 75 Pseudomonas aeruginosa sendo que
29 (38,7%) foram isoladas de amostras de urina, 21 (28%)
de lavado broncoalveolar, 8 (10,7%) de secrecio abdominal,
7 (9,3%) debridamento de escara, 5 (6,7%) de ferida operatéria,
3 (4%) de hemoculturas, 1 (1,3%) de escarro e 1 (1,3%) ponta
de catéter. A distribui¢do dos 75 isolados de acordo com os
setores de atendimento dos pacientes no hospital avaliado estd
apresentada na Tabela 1. A maioria (62,7%) das amostras foi
isolada de pacientes internados na UTL

Os isolados avaliados apresentaram perfil de resisténcia a
diferentes classes de antimicrobianos. A maior taxa de resisténcia
foi observada frente a ciprofloxacina (97,3%, 73 isolados),
seguida pela ceftazidima (90,7%, 68 isolados) e pela cefepima
(88%, 66 isolados). A menor taxa de resisténcia foi observada
frente a0 aztreonam (30,7%, 23 isolados) (Tabela 2).

TABEIA 1

Distribuigdo das Pseudomonas aeruginosa por setores de um hospital de Goidnia, GO,
onde foram isoladas 75 amostras no periodo de janeiro de 2005 a janeiro de 2007.

Setor do hospital Nimero Porcentagem
Unidade de Terapia Itensiva 47 02,7
Apartamento 13 17,3
Enfermaria 11 14,6
Ambulat6rio 4 5,4
Total 75 100,0
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Entre as Pseudomonas aeruginosa avaliadas 62 isolados
foram resistentes a0 imipenem e cefetazidima. Destes 35 (56,4%)
foram fenotipicamente produtoras de metalo-beta-lactamases
(MBL) (Tabela 3). O 2-mercaptopropionico foi o inibidor que
apresentou melhor atividade em relagio ao EDTA na deteccio
dos isolados produtores (Tabela 3).

TABEILA 2

Perfil de suscetibilidade de 75 amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas de
diversos espécimes clinicos de pacientes internados em um hospital de Goidnia, GO.

Resistente Intermedidrio Sensivel Nio realizado
Antimicrobiano  n® % n° % n® % n® %
Imipenem 62 827 13 17,3
Ceftazidima 68 90,7 - - 7 9,3
Aztreonam 23 30,7 15 20,0 37 49,3
Ciprofloxacina 73 97,3 - - 2 2,7
Piperac/Tazobac 36 48,0 4 5,3 13 17,3 22 294
Amicacina 59 787 2 2,7 14 8,6
Gentamicina 63 84,0 2 2,7 9 12 1 1,3
Tobramicina 58 774 3 4,0 7 9,3 7 9,3
Cefepima 66 88,0 5 6,6 4 5,4
TABEILA 3

Detecciio de producio de metalo-beta-lactamase utilizando como inibidor EDTA/2MPA
e 0 substrato ceftazidima de 62 amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas de
pacientes internados em um hospital em Goidnia, GO.

MBL 2MPA/CAZ  EDTA/CAZ
Teste positivo 35 6
Teste negativo 27 56
Total 62 62

MBL: metalo-beta-lactamase, 2MPA/CAZ: 4cido 2-mercaptopropionico/ceftazidima,
EDTA: etileno diamino tetraacético.

0 gene bla,,, foi detectado em 26 (74,3%) dos 35 isolados de
Pseudomonas aeruginosa que apresentaram fenétipo positivo. Os
genes bla bla_  bla_ ebla_  ndoforam detectados.

mp-17 mp-2’ VIM-1 VIM-2

DISCUSSAO

Aprodugio de MBL foi verificada, pelo método fenotipico de disco
aproximagdo, em 35/62 (56,4%) das Pseudomonas aeruginosa
analisadas. O teste de disco aproximacdo, empregado para detectar
MBL, pode apresentar boa sensibilidade e especificidade. Porém,
esses resultados podem variar de acordo com a espécie bacteriana
testada, o substrato e o agente quelante utilizado.

Segundo Arakawa cols', o agente quelante 2MPA apresentou
melhor atividade (100%) quando comparado ao EDTA utilizado
na deteccio de amostras produtoras de MBL utilizando-se a
ceftazidima como substrato. Neste estudo, o teste com 2MPA
permitiu verificar a produgiio de MBL em 35 isolados, enquanto
utilizando EDTA, a produgio foi verificada em 6.

Em outro estudo realizado, o 2MPA apresentou 100%
de atividade na deteccio de amostras de Acinetobacter spp
produtoras de MBL; porém, falhou em detectar 10,5% das

Pseudomonas aeruginosa analisadas. Em contrapartida, o EDTA
apresentou melhor deteccdo da produgio de MBL em amostras
de Pseudomonas aeruginosa (100%), mas falhou em detectar
6% das amostras de Acinetobacter spp*°.

A taxa de Pseudomonas aeruginosa produtora de MBL
encontrada nesse estudo estd em concordéncia com os resultados
descritos por Jayakumar cols®, que verificaram 46,7% de
producio de MBL em Pseudomonas aeruginosa com resisténcia
aimipenem e meropenem e isoladas de pacientes de um hospital
de cuidados tercidrios.

A maioria das Pseudomonas aeruginosa avaliadas nesse
estudo foi isolada de amostras de urina (38,7%), seguido pelo
lavado broncoalveolar com 28% e secre¢io abdominal (10,7%).
Villas Boas cols'® descreveram uma frequéncia de 26,4%, de
infeccdes do trato urindrio, em idosos internados em um hospital
universitdrio.

0 perfil de resisténcia, dos isolados avaliados, a0 imipenem e a
ceftazidima foi de 82,7 e 90,7%, respectivamente, enquanto Santos
Filho cols'® avaliaram 198 Pseudomonas aeruginosa isoladas
de diversos espécimes clinicos, hospitalares e comunitdrias
relataram um percentual de resisténcia de 19,7% ao imipenem
e de 15,2% a ceftazidima, com 10,1% de resisténcia cruzada aos
dois antimicrobianos. Entre esses isolados, apenas 2% produziram
MBL, dados inferiores aos detectados nesse estudo.

0 gene blag,,  foi detectado em 26 (74,3%) isolados.
Entretanto, em 9 (25,7%) isolados com fenétipo positivo para
MBL, nio foram detectados nenhum dos genes avaliados.
Estudos realizados no Brasil demonstram que Pseudomonas
aeruginosa portadora do gene bla,  estd disseminada pelo pais
e a taxa de isolados produtores de MBL é varidvel em diferentes
regides® 12, As infecgdes causadas por este agente produtor da
carbapenemase SPM-1 estd relacionada com elevada mortalidade,
como demonstrado no estudo que avaliou a produgiio da MBL em
76 Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes com infecgio
da corrente sanguinea, sendo que 23 (30,3%) apresentaram
fendtipo MBL e a taxa de mortalidade foi de 85,7% entre os
pacientes infectados por Pseudomonas aeruginosa produtora
de MBL",

A deteccio de genes de resisténcia em isolados clinicos
e a avaliagio de seu perfil de suscetibilidade fornecem dados
importantes para a racionalizacdo da terapia antimicrobiana e
reducio da taxa de mortalidade. Porém, devido a0 impacto da
producdo de MBL no contexto hospitalar, estudos adicionais
sdo necessdrios para a elaboracio e implementacdo de medidas
mais efetivas de prevencdo e controle das infec¢des nosocomiais,
diminuindo custos hospitalares e qualificando os servigos
oferecidos pelas equipes de satide.

Concluindo, os dados apresentados neste estudo mostraram
taxas elevadas de Pseudomonas aeruginosa produtoras de MBL,
dificultando assim as opces para tratamentos e a necessidade de
vigilincia individualizada do perfil de resisténcia em instituicdes de
satide. Essas informagtes devem auxiliar naadogo de medidas efetivas
para o uso racional dos antimicrobianos e redugio da disseminagio
de microrganismos resistentes nas instituicoes de satide.
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