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RESUMO

As infeccdes intra-abdominais (I1A) compreendem um conjunto diverso de doencas cujas
complicacOes levam a altas taxas de morbimortalidade, especialmente nas UTIs. Esses processos sdo
frequentemente polimicrobianos, envolvendo aerobios e anaerdbios. No entanto, um diagnostico
microbiologico preciso ndo é usualmente atingido. O objetivo deste estudo foi investigar a
composicao da microbiota de 1A e o seu perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, incluindo-se
as bactérias anaerdbias, assim como analisar a produgdo de citocinas extracelulares dos pacientes
acometidos. Os espécimes clinicos foram obtidos de pacientes atendidos em quatro instituicdes de
saude de Belo Horizonte, Minas Gerais. Os microrganismos recuperados foram identificados pelo
sistema Vitek 2 Biomeriéux e os anaerébios Gram negativo foram, ainda, submetidos a PCR e
sequenciamento de DNA, em carater confirmatdrio. A CIM foi determinada pelo método da diluicdo
em agar para os anaerébios e pelo Vitek 2 para os facultativos. Na avaliacdo da producédo de ESBLs
utilizou-se discos de cefinase. A presenca das citocinas IL-1p, IL-6, IL-8 e IL-10 e TNF foi
verificada no soro e nas secrecOes dos pacientes com IlA por citometria de fluxo empregando-se o
BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines. Foram recuperados 83 microrganismos de 33 espécimes
positivos, estando as bactérias anaerdbias presentes em 39,4% (13/33) destes casos, com predominio
do grupo B. fragilis. A identificacdo fenotipica foi confirmada pela PCR para 14 (93,3%) das 15
amostras de BGN anaerdbios. Resisténcia a penicilina foi observada em 80,0% dos anaerdbios, dos
quais 86,7% eram ESBL positivos; 25,0% resistentes a clindamicina e 12,5% a cefoxitina. Metade
das enterobactérias foi resistente a cinco ou mais antimicrobianos de diferentes classes, e 80,0% das
amostras de A. baumannii ao imipenem. Observou-se 81,8% dos Staphylococcus spp. resistentes a
meticilina. Apenas 12,5% dos Enterococcus ssp. foram resistentes a ampicilina, embora uma amostra
de E. faecium tenha sido resistente inclusive a vancomicina. Os niveis das citocinas, com excec¢do da
IL-10, foram mais altos no sitio da infeccdo (11A) do que no soro dos pacientes avaliados. A origem
hospitalar das I1A e a cultura microbiana positiva foram os unicos fatores que influenciaram o nivel
de producéo de citocinas. Os dados obtidos reforcam a necessidade do estudo da prevaléncia e perfil
de susceptibilidade aos antimicrobianos em casos de IlA, tendo em vista a grande diversidade de
microrganismos recuperados e o perfil de multiressisténcia de parte deles, principalmente entre os

envolvidos em I1A de origem hospitalar.

Palavras chave: infec¢des intra-abdominais; estudo microbiologico; resisténcia a antimicrobianos;

anaerobios; perfil de citocinas.
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ABSTRACT

Intra-abdominal infections (IAl) include a diverse set of diseases whose complications lead to high
morbidity and mortality, especially in intensive care units. These processes are most frequently
polymicrobial, involving aerobic and anaerobic bacteria. However, an accurate microbiological
diagnosis is not usually achieved. The aim of this study was to investigate the composition of 1Al
microbiota and its antimicrobial susceptibility profiles, including the anaerobic bacteria, and analyze
the production of extracellular cytokines in the affected patients. Clinical specimens were obtained
from patients seen in four health institutions in Belo Horizonte. Microorganisms were identified by
the Vitek 2 bioMérieux System and Gram negative anaerobes were also subjected to polymerase
chain reaction (PCR) and DNA sequencing, in confirmatory character. The minimum inhibitory
concentration was determined by the agar dilution method for anaerobes and by the Vitek 2 for
facultative bacteria. In the evaluation of extended spectrum [B-Lactamases (ESBL) producing the
cefinase disks were used. The presence of the cytokines IL- 1B, IL- 6, IL -8 and IL -10 and TNF was
verified in serum and secretions of patients with IIA by flow cytometry using the BD ™ - CBA
Human Inflammatory Cytokines. Of the 51 patients evaluated, 34 were already using some
antimicrobials at the time of collection. Microorganisms were recovered from 33 of 51 patients,
anaerobic bacteria were present in 39.4 % (13 /33) of the positive specimens, with a predominance of
the Bacteroides fragilis group. Phenotypic identification was confirmed by PCR in 14 (93.3%) of 15
samples of anaerobic BGN. Penicillin resistance was observed in 80.0% of anaerobes, of which 86.7
% were ESBL positive, 25.0 % were resistant to clindamycin and 12.5 % to cefoxitin. Half of the
Enterobacteriaceae was resistant to five or more antibiotics of different classes, and 80.0 % of A.
baumannii strains were resistant to imipenem. There was 81.8% of Staphylococcus spp. methicillin-
resistant and all Enterococcus spp. strains to clindamycin. One sample of E. faecium was also
resistant to vancomycin. The levels of cytokines, except for IL-10 were higher in the site of infection
(I1A) than in the serum of patients. The hospital origin of the 1A and positive microbial culture were
the only factors that influenced the level of cytokine production. Our data supports the need to study
the prevalence and antimicrobial susceptibility profile in cases of 1A, taking into account the great
diversity of microorganisms recovered and profile multidrug resistance part of them, especially

among those involved in 1A of hospital origin.

Keywords: intra-abdominal infections; microbiological study; antimicrobial resistance;
anaerobes; cytokine profile.

XV



1. INTRODUCAO
1.1 ASPECTOS GERAIS DAS INFECCOES INTRA-ABDOMINAIS

Infec¢bes intra-abdominais (I11A) englobam um conjunto diverso de doencas, que vado desde
apendicites ndo complicadas a peritonites. (MENICHETTI et al, 2009; SARTELLI et al, 2012a).
Esses processos sdo subcategorizados, com base na extensdo da infeccdo, em IIA ndo complicadas,
quando envolvem apenas um Unico 0rgao e ndo se estendem para o periténio, e 11A complicadas,
quando avancam além da viscera oca de origem para a cavidade peritoneal, causando peritonite ou
abscesso (SOLOMKIN & MAZUSKI, 2003; LOPEZ et al, 2011; ECKMANN et al, 2011;
SARTELLI et al, 2012a; GARCIA-SANCHEZ, 2012). As IIA complicadas sdo geralmente de
natureza polimicrobiana, embora existam controvérsias em torno da patogenicidade de alguns dos

microrganismos frequentemente identificados (SKRUPKY et al, 2013).

As 1A séo classificadas em primarias, também conhecidas como peritonites bacterianas
espontaneas (SBP), quando o processo € peritoneal difuso e as visceras permanecem integras;
secundarias, quando resultam de necrose, laceracdo ou perfuracdo de érgdo intra-abdominal e,
terciarias, quando se apresentam de forma difusa, com peritonite secundéria (infecciosa ou nao),
persistente ou recorrente (MALANGONI, 2006; LOPEZ et al, 2011; GARCIA-SANCHEZ, 2012).

Entretanto, segundo BLOT et al. (2012) as classificacdes de 1A usadas atualmente muitas
vezes incitam confusdo, por misturar elementos de rompimento de barreira anatbmica, gravidade de
expressdo da doenga e o envolvimento da resisténcia bacteriana. Assim, 0s autores propuseram uma
alternativa, amplamente aceita, na qual sugeriram abandonar os pardmetros “simples” ¢
“‘complicada” para as IIA, uma vez que apenas confundem a questdo. Da mesma forma, o termo
peritonite “terciaria” deve, segundo os autores, ser descartado, uma vez que este se refere
simplesmente ao fracasso do tratamento de peritonite secundaria, resultando em um estado de
infeccé@o e/ou inflamacdo persistente. Nesta proposta, a ruptura anatdmica e a gravidade da doenca
devem ser separadas em fenotipos diferentes para a mesma doenga, em combinagdo com a presenca
ou auséncia de fatores de risco para o0 envolvimento de agentes patogénicos que nao sdo
rotineiramente cobertos em regimes de primeira linha de antimicrobianos, como Pseudomonas

aeruginosa, espécies de Candida, Enterococcus, e outros patdgenos resistentes.

As IlA difusas sdo denominadas peritonites, enquanto que as que foram isoladas e limitadas
pelo organismo dentro de um 6rgdo intra-abdominal ou na cavidade peritoneal recebem a
denominacdo de abscessos (SOLOMKIN & MAZUSKI, 2003).
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A maior parte dos abscessos resulta de peritonite bacteriana secundaria de fonte enterocélica.
Atribui-se a formacdo dos abscessos intra-abdominais a busca do hospedeiro de isolar os processos
sépticos e proteger o organismo da bacteremia. Contudo, esses fendmenos também dificultam o
afluxo de fatores imunitarios e antibidticos para a regido infectada (RODRIGUES et al., 2005).

A peritonite pode manifestar-se ainda como uma infeccéo preliminar que acomete o aparelho
gastrintestinal devido a infeccdo bacteriana da membrana mucosa do peritbnio que reveste a regiao
abdominal, podendo se estender a outros 6rgdos, levando a quadros de apendicite, colecistite,
diverticulite, além de abscessos localizados e perfuracbes do intestino, com consequente
contaminagdo fecal do peritdnio, sendo identificada, principalmente, em pacientes com quadro
clinico de ascite (MARSHALL, 2004; BLOT, 2005).

O processo pode ser desencadeado por meio de contaminacdo direta da cavidade abdominal,
como nas perfuracdes do tubo digestivo; por translocacao bacteriana, nas situacdes de ileo paralitico
ou obstrucdo intestinal, ou ainda, em consequéncia de processos inflamatérios em 6rgédos intra-
abdominais (apendicite, colecistite, colites e diverticulites), com subsequente migracdo das bactérias
entéricas para a cavidade abdominal; e nas penetracfes por trauma abdominal e complicacbes apds
cirurgia gastrintestinal, levando a peritonites (WEXLER, 2007; MAZUSKI & SOLOMKIN, 2009).

Pacientes internados em instituicbes de salde estdo expostos a uma ampla variedade de
microrganismos patogénicos, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTISs) e nos centros
cirargicos, onde o uso de antimicrobianos potentes e de largo espectro, bem como procedimentos
invasivos fazem parte da rotina e apresentam risco elevado para aquisicdo de 1A (MOURA et al.,
2007; SYDNOR & PERL, 2011).

Estas infeccbes podem ser adquiridas a partir de complicacdes cirurgicas eletivas ou de
urgéncia (MOURA et al., 2007). Geralmente, as formas complicadas destas infeccBes estdo
associadas a elevada morbidade e mortalidade (TAYLOR et al., 2004; SKRUPKY et al., 2013),
especialmente em pacientes idosos e imunocomprometidos (TAYLOR et al., 2004).

1.2 ASPECTOS MICROBIOLOGICOS DAS INFECCOES INTRA-ABDOMINAIS

Os agentes infecciosos associados as IIA sdo, geralmente, os da microbiota do trato
gastrintestinal. O numero e as espécies de microrganismos aumentam ao longo do trato

gastrointestinal de 10 a 10% bactérias por mL no estémago para 10** a 10*? no intestino grosso. A
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microbiota do trato gastrointestinal consiste de bactérias anaerdbias facultativas e obrigatdrias, Gram
negativo e Gram positivo (EMMI & SGANGA, 2008).

A etiologia microbiana das 1A depende do ponto de rompimento do intestino e dos érgaos
intra-abdominais (EMMI & SGANGA, 2008; GARCIA-SANCHEZ, 2012), do estado imunoldgico
do paciente (LOPEZ et al., 2011), e das possiveis modificacdes da microbiota, condicionadas pela
administracdo prévia de antimicrobianos e pelas comorbidades associadas (GARCIA-SANCHEZ,
2012). Sédo causadas, na sua grande maioria, por bacilos Gram negativo, aerébios e anaerdbios
obrigatorios, sendo, frequentemente, polimicrobianas (MAZUSKI, 2002; GOULART et al., 2006).

O aparelho gastrointestinal superior (estdmago, duodeno, jejuno e ileo superior) contém
relativamente poucos microrganismos, sendo menor a presenca de bactérias anaerobias. As infec¢des
que se derivam do estbmago, duodeno, e intestino podem ser causadas por bactérias aerobias Gram
negativo e Gram positivo, como Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterococcus spp., Streptococcus
spp., Lactobacillus spp., e os difterdides. Ja& nas que se relacionam com o célon a presenca
microbiana € maior, especialmente composta por E. coli e Bacteroides fragilis (EMMI & SGANGA,
2008), estando também associados Enterobacter spp., Klebsiella spp., Enterococcus spp.,
Peptostreptococcus spp. e Clostridium spp. (LOPEZ et al., 2011). Além de Bacteroides fragilis,
bastonetes anaerobios Gram negativo, como Fusobacterium spp., também sdo frequentes (BROOK,
2002; CHAN et al., 2009; MAZUSKI & SOLOMKIN, 2009).

Entre os pacientes imunocomprometidos que apresentam, principalmente, quadros de I1A
terciaria, microrganismos menos virulentos como o0s Enterococcus spp., Candida spp.,
Staphylococcus epidermidis, e Enterobacter spp. podem estar presentes no processo infeccioso
(LOPEZ et al., 2011).

Em casos de pacientes sob internacdo em instituicbes de saude, ocorre, geralmente, o
envolvimento de microrganismos mais resistentes a antimicrobianos, préprios da microbiota da
unidade de saude, que podem incluir P. aeruginosa, E. coli, Acinetobacter spp., Enterobacter spp.,
Proteus spp., Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), Enterococcus spp., Candida
spp., e Klebsiella produtora de B-lactamases de amplo espectro (ESBL) (SARTELLI et al., 2012a;
GARCIA-SANCHEZ, 2012).
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1.2.1 BACTERIAS ANAEROBIAS

A microbiota humana contém trilhdes de células bacterianas, dez vezes mais celulas que o
numero de células que constituem o corpo humano, sendo predominantes as bactérias anaerdbias
(TLASKALOVA-HOGENOVA et al., 2011). A relacdo harménica com seu hospedeiro traz a estes
varios beneficios, como o efeito barreira, a participacdo na modulagdo do sistema imune e o
equilibrio da microbiota intestinal. Entretanto, quando este equilibrio é rompido, podem causar
infeccdes oportunistas em todos os sistemas e sitios do corpo. A recuperacdo de bactérias anaerobias
estd inversamente relacionada com a tensdo de oxigénio. Sua presenca na pele, boca, nariz e
garganta, que sdo expostos ao oxigénio, é explicada pelo microambiente anaerdbio gerado pelas
bactérias anaerdbias facultativas associadas, que consomem o oxigénio (BROOK, 2008).

A grande maioria das infeccbes anaerébias & de origem enddgena, isto €, envolve a
microbiota indigena do hospedeiro, que é composta de uma grande variedade de espécies
microbianas (BROOK, 2008; GARCIA-SANCHEZ, 2012; WYBO et al., 2013). Fatores bacterianos
e do hospedeiro determinam o resultado de uma infeccdo anaerdbia. Os fatores bacterianos incluem o
tamanho do indculo, a viruléncia, e o potencial sinérgico dos organismos infecciosos, enquanto que
os fatores do hospedeiro incluem seus mecanismos de defesa, as quebras nas barreiras anatomicas, e

a diminuicédo do potencial de oxidacdo-reducdo (BROOK et al., 2008).

As infecgdes anaerdbias ocorrem, geralmente, quando uma barreira anatbmica é interrompida
e 0s componentes da microbiota indigena entram em um local que seja previamente estéril. Isto
ocorre, especialmente, quando uma barreira mucosa, ou a integridade da pele, é comprometida em
situacBes tais como cirurgia, traumatismo, tumores, isquemias ou pela necrose, que pode reduzir 0s
potenciais de redox locais do tecido (KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008).

Os microrganismos anaerobios mais prevalentes em processos infecciosos sao 0s bastonetes
Gram-negativos (Bacteroides, Prevotella, Porphyromonas, Fusobacterium, Bilophila e Sutterella),
0s cocos Gram-positivos (principalmente Peptostreptococcus), 0s bastonetes Gram positivos
formadores de esporos (Clostridium) e ndo formadores de esporos (Actinomyces, Propionibacterium,
Eubacterium, Lactobacillus, e Bifidobacterium), e os cocos Gram negativos (principalmente
Veillonella). Cerca de 95% dos anaerdbios isolados de infec¢bes clinicas sdo membros desses
géneros (BROOK, 2008), sendo B. fragilis a espécie de patdgeno oportunista mais frequentemente
isolado em infecgdes anaerdbias (LOBO et al., 2013). Nas infec¢fes abdominais, destacam-se 0s

Bacteroides spp., Prevotella spp., Porphyromonas spp., Fusobacterium spp. e, em menor escala,
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Bilophila spp., Actinobacillus spp., Capnocytophaga spp. e Leptotrichia spp. (MAZUSKI &
SOLOMKIN, 2009; SYDNOR & PERL, 2011),

A presenca de bactérias anaerdbias € a principal causa da formacéo de abscessos na maioria
dos sitios anatbmicos nos quais elas estdo presentes. A explicacdo bioldgica € que a céapsula
polissacaridica, que tem sido bem estudada em B. fragilis, possa ser abscessogénica (SANTOS,
2004; BROOK, 2008), e que as hemolisinas possam estar relacionadas com a sobrevivéncia
microbiana no interior dos abscessos, como mostrado por LOBO et at. (2013), em um estudo que
apontou a hemolisina HIyBA como um fator de viruléncia que desempenha um papel importante na

sobrevivéncia de B. fragilis em um modelo artificial de abcesso intra-abdominal.

Além da cépsula, os anaerdbios podem exibir outros fatores de viruléncia, incluindo
capacidade de aderéncia e invasao a superficies epiteliais e producdo de uma variedade de enzimas,
como superoxido dismutase, catalase e proteases diversas, que promovem coagulacdo e dispersao
(BROOK, 2008).

A atividade biologica da endotoxina de alguns anaerobios Gram negativos pode ser relevante
nos processos infecciosos, como aquela de Bacteroides do grupo B. fragilis e de Fusobacterium spp..
A maioria dos anaerobios nao formadores de esporos clinicamente relevantes ndo produz exotoxinas,
mas ha excecdes importantes, como Fusobacterium necrophorum, que estd associado ao choque
toxico (REDFORD, 2005), também produtor de uma leucotoxina (RIET-CORREA et al., 2001) e
linhagens enterotoxigénicas de B. fragilis (PRINDIVILLE et al., 2000; SEARS, 2009).

O isolamento de microrganismos anaerobios exige métodos apropriados de colheita, de
transporte e de cultivo dos espécimes. O tratamento dos anaerobios € complicado devido a fatores
como crescimento lento dos microrganismos e resisténcia crescente a agentes antimicrobianos
(MARSHALL, 2004; LEE et al., 2010). Além disso, como a maioria das infec¢Bes anaerdbias tem
carater sinergistico, é de grande utilidade para o clinico o conhecimento destes microrganismos no
processo infeccioso (FINEGOLD, 1995).

1.3 RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

As bactérias podem apresentar resisténcia inata ou adquirir resisténcia a uma ou mais classes
de agentes antimicrobianos (GIEDRAITIENE et al., 2011). A resisténcia se da por varios
mecanismos, como a presenca de enzimas que inativam a droga, a sintese de enzimas alternativas
que ndo sdo inibidas pelo agente antimicrobiano, mutagdes no alvo do agente antimicrobiano que

reduz a afinidade pelo mesmo, modificagdes pds-transcricionais ou pds-traducionais do alvo do
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agente antimicrobiano, reducdo da permeabilidade ao agente antimicrobiano, ou efluxo ativo do
agente. Além desses, outros mecanismos ainda desconhecidos podem contribuir para esta resisténcia
(FLUIT et al., 2001; ALEKSHUN 2007; GIEDRAITIENE et al., 2011).

A resisténcia bacteriana esta intimamente associada a utilizagdo inadequada de agentes
antimicrobianos na prética clinica. A terapia prolongada com antibidticos pode levar ao
desenvolvimento de resisténcia em um microrganismo que inicialmente era sensivel ao antibidtico
em questdo. O surgimento de um fendtipo resistente aos agentes antimicrobianos depende de uma
série de fatores, como o grau de expressao da resisténcia, a capacidade do microrganismo em tolerar
0 mecanismo de resisténcia, e o sitio de colonizacéo inicial, dentre outros. (DZIDIC et al., 2008;
GIEDRAITIENE et al., 2011).

Uma importante causa de propagacao de resisténcia a antimicrobianos é a falha na aplicacao
de medidas de controle de infeccdo em ambiente hospitalar e fora dele, sendo a baixa frequéncia, ou
mesmo auséncia, de lavagem das maos, entre os profissionais de saide um fator preocupante. Tal
fato pode estar relacionado com os achados de que Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
(MRSA) em hospitais e na comunidade s&o, muitas vezes, geneticamente relacionados
(GIEDRAITIENE et al., 2011). Além disso, o uso de antimicrobianos para outros fins é outra razio
importante para a disseminacio de bactérias resistentes (MARTINEZ et al., 2002; GIEDRAITIENE
et al., 2011). Sabe-se, por exemplo, que a utilizagdo de agentes antimicrobianos em alimento animal
esta relacionada com o aumento da resisténcia bacteriana (DZIDIC et al., 2008; GIEDRAITIENE et
al., 2011).

Segundo dados obtidos pelo sistema de vigilancia da resisténcia aos antimicrobianos
(SENTRY), na Ameérica Latina e nos paises desenvolvidos, 0os microrganismos prevalentes em
infeccBes hospitalares foram S. aureus e Staphylococcus coagulase negativa resistentes a meticilina,
Enterococcus faecalis resistentes & vancomicina, membros da familia Enterobacteriaceae resistentes
a cefalosporinas e produtores de PB-lactamases de amplo espectro (ESBL), e P. aeruginosa
multidroga resistentes, o que foi observado também, por outros autores (BUSH & JACOBY, 2010;
SYDNOR & PERL, 2011).

A resisténcia a  mdltiplas  drogas tem  sido  demonstrada @ em P.
aeruginosa, Acinetobacter baumannii, E. coli e Klebsiella pneumoniae, produtoras de p-lactamases
de amplo espectro, ESBL; Enterococcus resistentes a vancomicina, VRE; S. aureus resistentes a
meticilina, MRSA,; S. aureus resistentes a vancomicina, VRSA (ALEKSHUN et al., 2007).
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A resisténcia devida a producao das B-lactamases pelos varios microrganismos anaerdbios
patogénicos aumentou apreciavelmente nos ultimos 20 anos, especialmente no grupo B. fragilis. A
maioria das B-lactamases € caracterizada como cefalosporinases, que conferem taxas elevadas de
resisténcia as cefalosporinas, particularmente na espécie B. fragilis (ALDRIDGE, 1995; LEE et al.,
2010).

Elevadas taxas de resisténcia ao metronidazol tém sido relatadas em linhagens de anaerdbios
isolados de infeccdes clinicas. Um namero crescente de falhas clinicas em tratamentos de infeccao por
Clostridium difficile foi relatada durante os Gltimos anos. Isto representa um problema, ja que o
metronidazol é uma escolha frequente para tratamento de infec¢do por anaerébios na antibioticoterapia
empirica (BHARADWAJ, 2012).

Estudo multicéntrico realizado por LIU et al. (2008), mostrou que as taxas de B. fragilis
resistentes ao imipenem e meropenem foram maiores que aquelas apresentadas por estudos
anteriores (SOKI et al., 2006; SNYDMAN et al., 2007). No Japdo, a taxa de Bacteroides resistente
ao imipenem aumentou de 2% para 4%, nos ultimos 15 anos. Nos Estados Unidos, a taxa nacional de
1997 a 2004 ultrapassou a resisténcia de 0,5% ao imipenem e 1,0% ao meropenem (SNYDMAN et
al., 2007). Na Europa, em estudo publicado em 2006, a taxa de resisténcia de B.fragilis ao imipenem
foi de 0,8% e meropenem de 1,3% (SOKI et al., 2006). A analise dos dados de amostras isoladas
nosocomiais de B. fragilis, neste estudo, revelou uma continua diminuigdo das taxas de sensibilidade
deste microrganismo ao cefmetazol: de 72%, em 1999, para 14%, em 2006 (LIU et al., 2008). Santos
et al. (2004) observaram que, dentre os anaerdbios obrigatérios recuperados de infeccdo intra-
abdominal em pacientes em Belo Horizonte, Minas Gerais, 57,7% eram resistentes a penicilina,

28,2% a clindamicina e 9,9% ao metronidazol.

A ameaca da resisténcia antimicrobiana foi identificada como um dos principais desafios no
controle e tratamento das IlA. No decorrer de poucos anos tem-se presenciado um aumento das
infeccdes causadas por microrganismos resistentes a antimicrobianos, incluindo S. aureus resistentes
a meticilina, Enterococcus spp. resistentes a vancomicina, P. aeruginosa resistente a
carbapenémicos, E .coli e Klebssiella spp. produtoras de beta-lactamases (PICAZO et al., 2010), e
segundo SHALIMAR (2013) a estimativa do risco relativo de mortalidade em pacientes com SBP
desencadeada por microrganismos resistentes é quatro vezes maior que em pacientes com SBP sem

bactérias resistentes.

Tendo em vista as altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos e suas implicagdes na pratica

clinica, o monitoramento continuo das tendéncias de resisténcia se faz necessario para que politicas de
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prescricdo de antimicrobianos possam ser ajustadas e programas de intervencdo para o controle de
infeccdo possam ser implementados (BHARADWAJ, 2012).

1.4. DIAGNOSTICO CLINICO, POR IMAGEM, E LABORATORIAL DAS IIA

A ultra-sonografia € um método de imagem importante no diagndstico de I1A, principalmente
devido ao baixo custo e a facilidade de sua realizacdo a beira do leito do paciente (LLEWELY &
COHEN, 2001; MARRA et al., 2004). Como limitacdo deste método, ha o fato de o resultado estar
na dependéncia da experiéncia do operador. Em alguns casos, como no exame do retroperitonio, é
necessaria a tomografia computadorizada, esta € mais sensivel, principalmente se realizada com a
administracdo de contraste (LLEWELYN & COHEN, 2001; JIMENEZ & MARSHALL, 2001,
MARRA et al., 2004). No nivel atual de desenvolvimento dos métodos radiologicos, ndo ha muito
espaco para a realizacdo de laparotomias exploradoras a fim de diagnosticar e tratar possiveis focos
intra-abdominais. A busca pelo diagnostico prévio deve ser exaustiva (JIMENEZ & MARSHALL,
2001; LLEWELYN & COHEN, 2001).

Em paralelo aos exames baseados na deteccdo de imagens estdo as anélises laboratoriais.
Segundo SHALIMAR (2013), a deteccdo de >250 células polimorfonucleares (PMN)mm?® no

liquido ascitico é indicativa de SBP, o que pode ser usado para auxiliar no diagnéstico de l1A.

A drenagem percutanea, guiada por método de imagem tem se mostrado tdo eficiente quanto
a laparotomia e deve ser o procedimento de escolha. Em casos de diagnostico dificil, e de maior
complexidade técnica ou em re-intervencdes, esta Ultima se impde (LLEWELYN & COHEN, 2001,
JIMENEZ & MARSHALL 2001; MARRA et al., 2004).

Colecbes purulentas devem ser coletadas para teste de cultura microbioldgica, que é,
possivelmente, 0 método mais frequentemente empregado para o estudo de microrganismos aerobios
e anaerobios, sendo considerado como referéncia para comparacdo com outros métodos. Este
procedimento é utilizado especialmente para caracterizacdo da microbiota, avaliacdo da
suscetibilidade a drogas antimicrobianas e analise quantitativa dos principais microrganismos viaveis
no espécime clinico em estudo (CHEN & SLOTS, 1999; KASPER & COHEN-PORADOS, 2008). O
método apresenta limitacGes importantes, entre as quais se destacam a demora na obtencdo dos
resultados, a impossibilidade de isolamento de todos os microrganismos presentes nos espéecimes, 0

custo elevado e a exigéncia de infraestrutura complexa (LOOMER, 2004).
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Na detecgdo da bacteremia, o método de cultura ¢ considerado “padrio ouro”
(WASHINGTON & ISLTRUP, 1986). Em laboratério de microbiologia clinica, sistemas
automatizados de hemocultura séo rotineiramente utilizados para esta finalidade (REIER-NILSEN et
al., 2009). Estes sistemas automaticos permitem o rapido reconhecimento do crescimento bacteriano
por emissdo de fluorescéncia ou uma mudanca de cor da amostra. Uma vez que o0 crescimento é
detectado, aliquotas sdo semeadas em diferentes meios de cultura para posterior identificacdo dos
microrganismos isolados. Em casos de bacteremia, a defini¢do do foco infeccioso permite associar a
presenca desse agente ao local afetado, permitindo melhor vigilancia epidemioldgica e a maior

possibilidade de acerto em casos posteriores (SILVA et al., 2002).

As técnicas de andlise genotipica estdo sendo cada vez mais utilizadas no diagnéstico de
doencas infecciosas devido a capacidade de deteccdo e identificacdo de microrganismos nao
cultivdveis ou que exijam meios de cultura especializados e microrganismos com taxa de
multiplicacdo lenta (RANTAKOKKO-JAVALA et al, 2002).

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), desenvolvida para a deteccdo de r-DNA 16S, tem
sido usada com sucesso na identificagdo de bactérias aerdbias e também anaerdbias de infecgdes intra-
abdominais (DOTY et al., 2002). A precisdo da abordagem da PCR para deteccdo de rDNA 16S varia
de acordo com a amostra analisada, os microrganismos envolvidos, a carga bacteriana, e a presenca de
DNA bacteriano que ndo seja o do patdgeno implicado na doenca infecciosa (ESPARCIA et al.,
2011).

Entretanto, a PCR deve ser tratada como um método diagnostico auxiliar a deteccdo de
microrganismos na maioria das vezes, ndo podendo substituir o cultivo, que ainda é considerado
padrdo ouro no diagndstico de alguns processos infecciosos. O trabalho de ESPARCIA et al. (2011),
no qual a deteccdo genotipica foi comparada a cultura bacteriana no diagnéstico de SPB, deixa clara a
importancia de ambos os métodos. No referido estudo, a abordagem molecular mostrou resultados
notavelmente mais pobres do que as culturas bacterianas. A sensibilidade e a taxa de casos
diagnosticados corretamente foram 48,4% e 56,4% para a abordagem molecular e 80,6% e 89,1% para
as culturas bacterianas. No entanto, DNA bacteriano foi detectado em 53,3% das amostras com cultura

negativa.

O diagndstico precoce das IIA é importante para avaliar a gravidade e o prognoéstico da
doenca. Os fatores que influenciam a progresséo destas infec¢es nos pacientes acometidos incluem

idade avancada, desnutricdo, doencas pré-existentes, uso de imunodepressores e peritonites
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prolongadas, dentre outros, que prolongam a hospitalizacdo e a susceptibilidade a infeccGes por
microrganismos nosocomiais (LEE et al., 2010; PICAZZO et al., 2010).

1.5. TRATAMENTO DAS I1A

O tratamento dos pacientes com IIA varia de acordo com a subcategoria do processo
infeccioso. No caso de IIA ndo complicada, os pacientes podem ser tratados com a resseccdo
cirdrgica ou antibioticoterapia (SARTELLI et al., 2012%). Ja no tratamento dos pacientes com 1A
complicadas associa-se, geralmente, a terapia antimicrobiana, o que ¢ fundamental para reduzir as
complicacOes geradas pela infeccéo, e o controle da fonte de infeccdo (SARTELLI et al., 2012%).
Este Gltimo é definido como um procedimento Unico ou uma série de procedimentos que elimine 0s
focos infecciosos com o intuito de corrigir ou controlar distdrbios anatémicos para restaurar a fungédo
fisiolégica normal do sitio afetado (SOLOMKIN, 2010).

Um paciente com colecdo purulenta intra-abdominal ou area necrosada necessita, via de
regra, de uma intervencdo cirdrgica como parte da terapéutica (JIMENEZ & MARSHALL, 2001;
LLEWELY & COHEN, 2001). Entretanto, em algumas situa¢des, como na diverticulite aguda néo
complicada, somente o uso de antimicrobianos, sem utilizacdo de procedimento invasivo, pode ser
suficiente para a resolucdo do processo inflamatério (MORALES et al., 2004; SARTELLI et al.,
2012%), assim como em alguns casos especificos de apendicite aguda ndo complicada (SARTELLI et
al., 2012%).

Entretanto, a subcategoria do processo ndo € a Unica variavel a ser analisada. FRIEDRICH &
CAHAN (2013), encontraram uma grande heterogeneidade nas populagdes de pacientes com IlA em
Unidades de Terapia Intensiva (CTI), o que torna dificil sugerir um regime geral de tratamento e
ressalta a necessidade de uma abordagem individualizada para tomada de decisdo. A intervencédo

deve ser orientada para o foco inicial e a cobertura antibidtica feita sob medida para cada paciente.

Fatores tais como diagndstico precoce, pronta intervencéo cirdrgica, resposta do hospedeiro,
controle do foco da infecgdo e densidade do indculo bacteriano no local da cirurgia sdo de grande
importancia no sucesso do tratamento (LEE, 2009). A terapia antimicrobiana, especialmente em
pacientes gravemente enfermos, é também decisiva, uma vez que o regime insuficiente ou
inadequado de antimicrobianos é uma das varidveis mais fortemente associadas & evolugédo
desfavoravel (DELLINGER et al., 2008; PAUL et al., 2010; ECKMANN et al., 2011; SARTELLI et
al., 2012%).
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Além das falhas na antibioticoterapia, a Surgical Infection Society (SIS) e a Infectious
Diseases Society of America (IDSA) incluem alguns fatores clinicos como preditores de falha no
tratamento das 1A que sdo: (1) atraso nas fases iniciais de intervengédo (24 h); (2) alta gravidade da
doenca; (3) idade avancada do paciente; (4) comorbidade envolvendo disfuncdo orgénica; (5) niveis
baixos de albumina; (6) estado nutricional deficiente; (7) envolvimento peritoneal ou peritonite
difusa; (8) incapacidade de atingir o desbridamento adequado ou o controle da drenagem; (9)

presenca de malignidade, e (10) infecgdo relacionada a cuidados de satde (SARTELLI et al., 2012).

Os antimicrobianos s&o geralmente iniciados quando se suspeita de diagndstico de infeccdo
intra-abdominal, mesmo antes de se confirmar o diagndstico (WILSON et al., 2005; COELHO et
al., 2007; GARNACHO-MONTERQO et al., 2014). Se necessario, apos a obtencao do resultado da
cultura e antibiograma, o que costuma ocorrer em 48 a 72 horas, modificacdes na antibioticoterapia
devem ser feitas (O’BRIEN et al., 2007; KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008; MORRELL et
al., 2009), o que é conhecido como terapia com descalonamento (GARNACHO-MONTERO et al.,
2014), de forma a se evitar o desenvolvimento de superinfeccdo por microrganismo multirresistente
(O’BRIEN et al., 2007; MORRELL et al., 2009).

Na selecdo de antimicrobianos para inicio de terapia empirica, alguns aspectos devem ser
atendidos, como: (1-histérico do paciente e diagndstico) monoterapia baseada na cobertura dos
patdégenos mais provaveis de acordo com o foco de origem da infeccdo; (2-eficacia) antimicrobiano
com boa penetracdo no 6rgdo afetado; (3-seguranca) droga com baixo potencial para desenvolver
resisténcia e com poucos efeitos colaterais; (4-posologia) antimicrobiano com meia-vida mais longa
e que necessite de menor nimero de doses diarias; (5-custo) antimicrobiano com melhor custo
beneficio (SOLOMKIN & MAZUSKI, 2003; CUNHA, 2008).

O uso de antimicrobianos é fundamental para reduzir a possibilidade de falha no tratamento
de 1A (SOLOMKIN & MAZUSKI, 2003; LEE et al., 2010). Entretanto, a antibioticoterapia
indiscriminada € responsavel pelo surgimento crescente de bactérias multirresistentes, infeccdes
fangicas (WILSON et al., 2004) e aumento no custo dos tratamentos de IIA (ECKMANN et. al.,
2011; SARTELLI et al., 2012%).

Desta forma, a antibioticoterapia para tratar 1A sempre envolve um equilibrio delicado entre
a otimizacéo da terapéutica empirica, que tem mostrado melhorar os resultados clinicos, bem como a
reducdo da utilizacdo excessiva de agentes antimicrobianos, que tem provado aumentar a taxa de
aparecimento de linhagens resistentes a antimicrobianos. Tal resisténcia tem sido identificada como

um dos grandes desafios no tratamento das 1A complicadas (SARTELLI et al., 2012%).
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O conhecimento da provavel etiologia da infeccdo € determinante no tratamento. Uma vez
que os anaerdbios sdo geralmente recuperados em associa¢do com 0s aerobios, a escolha dos agentes
antimicrobianos deve fornecer cobertura para ambos os tipos microbianos (CHEADLE, 2003;
VITAL et al.,, 2009). A origem da infeccdo, comunitiria ou nosocomial, também deve ser
considerada (SARTELLI et al., 2012%). A Surgical Infection Society (SIS) e a Infectious Diseases
Society of America (IDSA) determina que a seleccdo do antibiotico deva ser sempre adaptada para
tratar os microrganismos nosocomiais conhecidos, por estarem presentes nas instalagdes em que o
paciente desenvolveu a infeccdo (SARTELLI et al., 2012%).

Em casos de IIA com participacdo de fungos, a utilizacdo de equinocandinas €, geralmente,
preferida como uma terapia empirica de primeira linha no tratamento de pacientes gravemente
doentes, enquanto o fluconazol é tipicamente usado para pacientes com condi¢cfes menos graves. Por
conseguinte, aplicando essas tendéncias para o contexto das IIA pode-se sugerir a prescricdo de
equinocandinas como tratamento de primeira linha para os casos de IIA nosocomiais graves
(SARTELLI et al., 2012%).

1.6. IMPLICACOES SISTEMICAS DAS II1A
1.6.1 BACTEREMIA: ASPECTOS GERAIS E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A bacteremia é definida como a presenca de bactérias vidveis na corrente sanguinea (SILVA
& VELASCO, 2007; CASTRO, 2008; HAGEL et al., 2013). Quanto a fonte, as bacteremias podem
ser classificadas como priméarias ou secundarias. Sdo consideradas primarias quando ndo estdo
relacionadas com outro foco infeccioso ou quando tém relagdo com infeccdo no sitio utilizado para
acesso intravascular. Ja aquelas que podem ser relacionadas com algum foco infeccioso pré-existente
sdo ditas secundarias (GUILARDE et al., 2007).

Sinais como febre, hipotermia, calafrios, leucocitose, desvio a esquerda, neutropenia e choque
sdo 0s mais citados na literatura como sugestivos de bacteremia e sugerem a necessidade de
realizacdo de hemoculturas (IBRAHIM et al., 2000; WILSON et al., 2004; KASPER & COHEN-
PORADOSU, 2008).

Nos casos de infec¢do de corrente circulatoria, pode ocorrer producdo excessiva e subita de
citocinas, e 0s mesmos mecanismos pelos quais o Fator de Necrose Tumoral alfa (TNF-a) bloqueia
uma infeccdo local com tanta eficiéncia, poderdo tornar-se deletérios (EGBERT et al., 1987). Os

quadros de sepse e choque séptico estdo associados a infeccdo e a liberacdo de componentes de
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bactérias Gram negativo, como o LPS, ou de bactérias Gram positivo, como o0 acido lipoteicdico,
dentre outros (SURBATOVIC et al., 2013).

A microcirculacéo é o principal alvo durante o choque e pode tornar-se uma area fértil para o
crescimento bacteriano descontrolado. Alteragdes nas dimensdes dos pequenos vasos, juntamente
com alteracOes nas caracteristicas bioquimicas e fisiologicas do sangue, prejudicam a homeostasia da
microcirculagio durante o choque (REA NETO, 1996; MORALES, et al., 2004).

Segundo HAGEL et al. (2013), estudos mostram um aumento na taxa de bacteremia, tanto
causadas por Gram negativo quanto por Gram positivo em toda a Europa. As razfes para iSSo S80 0
aumento em diagnosticos e terapia invasiva, indo junto com o aumento da idade dos pacientes, sendo

a bacteremia frequentemente relacionada com cuidados de satde.

No Brasil, segundo GUILARDE et al. (2007), em um trabalho realizado no Instituto de
Patologia Tropical e Saude Publica e no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Goias,
foram detectados, no periodo de um ano, 295 episddios de bacteremia. 207 episddios eram de
bacteremias secundarias, sendo o aparelho gastrintestinal, responsavel por 10,5% destes. S. aureus
foi a bactéria predominante, totalizando 40% de todos os casos, sendo seguida por P. aeruginosa,
Enterobacter spp. e E. coli. Cinco pacientes apresentaram bacteremia polimicrobiana, com
isolamento simultaneo de dois microrganismos na mesma amostra de hemocultura. Em relacdo ao
perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, evidenciou-se alta incidéncia de S. aureus resistente a
meticilina, MRSA, representando 55,9% das amostras de S. aureus recuperadas, a taxa de letalidade
foi de 34,5%. Bacteremia anaerdbia é quase sempre secundaria a uma infeccdo primaria local, sendo
cerca de 50% dos casos relacionados com infeccdo de origem abdominal (REDONDO et al., 1995;
MORRIS et al., 2004; BROOK, 2008; LEE et al., 2010).

Conforme relatado por BROOK et al. (2002), a espécie de anaerdbio recuperada depende, em
grande parte, da porta de entrada e da doenca existente. Aproximadamente, 75% das bacteremias
anaerobias sdo causadas por bastonetes Gram negativo (BROOK; 2008). B. fragilis € o anaerdbio
mais frequentemente recuperado (MORRIS et al., 2004; BROOK, 2008; KASPER & COHEN-
PORADOSU, 2008). Esta espécie e outros membros do grupo B. fragilis representam 36% - 64%
dos anaerdbios recuperados do sangue, sendo Bacteroides thetaiotaomicron o segundo membro mais
comum do grupo nesses processos. Espécies de Clostridium, especialmente C. perfringens, e de
Peptostreptococcus também sao frequentemente isoladas (REDONDO et al., 1995; LEE et
al., 2010).
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Um resultado positivo de hemocultura esta diretamente relacionado ao progndstico de
paciente grave. Dessa forma, é necessaria a implantacdo de vigilancia diaria dos resultados de
hemoculturas, principalmente dos pacientes com sepse, uma vez que a mortalidade associada as
infeccBes da corrente sanguinea apresenta taxas elevadas, que variam de 20-40%. A répida
instituicdo de terapia antimicrobiana empirica adequada esta diretamente relacionada a diminuicdo
da mortalidade (IBRAHIM et al., 2000; LEE et al., 2010; SYDNOR & PERL, 2011).

1.6.2. SEPSE: ASPECTOS GERAIS E DADOS EPIDEMIOLOGICOS

A sindrome da resposta inflamatoria sistémica (SIRS), quando deflagrada por infec¢do, €
denominada sepse. Esta é definida como uma sindrome clinica caracterizada por resposta deletéria
do hospedeiro a um processo infeccioso (CASTRO et al., 2008) associada a inflamac&o sistémica e
lesdo tecidual (SILVA & VELASCO 2007). A sepse é classificada como grave quando esta esta
associada a disfuncdo de um ou mais 6rgdos (SILVA & VELASCO 2007; CASTRO et al., 2008),
anormalidades de perfusdo e episodios de hipotensdo responsivos a hidratacdo vigorosa. Quando a
hipotensao é refrataria a ressuscitacdo volémica, acompanhada das demais alteracdes citadas acima,
0 quadro de choque séptico esta instaurado. O quadro clinico classico de sepse € composto por febre,
leucocitose, taquicardia e taquipnéia, podendo ndo ser observado em todos os casos (SILVA &
VELASCO 2007), e ndo sendo especifico da doenca (REINHART et al., 2013).

De acordo com CARVALHO e TROTTA (2003), o termo sepse € aplicavel somente quando
a resposta sistémica é clinicamente relevante, podendo manifestar-se por uma variedade de situacgdes.
O quadro clinico é bastante variavel em seu inicio, mas pode ser observado conforme o foco de
origem ou a lesdo infecciosa metastatica, como a meningite, pneumonia, infeccdo urinaria, otite
média, peritonite, ectima gangrenoso, entre outros (BRANCHINI et al., 1999). A gravidade do
quadro depende de varios fatores, dentre os quais a viruléncia do organismo agressor e fatores
relacionados ao hospedeiro, tais como idade, genética, sitio da infeccdo e presenca de comorbidades
(CASTRO et al., 2008).

A fase inicial da sepse (fase “quente”) € caracterizada por pele quente e seca (devido a
vasodilatacdo periférica), febre, hipotensédo, taquicardia, confus@o mental, ansiedade e taquidispnéia.
Com a progressao do quadro (fase “fria”), a hipoperfusdo resulta em acidose lactica, piora da

perfusdo tecidual (levando a cianose de extremidades) e disfuncdo organica (CASTRO et al., 2008).

Tais processos sdo desencadeados por um conjunto de mediadores pro-inflamatorios e pela

sequéncia de ativacdo dos leucdcitos no endotélio, os quais levam a danos teciduais irreversiveis e ao
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mecanismo biolégico intrincado de expressdo clinica da sepse e suas complicagdes. Estes processos
possuem etiologias diversas e sdo causados pela presenca de microrganismos, estruturas e/ou
substancias oriundas destes (LIVINSGTON et al., 1995; SURBATOVIC et al., 2013).

A sepse tem alta incidéncia, alta letalidade, custos elevados e € a principal causa de morte em
unidades de terapia intensiva (SALES et al., 2006; CASTRO et al., 2008), apesar dos avan¢os no
tratamento suporte de pacientes gravemente doentes (SUBERVIOLA et al., 2013), estando
claramente demonstrado que pacientes reconhecidos e tratados precocemente tém melhor
progndstico (CASTRO et al., 2008; REINHART et al., 2013; GARNACHO-MONTERO et al.,
2014). Entretanto, o diagnostico e a avaliagdo da gravidade da sepse ainda € um desafio
(SUBERVIOLA et al., 2013), sendo que, atualmente, as intervencbes médicas sdo proporcionadas

em tempo adequado a menos de um em cada sete pacientes (REINHART et al., 2013).

A alta mortalidade por sepse grave e choque séptico esta intimamente relacionada a
inadequacao da abordagem do agente infeccioso. A conduta terapéutica, incluindo a antimicrobiana,
vai diferir, substancialmente, de acordo com o local da infec¢do priméaria (CASTRO et al., 2008). O
abdome € o segundo local mais comum desta, sendo os pulmdes os primeiros sitios afetados. Em 20
a 30% dos pacientes, a infeccdo primaria ndo é determinada (SILVA & VELASCO, 2007). O
controle do foco € pré-requisito para que as defesas do hospedeiro, bem como a antibioticoterapia,

tenham sucesso na eliminacdo do agente agressor (CASTRO et al., 2008).

Em todo o mundo, a sepse é uma das mais comuns doencas fatais. Trata-se de uma das
poucas condi¢bes a atingir, com igual intensidade, areas com escassez de recursos € o mundo
desenvolvido. Estima-se que, em todo o mundo, de 20 a 30 milhGes de pacientes sejam atingidos
anualmente. Mundialmente, a cada hora, cerca de 1.000 pessoas morrem de sepse. Apesar de ser
responsavel por uma perda anual de mais de oito milhdes de vidas, a sepse é uma das doengas menos
conhecidas (REINHART et al., 2013).

Em paises ricos, a sepse vem aumentando em uma alarmante taxa anual de oito a 13%. As
razbes para isso sdo variadas e incluem o envelhecimento populacional, o uso crescente de
intervencdes de alto risco e o desenvolvimento de patdgenos mais virulentos e resistentes a
antimicrobianos. Nos paises em desenvolvimento, a desnutri¢cdo, a pobreza e a falta de acesso a

vacinas e ao tratamento precoce contribuem para a morte (REINHART et al., 2013).

Sepse € responsavel por 9% dos 6bitos e € considerada a décima causa de morte nos Estados
Unidos (SHARMA & KUMAR, 2008; MORRELL et al., 2009). Aproximadamente, 50% dos casos
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evoluem para sepse grave e metade desses acaba em choque séptico. Além disso, o custo do seu
tratamento ¢ estimado em dezessete bilhdoes de dolares (O’BRIEN et al., 2007; SHARMA &
KUMAR, 2008; MORRELL et al., 2009). Segundo KUMAR (2014), as estimativas atuais apontam
para uma duplicacdo do total de casos de sepse grave nos Estados Unidos, dos atuais 800.000 por

ano para 1,6 milhdes de casos em 2050, com um aumento na populacdo de apenas 33%.

No Brasil, o estudo BASES (Brazilian Sepsis Epidemiological Study) mostrou que em torno
de 25% dos pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva se enquadram nos critérios
diagndsticos para sepse grave e choque séptico, com as taxas de 34,7% para sepse, 43,7% para sepse
grave e 52,2% para choque séptico (SILVA et al., 2004).

Em uma pesquisa epidemioldgica, envolvendo 65 hospitais, selecionados em todas as regides
do Brasil durante o ano de 2003, a mortalidade por sepse, sepse grave e choque séptico foi,
respectivamente, de 16,7%, 34,4% e 65,3%, ou seja, a cada agravamento do quadro dobrou a
mortalidade do processo infeccioso. Além de ser a sepse a principal causa de morte nas UTI, como
mencionado, estudo em pacientes cirdrgicos ndo cardiacos evidenciou ser a sepse a principal
complicagdo em UTI no Brasil, acometendo 23% dos doentes operados e com a maioria dos 6bitos

atribuida a insuficiéncia de multiplos 6rgéos (LOBO et al., 2008).

Estima-se ainda no Brasil, que 28,9% dos pacientes que estdo internados ha mais de 24 horas
em UT]I tenham sepse grave e 51,4%, choque séptico. Na forma mais grave de apresentacéo da sepse,

a taxa de mortalidade chega a 80%, em alguns centros (LEMOS et al., 2005).
1.6.2.1 FISIOPATOLOGIA DA SEPSE DE ORIGEM INTRA-ABDOMINAL

A fisiopatologia da sepse depende do tipo de microrganismo envolvido, do sitio de origem da
infeccdo (se pulmonar ou abdominal, origens estas que agravam os riscos de desenvolver sepse
grave), da presenca ou ndo de comorbidades e do tipo de resposta imune que o paciente é capaz de
desenvolver. Dependendo da adequacdo ou ndo da resposta imune e do tratamento antimicrobiano
associado, podera ocorrer cura do processo ou a infeccdo pode evoluir para sepse grave, choque
séptico, insuficiéncia de multiplos 6rgédos e o 6bito (MUNFORD, 2005; VAN DER POLL & OPAL,
2008; LEROY et al., 2009).

O reconhecimento do padrdo de resposta do organismo aos processos inflamatorios
desencadeados por infeccdo é extremamente importante devido a necessidade de se conhecer um

marcador inicial que pudesse auxiliar no diagnostico precoce e no prognostico do paciente,
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incluindo-se aqueles com comprometimento peritoneal pés-operatorio (O’MAHONY et al., 1985;
SANTOS, 2001; SNYDMAN et al., 2007). Atualmente, os principais biomarcadores utilizados séo a
proteina C reativa (RCP) e a procalcitonina (PCT). Entretanto, o papel de ambas como marcadores
progndsticos em pacientes gravemente doentes é controverso (SUBERVIOLA et al., 2013).

A superficie peritoneal responde a lesdo com reacdo inflamatdria inespecifica, de forma
idéntica a qualquer outra estrutura do organismo, cuja gravidade depende mais de fatores
relacionados ao hospedeiro do que ao agente agressor (MANGRAM et al., 1999; SANTOS et al.,
2001; WILSON & LIMAYE, 2004; KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008). A resposta
peritoneal a agressdo € comparavel a resposta inflamatéria sistémica e envolve mecanismos de
interacdo humoral e celular, idénticos associados a exagerada producdo local de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como o fator de necrose tumoral (TNF), interleucinas (IL-I, IL-2 e IL-8), e outras,
aléem da liberacdo de histaminas pelos mastdcitos peritoneais, em quantidade que depende da
gravidade da lesdo e destruicdo da superficie mesotelial. Em geral, sua producdo determina
concentragcdes superiores aos niveis sistémicos, dosados simultaneamente, com significado de
gravidade que é inversamente proporcional a sobrevida (FUGGER et al., 1993; CHUNG et al., 2004;
KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008).

Associada a resposta inflamatoria intestinal, a abertura da cavidade abdominal desencadeia
resposta intraperitoneal que se caracteriza pela reducdo da funcdo fagocitica dos macrofagos na
cavidade (predispondo o individuo as infeccBes abdominais) e pelo aumento da liberacdo de
citocinas (principalmente TNF, IL-1 e IL-6), levando a maior probabilidade de complicacdes intra-
abdominais, tais como peritonite bacteriana (TSUKADA et al., 1993; VAN BERGE et al., 1998;
CALICH & VAZ, 2001; KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008).

As células de defesa liberam diversas moléculas, como mediadores pré-inflamatérios, que
irdo produzir uma sucesséo de outras substancias na tentativa de levar a uma resposta coordenada.
Ao longo do processo, a sintese dos componentes dessa cadeia € aumentada em muitas etapas,
algumas dessas moléculas sdo pré-inflamatorias e outras anti-inflamatorias, na busca do organismo
de manter a homeostase. A cadeia inflamatoria resulta da adesdo neutrdfilo-célula endotelial,
ativacdo da coagulacéo e geracdo de outros mediadores secundarios, como cininas, prostaglandinas,
leucotrienos e proteases (CASTRO, 2008; SHARMA & KUMAR, 2008).

Dentre as citocinas pro-inflamatorias, 1L-1, 1L-12, IL-18 e TNF sdo as de maior relevancia e
as mais estudadas em sepse. IL-2, IL-8 e IFN-y sdo, igualmente, citocinas pro-inflamatorias

secretadas em sepse. O TNF é a primeira citocina liberada por mondcitos e macr6fagos em resposta
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as endotoxinas, atingindo niveis séricos maximos uma a duas horas ap6s a infusdo de LPS. E um
potente ativador de macrofagos e neutrofilos, induz proliferacdo celular, producdo de IL-1 e
moléculas de adesdo por células endoteliais. A citocina IL-1 apresenta duas isoformas, IL-1- o e IL-
1- B e tem sua expressdo estimulada por LPS, acido teicdico, e diversos componentes do sistema
imune; IL-1 apresenta varios efeitos bioldgicos semelhantes e sinérgicos aos do TNF (SILVA &
VELASCO, 2007); IL-8 € um importante mediador inflamatorio que pertence a familia das
quimiocinas CXC, atuando no recrutamento de neutréfilos para o tecido inflamado. As citocinas IL-
8, IL-1 e TNF desempenham papel central na iniciagdo e manutencdo da resposta inflamatoria
(YOMOGIDA, 2006), sendo IL-1 B um sinal caracteristico da ativa¢do do inflamassoma (BROZ &
MONACK, 2013).

Dentre as citocinas anti-inflamatérias, incluem-se IL-4, IL-6, IL-10, IL-11 e IL-13. Estas
apresentam fungdes imunorregulatérias que controlam a resposta pré-inflamatéria. Entretanto,
também apresentam propriedades pro-inflamatérias (SILVA & VELASCO, 2007). Historicamente,
IL-6 € vista como pro-inflamatoria, mas apresenta funcdes anti-inflamatdrias, induzindo a sintese de
glucorocorticoides e promovendo a sintese de IL-ra, receptor antagonista de IL-1, e inibindo a
producdo de TNF (SILVA & VELASCO, 2007; BRANESCU et al., 2013). Por outro lado, IL-10 é
um potente inibidor de citocinas Thl, como INF- y e IL-12. Inibe também a secrecdo macrofégica de
TNF, IL-1, IL-6, IL-8 e IL-12, a expressdo celular de MHC-I11, moléculas acessorias e CD14 e a
producdo de citocinas por neutréfilos e células NK. Em geral, IL-10 protege o hospedeiro de resposta
inflamatdria sistémica induzida por toxinas, mas deixa-o mais suscetivel numa variedade de modelos
experimentais de infec¢do (SILVA & VELASCO, 2007).

A resposta inflamatoria sistémica ocorre tardiamente e se caracteriza pela elevacdo dos niveis
séricos de proteinas de fase aguda e de citocinas, apds permanecerem indetectaveis na circulacao
sanguinea por varios dias, sugerindo que as proteinas de fase aguda sdo produzidas localmente e que
as citocinas tém sua origem no peritdnio (BADIA et al., 1996; RIESE et al., 2000; SANTOS, 2001,
KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008). Tém como objetivo primordial promover a defesa do
organismo (DAVIES & HAGEN, 1997; CALICH & VAZ, 2001; JANEWAY et al., 2002).
Entretanto, reconhece-se, também, que uma resposta inflamatéria exagerada pode trazer efeitos
deletérios, podendo comprometer a evolugdo pés-operatoria. (KASPER & COHEN-PORADOSU,
2008).

A resposta imune celular € desempenhada por leucocitos polimorfonucleares, que exercem
papel primordial na defesa do organismo contra infecgdes (HACKMAN et al., 1998; WAKEFIELD
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et al., 1993; KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008) e por células mononucleares, responsaveis
pelo processamento (opsonizagdo) de patdgenos (antigenos) e pela realizacdo de fungdes imunes
especificas, caracterizadas pela expressdo de receptores na parede celular que possibilitam o
reconhecimento destes patdgenos e a sua apresentacdo para os linfécitos que irdo produzir anticorpos
especificos contra o antigeno (reacdo antigeno-anticorpo) (SIETSES et al., 1999; CALICH & VAZ,
2001). Essas reacOes especificas s@o mediadas por moléculas pertencentes ao complexo de
histocompatibilidade maior, classe Il (MHC-I1I), que estdo presentes na superficie das células
(antigeno leucocitario humano DR, HLA-DR), de forma que a baixa expressdo destas moléculas em
monaocitos e macréfagos predispde a infeccdes pos-operatorias (SANTOS, 2001; JANEWAY et al.,
2002). A fisiopatologia da sepse envolve mecanismos distintos que dependem do grupo microbiano

participante, como se expde, a seguir.

1. Bastonetes Gram negativo. Neste processo, a reacdo € iniciada a partir da endotoxina,
componente lipopolissacaridico (LPS) da parede celular. A simples fagocitose de endotoxina pelos
macrofagos causa liberacdo de citocinas para combater um possivel invasor (MUNFORD, 2005;
SHAPIRO et al., 2006; CASTRO et al., 2008; VAN DER POLL & OPAL, 2008; SURBATOVIC et
al., 2013).

2. Cocos Gram positivo. Componentes da parede celular desse grupo, como a molécula de
peptidoglicano e acidos lipoteicoicos, desencadeiam respostas semelhantes as induzidas pelo
componente lipopolissacaridico dos bacilos Gram-negativos (CASTRO et al., 2008; LAPPIN &
SURBATOVIC et al., 2013). Além disso, alguns estafilococos e estreptococos podem produzir
superantigenos, que sdo proteinas com a capacidade de disparar uma ativacdo amplificada e nao
convencional dos linfocitos T, com o consequente acionamento de outras células e grande liberacao
de citocinas e outros mediadores, como ocorre na sindrome do choque téxico causada por algumas
linhagens de Streptococcus pyogenes e de S. aureus (LAPPIN & FERGUSON, 2009).

3. Cocos Gram negativo. No caso da Neisseria meningitidis e outros poucos patdgenos
intravasculares, a bactéria circulante é diretamente responsavel por iniciar a inflamag&o nos vasos
sanguineos. Ao liberar sua endotoxina, rapidamente induz a coagulacdo intravascular disseminada,
sepse grave e choque (MUNFORD, 2005).

4. Leveduras. Moléculas de sua parede celular, como betaglicanos e residuos de mananos,
podem, também, levar a um quadro semelhante ao produzido pelo componente lipopolissacaridico
dos bastonetes Gram-negativo e pelo peptidoglicano dos cocos Gram-positivo (VAN DER POLL &
OPAL, 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

As infecgdes intra-abdominais (I11A) representam um dos problemas clinicos mais comuns na
pratica hospitalar, especialmente na area da cirurgia e nos centros de tratamento intensivo,

apresentam elevada prevaléncia e sdo responsaveis por significativa morbimortalidade.

Os microrganismos responsaveis por estas infeccdes sdo, geralmente, oriundos da microbiota
indigena do trato gastrintestinal, devido a grande concentracdo de microrganismos no limen
intestinal, onde predominam as bactérias anaerobias. A distribuicdo destas bactérias pode variar
dependendo do sitio anatdmico infectado, do tempo da infeccdo antes do tratamento e da origem, que

pode ser comunitaria ou hospitalar.

A caracteristica polimicrobiana destas infec¢des, envolvendo microrganismos com perfil de
resisténcia a mdltiplas drogas, e a disseminacdo hematogénica destes patdgenos pode suscitar uma

resposta imunolégica exacerbada, levando a falha ou faléncia multipla de 6rgéos, e ao 6bito.

A complexidade do cultivo de anaerobios, dentre outros fatores, tem interferido nos estudos
destas bactérias. Nos Gltimos anos, contudo, a importancia das bactérias anaerdbias tem sido cada
vez mais reconhecida, ndo s6 como agentes causais de diversas doencas, mas, também, porque tém
se mostrado uma importante via para a disseminacdo de genes de resisténcia. Estudos vém
mostrando a crescente resisténcia de bactérias anaerdbias e aerdbias recuperadas de varios tipos de

infeccOes, hospitalares ou ndo, incluindo as 1A, a uma diversidade de antimicrobianos.

Meétodos de cultivo para bactérias anaerdbias ainda ndo fazem parte da rotina da maioria dos
laboratorios clinicos no Brasil. Consequentemente, os testes de susceptibilidade também nédo séo
realizados e a resisténcia aos antimicrobianos das bactérias anaerdbias obrigatdrias é, portanto, pouco
documentada em nosso meio. Este fato leva o clinico, na maioria das vezes, a basear sua conduta
terapéutica em perfis de resisténcia externos, que podem nao corresponder aos padrdes regionais ou
locais, que deveriam ser periodicamente revistos. Tal fato € preocupante, uma vez que a terapia
antimicrobiana desempenha um papel fundamental na gestdo das IlA, especialmente em pacientes
gravemente enfermos que necessitam de terapia empirica, sendo o regime, insuficiente ou

inadequado, de antimicrobianos uma das varidveis associadas a evolucdo clinica desfavoravel.

A relevancia e atualidade do tema exige um efetivo comprometimento dos grupos de pesquisa
e dos profissionais da area para minimizar esta problematica. Este estudo dard continuidade a linha

de pesquisa iniciada com um trabalho de mestrado no Laboratério de Microbiologia Oral e
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Anaerdbios, no ano 2000. A contribuicdo esperada, além de atender ao apelo imediato dos médicos,
deverd representar a geracdo de dados uUteis para o aprimoramento de programas de controle de
infeccdo, tendo em vista a alta incidéncia das IIA e a alarmante epidemia da resisténcia a

antimicrobianos, inclusive entre os anaerébios.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a composigdo da microbiota associada a infecgdes intra-abdominais (11A) e o seu
perfil de suscetibilidade a antimicrobianos, incluindo-se as bactérias anaerdbias obrigatérias, e 0

perfil de citocinas extracelulares dos pacientes acometidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Recuperar e identificar a microbiota presente nas secrecdes abdominais e no sangue

periférico de pacientes com quadro clinico de lA;

- Confirmar, por analise genotipica, a identificacdo fenotipica automatizada dos

microrganismos anaerdbios recuperados das I1A,;

- Determinar o perfil de susceptibilidade dos microrganismos recuperados a antimicrobianos

de interesse clinico;

- Pesquisar a producdo de Beta Lactamases de Espectro Estendido (ESBL) pelos anaerdbios

recuperados, assim como a concentragdo inibitdria minima dos antimicrobianos de uso terapéutico;

- Quantificar os niveis de citocinas extracelulares presentes na secrecdo intra-abdominal e no

soro dos pacientes com IIA.
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4, PACIENTES E METODOS
4.1 CONSIRERACOES ETICAS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de
Minas Gerais (Parecer n° ETIC 0097.0.203.000-10. Anexo A). A autorizagdo para inclusdo no
estudo foi obtida mediante assinatura pelos pacientes ou responsaveis legais do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo B). Os dados demogréficos, clinicos e epidemiologicos

foram registrados em ficha prépria (Anexo C).
4.2. ETAPA CLINICA
4.2.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de estudo transversal, observacional, abrangendo espécimes clinicos de pacientes

apresentando quadro clinico de infec¢des intra-abdominais (11A).
4.2.2 INSTITUIQOES ENVOLVIDAS

- Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG). E um hospital
universitario, publico e geral que realiza atividades de ensino, pesquisa e assisténcia, sendo
referéncia no sistema municipal e estadual de salde no atendimento aos pacientes portadores de

doengas de média e alta complexidade.

- Hospital Risoleta Tolentino Neves da Universidade Federal de Minas Gerais (HRTN-
UFMG). E um hospital universitario e plblico que realiza atividades de ensino, pesquisa e
assisténcia, sendo responsavel pelo atendimento aos pacientes de urgéncia clinica e cirurgica,

traumatoldgica e ndo traumatologica.

- Hospital da Policia Militar do Estado de Minas Gerais (HPM-MG). E um hospital geral que
presta assisténcia integral aos policiais militares e bombeiros militares do Estado de Minas Gerais e

seus dependentes.

- Centro Especializado em Ultrassonografia de Belo Horizonte, Minas Gerais (CEU-BH). E
uma clinica do setor privado especializada na prestacéo de servigos meédicos na area de diagnostico e

terapéutica por imagem.
4.2.3 CAUSUISTICA

Foram avaliados pacientes com quadro clinico de 1A diversas, acompanhados por médico e

equipe clinica responsavel.
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4.2.4 COLETA DE ESPECIMES DE IIA

As coletas foram realizadas nos servigos citados, pelo médico responsavel, quando ocorreu

indicacdo clinica.

Para avaliacdo da microbiota das secre¢des intra-abdominais, os espécimes foram obtidos por
puncdo com agulha e seringa nos sitios acometidos durante intervencdo cirurgica, ou aspiracdo
guiada por ultrassonografia no momento do procedimento de drenagem. Uma aliquota de 2mL foi
transferida para o meio de transporte Ringer Pre-Reduced Anaerobically Sterilized — PRAS para
cultura de anaerdbios (SUTTER et al.,, 1980; SUMMANEN, 1993), e outra (5mL) para tubos
esterilizados de primeiro uso para as analises moleculares e imunoldgicas. Esse material clinico foi

transportado imediatamente para o Laboratério de Microbiologia Oral e Anaerdbios do ICB/UFMG.
4.2.5 COLETA DE SANGUE

Foram coletados 20mL de sangue periférico de cada paciente. A metade (10mL) foi
transferida para frasco esterilizado de hemocultura, especifico para cultura de bactérias anaerdbias
(BD BACTEC™ Plus Aerobic/F*). O restante (10mL) foi para tubo de sorologia, também
esterilizado a vacuo, descartavel (Vacutainer). As coletas aconteceram de acordo com solicitacdo dos

médicos responsaveis, durante os seus procedimentos de rotina.

Os frascos de hemocultura foram incubados no equipamento BD BACTEC™ Instrumented

Blood Culture Systems por até sete dias.

Os soros foram obtidos por meio de centrifugacdo das amostras de sangue a 800g, por 10min,
a 4°C e, em seguida, foram estocados a -20°C, até sua utilizac&o.

4.3 ETAPA LABORATORIAL
4.3.1 ISOLAMENTO DE MICRORGANISMOS

Os espécimes transportados em solucdo de Ringer PRAS foram introduzidos em camara
anaerobica, com atmosfera de 5% de CO,, 10% de H, e 85% de N, (Forma Scientific Anaerobic
System # 1025), para o isolamento de bactérias anaerobias, utilizando-se os meios de cultivo
especificos para os grupos microbianos, de acordo com manuais ja padronizados para este
procedimento (SUTTER et al., 1980; SUMMANEN, 1993). Para isolamento de bactérias anaerdbias
foram utilizados os meios Agar Brucella, suplementado com 5mg/ml de hemina, 1mg/ml de
menadiona e 5% de sangue de carneiro-BRU-S; Agar Bacteroides-Bile-Esculina, suplementado com
5mg/ml de hemina, Img/ml de menadiona e 2,5ml/L de Gentamicina-BBE; Agar Phenylethanol,

suplementado com 5mg/ml de hemina, 1mg/ml de menadiona e 5% de sangue de carneiro -PEA, e
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Agar Omata, composto por 1,5% de tripticase peptona, 0,5% de extrato de levedura, 0,5% de glicose,
0,5% de cloreto de sodio 0,075% de L-cistina, 0,001% cristal violeta, 0,001% de sulfato de

estreptomicina, 1,5% de Agar e 5% de soro de cavalo.

Os espécimes transportados na seringa foram processados em capela de fluxo laminar (Veco
microbiologica Biosafe 1), e semeados no meio de enriquecimento trypticase soy agar suplementado
com 5% de sangue de cavalo —TSA-S, e seletivos agar MacConkey e Manitol, para bactérias
aerdbias, incluindo anaerdbias facultativas. Em seguida, foram incubadas em estufa bacterioldgica, a
37°C, por um periodo de até 48 horas (SUMMANEN et al., 1993; ANVISA 2004).

Para isolamento de fungos, foi utilizado o agar Sabouraud, acrescido de cloranfenicol
(100pg/ml), incubado a temperatura ambiente por até 30 dias (DIXON & FROMTLING, 1995).

As caracteristicas morfotintoriais de todas as amostras foram analisadas em esfregacgos
corados pelo método de Gram (HOLDEMAN et al., 1977). As amostras foram conservadas em
freezer - 86°C, em caldo Brucella, acrescido de glicerol (concentracdo final 10%). O fluxograma da
figura 1 apresenta todas as etapas de processamento dos espécimes clinicos obtidos de pacientes com

quadros clinicos de IIA.

4.3.2 IDENTIFICACAO FISIOLOGICO/ENZIMATICA DOS MICRORGANISMOS
RECUPERADOS DE I1A E DA CORRENTE SANGUINEA

4.3.2.1 AMOSTRAS RECUPERADAS NA CAMARA ANAEROBICA

Ap0s o periodo de incubagcdo em cdmara anaerobica, passou-se a obtencdo de culturas puras a
partir de diferentes formas coloniais crescidas nos meios de cultura PEA, BRU-S, BBE e Omata. Em
seguida a obtencéo das culturas puras, foi realizado o teste respiratdrio, semeando-se cada morfotipo
colonial obtido em trés placas de agar BRU-S, estas placas foram incubadas respectivamente, em
anaerobiose (cdmara anaerdbica), em microaerofilia (método da vela) e em aerobiose (estufa

bacterioldgica), a 37°C, por 48 horas.

Foi considerado anaerdbio obrigatdrio aquele microrganismo que se multiplicou somente em

condicOes de anaerobiose; microaerofilo aqu

ele que se multiplicou na camara anaerobica e também em condi¢cbes microaerdfilas;

anaerobio facultativo aquele que se multiplicou nas trés condices testadas.

40



Espécime clinico

Secrecao intra-
abdominal

Cultura
microbiana

Cultura
microbiana

Dosagem de

citocinas

Dosagem de
citocinas

Teste
respiratério

Identificagcdo
semi
automatizada e
automatizada

Antibiograma/
CIM

Teste
respiratério

Identificagcdo
semi
automatizada e
automatizada

Antibiograma/
CIM

FIGURA 1: Fluxograma do processamento das amostras clinicas obtidas de pacientes com 1IA. CIM= concentracdo

inibitéria minima
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Apbés o0 teste respiratorio, as amostras consideradas anaerdbias obrigatérias foram
identificadas presuntivamente pelo método de Gram e pelas caracteristicas macroscépicas das
colonias. Em seguida estas foram crescidas em &gar sangue, por 48h e as colbnias isoladas
submetidas & identificacdo, nos niveis de género e especie, utilizando-se o cartdo ANC ID, composto
por 36 provas bioquimicas (quadro 1 do anexo D), para identificacdo de bactérias anaerdbias e
fastidiosas no sistema automatizado Vitek® Il, Biomérieux.

O sistema VITEK® Il utiliza a tecnologia colorimétrica de leitura de provas miniaturizadas,
distribuidas em um cartdo plastico composto por 64 micropogos contendo substratos liofilizados,
para realizar a identificacdo bioguimica automatizada dos microrganismos e um poco de controle
negativo utilizado como referéncia do valor de base para 0s pocos do teste de descarboxilase. Em
cada um dos pocos é medida a utilizacdo de fonte de carbono, atividade enzimatica e resisténcia do
microrganismo. Os substratos liofilizados sdo dissolvidos pela adicdo de 30 pL da suspensédo
bacteriana (preparada de acordo com instrucdes do fabricante) que é aspirada para o interior do

cartdo antes da incubacéo realizada a 37°C por periodo de tempo variavel.

Os resultados obtidos sdo cruzados com o banco de dados do sistema, que apresenta as
reacOes tipicas para os principais microrganismos de relevancia clinica, e assim o microrganismo

analisado € identificado de acordo com o perfil bioquimico proporcionado.
4.3.2.2 AMOSTRAS RECUPERADAS EM ESTUFA BACTERIOLOGICA

As colbnias isoladas a partir do meio de enriquecimento TSA-S e dos meios seletivos agar
Manitol, &gar MacConkey e 4&gar Sabouraud foram identificadas presuntivamente pelas
caracteristicas macroscopicas das col6nias, pelo método de Gram e por métodos fisiologicos

presuntivos e automatizados padronizados.
4.3.2.2.1 COCOS GRAM POSITIVO

Os cocos Gram positivo (CGP) foram inicialmente submetidos ao teste para a verificagdo da
producdo da catalase. Este teste foi realizado em laminas de vidro, a partir das culturas puras,
crescidas em agar TSA sem sangue, adicionando-se gotas de perdxido de hidrogénio a 10% sobre a

colénia. A formacdo de bolhas de gas indicou reagéo positiva.

Para a familia Staphylococcacea (estafilococos) a prova € geralmente positiva, enquanto que

para a familia Streptococcaceae (estreptococos) é negativa (ANVISA, 2004).

Posteriormente, as amostras produtoras de catalase, foram submetidas aos testes de produgéo
de coagulase e DNAse, para a identificagdo presuntiva da espécie S. aureus. O teste de coagulase se

baseia na presenca da coagulase livre, que reage com um fator plasmatico formando um complexo
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que atua sobre o fibrinogénio, formando a fibrina. Ja o teste da DNAse consiste na inoculacédo de
coldénias em meio contendo DNA, (DNAse test agar) obtido comercialmente, sendo considerado
positivo quando ha formacdo de halo de degradacdo de DNA (limpido) ao redor do indculo
(ANVISA, 2004).

Os testes de producdo de Esculinase e de halotolerancia foram utilizados se a producéo da
catalase foi negativa, para a diferenciagdo de Enterococcus spp. ou Streptococcus spp. Estes testes
consistem na inoculacdo de coldnias puras nos meios agar Bile Esculina (BE) e no Caldo NaCl 6,5%,
respectivamente. O teste da BE é considerado positivo quando este apresentar crescimento
bacteriano e mudanca da cor verde para marrom escuro, 0 que indica reducdo da esculina a
esculetina, ja o caldo de NaCl a 6,5 % € positivo quando houver crescimento bacteriano, evidenciado
pela turvacdo do meio. Todos os estreptococos do grupo D de Lancefield apresentam a bile esculina
positiva, seja Enterococcus spp ou Streptococcus do grupo D nédo enterococo (Streptococcus bovis).
Quanto ao teste da tolerancia ao NaCl a 6,5%, somente os do género Enterococcus sdo positivos
(ANVISA, 2004).

Apos esta identificacdo preliminar, os microrganismos foram crescidos em agar apropriado
por 24h e colbnias isoladas foram submetidas a identificacdo, nos niveis de género e espécie,
utilizando-se o cartdo GP ID, composto por 43 testes bioquimicos (quadro 2 do anexo D), para

identificacdo de bactérias Gram positivo, no sistema automatizado Vitek I, Biomérieux.
4.3.2.2.2 BASTONETES GRAM NEGATIVO

Os bastonetes Gram negativo (BGN) foram, inicialmente, submetidos ao teste da oxidase.
Este consiste em fazer um esfregaco da colonia a ser identificada na fita da reacdo, obtida
comercialmente. As bactérias que produzem a enzima oxidase apresentam um sistema de transporte
de elétrons denominado sistema citocromo oxidase. Neste sistema, os aceptores eletrdnicos naturais
podem ser substituidos por substratos artificiais, que na presenca de oxigénio atmosférico, sdo
oxidados pela citocromo oxidase, formando um composto colorido (PROBAC DO BRASIL). Se o
esfregaco bacteriano na fita apresentar coloragdo rosa, que apos alguns minutos pode mudar para
preta, o teste é considerado positivo. Caso 0 esfregaco bacteriano ndo apresente alteracdo de cor, 0
teste é considerado negativo (MAC FADDIN, 1976; KONEMAN et al., 2001).

Posteriormente, os microrganismos foram submetidos ao teste do meio IAL/RUGAI. Este
meio foi elaborado para triagem de enterobactérias e € composto de nove provas em apenas um tubo

de ensaio, que consistem em: indol (tampa), fermentacdo de sacarose e glicose e producdo de gas,
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fenilalanina, uréia, H,S, lisina e motilidade. A leitura € realizada seguindo o protocolo de leitura do
meio, de acordo com cada prova (KONEMAN et al., 2001; ANVISA, 2004).

Apos esta identificagdo preliminar, os microrganismos foram semeados em &gar apropriado
por 24h e colbnias isoladas foram submetidas a identificacdo, nos niveis de género e espécie,
utilizando-se o cartdo GN ID, composto por 47 testes bioquimicos (quadro 3 do anexo D), para

identificacdo de bactérias Gram negativo no sistema automatizado Vitek 11, Biomérieux.
4.3.2.3 LEVEDURAS

As leveduras foram identificadas, nos niveis de género e espécie, apenas por metodo
automatizado, utilizando-se o cartdo YST ID, composto por 46 testes bioquimicos (quadro 4 do

anexo D), para identificacdo de leveduras no sistema automatizado Vitek Il, Biomérieux.
4.4 CONFIRMAQAO GENOTIPICA MICROBIANA

Nesta etapa, foram alvos da reagdo os microrganismos recuperados e caracterizados como
bastonetes Gram negativo anaerdbios previamente identificados fenotipicamente pelo sistema Vitek

Il de acordo com o item 4.3.2.1.

4.4.1 PCR CONVENCIONAL
4.4.1.1 EXTRACAO DE DNA

O DNA dos espécimes clinicos e das amostras de referéncia, empregadas como controle, foi
extraido pelo método do fenol-cloroférmio, como descrito por FOX et al. (1994). Ao sedimento do
material obtido ap6s centrifugacdo, foi adicionado tampdo STET (sacarose 8%, Tris-HCI 50 mM,
EDTA 50 mM, Triton X-100 0,1 %; pH 8,0) e lisozima (6pg/puL). A mistura foi incubada a 37°C, por
12 minutos e, a seguir, foram adicionados SDS (1,5%) ¢ RNase A (0,02pg/uL). Apos incubagio por
uma hora, a 37°C, foi adicionada proteinase K (0,7 pug/uL). A suspensdo foi homogeneizada e

incubada a 37°C, por 24 horas.

Em seguida, foram adicionados NaCl (0,7 umol/ul) e uma solugdo contendo partes iguais de
CTAB 5% e NaCl 0,7M e a suspensdo foi agitada delicadamente e incubada por 10 minutos, a 56°C.
O DNA foi extraido em igual volume de fenol e cloroformio (1:1) e precipitado com acetato de sodio

0,3M (2,6 umol/uL) e, aproximadamente, dois volumes de etanol absoluto, a -20°C, por 24 horas.

A suspensao foi centrifugada a 12.000 rpm, por 75 minutos, a temperatura de 4°C e, ap0s a
evaporacgédo do etanol residual, foram acrescentados dois volumes de etanol 70%. O material foi,

novamente, centrifugado a 12.000 rpm, por 25 minutos, ¢ o sedimento de DNA diluido em 50uL de
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agua Milli-Q estéril e estocado a-20°C. A concentracdo de DNA de cada amostra foi medida em
espectrofotdmetro Nanodrop ND-1000, empregando-se comprimento de onda de 260 nm (AVILA-
CAMPOS et al., 1999; SONG, 2005).

4.4.1.2 PREPARO DO MASTER-MIX

Utilizou-se nesta etapa o Kit Master Mix Promega®, MADISON-WI USA,
contendo: 500 units/ml de Taq DNA polimerase, 400uM de dATP, dGTP, dCTP, dTTP ¢ 3 mM de
MgCL, Cada reagdo ocorreu com um volume final e outras quantidades de constituintes
determinados para cada gene pesquisado, como mostrado no quadro 1.

QUADRO 1

Constituintes da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizados na identificacdo dos bastonetes

Gram negativo anaerobios

Concentracao
Reagentes Primer (Pm/ul) DNA (ng/ul) Volume (ul)
Bf Fn Pi, Pb, Pm, Bf Fn Pi, Pb, Pm,

Primer F 5,0 2,0 10,0 2,0 1,5 2,0
Primer R 5,0 2,0 10,0 2,0 1,5 2,0
PCR mix - - - 12,5 12,5 12,5
Agua - - - 6,5 6,5 6,5
DNA 50,0 50,0 50,0 2,0 3,0 2,0
Volume final - - - 25,0 25,0 25,0

LEGENDA: Bf = Bacteroides do grupo fragilis; Fn = Fusobacterium nucleatum; Pi = Prevotella intermedia; Pb =

Prevotella bivia; Pm = Prevotella melaninogenica.
4.4.1.3 CONDICOES DE AMPLIFICACAO DO DNA

As condigdes de amplificacdo do DNA foram determinadas de acordo com a literatura para
cada gene pesquisado com mostrado no quadro 2. Os amplicons foram visualizados em gel de
agarose 1,2%, ap0s terem sido submersos no tampdo de coloragdo (15ul de Gel Red 10.000X
(BIOTIUM®, USA) + 45mL de &gua destilada + 5mL de NaCl 0,1M) sob agitagdo durante 30
minutos, e as imagens foram capturadas sob luz ultravioleta em fotodocumentador. Como padrao de
DNA, utilizou-se o marcador de DNA ladder 100pb (Promega®, MADISON-WI USA).
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QUADRO 2

Condicoes de amplificacdo do DNA utilizados na identificacdo dos bastonetes Gram negativo

anaerobios

Bactéria Desnaturacao x x N°.  Extensdo
¢ Desnaturacdo Anelamento  Extensdo

inicial ciclos final
Bf 5min - 20seg - Imin - 30seg - 35 5min -
95 °C 95 °C 62°C 72°C 72°C
Fn 4min - 30seg - 30seg - 1min - 5  L0min-
94 °C 94 °C 56°C 72°C 72°C
Pi, Pb, Pm, 5min - 1min - 1min - 2min - 5  10min-
94 °C 94 °C 57°C 72°C 72°C

LEGENDA: Bf = Bacteroides do grupo fragilis; Fn = Fusobacterium nucleatum; Pi = Prevotella intermedia; Pb =

Prevotella bivia; Pm = Prevotella melaninogenica.

4.4.2 SEQUENCIANENTO DE DNA

Nesta etapa, foram alvos do sequenciamento de DNA 0s microrganismos que tiveram a
identificacdo confirmada pela PCR, mas que ndo foram analisados na presenca de controle positivo
da reacdo devido a inexisténcia de amostra de referéncia na colecdo de microrganismos do

Laboratorio de Microbiologia Oral e Anaerdbios.
4421 EXTRAQAO DE DNA

A extracdo de DNA foi feita de acordo com PITCHER et al., (1989). Ao pellet de células
bacterianas foram adicionados 0,2g de pérolas de vidro e a amostra foi levada ao vortex por dois

minutos com posterior incubacdo em Banho-Maria a 37°C por 2 horas.

Em seguida foi adicionado ao pellet 600pL de solucdo de Tiocianato de Guanidina 5M,
EDTA 100mM (pH 8,0) e Sarcosil 0,5% e incubado por 10 minutos a temperatura ambiente. Apos
este periodo foi adicionado 300uL de Acetato de Aménio 7,5M seguido de incubagdo sob as mesmas
condicBes anteriores, sendo seguido pelo acréscimo de 600uL de Cloroférmio-Alcool Isoamilico
(24:1 viv). Apos serem homogeneizadas, as amostras foram centrifugadas a 13.400 rpm (MiniSpin®
Eppendorf) por 10 minutos e a fase aquosa foi incubada a -20°C por 12 horas.

Apos a incubacdo a amostra foi centrifugada a 6500 rpm por 20 minutos, na mesma

centrifuga, e o pellet foi lavado com 1mL de alcool etilico 70% e novamente centrifugado nas
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mesmas condicOes citadas acima. O processo de lavagem foi repetido uma vez e o pellet foi
ressupendido em 50uL de agua Milli-Q.

4.4.2.2 PREPARO DO MASTER-MIX

Utilizou-se nesta etapa o Kit Master Mix Promega®, MADISON-WI USA, descrito no item
4.3.4.1.2. Cada reacdo ocorreu com volume final e constituintes da reacéo definidos de acordo com o
gene pesquisado, como mostrado no quadro 3.

QUADRO 3

Constituintes da Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Reagentes | Concentracao
Primer (Pm/ul) DNA (ng/ul) Volume (ul)

Primer 341F 1,0 1,5
Primer 1391R 1,0 1,5
PCR mix - 12,5
Agua - 6,5
DNA 50,0 3,0
Volume final - 25,0

4.4.2.3 CONDICOES DE AMPLIFICACAO DO DNA

As condicdes de amplificacdo foram determinadas de acordo com a literatura para o0 gene
pesquisado com mostrado no quadro 4. Os amplicons foram visualizados de acordo com o item

4.3.4.1.3. Os primers utilizados estdo descritos no quadro 5.
QUADRO 4

Condic¢oes de amplificacdo do DNA

Bactéria Desnaturagéo N°  Extensio

Desnaturacdo Anelamento  Extenséo

inicial ciclos final
Universal 5min - 1min - 1min - 2min - 10min -
30 o
94 °C 94°C 55°C 72°C 2°C
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QUADRO 5

Condicoes de amplificacao para confirmacdo dos bastonetes Gram negativo anaerobios

Alvo Amplicon Primer (5°-37) Fonte
(pb) Forward Reverse
Bacteroides fragilis 420 GTACACACCGCCCGT GCTAATCCCCCAATCATAC Liu et al., 2003
Bacteroides ovatus 610 GTACACACCGCCCGT AATAATGCGTACTCGAACAC Liu et al., 2003
Bacteroides 250 GTACACACCGCCCGT GGCTTCTTACTTTCTCTCTTCCG Liu et al., 2003
vulgatus
Bacteroides 180 GTACACACCGCCCGT ACCTATGAAATCGTTGTTACG Liu et al., 2003
thetaiotaomicron
Prevotella bivia 689 TGGGGATAAAGTGGGGAACG CAGCAGGACCTGATGGCAACTA Desenhado pelos
autores
Prevotella 792 CATTTAGTGCTTGCACTGAATGG TGCTTTCGCTTAGCCGCTGATAC Desenhado pelos
melaninogenica ACGTCGA autores
Prevotella. 575 TTTGTTGGGGAGTAAAGCGGG TCAACATCTCTGTATCCTGCGT Cortelli et al., 2008
Intermedia
Fusobacterium 408 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG GTCATCGTGCACACAGAATTGCTG Vickerman et al.,
nucleatum 2007
Universal-Dominio 1100 CCTACGGGCAGCAG GACGGGCGGTGTGTRCA Ferreira et al., 2010

Bactéria
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4.4.2.4 PURIFICACAO DO PRODUTO DA PCR

A 45 pL do produto da PCR foram adicionados 11,25uL de EDTA 125mM e 135uL de
alcool etilico absoluto. A mistura foi centrifugada a 13.000 rpm (MiniSpin® Eppendorf) por 25
minutos e ao pellet formado foi adicionado 120pL de &lcool etilico 70%. Apds ser
homogeneizada, a mistura foi novamente centrifugada, 13000 rpm por 10 minutos. A fase aquosa
foi descartada e ap6s a evaporacdo total do etanol residual o sedimento foi ressuspendido em
10uL de agua Milli-Q.

4.4.2.5 PRECIPITACAO DO DNA

Para a precipitacdo do DNA foi adicionado ao produto purificado da PCR 1pL de acetato
de amoénio e 30uL de etanol 96% com periodo de incubacdo de 20 minutos a temperatura
ambiente protegido da luz. Apds centrifugacdo, a fase aquosa foi descartada e 100uL de etanol
70% foram adicionados ao pellet. A fase aquosa foi novamente descartada e o pellet

ressuspendido com 10uL de loading buffer.

A amostra foi estocada a 4°C, protegida da luz, at¢é o momento do envio a Fundacao

Osvaldo Cruz (FIOCRUZ) onde o sequenciamento foi executado.
4.5 AVALIAC;AO DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS
4.5.1 MICRORGANISMOS AEROBIOS.

O perfil de susceptibilidade dos aer6bios aos antimicrobianos foi determinado pelo sistema
automatizado Vitek Il e interpretados segundo recomendagfes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2013). Para o controle de qualidade do teste, as linhagem de referéncia
E. coli ATCC 25922 e S. aureus ATCC 25923, foram incluidas.

Da mesma forma que os cartdes utilizados para a identificacdo dos microrganismos
(cartbes ID), os cartdes para determinacdo da susceptibilidade aos antimicrobianos (cartdes AST)
sd0 compostos por 64 micropogos em uma base plastica que contém quantidade de
antimicrobianos em concentragdes variadas e na forma liofilizada, sendo um dos pocos utilizado

para controle realizando a leitura das provas miniaturizadas através da tecnologia colorimétrica.

Para a determinacdo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos pelo sistema
automatizado Vitek Il o indculo foi preparado de acordo com as instrugdes do fabricante. Os
cartdes AST-P612 e AST-N105, com as composic¢des descriminadas nos quadro 5 e 6 do anexo D,

foram utilizados para identificagcdo de CGP e BGN, respectivamente.
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4.5.2 MICRORGANISMOS ANAEROBIOS

A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) das drogas capaz de inibir o crescimento
microbiano foi determinada pelo método de diluicdo em agar, segundo recomendagdes do CLSI,
2013. Para o controle de qualidade dos testes as linhagem de referéncia B. fragilis ATCC 25285 e

Eubacterium lentum ATCC 43055, foram incluidas em todos os experimentos.

As concentracfes dos antimicrobianos abrangeram os pontos de corte interpretativos das
CIM para 0 microrganismo em questdo, de acordo com o CLSI 2013, com trés dilui¢cbes acima e
trés abaixo, como mostrado no quadro 6. Foram empregados penicilina (PEN),
piperacilina/tazobactam (PTZ), imipenem (IMI), cefoxitina (CFO), clindamicina (CLI) e
metronidazol (MET).

QUADRO 6

Concentrac6es finais dos antimicrobianos utilizados na avaliacdo da susceptibilidade dos

anaerébios frente a antimicrobianos.

Antimicrobianos Concentragéo final (ug/mL)
Penicilina 0,125-8
Piperacilina/tazobactam 8/1-512/16
Imipenem 1- 64
Cefoxitina 4 — 256
Clindamicina 0,5-32
Metronidazol 2-128

FONTE: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013.

O éagar Brucella suplementado com hemina, menadiona e sangue de cavalo (BRU-S), foi
utilizado nos testes de determinacdo das CIMs. Aliquotas independentes de 34 ml de meio foram
esterilizadas em autoclave e, apds resfriamento a temperatura de 45°C a 50°C, em banho-maria,
4ml das solucBes das drogas e 2ml de sangue de cavalo foram adicionados ao meio para obtencao
de diversas concentragfes finais em um volume final de 40ml. O meio de cultura foi distribuido
em duas placas de Petri de 110 mm. As placas foram preparadas e utilizadas no mesmo dia da

realizagdo do experimento.

O indculo foi preparado como descrito no item anterior (4.3.3.1), seguindo-se diluicdo de
100 vezes em salina 0,85%, esterilizada, para obtencdo de in6culo com a concentracdo desejada

de 10° UFC/mL. Com auxilio de um replicador de Steers, que transfere 10ul por ponto, foi
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executada a inoculacdo na superficie da placa como preconizado (CLSI, 2013). As placas foram

incubadas por 48h, a 37°C, em camara anaerobica.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) foi considerada como aquela concentracdo na
qual ndo foi detectado nenhum crescimento visivel da amostra e o perfil de susceptibilidade aos

5  antimicrobianos analisados de acordo com critérios do CLSI, 2013, como mostrado no quadro 7.
QUADRO 7

Determinagéo dos pontos de cortes (ug/mL) dos antimicrobianos testados contra o grupo
Bacteroides fragilis, Prevotella spp., F. nucleatum e P. acnes, na obtencdo da CIM

Ntimicrobiano CIM (pg/mL)
Sensivel Intermediario Resistente
Penicilina <0,5 1 >2
Piperacilina/tazobactam <32/4 64 >128/16
Imipenem <4 8 >16
Cefoxitina <16 32 >64
Clindamicina <2 4 >8
Metronidazol <8 16 >32

10  FONTE: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2013.

46 DETECCAO DA PRODUCAO DE ESBLs PELOS MICRORGANISMOS
ANAEROBIOS

A producdo de ESBLs foi determinada pela utilizacdo de disco de cefinase. O disco

cefinase é impregnado com uma cefalosporina cromogénea, o nitrocefin. Este composto exibe

15 uma mudanca de cor muito rapida de amarelo para vermelho, a medida que a ligacdo amido no
anel beta-lactamico ¢ hidrolisada por uma B-lactamase. Quando uma bactéria produz esta enzima

em quantidades significativas, o disco corado de amarelo muda para vermelho na area onde foi
efetuado um esfregaco do isolado. O nitrocefin é a cefalosporina cromogénica com maior
amplitude de deteccdo de ESBLs, detectando também penicilinases estafilocdcicas e algumas [3-

20  lactamases produzidas por anaerobios, para as quais outras cefalosporinas cromogénicas

apresentam falhas na deteccdo (BD, 2010).

O inoculo para a realizacdo do teste foi preparado como descrito no item 4.3.3.1, e a
amostra padrdo Staphylococcus aureus ATCC 29213 foi utilizada como controle positivo da

reacao.
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4.7 ANALISE IMUNOLOGICA

4.7.1 DOSAGEM DE CITOCINAS POR FLUORESCENCE ACTIVATED CELL
SORTER (FACS)

Para dosagem de citocinas presentes no soro e na secrecdo dos pacientes com IIA foi
empregado 0 BD™ CBA Human Inflammatory Cytokines Kit, de acordo com instrugdes do
fabricante. As citocinas dosadas foram as interleucinas IL-1B, IL-6, IL-8 e IL-10 e 0 TNF. As
amostras foram submetidas ao citbmetro de fluxo BD FACSCalibur™ System e 0S resultados
obtidos foram analisados pelo FCAP Array™ software. O Kit utilizou proteinas humanas

recombinantes (Padrédo de citocina inflamatoria humana) como controle positivo do teste.

A metodologia consiste na captura de um ou mais analitos sollveis, que, neste caso, se
trata das citocinas, com granulos de tamanho e fluorescéncia conhecidos conjugados a um
anticorpo especifico. O reagente de deteccdo, uma mistura de ficoeritrina (PE) conjugado a
anticorpos, fornece um sinal fluorescente que é proporcional a quantidade de analito ligado.
Quando os granulos de captura e de reagentes detectores sdo incubados com uma amostra
desconhecida contendo analitos reconhecidos, complexos de sanduiche (grénulo de captura +
Analito + reagente de deteccdo) sdo formados, sendo esses passiveis de medigdo por citometria de

fluxo devido ao tamanho e fluorescéncia conhecidos.

Os niveis de producdo de citocinas foram analisados individualmente e em comparacdo a
diversos parametros clinico/laboratoriais com o intuito de se determinar possiveis relacdes entre
0s quadros clinicos dos pacientes com IIA e producdo de citocinas. As variaveis
clinico/laboratoriais utilizadas na analise foram idade, tempo de internacdo, uso prévio de
antimicrobianos, sitio/tipo de infeccdo, local de aquisicdo da infeccdo, cultura microbiana da
secrecdo e do sangue periférico, hemograma, producdo de plaquetas, fosfatase alcalina e
gamaglutamiltranspeptidase (Gama GT).

Os parametros clinicos/laboratoriais analisados quanto a produgdo de citocinas foram
estratificados e agrupados, em alguns casos avaliados com diferentes estratificacdes, dando

origem a mais de um agrupamento, como mostrado no quadro 1 do apéndice.
4.8 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas dos dados foram realizadas com o auxilio do programa GraphPad
Prism 6. Os calculos utilizados foram os de Mann-Whitney test e Kruskal-Wallis test. O nivel de

significancia considerado foi p< 0,05.
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5. RESULTADOS
5.1 DADOS CLINICOS

Foram analisadas, no periodo de marco de 2011 a outubro de 2012, 51 amostras de

pacientes atendidos em diferentes servicos de salde de Belo Horizonte/MG, Sendo cinco do

5  HPM, dezoito do CEU, sete do HC e vinte e um do HRTN. Dos 51 pacientes, avaliados, 27 eram
homens e 24 mulheres. Dentre 0s pacientes que tiveram a idade infrmada (46/51), a faixa etaria
variou de 14 a 88 anos, com uma média de 41,5 anos, como mostrado no quadro 8. Mais da
metade, (29/51) relatou alguma doenca ou procedimento cirurgico prévio, sendo a cirurgia
bariatrica o principal procedimento informado e a hipertensdo arterial sistémica a doenca mais

10 comum. Dos pacientes que tiveram a utilizagdo de antimicrobianos informada (38/51), 89,5%
(34/38) faziam uso prévio de algum deles, sendo o metronidazol o mais utilizado, seguido por
gentamicina e ceftriaxona, como mostrado na tabela 1. Observou-se um predominio de abscessos
abdominais diversos, (19/51) e colecdes peritoneais (13/51), como mostrado no grafico 1. Os

dados detalhados s&o mostrados no quadro 2 do apendice.

15 QUADRO 8

Caracteristicas demogréficas do grupo de estudo

Caracteristicas demogréficas

Grupo de estudo (pacientes) 51
Sexo Idade (anos)
Faixa etaria 14 - 88
Feminino 24 Média 41,5
Masculino 27 Mediana 39
TABELA 1

Antimicrobianos em uso no momento da colheita dos espécimes clinicos pelos 38 pacientes com

20 infeccdo intra-abdominal que relataram o uso de antimicrobianos
Antimicrobiano Pacientes N° % Antimicrobiano Pacientes N° %
Metronidazol 22 57,9 Cefalotina 2 53
Gentamicina 8 21,1 Clindamicina 1 2,6
Ceftriaxona 8 21,1 Ampicilina 1 2,6
Vancomicina 5 13,2 Cefazolina 1 2,6
Meropenem 4 10,5 Ertapenem 1 2,6
Cefepime 4 10,5 Polimixina B 1 2,6
Ciprofloxacina 4 10,5 Linezolida 1 2,6
Fluconazol 2 53 Tigeciclina 1 2,6
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GRAFICO 1

Quadro clinico dos 51 pacientes com infeccdo intra-abdominal incluidos no estudo

B Abscessos abdominais
diversos

H Colegles
peritoneais/abdominais
I Apendicite

M Peritonite

m Outros

Dos 51 pacientes analisados neste estudo, tivemos acesso aos dados relativo a origem da

5 infecgdo em 36 casos, dos quais, 10 apresentaram IlA hospitalar, totalizando 27,8% destes casos.

A origem hospitalar da 1A, no caso dos pacientes do HRTN, aumentou consideravelmente o

tempo de internacdo destes (p<0,05). Dos 21 pacientes analisados desta instituicdo, sete (33,3%)

apresentaram 1A hospitalar, com um tempo médio de internacdo de 31 dias, contra apenas oito
dias entre os pacientes com IIA comunitéria. Dado mostrado no grafico 2.

10 GRAFICO 2

Relacdo entre origem da IlA e tempo de internacdo dos pacientes do HRTN
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LEGENDA: IH= infec¢do hospitalar; 1C= infeccdo comunitéria.
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A andlise relativa ao tempo de internacdo dos pacientes das demais instituicdes envolvidas

neste estudo, citadas no item 4.2.2, ndo foi realizada devido a auséncia de dados.
5.2 PREVALENCIA DOS MICRORGANISMOS
5.2.1 CULTURA CONVENCIONAL DA SECREQAO INTRA-ABDOMINAL

Houve crescimento microbiano em 33 (64,7%) dos 51 espécimes analisados, apesar do uso
prévio de antimicrobianos por pelo menos 21 (63,6%) dos 33 pacientes com culturas positivas.
Recuperou-se um total de 83 microrganismos, evidenciando o carater polimicrobiano destas
infeccOes, as quais apresentaram uma frequéncia de recuperacdo de dois a cinco microrganismos
em uma Unica cultura. A média de recuperacdo foi de 2,5 microrganismos por cultura positiva,
sendo monomicrobianas apenas 9 (27,3%) das 33 culturas positivas. Foi possivel identificar, por
métodos fenotipicos, 78 microrganismos dos 83 recuperados, estes foram distribuidos em 20
géneros, totalizando 34 espécies. De acordo com a identificacdo fenotipica, obtida pelo Sistema
Vitek 1l, bactérias anaerobias estiveram presentes em 39,4% (13/33) das culturas positivas,
bactérias aerobias em 90,9% (30/33) dos casos, representado por 64 bactérias e leveduras em
9,1% das (3/33) culturas, somando trés microrganismos. A prevaléncia dos tipos microbianos é
mostrada no grafico 3.

GRAFICO 3

Prevaléncia dos microrganismos recuperados das 33 culturas positivas, obtidos de pacientes com
quadro clinico de infec¢do intra-abdominal.

® Anaerobios

m | eveduras

= Aerdbios Gram negativo
® Aerdbios Gram positivo
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Dentre os anaerobios houve predominio de Bacteroides do grupo B. fragilis (n= 8) seguido

por Prevotella spp. (n=5). Dentre os aerobios, E. coli (n=6), E. faecalis (n=5), A. baumannii (n=

5), Sphingomonas paucimobilis (n= 5) e S. epidermidis (n= 4) foram os mais isolados. As trés

leveduras recuperadas foram identificas como Candida spp. Os dados completos de prevaléncia

microbiana sdo mostrados na tabela 2.

Microrganismos recuperados das 33 culturas positivas de 51 pacientes com quadro clinico de

infeccdo intra-abdominal obtidas em BH/MG.

TABELA 2

Microrganismo N° de amostras %
recuperadas

Escherichia coli 6 7,23
Bacteroides fragilis 5 6,02
Sphingomonas paucimobilis 5 6,02
Acinetobacter baumannii 5 6,02
Enterococcus faecalis 5 6,02
Staphylococcus epidermidis 4 4,82
Prevotella bivia 3 3,61
Streptococcus anginosus 3 3,61
Proteus mirabilis 3 3,61
Gemella morbilorum 3 3,61
Pediococcus pentosaceus 3 3,61
Streptococcus pluranimalium 2 2,41
Kocuria kristinae 2 2,41
Streptococcus constellatus 2 2,41
Staphylococcus aureus 2 2,41
Providencia stuartii 2 2,41
Citrobacter freundii 2 2,41
Fusobacterium nucleatum 2 2,41
Staphylococcus warneri 2 2,41
Candida albicans 2 2,41
Staphylococcus haemolyticus 1 1,20
Candida kefyr 1 1,20
Bacteroides ovatus 1 1,20
Bacteroides vulgatus 1 1,20
Bacteroides thetaiotaomicron 1 1,20
Streptococcus sanguinis 1 1,20
Streptococcus dysgalactiae 1 1,20
Hafnia alvei 1 1,20
Morganella morganii 1 1,20
Prevotella melaninogenica 1 1,20
Prevotella intermedia 1 1,20
Propionibacterium acnes 1 1,20
Providencia rettgeri 1 1,20
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Microrganismo N° de amostras %

recuperadas
Pseudomonas aeruginosa 1 1,20
Pseudomonas spp 1 1,20
CGP NI 3 3,61
BGN NI 2 2,41
Total 83 100

LEGENDA: BGN NI= Bastonete Gram Negativo ndo identificado; CGP NI= Coco Gram Paositivo ndo identificado.

Associacdes entre anaerobios e aerdbios foram observadas em 9 (69,2%) dos 13 casos com
culturas positivas para anaerobios, e foi observada a associacdo apenas entre anaerébios em 1
(7,7%) das 13 culturas positivas, totalizando 10 casos de infec¢des polimicrobianas. O quadro 9
mostra a distribuicdo dos microrganismos anaerobios por paciente e suas associagdes com outros
microrganismos. Os dados completos da distribuicdo dos microrganismos por paciente sao

mostrados no quadro 3 do apéndice.

QUADRO 9

Distribuicdo dos microrganismos anaerdbios por paciente com infec¢édo intra-abdominal e suas
associagdes com outros microrganismos isolados.

Paciente Origem Aerobio Anaerdbios
9 CEU Streptococcus pluranimalium Fusobacterium nucleatum
10 CEU Kocuria kristinae Prevotella bivia/ F. nucleatum
14 CEU Gemella morbillorum Prevotella intermedia
47 CEU - Propionibacterium acnes
49 CEU - Bacteroides fragilis
50 CEU Streptococcus anginosus B. fragilis

S. pluranimalium
Sphingomonas paucimobilis

2 HC Escherichia coli B. fragilis
Proteus mirabilis
20 HRTN E. coli Bacteroides ovatus
Staphylococcus epidermidis
22 HRTN S. anginosus B. fragilis

S. pluranimalium
S. paucimobilis

23 HRTN - Bacteroides vulgatus
29 HRTN - P. bivia/P. melaninogenica
34 HRTN Pediococcus pentosaceus B. fragilis/Bacteroides
S. paucimobilis thetaiotaomicron
Enterococcus faecalis
37 HRTN Pseudomonas aeruginosa P. bivia

Providencia stuartii

LEGENDA: HC= Hospital das Clinicas; CEU= Centro Especializado em Ultrassonografia; HRTN= Hospital

Risoleta Tolentino Neves.
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5.2.2 HEMOCULTURA

Houve crescimento microbiano em oito hemoculturas avaliadas, sendo seis (75%)

monomicrobianas. Os microrganismos recuperados foram distribuidos em cinco géneros,

totalizando oito espécies e estdo representados no quadro 10.

QUADRO 10

Microrganismos recuperados das oito hemoculturas positivas e da cultura de secrecdo dos

respectivos pacientes com quadro clinico de infec¢do intra-abdominal obtidas em BH/MG

Paciente Origem  Microrganismos da hemocultura Microrganismos da cultura de
secrecao
20 HRTN Escherichia coli Escherichia coli / Staphylococcus
epidermidis
35 HRTN Staphylococcus epidermidis Escherichia coli / Enterococcus
faecalis
36 HRTN  Staphylococcus aureus/Providencia Staphylococcus
stuartii aureus/Providencia
stuartii/Kocuria
kristinae/Acinetobacter
baumannii/Candida albicans
37 HRTN Staphylococcus haemolyticus Pseudomonas aeruginosa/
Providencia stuartii
39 HRTN Enterococcus faecium S. haemolyticus/Acinetobacter
baumannii/Pseudomonas
spp./Candida albicans
40 HC Streptococcus pluranimalium Streptococcus sanguinis/
Streptococcus
constellatus/Gemella
morbillorum/Morganella morganii
42 HRTN Enterococcus faecium Acinetobacter baumannii
45 HRTN Escherichia coli/E. faecalis Escherichia coli

LEGENDA: HRTN: Hospital Risoleta Tolentino Neves; HC: Hospital das clincas.

Dos 10 microrganismos recuperados de hemoculturas, apenas quatro foram também

10 recuperados da secrecdo abdominal do respectivo paciente, sendo duas amostras de E. coli, uma

de S. aureus e uma de Providencia stuartii. Dos oito casos de bacteremia identificados, seis

ocorreram em pacientes portadores de 1A de origem hospitalar.
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5.2.3. MICRORGANISMOS RECUPERADOS DOS PACIENTES COM IIA DE
ORIGEM HOSPITALAR

Foram recuperados, dos 10 pacientes com Il1A de origem hospitalar, 29 microrganismos do

sitio de infeccdo, apresentando uma media de 2,9 isolados por cultura positiva, um pouco maior

5 que a média geral do estudo que foi de 2,5 por cultura positiva. Dos 10 microrganismos
recuperados de hemoculturas, oito foram isolados de pacientes portadores de IIA hospitalar. Os
microrganismos recuperados da secrecdo intra-abdominal e da corrente sanguinea dos pacientes

com I1A de origem hospitalar sdo apresentados na tabela 3.
TABELA 3

10 Microrganismos recuperados, do sitio da infeccdo (secrecdo) e da hemocultura, dos 10 pacientes

com quadro clinico de infecgdo intra-abdominal de origem hospitalar.

Cultura de secrecdo intra-abdominal Hemocultura
Microrganismo N° de Microrganismo N° de
amostras amostras
recuperadas recuperadas

Acinetobacter baumannii 4 Escherichia coli 2

Escherichia coli 3 Enterococcus faecium 2

Enterococcus faecalis 3 Staphylococcus epidermidis 1

Staphylococcus epidermidis 2 Staphylococcus 1

haemolyticus

Pseudomonas spp. 2 Staphylococcus aureus 1

Proteus mirabilis 2 Providencia stuartii 1
Providencia stuartii 2
Candida albicans 2
Candida kefyr 1
Staphylococcus aureus 1
Sphingomonas paucimobilis 1
Streptococcus anginosus 1
Streptococcus haemolyticus 1
Kocuria kristinae 1
Pediococcus pentosaceus 1
Bacteroides ovatus 1
Prevotella bivia 1

Total 29 Total 8

5.3 CONFIRMACAO DA IDENTIDADE DOS ANAEROBIOS POR PCR
CONVENCIONAL E SEQUENCIAMENTO DE DNA

15 A PCR convencional confirmou a identidade de 14 dos 15 anaerébios Gram negativo,

previamente identificados fenotipicamente, como mostrado na figura 2. A amostra bacteriana ndo
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confirmada foi identificada pelo Sistema Vitek Il como Prevotella intermedia (98% de
probabilidade) e se mostrou negativa na PCR especifica para a espécie em questdo, como

mostrado na figura 2C.

500 pb
400 pb 500 pb

400 pb

300 pb
300 pb

800 pb 700 pb
700 pb 600 pb
600 pb 500 pb |

500 pb 400 pb |
300 pb
200 pb
100 pb

FIGURA 2. Visualizagdo do produto da PCR dos microrganismos BGN anaerdbios. A) 1: Padrdo 2 e 3:
Fusobacterium nucleatum (408pb); 4: Controle positivo (Fusobacterium nucleatum ATCC 10953) ; 5: Controle
negativo 6: Controle de esterilidade. B) 1: Padréo; 2, 3, 4, 5 e 6: Bacteroides fragilis (420pb); 7: Controle negativo 8:
Controle de esterilidade. C) 1, 2 e 3: Prevotella bivia (689pb); 4: Controle negativo; 5: Controle de esterilidade; 6:
Padréo; 7: Prevotella melaninigenica (792pb); 8: Controle positivo (Prevotella melaninigenica ATCC 24845); 9:
Controle negativo; 10: Controle de esterilidade; 11: Amostra do género Prevotella ndo confirmada; 12: Controle
positivo (Prevotella intermedia ATCC 25611); 13: Controle negativo; 14: Controle de esterilidade. D) 1: Padréo; 2:
Bacteroide ovatus (610pb); 3: Controle negativo; 4: Controle de esterilidade; 5: Bacteroides Thetaiotaomicron
(180pb); 6: Controle negativo; 7: Controle de esterilidade; 8: Bacteroides vulgatus (250pb); 9: Controle negativo; 10:
Controle de esterilidade. Obs: Controle negativo (Porphyromonas Asaccharolytica ATCC 25260). Padréo (100 pb).

A identificacdo de algumas das amostras feita pela PCR convencional foi realizada pelo
sequenciamento especialmente devido a falta de alguns controles positivos da reacdo em nosso
laboratério. A amostra ndo identificada na PCR convencional foi também sequenciada e

identificada, com 99% de identidade, como Prevotella nigrescens, como mostrado no quadro 11.
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QUADRO 11

Identificacdo genotipica por sequenciamento de DNA para confirmacéo da identidade das

amostras sem controle positivo na PCR

Identificacdo Molecular (Sequenciamento)

Amostra Identidade Microrganismo mais Acesso ao
(%) relacionado genbank
P14 99 P revotella nigrescens AF 414833.1
P20 98 Bacteroides ovatus AY 895197.1
P23 99 Bacteroides vulgatus CP 000139.1
P34 100 B. thetaiotaomicron JF 298875.1
P37 99 Prevotella bivia NR 044629.1
P49 99 Bacteroides fragilis X 83935.1
5 A comparacdo dos resultados das identificacBes fenotipicas e genotipicas dos BGN

anaerobios, mostrado no quadro 12, aponta discordancia em apenas 6,66% (1/15) das

identificacOes feitas pelo Sistema Vitek 2 em relagéo a PCR convencional. Nenhuma discordancia

entre os dois métodos genotipicos, PCR convencional e sequenciamento de DNA, foi observada.

QUADRO 12

10 Comparacao da identificacdo microbiana entre os métodos fenotipico e genotipico utilizados

Identificacdo

Paciente Vitek 11 PCR convencional Sequenciamento
2 B. fragilis B. fragilis -
9 F.nucleatum F.nucleatum -
10 F. nucleatum F. nucleatum -
P. bivia P. bivia -
14 P. intermedia Né&o confirmada Prevotella nigrescens
20 B. ovatus B. ovatus B. ovatus
22 B. fragilis B. fragilis -
23 B. vulgatus B. vulgatus B. vulgatus
29 P. bivia P. bivia -
P. melaninogenica P. melaninogenica -
34 B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron B. thetaiotaomicron
B.fragilis B.fragilis -
37 P.bivia P.bivia P.bivia
49 B.fragilis B.fragilis B.fragilis
50 B. fragilis B. fragilis -
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54 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DOS
MICRORGANISMOS AEROBIOS

5.4.1 BACTERIAS GRAM POSITIVO

Do total de 37 amostras de CGP obtidas, apenas 19 foram analisadas por metodologia
automatizada quanto ao seu perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos. Dezoito bactérias
(CGP) néo puderam ser analisadas pela metodologia empregada, visto que estas ndo fazem parte
da gama de microrganismos, consideradas de maior relevancia clinica, com critérios de

interpretacéo e validagéo pelo Sistema Vitek I1.

Apenas um dos 18 antimicrobianos utilizados, totalizando 12 classes diferentes, mostrou-se
100% eficaz frente as bactérias avaliadas. O tipo de antimicrobiano testado variou de acordo com

0 género e a espécie microbiana avaliada, como mostrado na tabela 3 do anexo E.

A mupirocina foi o Unico antimicrobiano para o qual todos os CGP se mostraram
sensiveis. A ampicilina foi o B-lactamico mais eficaz, seguida por gentamicina, linezolida,
daptomicina e nitrofurantoina. Ao acido fusidico, e aos glicopeptideos, taxas de resisténcia plena
inferiores a 20% foram observadas. Aos macrolideos e a oxacilina foram obtidas as maiores taxas
de resisténcia plena e intermediaria, estas ultrapassaram 80%. Os dados para os 18

antimicrobianos avaliados sdo mostrados no grafico 4.

Das nove amostras de Staphylococcus coagulase negativo trés foram resistentes a mais da
metade dos antimicrobianos utilizados. Uma amostra de Staphylococcus warneri mostrou
resisténcia a uma ampla gama de antimicrobianos, sendo resistente a 12 dos 16 utilizados no teste.
Com resisténcia a onze e a nove dos dezesseis antimicrobianos utilizados aparece uma amostra de
S. epidermides e uma de S. haemolyticus. A nitrofurantoina e a mupirocina foram o0s
antimicrobianos mais eficazes contra Staphylococcus spp., como mostrado nas tabelas 3 e 4 do

anexo E.

Observou-se ainda que das 11 amostras de Staphylococcus spp. nove foram resistentes a
oxacilina, sendo duas de S. aureus e sete de Staphylococcus coagulase negativo. Apenas uma
amostra de S. warneri e uma de S. epidermidis apresentaram-se sensiveis a oxacilina, sendo
ambas as amostras multisensiveis, apresentando, no caso de S. warneri resisténcia apenas a

tetraciclina. Os dados completos s&o mostrados nas tabelas 1 e 2 do apéndice.
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GRAFICO 4

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos aerébios Gram positivo obtidos de infeccdes
Intra-abdominais.
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Legenda: BEN: Benzilpenicilina; AMP: Ampicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina;
ERI: Erittomicina; CLI: Clindamicina; LIN: Linezolida; DAP: Daptomicina; TEI: Teicoplamina; VAN:
Vancomicina; TET: Tetraciclina NIT: Nitrofurantoina; AFU: Acido Fusidico, MUP: Mupirocina; RIF:
Rifampicina; TRI/SUL: Trimetoprim/Sulfametoxazol; *: Testado apenas para Staphylococcus spp.; **: Testado
apenas para Enterococcus spp.

Todas as amostras de Enterococcus ssp. foram resistentes a clindamicina sendo uma
amostra de E. faecium resistente também & vancomicina. A  resisténcia a
trimetoprim/sulfametoxazol também ocorreu em todas as oito amostras de Enterococcus spp. Ja a
resisténcia a ampicilina ocorreu em apenas um isolado. A amostra de E. faecium resistente a
vancomicina apresenta um perfil de multirresisténcia a drogas, sendo sensivel a apenas um dos 12
antimicrobianos utilizados, a tetraciclina, apresentando-se sensivel também ao teste de sinergia de
gentamicina. A daptomicina foi o antimicrobiano mais eficaz contra Enterococcus ssp., como
mostrado na tabela 3 do apéndice. Os dados completos de todos os microrganismos CGP testados

frente a todas as drogas estéo nas tabelas 4 e 5 do apéndice.
5.4.2 BACTERIAS GRAM NEGATIVO

Um total de 25 bactérias classificadas quanto as caracteristicas morfotintoriais como
bastonetes Gram negativos foi analisado por metodologia automatizada, quanto ao seu perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos. Nenhum dos 17 antimicrobianos utilizados, representando

cinco classes e quatro subclasses, apresentou-se eficaz contra todas as amostras testadas. Trés
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amostras de S. paucimobilis foram submetidas ao teste em trés momentos diferentes e nao
puderam ser analisadas devido a auséncia de multiplicagdo microbiana no pogo controle do cartdo
indicado para este microrganismo (AST-N105). Nem todos os 17 antimicrobianos foram testados
para todos os 25 microrganismos, isto variou de acordo com critérios de utilizagdo do Sistema

Vitek 11, como mostrado nas tabelas 8 e 9 do anexo E.

Os carbapenens e os aminoglicosideos foram as classes para as quais os BGN
apresentaram menores taxas de resisténcia plena, estas foram inferiores a 10% para ertapenem e
meropenem, e de 10% para amicacina. A ampicilina foi o antimicrobiano com menor eficéacia,
mais de 90% das amostras se mostraram resistentes a esta droga. As taxas de resisténcia plena
foram reduzidas para menos de 50% ao se utilizar uma penicilina associada a um agente inibidor
de pB-lactamases, sendo para piperacilina+tazobactam menor que 40%, e para
ampicilina+sulbactam menor que 50%, representando um decréscimo significativo no nimero de
microrganismos resistentes em relagio a penicilina ndo associada. A cefalotina, cefalosporina de
1° geracdo, 0s microrganismos apresentaram a segunda maior taxa de resisténcia, acima de 80%.
As taxas de resisténcia para as cefalosporinas de 2° e 3° geracGes também foram altas,
ultrapassando 50% para cefotaxima. Mesmo para cefepima, cefalosporina de 4° geracdo, a taxa foi
alta, aproximando-se de 40%. Os dados para 0s 17 antimicrobianos sdo mostrados no grafico 5.

Os BGN nédo fermentadores da glicose foram 0s que apresentaram taxas de resisténcia
(plena ou intermédiéria) a um maior ndmero de antimicrobianos. Dos nove microrganismos
testados sete foram multirresistentes, sendo uma amostra de A. baumannii e uma de P. aeruginosa
sensiveis a apenas um antimicrobiano, ampicilina+sulbactam e colistina, respectivamente. A
colistina, a tigeciclina e o meropenem, foram os antimicrobianos que apresentaram melhores

resultados contra os BGN né&o fermentadores, como mostrado na tabela 6 do apéndice.

Da familia Enterobacteriaceae, 0s maiores numeros de microrganismos resistentes
observados foram para cefalotina (n=13), ampicilina (n=12), ampicilina+sulbactam (n=12) e
colistina (n=9). J& menores indices de resisténcia foram obtidos para os carbapenémicos e para
piperacilina+tazobactam, como mostrado na tabela 7 do apéndice. Metade das amostras de E. coli,
trés das seis testadas, foram produtoras de ESBL. Os dados completos de todos os
microrganismos BGN testados frente a todos os antimicrobianos estdo nas tabelas 8 e 9 do

apéndice.
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GRAFICO 5

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos aerébios Gram negativo obtidos de Infec¢bes

intra-abdominais.
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Legenda: AZT: Aztreonam; ERT: Ertapenem; IMI: Imipenem; MER: Meropenem; AMI: Amicacina; GEN:
Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; TIG: Tigeciclina; COL: Colistina; AMP: Ampicilina; ASB:
Ampicilina+Sulbactam; PPT: Piperacilina+Tazobactam; CFL: Cefalotina; CFO: Cefoxitina; CTX: Cefotaxima;
CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepima; *: Testado apenas para Enterobacteriaceae.

5.5 PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS E PRODUCAO

DE ESBL PELOS MICRORGANISMOS ANAEROBIOS

A menor concentra¢do de antimicrobianos (CIM) capaz de inibir os 15 microrganismos
BGN anaerdbios isolados, foi obtida pelo método da diluigdo em &gar. Metade dos seis
antimicrobianos utilizados, distribuidos em trés classes e trés subclasses de B-lactdmicos,
mostrou-se 100% eficaz contra estes microrganismos. Os BGN anaerébios se mostraram 100%
sensiveis ao metronidazol, ao imipenem e a piperacilina+tazobactam. Taxas de resisténcia acima
de 10% e 20% foram encontradas a cefoxitina e a clindamicina, respectivamente, sendo a

penicilina G a maior taxa de resisténcia obtida, 80%.

A produgdo de PB-lactamases, determinada para os mesmos BGN anaerobios, foi detectada
em mais de 80% das amostras analisadas, taxa similar a resisténcia encontrada para penicilina G.
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Os dados relativos a susceptibilidade aos seis antimicrobianos e a produ¢do de B-lactamases sdo

mostrados no gréafico 6.
GRAFICO 6

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos e producédo de ESBL dos anaerobios Gram negativo
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Legenda: PEN: Penicilina G.; PPT: Piperacilina+Tazobactam; CFO: Cefoxitina; IMI: Imipenem; CLI:
Clindamicina; MET: Metronidazol.

A Unica amostra de BGP anaerobio recuperada, um Propionibacterium acnes, foi testada
nas mesmas condi¢bes e com 0s mesmos antimicrobianos que os BGN anaerobios e apresentou

resisténcia apenas ao metronidazol.

Todas as amostras de Bacteroides spp. (n=8) foram resistentes a penicilina, sendo sete
destas produtoras de ESBL. A amostra de Bacteroides ovatus foi a que apresentou resisténcia a
um maior numero de antimicrobianos, trés dos seis utilizados. As duas amostras de
Fusobacterium nucleatum, uma delas produtora de ESBL e, uma de Prevotella spp., foram
sensiveis aos seis antimicrobianos utilizados, sendo as outras quatro amostras de Prevotella spp.
resistentes apenas a penicilina. A eficacia de cada droga frente a cada género de BGN anaerobio,
além da amostra de P. acnes, € mostrada na tabela 10 do apéndice onde os valores de MIC 50 e
MIC 90 podem ser visualizados. Os dados completos de todos os microrganismos anaerdbios

testados frente a todas as drogas estdo na tabela 11 do apéndice.
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5.6 ANALISE DE CITOCINAS

Foram analisadas, do soro e da secrecéo de pacientes com A, seis citocinas: IL-1p, IL-8,
IL-12 e TNF, com propriedades pro-inflamatorias, IL-10 com propriedades anti-inflamatérias e,
IL-6 com ambas as propriedades. As analises ocorreram na secre¢do intra-abdominal e no soro de
30 e 31 pacientes, respectivamente. A avaliagcdo dos demais pacientes ndo foi possivel devido ao

ndo envio das amostras para este fim, ao laboratorio.

Das quatro citocinas pro-inflamatorias analisadas, obtidas da secrecdo intra-abdominal dos
30 pacientes, apenas IL-8 foi detectada em todos os casos, com valores variando de 4.045 a
3.868.682 pg/mL. TNF foi a citocina menos detectada na secrecdo dos pacientes, apenas 12 (40%)

dos 30 pacientes apresentaram niveis detectaveis, com valores variando de 235 a 39.299 pg/mL.

Quanto as analises soroldgicas, nenhuma das quatro citocinas pré-inflamatorias foi
detectada em todos os pacientes. 1L-8 foi também a mais detectada, com valores variando de 3,6 a
3.075 pg/mL, ndo sendo detectada em apenas dois pacientes. TNF e IL-1p foram detectadas com
niveis acima do limite tedrico minimo de deteccdo do Kit utilizado, especificado no item 4.7.1.,
apenas em seis e quatro pacientes, respectivamente. Os limites tedricos de detec¢do e os niveis de
producdo das quatro citocinas pro-inflamatérias, na secre¢do e no soro, sdo mostrados no grafico
7.

GRAFICO 7

Producdo de citocinas pro-inflamatérias no soro e na secrecao dos pacientes com 1A
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LEGENDA: sec.= secrecdo; LTD= limite tedrico de deteccdo.
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Das duas citocinas anti-inflamatorias detectadas na secrecdo intra-abdominal dos 30
pacientes, IL-10 foi detectada apenas em dois pacientes. Ja IL-6 foi encontrada em 16 (51,6 %)

dos 30 pacientes, com valores variando de 362 a 876.733pg/mL.

No soro, a citocina anti-inflamatéria 1L-6 foi detectada em 29 (93,5%) dos 31 pacientes
analisados com valores variando de 7.3 a 63.879 pg/mL. A citocina I1L-10, ao contrario do que foi
observado na secrecao de quase todos os pacientes, foi detectada em 16 (51,6%) das 31 amostras
de soro analisadas, com valores acima do limite teérico minimo de deteccéo, variando de 3.6 a
479 pg/mL. Os limites tedricos de deteccdo e os niveis de producdo das duas citocinas anti-
inflamatdrias, na secre¢do e no soro, sdo mostrados grafico 8. Os resultados de todas as citocinas

por paciente estdo na tabela 12 do apéndice.
GRAFICO 8

Producéo de citocinas anti-inflamatdrias no soro e na secre¢do dos pacientes com I1A
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LEGENDA: sec.= secre¢do; LTD= limite tedrico de detecgéo.

Das andlises dos dados realizadas em relacdo a producdo de citocinas apenas o local de
aquisicdo da infecgdo (comunitario ou hospitalar) e a cultura de secre¢do (positiva ou negativa)

interferiram na producéo de citocinas pelos pacientes com IIA.

Os pacientes com infeccdo hospitalar apresentaram maiores niveis de producao de TNF no
sitio da infeccdo (secrecdo; p< 0,05), além de uma tendéncia de maior producéo de IL-6 e IL-8,
também no sitio da infeccdo. Os dados para as cinco citocinas, excetuando-se IL-10, sdo

mostrados no grafico 9.
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GRAFICO 9

Relacdo entre a producao de citocinas e a origem da infec¢do (comunitaria ou hospitalar)
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LEGENDA: Hosp.= hospitalar; Comu.= comunitaria.

A producgdo de IL-1B e TNF no soro apresentaram niveis abaixo do nivel tedrico de

deteccdo do Kit utilizado, especificado no item 4.7.1, na maioria dos pacientes analisados.

A cultura da secrecdo obtida das IIA positiva foi 0o dado laboratorial que apresentou
relacdo com a producdo de citocinas. Os pacientes que possuiam culturas positivas tiveram

maiores niveis de producdo de IL8 e IL1 na secre¢do (P<0.05), como mostrado no grafico 10.
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GRAFICO 10

Relacéo entre a producao de citocinas e a cultura microbiana obtida da secrecédo intra-abdominal
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A presenca de hemocultura positiva ndo mostrou relacdo com os niveis de citocinas

detectados, nem mesmo no soro, indicando, que neste caso, a resposta imune inata sistémica nao

foi alterada pela circulacdo de microrganismos na corrente sanguinea. Dado mostrado no grafico

11.
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GRAFICO 11

Relacédo entre hemocultura positiva e a producao de citocinas no soro dos pacientes com 1A
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6. DISCUSSAO

Infeccdo Intra-abdominal (I1A) é considerada ainda uma importante causa de
morbimortalidade em todo o mundo. Esta representa a segunda causa mais comumente
identificada de sepse grave em Unidades de Tratamento Intensivo (LOPEZ et al., 2011). Estudos
recentes tém associado Il1A graves com uma significativa taxa de mortalidade (GUIRAO, 2010;
LOPEZ et al., 2011; MARTIN-LOPEZ et al., 2012; FRIEDRICH & CAHAN, 2013; SKRUPKY
et al, 2013). O aumento da resisténcia bacteriana, o tratamento empirico inadequado, e as falhas
no controle do foco infeccioso, podem ser, entre outros, os fatores responsaveis por este quadro
(MASEADA et al., 2013).

Devido a relevancia das IlA, e suas possiveis implicagdes, assim como a auséncia de
dados locais atualizados relativos a prevaléncia dos microrganismos e seus perfis de
susceptibilidade a antimicrobianos, bem como da resposta imune inata dos pacientes envolvidos,

este estudo foi desenvolvido.

Foram analisadas, no periodo de mar¢o de 2011 a outubro de 2012, 51 amostras de
pacientes atendidos em quatro servicos de salde de Belo Horizonte/MG, sendo que 64,7% dos
espécimes analisados apresentaram culturas positivas, com média de 2,5 microrganismos

recuperados destas.

Estudo similar realizado por SANTOS et al. (2003) apresentou resultados similares ao
analisar um grupo de estudo composto por 150 pacientes com diagnostico clinico de infeccédo
intra-abdominal atendidos em quatro instituicdes de salde de Belo Horizonte, MG no periodo de
agosto de 1997 a agosto de 1999. Embora o nimero de amostras analisadas tenha sido maior, a
proporcao de culturas positivas e 0 nimero de microrganismos recuperados por cultura positiva
foi semelhante, 70,7% e 2,14% respectivamente. SARTELLI et al. (2012b), em estudo
multicéntrico realizado na Europa entre janeiro e junho de 2012 com 2.152 pacientes de 68
instituicdes de saude distribuidas por todas as regides do continente europeu, também encontrou
resultados que se assemelham aos nossos. A taxa de culturas positivas foi de 62,2%, embora o

numero de microrganismos recuperados por cultura positiva tenha sido menor que um.

Estes resultados indicam a adequagdo dos métodos de coleta de espécime clinico e cultivo
de microrganismos empregados em nosso estudo, uma vez que apresentou resultados semelhantes

ao ultimo estudo de I1A realizado com amostras coletadas na cidade de Belo Horizonte (SANTOS
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et al., 2003) e com o atual e grande estudo multicéntrico realizado na Europa (SARTELLI et al.,
2012b).

No presente estudo, 0os microrganismos mais recuperados foram os mesmos encontrados
por SARTELLI et al. (2012b). Dentre os BGN aerébios, E. coli foi o prevalente totalizando 8,8%,
assim como E. faecalis, também representando 8,8% dos CGP aerdbios, sendo o mais isolado
deles. Embora E. coli tenha sido o BGN aerobio predominante em ambos os estudos, a sua
representatividade foi maior, totalizando 41,4% dos aerdbios recuperados, no estudo multicéntrico
(SARTELLI et al., 2012b). CANTON et al. (2011) e HAWSER et al. (2014) também obtiveram
E. coli como microrganismo mais recuperado de IlA, assim como no estudo de SANTOS et al.
(2003). S. aureus foi 0 segundo microrganismo mais prevalente no estudo de SANTOS et al.
(2003), sendo este em nosso estudo, assim como no estudo de SARTELLI et al. (2012b), menos
recorrente, indicando uma possivel mudanca no atual perfil das IIA em relacdo aos CGP

envolvidos.

Embora a presenca de bactérias anaerdbias seja a principal causa da formagao de abscessos
nestes processos, sendo a cépsula polissacaridica de B. fragilis, a principal responsavel pela
formacdo destes (SANTOS, 2004; BROOK, 2008), apenas 6 (37,5%) dos 16 anaerobios foram
recuperados de abscessos abdominais, e destes dois foram identificados como Bacteroides spp.
Observou-se ainda, que somente em quatro (21,05%) dos 19 quadros de abscessos foram isolados
anaerobios pelo método de cultura.

A presenca de espécies de Candida, ainda que pequena, reafirma sua participagdo em
processos infecciosos como microrganismos oportunistas, o que também foi evidenciado por
SARTELLI et al. (2012°) e SANTOS et al. (2003), indicando a necessidade da pesquisa de
leveduras em quadros de 11As, uma vez que sdo agentes patogénicos néo rotineiramente cobertos
em regimes de primeira linha de antimicrobianos (BLOT et al., 2012), e por ser o diagndstico
precoce uma das variaveis associadas a um melhor prognéstico (LARBCHAROENSUB et al.,
2013).

A presenca de microrganismos vidveis na corrente sanguinea tem substancial importancia
diagndstica e prognostica, podendo indicar falhas nas defesas do hospedeiro em conter a infeccdo
no local de origem ou falhas nas intervencdes medicas que visam erradicar o foco infeccioso
(CLSI 2007). Neste estudo oito pacientes apresentaram bacteremia, sendo que um evoluiu para

Obito.
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Estudos tém mostrado que bactérias Gram positivo sdo 0s principais microrganismos
envolvidos em quadros de bacteremia e que os Staphylococcus spp. coagulase negativa emergiram
na ultima década como importantes causadores de bacteremia. Entretanto, por se tratar de
microrganismos da microbiota natural da pele, a presenca destes em amostras de sangue é
usualmente considerada como contaminacao da cultura quando isolados uma Unica vez (TAK et
al., 2013). Sete dos 10 microrganismos recuperados de hemoculturas em nosso estudo séo CGP,
sendo dois destes Staphylococcus spp. coagulase negativa e trés do género Enterococcus, este
altimo, foi considerado por SANGO et al. (2013) o maior causador de ICS em pacientes

hospitalizados.

Embora se acredite que a presenca de Staphylococcus spp. coagulase negativa recuperada
de um episédio Unico ou em uma Unica amostra de hemocultura possa ser oriunda de
contaminagdo, TAK et al. (2013) mostraram que a taxa de mortalidade entre 0s pacientes com
apenas um episodio de isolamento destes microrganismos é maior que entre aqueles com
multiplos isolamentos, 23% e 14% respectivamente, deixando clara a importancia destes

microrganismos nos quadros de bacteremia.

Apesar da prevaléncia dos BGN nao fermentadores em quadros de ICS em alguns estudos
(JUGO et al., 2002), estas bactérias ndo foram recuperadas neste sitio anatdbmico no presente
estudo, sendo os BGN isolados representados por apenas trés amostras da familia
Enterobacteriaceae.

Segundo LAMBERT et al. (2011) e BARNETT et al. (2013) quadros de ICS estéo
associadas a um aumento do periodo de internacdo e da taxa de morte entre os pacientes
acometidos. Embora em nosso estudo possamos afirmar apenas o quadro de bacteremia, este ndo
pode ser avaliado quanto ao tempo de internacédo e a taxa de morte, pois o0 grupo de pacientes com
bacteremia e que apresentaram IIA comunitéria foi composto por apenas dois individuos,
inviabilizando a analise, uma vez que ndo € possivel avaliar o quadro de bacteremia sem a

influéncia da origem hospitalar da IlA.

Como ja mencionado, as infec¢bes hospitalares aumentam o risco de morte do paciente e
prolongam seu tempo de internacdo (LAMBERT et al., 2011; BARNETT et al., 2013). Neste
estudo, um aumento significativo no tempo de internacao foi observado nos pacientes com 1A de
origem hospitalar (p < 0,05) em relagdo aos pacientes com IIA adquirida na comunidade e
admitidos no mesmo hospital. Entretanto, a origem do processo infeccioso néo se refletiu na taxa

de morte destes pacientes.
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Os microrganismos mais recuperados das secrecOes de IIA de origem hospitalar no
presente estudo foram aqueles de géneros e espécies diretamente relacionados com processos
infecciosos nestes ambientes, como A. baumannii, 0 mais frequente, representando quatro das 29
amostras bacterianas obtidas. Segundo GUVEN et al. (2014), A. baumannii ha meio século atras
ndo era aceito como agente etioldgico de infecgdes humanas devido a sua baixa patogenicidade,
ainda que fosse isolado de espécimes clinicos. Este microrganismo € atualmente responsavel por
quadros de infeccbes hospitalares com altas taxas de morbidade e mortalidade. Os outros
microrganismos mais prevalentes nos pacientes com IlA hospitalar foram Escherichia coli, (n=3),
E. faecalis, (n=3) e Candida spp. (n=3). De acordo com CARVALHO et al. (2007), as infec¢des
fangicas invasivas representam um problema de salde puablica de grande importancia. A
candidiase invasiva é uma infeccdo nosocomial associada a alta taxa de mortalidade entre

pacientes imunossuprimidos ou gravemente doentes (LI et al., 2013).

Considerando-se 0s microrganismos recuperados da corrente sanguinea nos pacientes com
1A de origem hospitalar, os prevalentes foram Enterococcus faecium, duas amostras e E. coli,
duas amostras. De acordo com a literatura, E. faecium e E. faecalis, representa o terceiro ou
quarto patdgeno mais prevalente em infeccdes nosocomiais em todo o mundo (ORSI & COIBRA,
2013). Uma das amostras de E. faecium isolada da corrente sanguinea de um paciente com IIA
hospitalar apresentou resisténcia a maioria dos antimicrobianos avaliados, inclusive a
vancomicina (VRE). Ainda segundo ORSI et al. (2013), linhagens de VRE estdo entre o0s

microrganismos multidroga resistentes mais comumente associados ao ambiente hospitalar.

Em estudo realizado por DE BUS et al. (2013), E. coli foi 0 microrganismo mais isolado
de ICS adquiridas no hospital, sendo diversas as origens das infeccGes primarias, totalizando 24%
e 20% das IH de ocorréncia imediata e IH de ocorréncia tardia, respectivamente, representando

40% das ICS associadas a cuidados de saude.

Desde 2002 uma nova classificacdo de ICS adquirida na comunidade foi proposta por
Deborah Friedman, na qual pacientes com recente admissdo hospitalar ou exposic¢do significativa
a cuidados médicos foram reagrupados como pacientes com ICS comunitaria associada a
cuidados de saude (CARDOSO et al., 2013). Este conceito vem sendo utilizado em diversos
trabalhos (CATARRALA et al., 2007; VALLES et al., 2007; PARK et al., 2010; AGUILAR-
DURAN et al., 2012; LENZ et al., 2012) com resultados que afirmam a necessidade de se utilizar
esta nova classificacdo em diversos quadros infecciosos. Em 2013 esta classificagao foi utilizada,

pela primeira vez, para avaliar pacientes com IlA, em estudo realizado por CARDOSO et al.
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(2013) concluindo que as 1A comunitarias associadas a cuidados de saude apresentam um perfil
microbiologico Unico e com maiores taxas de resisténcia quando comparadas as demais 1A
comunitarias. Entretanto, utilizou-se neste trabalho a classificacdo tradicional (comunitaria ou

hospitalar) devido a insuficiéncia de dados clinicos.

As 15 amostras de BGN anaerobios isoladas das IIA, no presente estudo tiveram suas
identificacbes fenotipicas confirmadas pelas analises genotipicas. Apenas uma amostra,
identificada fenotipicamente como P. intermedia, ndo teve sua identificacdo confirmada na PCR
convencional. Desta forma, o Sistema Vitek Il mostra ser uma boa ferramenta para a identificacéo
de anaerdbios, ja que a concordancia entre as duas metodologias de identificacdo ocorreu em 14
(93,3%) das 15 amostras. Resultados similares foram obtidos por RENNIE (2008), MORY
(2009), e LEE (2011), com taxas de concordancia entre as identificacdes realizadas pelo Sistema
Vitek 2 e por sequenciamento de DNA de 91,5%, 86,5% e 90,0%, respectivamente. Entretanto,
estes dados foram obtidos analisando-se apenas amostras pertencentes ao banco de dados do
Sistema Vitek Il. No mesmo estudo, LEE (2011) utilizou um grupo de 301 amostras clinicas
isoladas de pacientes de um hospital universitario da Holanda, sendo 100 destas amostras ndo
pertencentes ao banco de dados do Sistema Vitek Il, observando-se uma diminuigdo na acuracia
de identificagdo de 90% obtida para 60.1% (LEE, 2011). Estes estudos evidenciam a grande
capacidade discriminatdria do Vitek Il entre os microrganismos contidos em seu banco de dados,
embora este ndo seja abrangente o bastante para identificar todos os anaerdbios relacionados a

quadros infecciosos.

O sequenciamento de DNA do microrganismo que nao teve a identificacdo confirmada
pela PCR indicou, com uma identidade de 99%, tratar-se de uma amostra de P. nigrescens. E
importante ressaltar que a espécie P. nigrescens nao existia antes das técnicas de identificacdo
baseadas em DNA. Sé ap6s o advento das técnicas de analise genotipica é que P. nigrescens foi
distinguida de P. intermedia (COHEN e HARGREAVES, 2007), evidenciando a dificuldade de

distincdo entre as duas espécies baseada apenas em caracteristicas bioquimico-fisiolédgicas.

Uma vez que esta PCR foi realizada com DNA obtido de culturas puras, a qual exige
isolamento prévio do microrganismo, esta pode ndo ser a melhor opcdo para a identificacdo de
anaerobios se comparada ao Sistema de identificacdo fenotipica Vitek Il. Este ultimo, também
dependente do isolamento microbiano, apresenta uma menor complexidade técnica, exigindo
menor capacitacdo técnica para a execucdo do teste, além de gastar menos tempo para a obtencdo
do resultado na identificacdo bacteriana, embora necessite da aquisicdo do equipamento e dos
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cartdes de identificacdo. Uma boa alternativa seria a extracdo direta de DNA da amostra clinica, o
que diminuiria o tempo de identificacdo em pelo menos 48h, tempo minimo para o crescimento de
bactérias anaerdbias. Todavia, a padronizacdo para a extragdo direta do DNA microbiano dos
espécimes clinicos é complexa, uma vez que estes sdo muito distintos entre si, apresentando desde
amostras fluidas a até espécimes quase solidos, com interferentes e DNA humano imersos na

amostra, tornando-se o procedimento de padronizacao complexo.

A resisténcia a antimicrobianos é um dos principais problemas de saude publica,
especialmente nos paises em desenvolvimento, onde a disponibilidade relativamente facil e o
maior consumo de medicamentos levaram a uma maior incidéncia de uso inadequado destes
farmacos e maiores niveis de resisténcia em comparacdo a paises desenvolvidos (KUMAR et al.,
2013). Estas taxas sdo crescentes, tanto na comunidade quanto no meio hospitalar, com um
impacto significativo sobre as taxas de mortalidade e de morbidade dos pacientes acometidos,
assim como nos encargos financeiros associados (BASSETTI et al., 2013).

Neste estudo, avaliamos o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de BGN e CGP
aerdbios e anaerobios, num total de 60 bactérias. As taxas de resisténcia plena variaram para 0s
BGN aerdbios de 5% (meropenem) a 91,3% (ampicilina). DOS SANTOS et al. (2004) avaliaram
o perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de microrganismos também recuperados de 1A em
Belo Horizonte e encontrou resultados semelhantes, sendo o meropenem o antimicrobiano mais
eficaz, com apenas 3% resisténcia entre os BGN aerdbios avaliados. Em estudo multicéntrico,
realizado na Espanha no periodo de 2002 a 2010, CANTON et al. (2011) também encontraram os
melhores resultados de sensibilidade bacteriana para o meropenem, embora neste estudo 0s
autores tenham utilizado os critérios interpretativos do EUCAST. Estes foram seguidos pelos
demais carbapenémicos e pela amicacina. Resultados semelhantes foram encontrados em nosso
estudo, sendo exce¢do o imipenem para o qual a taxa de resisténcia ficou mais elevada, proxima
de 30%. Os carbapenémicos foram ativos inclusive contra as amostras de E. coli produtoras de
ESBL. Ainda que se tratando de um nimero pequeno de amostras testadas (n= 6), este resultado
corrobora com a escolha dos carbapenémicos para terapia empirica de infec¢bes causadas ou
fortemente suspeitas de serem causadas por enterobactérias produtoras de ESBL (CANTON et
al., 2011).

Devido ao aumento substancial da resisténcia bacteriana (BGN e CGP) observado
mundialmente, tem havido numerosos esforgos para incentivar pesquisas relacionadas ao

desenvolvimento de novos antimicrobianos com eficdcia e seguranca. A exemplo dos
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antimicrobianos relativamente recentes como a daptomicina contra MRSA e VRE, a tigeciclina
contra MRSA, VRE, Enterobacteriaceae produtora de ESBL e bactérias resistentes a
carbapenémicos, com boa atividade em in vitro e in vivo (ECKMANN et al., 2011). Entretanto,
foi observada em nosso estudo uma taxa de resisténcia plena a tigeciclina superior a 30% para 0s
BGN aerdbios, e superiores a 10% com relacdo a linezolida e a daptomicina no grupo dos CGP

aerébios.

Estes resultados deixam claro que esforcos continuos na busca de novas estratégias
terapéuticas, assim como a otimizagao do uso de antimicrobianos tém que ser objetivos constantes
na préatica clinica e alvos de intensas pesquisas. Segundo MOUTON et al. (2013), o principal
desafio é como influenciar no processo de selecdo natural, ou seja, como minimizar a exposi¢ao
dos microrganismos aos antimicrobianos sem comprometer a sua eficacia ou restringir seu uso

para aqueles pacientes que precisam deles.

Dentre os BGN aerdbios, os microrganismos nao fermentadores, aqui representados por A.
baumanii, P. aeruginosa e S paucimobilis, foram 0s que apresentaram maiores taxas de
resisténcia a antimicrobianos, variando de 12,5% (colistina) a 100% (ampicilina e cefalotina),
sendo que para 10 dos outros 13 antimicrobianos utilizados a taxa foi igual ou maior a 50%. De
acordo com BASSETTI et al. (2013), bactéria multirresistente é definida como aquela nao
susceptivel a um ou mais agentes antimicrobianos de trés ou mais classes de antimicrobianos.
Desta forma, sete dos nove BGN ndo fermentadores isolados neste estudo s&o considerados
multirresistentes. E sabido que infeccdes envolvendo BGN resistentes a multiplas drogas sdo
responsaveis por altas taxas de mortalidade e resultam em poucas opcdes de antimicrobianos
eficazes (BASSETTI et al., 2013).

Dentre as amostras de CGP, Staphylococcus coagulase positivo apresentaram taxas de
resisténcia que variaram de 0% (nitrofurantoina e mupirocina) a mais de 77% (Eritromicina e
oxacilina). Em uma Mini-review feita por GOMES et al. (2013), as taxas de resisténcia de S.
epidermidis, espécie de coagulase negativo mais isolada em nosso estudo, variaram de 75-90%
para meticilina. Resisténcia elevada a outros antimicrobianos, por exemplo, rifampicina,
fluoroquinolonas, gentamicina, tetraciclina, eritromicina, clindamicina e sulfonamidas,

observadas em nosso estudo, foi também observada por GOMES et al. (2013).

A resisténcia as penicilinas betalactamases estaveis tem sido denominada como resisténcia
a meticilina, assim as denominagbes MRSA (“Methicillin Resistant” Staphylococcus aureus) e

MRS (“Methicillin Resistant” Staphylococcus) ainda s&o normalmente utilizadas, embora a
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meticilina ndo seja mais o antimicrobiano de escolha para tratamento ou teste de suscetibilidade.
A oxacilina e a cefoxitina podem ser empregados como referéncia para caracterizar a resisténcia a
meticilina (FERREIRA et al., 2009; CLSI 2013).

No presente estudo duas amostras de S. aureus e sete das nove amostras de Staphylococcus
coagulase negativo foram resistentes a oxacilina/cefoxitina e entdo considerados como resistentes
a meticilina e aos demais beta-lactamicos avaliados. O MRSA é um importante agente patogénico
que causa problemas de saude em todo o mundo (CHAN et al., 2013). A infeccdo causada por
(MRSA) ¢ considerada uma das mais graves infeccOes hospitalares e tem causado apreensdo em
instalacdes hospitalares por causa de possiveis surtos epidémicos (RUIZ et al., 2014). Apesar das
opcOes de tratamento disponiveis para infeccdes envolvendo MRSA, a morbidade e a mortalidade
atribuida as diversas manifestacdes de infeccdo deste patdgeno continuam elevadas (BURKE &
ROSE, 2014).

Um estudo desenvolvido por OKSUZ et al. (2013) analisou amostras de diversos
espécimes clinicos (sangue, abcesso, pus, fluidos corporais estéreis, urina, etc), coletados entre
setembro de 2007 e marco de 2009 na Turquia, das quais foram isolados 49 MRSA e 59 MRS,
sendo 0s microrganismos coagulase negativo predominantes, assim como em nosso estudo onde o
numero de MRS foi maior que o de MRSA. Uma vez que o problema mais importante no
tratamento de infeccbes por estafilococos € a resisténcia a meticilina, j& que estes sdao também
resistentes aos agentes beta-lactdmicos (OKSUZ et al., 2013), a proporc¢éo de infecgdes causadas
por Staphylococcus em nosso estudo, 9 dos 11 casos (81,8%), é preocupante, apesar do pequeno

numero de casos analisados.

As espécies de Enterococcus spp. apresentaram menores taxas de resisténcia, sendo estas
de 40% para 10 dos 12 antimicrobianos utilizados. Apenas para clindamicina e
trimetoprim/sulfametoxazol as taxas foram de 100%. Entretanto, uma amostra de E. faecium
apresentou resisténcia a uma ampla gama de antimicrobianos, inclusive a vancomicina. Segundo
ORSI e CIORBA (2013), as taxas de Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) sdo muito
variaveis, de < 2% (Finlandia, Holanda) a 33% (Estados Unidos). Embora com alguns limites
metodoldgicos, varios estudos mostraram que as infeccdes causadas por VRE sdo mais graves e
estdo associadas a uma maior taxa de mortalidade, duas vezes maior do que a visualizada para
Enterococcus sensivel a vancomicina. A resisténcia aos agentes antimicrobianos mais recentes
como daptomicina e linezolida ja foi descrita (ORSI e CIORBA, 2013). A amostra de VRE

recuperada em nosso estudo também apresentou resisténcia a estes antimicrobianos, o que, ainda
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segundo ORSI e CIORBA (2013), limita as opcdes de tratamento para infec¢des provocadas por

estes microrganismos.

A susceptibilidade das 16 amostras de anaerobios, 15 BGN e 1 BGP, foi testada frente a
seis antimicrobianos. O encontro de resisténcia a penicilina G em 80% destas amostras, chegando
a 100% no grupo B. fragilis, que sdo os anaerdbios mais resistentes aos agentes antimicrobianos
(TOPRAK ULGER et al.,2013), no presente estudo, confirma que drogas deste grupo, como ja
observado por DOS SANTOS et al., (2004), ndo devem ser utilizadas como agentes terapéuticos
Unicos no tratamento das ITA. Por outro lado, a associacdo destas a um inibidor de B-lactamases
mostrou-se bem efetiva, levando a taxa de resisttncia a zero com o uso de
piperacilina+tazobactam, indicando que a producdo de ESBL, que ocorreu em mais de 80% dos
anaerdbios, parece ser o principal mecanismo de resisténcia a agentes B-lactamicos nas amostras
avaliadas. Em estudo realizado por WYBO et al. (2013) a producdo de ESBL foi detectada,
utilizando-se a mesma metodologia, em 52% dos isolados, mas entre as espécies de Bacteroides a

incidéncia foi maior chegando a 96% das amostras, sendo em nosso trabalho de 87,5%.

A capacidade de certas bactérias produzirem enzimas que inativam os agentes [3-
lactamicos, ja é reconhecida desde hd muito tempo. Em 1940, Abraham e Chain foram os
primeiros a reconhecer uma atividade enzimatica em extratos de E. coli, capaz de inativar a
penicilina. Desde entdo, foi isolado um grande nimero de enzimas idénticas a partir de varias
espécies de bactérias com especificidades de substratos relativamente diferentes (BD Diagnostics,
2010).

Com relacdo a clindamicina e a cefoxitina, que podem ser opcao terapéutica contra
anaerobios, as taxas de sensibilidade sdo altas. Doze (75%) das 16 amostras foram sensiveis a
clindamicina e 13 (81,25%) das 16 amostras foram sensiveis a cefoxitina. Resultados similares
foram obtidos por WYBO et al. (2013), sendo sensiveis a clindamicina e a cefoxitina 70% e 79%
das amostras de anaerdbios analisadas. A cefoxitina tem apresentado boa efetividade contra
anaerobios, com taxas de sensibilidade relativamente estaveis nas duas ultimas décadas, 83% em
1993-1994 e 79% em 2011-2012. Ja a clindamicina parece ser mais vulneravel aos mecanismos
de resisténcia bacteriana, uma vez que a taxa de sensibilidade caiu de 81% em 1993-94 para 70%
em 2011-2012 (WIBO et al., 2013), sendo de 71,8% no estudo realizado por DOS SANTOS et al.
(2004).

Mesmo ap6s mais de 45 anos de uso o metronidazol continua sendo a droga de escolha

para o tratamento de infec¢bes anaerébias (LOFMARK et al., 2010). Neste estudo, ele foi o
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principal antimicrobiano utilizado previamente a coleta do espécime clinico, sendo utilizado por
mais da metade dos pacientes, e mostrou 100% de eficacia contra os BGN anaerobios. O Unico
microrganismo resistente a este antimicrobiano foi P. acnes, para o qual a resisténcia é intrinseca,
como reportado pelo CLSI (2013) e observado por DOS SANTOS et al. (2004). O imipenem,
assim como o metronidazol, mostrou 100% de eficicia contra os BGN anaerdbios, sendo ativo,
ainda, contra a amostra de P. acnes. Resultados similares, proximos de 100% de sensibilidade ao
metronidazol, imipenem e piperacilina+tazobactam, foram observados por KARLOWSKY et al.

(2011), em um estudo desenvolvido no Canada durante os anos de 2010 e 2011.

No entanto, algumas amostras resistentes ao metronidazol tém sido relatadas em varios
paises recentemente. Sugere-se que 0S genes nim sdo 0s responsaveis pela maioria dos casos de
resisténcia ao metronidazol (TOPRAK ULGER et al.,2013). No estudo de TOPRAK ULGER
uma amostra de B. thetaiotaomicron, com CIM para metronidazol de 16 mg/L, intermediaria de
acordo com os critérios do CLSI, a pesquisa do gene nin foi positiva. No presente estudo, o
microrganismo metronidazol-resistente teria sido relatado como suscetivel de acordo com o valor
de breakpoint do CLSI, o que poderia ter acarretado em fracasso clinico. Portanto, segundo
TOPRAK ULGER et al. (2013), os valores de breakpoint do EUCAST, que considera >4 mg/L
resistente, parecem ser mais racionais em caso de antibiograma para Bacteroides spp. Desta
forma, seriam em nosso estudo, resistentes ao metronidazol, todas as amostras de Bacteroides spp,
uma vez que todas apresentaram valores de CIM igual a 8. Tal interpretacdo poderia restringir
muito o uso deste antimicrobiano, que é a principal droga de escolha na antibioticoterapia
empirica/profilatica em casos com suspeita de participacdo de anaerdbios. Todavia, ndo se pode
ignorar a possibilidade de falha terapéutica, o que indica que a avaliacdo do gene nim, em
associacdo a CIM, pode ser importante para se definir a antibioticoterapia mais apropriada com

espécies de Bacteroides.

Frente a processos infecciosos e/ou injurias teciduais, as células de defesa liberam diversas
moléculas, como mediadores pro-inflamatérios, que irdo produzir uma sucessdao de outras
substancias na tentativa de levar a uma resposta coordenada (CASTRO, 2008; SHARMA &
KUMAR, 2008).

As citocinas sdo potentes proteinas de baixo peso molecular produzidas por células
nucleadas, particularmente as do sistema imune, e que exercem controle sobre a amplitude e a
duracgéo da resposta imune inflamatoria (SURBATOVIK et al., 2013). A sepse é caracterizada por

uma resposta hiperinflamatoria do hospedeiro a patogenos invasores que € mediada,
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principalmente, pelas citocinas (JONG et al., 2010). Embora a resposta imune inicial seja
fundamental para a eliminacdo efetiva de patdgenos invasores, uma resposta do hospedeiro
excessivamente exuberante a infeccdo pode causar choque séptico, danos teciduais e morte
(WEBER & SWIRSKI; 2013).

Neste estudo, foram mensurados os niveis de seis citocinas presentes no sitio da infecgdo
(secrecdo abdominal) e na corrente sanguinea de pacientes com IlA. Maiores niveis de IL-1p, IL-
8 e IL12p70 (P<0.05), que sdo citocinas pro-inflamatorias, assim como valores mais altos de TNF
e IL-6, embora sem significancia estatistica, foram detectados no local do processo infeccioso em
comparacdo com 0s niveis encontrados no soro dos pacientes. Este dado corrobora com a
afirmacdo de SCHEIN et al. (1996) de que quadros de peritonite bacteriana estdo associados com
uma imensa resposta de citocinas intraperitonealmente compartimentalizada, com os niveis de
citocinas plasmaéticas representando apenas a ponta do iceberg. Fato demonstrado também por DE
SOUZA & SEGURO (2008) em um estudo sobre resposta inflamatéria em peritonite

meningocacica.

A citocina IL-10 foi a excecdo em relacdo aos niveis superiores de citocinas no local da
infeccdo em comparacao a corrente sanguinea. 1L-10 foi detectada no local da infeccdo apenas em
dois pacientes, embora tenha sido detectada na corrente sanguinea da metade destes. Estes dois
pacientes apresentaram 0 maior e 0 terceiro maior nivel de IL-6, também na secrecdo,
evidenciando um quadro de resposta anti-inflamatoria local. A IL-10 é uma importante citocina
imunossupressora que controla a resposta anti-inflamatéria (HUTCHINS et al., 2013), o que
indica que uma resposta anti-inflamatoria sisttmica pode estar ocorrendo nos pacientes em que a
sua producdo foi detectavel na corrente sanguinea, 0 que nao parece ocorrer no local do foco
infeccioso da maioria dos pacientes. A resposta anti-inflamatoria é um mecanismo homeostatico
essencial para controlar o grau e a duracdo da inflamacdo (HUTCHINS et al., 2013). Isto pode ser
um indicio de que estes pacientes estdo apresentando uma reacdo inflamatoria controlada.
Entretanto, segundo HUTCHINS et al., (2013), a atividade de IL-10 precisa ser firmemente
regulada, caso contrario, os resultados podem ser devastadores, podendo a superproducdo de IL-
10 causar quadros de imonossupressdo indesejados, sendo os altos niveis plasmaticos de IL-10
associados a morte de pacientes com sepse grave (CESUR et al., 2011; CHUANG et al., 2014).

Os dois unicos pacientes que apresentaram niveis detectaveis de IL-10 na secrecédo
apresentaram o maior e o terceiro maior nivel de IL-6, também na secrecéo, evidenciando um

quadro de resposta anti-inflamatdria local. Apesar de estes pacientes terem apresentado um padrao
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de resposta inflamatoria diferenciada em relacdo aos demais pacientes, esta ndo mostrou relacéo

com os demais parametros clinico/laboratoriais analisados.

Embora tenham sido detectadas em menores niveis no soro em relacdo a secre¢do, com
excecdo a IL-10, a presenca das citocinas na corrente sanguinea, principalmente de I1L-8, 1L12p70
e IL-6, na maioria dos pacientes, pode indicar a ocorréncia de um processo infeccioso mais grave.
Em um estudo de revisao realizado por KYLANPAA et al. (2012) foi feita uma associagéo entre a
gravidade de casos de pancreatite aguda com a liberacdo de citocinas na corrente sanguinea.
Segundo KYLANPAA et al. (2012), os quadros leves de pancreatite aguda apresentam resposta
inflamatdria restrita a area afetada. J& nos casos mais graves ocorre uma resposta inflamatoria
sistémica com a liberacdo de mediadores pro-inflamatérios, tais como TNF, IL-1p, IL-6 e IL-8 ,

na circulacgéo.

Os niveis de citocinas, detectados na secrecao abdominal dos pacientes com IIA, apontam
para um processo infeccioso mais grave entre os pacientes com infec¢do hospitalar, uma vez que
0s niveis mais altos de citocinas, como os detectados para TNF (P<0.05), IL-6 e IL-8, que
apresentaram apenas uma tendéncia estatistica a serem maiores (P=0.09 e P=0.08,
respectivamente), indicam um maior estimulo do sistema imunoldgico, o que esta relacionado
com a intensidade do processo infeccioso, como indicado por KYLANPAA et al. (2012). Este
dado corrobora com a afirmacdo de que as infec¢bes hospitalares sdo mais graves que as
comunitarias, apresentando maiores riscos de morte e aumento no tempo de internagdo
(BARNETT, et al., 2013), embora em nosso estudo s6 tenham se refletido no tempo de internagéo

dos pacientes com IIA.

O crescimento microbiano detectado em cultura foi outro fator que influenciou a producéo
de citocinas. Os niveis de IL-1p e IL-8 foram maiores no grupo dos pacientes que apresentou
cultura de secrecdo positiva. A inexisténcia de isolamento microbiano n&o indica,
necessariamente, se tratar de um quadro asséptico. Inimeros sdo os fatores que podem levar a
uma cultura negativa em quadros clinicos onde ha presenca de microrganismos viaveis. Segundo
DE JONG et al. (2010) e SURBATOVIC et al. (2013), a estimulacdo do sistema imune pode
ocorrer em decorréncia de fragmentos moleculares de patdgenos, conhecidos como padrdes
moleculares associados a patdgenos (PAMPSs), tais como LPS, DNA bacteriano e &cido
lipoteicoico, dentre outros, assim como por padrées endégenos analogos aos PAMPs, de origem
do hospedeiro, como acido hialurdnico e proteina do choque térmico, o que pode explicar a

producdo de citocinas, ainda que em niveis menores, no grupo de pacientes com cultura negativa,
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entre 0s possiveis pacientes com presenca de microrganismos inviaveis ou mesmo com quadros

assépticos.

O maior nivel de producédo de IL-1p entre os pacientes com cultura de secre¢do positiva é
indicativo de uma maior reagdo imune inata, pois, juntamente com o processamento de caspase-1
e a inducéo de piropitose, a maturagdo e liberacdo de IL-1 B ¢ caracteristica de um inflamassoma
ativado, o qual compreende um complexo multi proteico de sinalizacdo montado em resposta aos
agentes patogénicos, bem como sinais endogenos de perigo (JONG et al.,, 2010; BROZ &
MONACK, 2013), que desencadeia a resposta inflamatoria.

De acordo com as analises empregadas no presente estudo, a bacteremia ndo alterou a
producdo de citocinas, sendo esta similar a do grupo com cultura positiva de secrecdo abdominal.
Nem mesmo 0s nhiveis de citocinas no soro se mostraram alterados em relacdo ao grupo de cultura
positiva, dado que corrobora com a afirmacdo de que em quadros de IlA as citocinas tém sua
origem no peritbnio e posteriormente ganham a corrente sanguinea (BADIA et al., 1996; RIESE
et al., 2000; SANTOS, 2001; KASPER & COHEN-PORADOSU, 2008), sendo nestes casos 0
foco do processo infeccioso o responsavel por desencadear a reposta imune. Segundo
KYLANPAA et al. (2012) o grau em que estes mediadores escapam para a circulacdo determina a

natureza da resposta inflamatoria sistémica.
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7. CONCLUSOES

- Os métodos de coleta e de cultivo microbianos utilizados foram satisfatorios, uma vez
que permitiram a recuperacdo de microrganismos em mais de 60% dos casos diagnosticados

clinicamente como I1A, sendo estes similares a outros valores relatados na literatura.

- O caréter polimicrobiano destes processos infecciosos foi confirmado, sendo a média de

microrganismos rescuperados por cultura positiva igual a 2,5.

- O sistema Vitek Il mostrou ser uma boa ferramenta para a identificagdo microbiana uma
vez que as taxas de confiabilidade foram maiores que 90% na maioria das vezes, sendo observada
ainda uma concordancia também de mais de 90% com a identificacdo genotipica realiza com 0s

anaerdbios Gram negativo.

- Dos microrganismos identificados oriundos das 1A, os do grupo Bacteroides fragilis e
Prevotella spp. foram predominantes entre os anaerobios e, Escherichia coli, Enterococcus
faecalis, Acinetobacter baumanni e Sphingomonas paucimobilis dentre o0s aerdbios.
Considerando-se aqueles recuperados da corrente sanguinea nos pacientes com IIA de origem

hospitalar, os prevalentes foram Enterococcus faecium e E. coli.

- Os dados relativos as I1A de origem hospitalar mostraram estar diretamente associados a
microrganismos com perfil de resisténcia a uma ampla gama de antimicrobianos, sendo comuns

aqueles reconhecidos como patégenos oportunistas nosocomiais.

- Observou-se entre os Gram positivo aerdbios resisténcia a oxacilina e a macrolideos na
maioria das amostras de Staphylococcus avaliadas e resisténcia a clindamicina em todos as de

Enterococcus, sendo uma destas resistentes também a vancomicina.

- Os carbapenems e os aminoglicosideos foram, in vitro, os antimicrobianos mais eficazes
contra os BGN, embora se tratando dos ndo fermentadores da glicose a multirresisténcia tenha

sido observa na quase totalidade das amostras analisadas.

- A metodologia empregada permitiu evidenciar a produgdo de p-lactamases em mais de
80% dos BGN anaerobios analisados, a qual parece estar diretamente associada a resisténcia a
Penicilina G, com taxa de 80% de resisténcia. Observou-se ainda, sensibilidade de todas as

amostras ao imipenem, piperacilina+tazobactam e ao metronidazol.

- Os unicos parametros clinico/laboratoriais que influenciaram os niveis de producéo de

citocinas foram os de origem das I1A (hospitalar) e a cultura microbiana positiva, observando-se
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niveis de TNFa significativamente aumentados na secre¢do de ITA dos pacientes hospitalares e,

IL8 e IL1p naqueles com cultura positiva.

- Os niveis das citocinas TNFa (P<0.05), IL-6 e IL-8, detectados na secrecdo abdominal

dos pacientes com IIA, podem estar relacionados com um agravamento dos quadros clinicos dos
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pacientes, uma vez que estes foram aumentadas naqueles com infec¢do hospitalar.
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9. APENDICES

QUADRO 1

Estratificacdo e agrupamento dos dados clinicos/laboratoriais utilizados nas analises de citocinas

dos pacientes com infec¢des intra-abdominais

Dados clinicos/laboratoriais

Agrupamentos

Idade (anos)
Tempo de internacao (dias)
Uso prévio de antimicrobianos

Sitio/tipo de infeccéo

Local de aquisicao da infeccéo
Cultura de secrecao
Hemocultura
Proteina C reativa (mg/L)
Plaquetas (mm®)
Hemoglobina (g/dl)
Leucécitos (mm®)
Fosfatase alcalina (U/g)

Gama GT (U/g)

Al: (0-29/30-59/60 ou mais). A2: (0-59/60 ou mais)
Al: (0-14/15-28/29 ou mais). A2: (0-10/11 ou mais).
Sim ou Néo

Apéndice/Peritonio/Trato biliar/Trauma
abdominal/Abscesso/Outros

Comunidade ou ambiente hospitalar
Positiva ou negativa

Positiva ou negativa

Al: (0-99/100-199/200 ou mais). A2: (0-149/150-299/300 ou mais)

Al: (£200-399/400 ou mais). A2: (< 299-300 ou mais)
Al: (0-9,9/10 ou mais). A2: (0-11,9/12-15,9/16 ou mais)
(0-9.999/10.000-19.999/20.00 ou mais)
(0-99/100 ou mais)

(0-99/100 ou mais)

5) LEGENDA: Gama GT= Gamaglutamiltranspeptidase; Al: agrupamento 1; A2= agrupamento 2.
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QUADRO 2

Caracteristicas demogréficas e dados clinicos dos pacientes com quadro clinico de infec¢es intra-

abdominais avaliados em Hospitais de BH/MG.

Paciente Origem Idade Doenca ou Uso prévio de Quadro clinico
(anos) procedimento antimicrobianos
cirdrgico prévio
4 HPM 71 NI CPM/MET Abscesso hepético
e de trato biliar
5 HPM 88 NI CPM/MET Abscesso hepatico
e de trato biliar
6 HPM 77 Hipertensao Arterial CIP/MET Colecistite
Sistémica -Diabetes
Mellitus — Asma

7 HPM 68 NI CPM/MET Abscesso
abdominal

11 HPM 39 Hipertensdo Arterial CIP/IMET Apendicite

Sistémica - Diabetes
Mellitus — Hanseniase

1 CEU 31 Bariatrica VAN/ERT Abscesso
subfrénico

9 CEU 33 Gastroplastia redutora NI Abscesso hepatico/

Abscesso de trato
biliar

10 CEU 31 Bariétrica NAO Abscesso
subfrénico

12 CEU 37 Bariétrica NAO Abscesso
subfrénico

14 CEU 37 Bariatrica NI Abscesso
subfrénico

15 CEU 47 Rins policisticos AMP/CRO Cistos renais

16 CEU 31 Bariatrica NAO Abscesso
subfrénico

17 CEU 14 NI GEN/MET Abscesso
subfrénico

25 CEU 66 Abdominoplastia CFL Abscesso de parede

31 CEU 45 Peritonite - Fistula NAO Peritonite

difusa

38 CEU 67 Apendicectomia NI Apendicite

41 CEU 19 NI CFz Hepatite

43 CEU 30 Faringite NI Abscesso hepatico

46 CEU 28 Adrenalectomia e MER/VAN Colecéo abdominal

Esplenectomia
esquerda
47 CEU 63 Insulficiéncia renal CPM/CIP Abscesso renal
cronica direito
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Paciente Origem Idade Doenca ou Uso prévio de Quadro clinico
(anos) procedimento antimicrobianos
cirurgico previo
49 CEU 77 NI NI Abscesso pélvico
50 CEU 69 Nefrectomia esquerda NI Colecdes no flanco
- Pancreatectomia e fossa iliaca
parcial — esquerda
Esplenectomia
51 CEU 69 Nefrectomia esquerda NI Colecdes no flanco
- pancreatectomia e fossa iliaca
parcial — esquerda
esplenectomia
2 HC NI NI NI Colecédo abdominal
3 HC NI NI NI Colecédo abdominal
8 HC 74 Neoplasias MER/VAN Colecdo peritoneal
13 HC NI NI NI Colecéo peritoneal
21 HC 32 Doenca de Caroli NI Abscesso
subfrénico
30 HC NI Nega NI Colecéo peritoneal
40 HC 35 NI MER/MET Abscesso hepético
e de trato biliar
18 HRTN 19 Nega GEN/MET Apendicite
19 HRTN 53 Hipertensao Arterial CRO/MET Isquemia
Sistémica mesentérica
20 HRTN 19 Nega GEN/MET Abscesso
abdominal
22 HRTN 17 Hipotireoidismo GEN/MET Apendicite
23 HRTN 24 Nega CRO/MET Apendicite
24 HRTN 39 Nega CRO/MET Peritonite difusa
26 HRTN 44 Pancreatite MER/MET Pancreatite
27 HRTN 45 Gastrite GEN/MET Peritonite
28 HRTN 20 Nega GEN/MET Apendicite
29 HRTN 15 Puérpera (coleta GEN/MET Colecdo peritoneal
realizada 15 depois)
32 HRTN 58 Hipertensao Arterial CRO/MET Apendicite
Sistémica
33 HRTN 49 Hipertensao Arterial CRO/MET Colecéo peritoneal
Sistémica - Diabetes
mellitus
34 HRTN 18 Nega GEN/MET Apendicite
35 HRTN 67 Hemorragia digestiva CRO/MET Colecéo peritoneal
36 HRTN 19 Nega VAN/FLU Colecdo peritoneal
37 HRTN 19 Nega VAN/FLU Colecéo peritoneal
39 HRTN 64 Diabetes CFL /CLI/MET  Colecéo peritoneal
42 HRTN 38 Nega TIG Abscesso de parede
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10

15

20

Paciente Origem Idade Doenca ou Uso prévio de Quadro clinico

(anos) procedimento antimicrobianos
cirdrgico prévio
44 HRTN NI Nega NI Abscesso de tubo
ovariano/Peritonite
45 HRTN 32 Nega NAO Colegdo peritoneal
48 HRTN 41 Atopia recente CRO/POL/LIN Ferida cirdrgica

LEGENDA: HPM= Hospital da Policia Militar; CEU= Centro Especializado em Ultrassonografia HC= Hospital das
Clinicas; HRTN= Hospital Risoleta Tolentino Neves; NI= Nédo informado; CPM= Cefepima; MET= Metronidazol;
CIP= Ciprofloxacina; VAN= Vancomicina; ERT= Ertapenem; AMP= Ampicilina; CRO= Ceftriaxona; GEN=
Gentamicina; CFL= Cefalotina; FLU= Fluconazol; CLI= Clindamicina; MER= Meropenem; TIG= Tigeciclina;
POL-= Polimixina B; LIN= Linezolida; CFZ= Cefazolina.
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QUADRO 3

Distribuicdo dos 84 microrganismos recuperados das 33 culturas positivas de 51 pacientes com

quadro clinico de infecg¢des intra-abdominais obtidas em BH/MG.

Paciente Origem

Aerobio

Anaerdébios

4
5
6
7

11
1

10
12
14
15
16
17

18
19

HPM
HPM
HPM
HPM
HPM
CEU

CEU
CEU
CEU
CEU
CEU
CEU
CEU

CEU
CEU

CEU
CEU
CEU
CEU
CEU
CEU
CEU

CEU
HC
HC
HC

HC
HC
HC
HC

HRTN
HRTN

Proteus mirabilis/
Sphingomonas
paucimobilis/Streptpcoccus
anginosus
Streptococcus pluranimalium
Kocuria kristinae
Streptococcus constellatus
Gemella morbillorum
Staphylococcus epidermidis
S. anginosus /Pediococcus
pentosaceus/Streptococcus
dysgalactiae/S. paucimobilis
Providencia
rettgeri/Citrobacter freundii

S. epidermidis

S. anginosus/S.
pluranimalium/S. paucimobilis
G. morbilorum/S. paucimobilis

Escherichia coli/P. mirabilis
Acinetobacter baumannii/S.
epidermidis/Candida Kefyr

E. coli/Enterococcus faecalis
Streptococcus sanguinis/S.
constellatus/G.
morbillorum/Morganella
morganii/S. pluranimalium
Staphylococcus warneri
Hafnia alvei/E. faecalis

Fusobacterium nucleatum
Prevotella bivia/ F. nucleatum

Prevotella intermedia

Propionibacterium acnes
Bacteroides fragilis
B. fragilis

B. fragilis
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10

15

Paciente Origem Aerdbio Anaerobios
20 HRTN E. coli/S. epidermidis Bacteroides ovatus
22 HRTN E. coli B. fragilis
23 HRTN - Bacteroides vulgatus
24 HRTN - -
26 HRTN Acinetobacter baumannii/C. -
freundii/Staphylococcus aureus

27 HRTN - -
28 HRTN - -
29 HRTN - P. bivia/P. melaninogenica
32 HRTN - -
33 HRTN - -
34 HRTN P. pentosaceus/S. B. fragilis/Bacteroides

paucimobilis/E. faecalis thetaiotaomicron
35 HRTN E. coli/E. faecalis/S. -

epidermidis
36 HRTN  S.aureus/Providencia stuartti/K. -
kristinae/A.baumannii/Candida
albicans

37 HRTN Pseudomonas aeruginosa/P. P. bivia

stuartii/Staphylococcus

haemolyticus

39 HRTN S. haemolyticus/A. -

baumannii/Enterococcus

faecium/Pseudomonas

spp./Candida albicans
42 HRTN E. faecium/A. baumannii -
44 HRTN S. warneri -
45 HRTN E. coli/E. faecalis -
48 HRTN  P. pentosaceus/P. mirabilis/E. -

faecalis

LEGENDA: HPM= Hospital da Policia Militar; HC= Hospital

Ultrassonografia; HRTN= Hospital Risoleta Tolentino Neves.

das Clinicas; CEU= Centro Especializado em
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TABELA1

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (CIM 50 e 90) das amostras de Staphylococcus aureus.

CIM (ug/ml) NUmero (%)
Microrganismo Antimicrobianos Faixa de Sensibilidade Susceptibilidade
(n) Sensibilidade 50% 90% Resisténcia Intermediaria
(ng /ml)
Staphylococcus aureus BEM >4 >4 >4 >4 2(100) 0
2 AMP NA NA NA NA NA NA
OXA >8 >8 >8 >8 2(100) 0
GEN <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0 0
CIP >8 >8 >8 >8 2(100) 0
ERI >8 >8 >8 >8 2(100) 0
CLlI >8 >8 >8 >8 2(100) 0
LIN 1 1 1 1 0 0
DAP 0,3 0,3 0,3 0,3 0 0
TEI <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0 0
VAN <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0 0
TET <l 2 <l 2 0 0
NIT <16 32 <16 32 0 0
AFU <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0 0
MUP <2 <2 <2 <2 0 0
RIF <0,5 2 <0,5 2 0 1(50)
TRI/SUL <10 <10 <10 <10 0 0

Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; NA: Ndo Analizado; CFX: Cefoxitina; BEN: Benzilpenicilina; AMP:
Ampicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; ERI: Eritromicina; CLI: Clindamicina. ; LIN:
Linezolida; DAP: Daptomicina; TEI: Teicoplamina; VAN: Vancomicina; NIT: Nitrofurantoina; AFU: Acido Fusidico;
MUP: Mupirocina; RIF: Rifampicina; TRI/SUL: Trimetoprim/Sulfametoxazol.
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TABELA 2

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (CIM 50 e 90) das amostras de Staphylococcus coagulase

negativo
CIM (ug/ml) NUmero (%)
Microrganismo Antimicrobianos Faixa de Sensibilidade Susceptibilidade
(n) Sensibilidade 50% 90% Resisténcia Intermediaria
(Hg /ml)
BEM <0,03 >0,5 >0,5 >0,5 6(66,7) 0
Staphylococcus
coagulase
negativo AMP NA NA NA NA 0 0
9 OXA <0,25 >4 >4 >4 7(77,9) 0
GEN <0,5 >16 <0,5 >16 1(11,1) 0
CIP <0,5 >8 <0,5 >8 3(33,4) 1(11,1)
ERI <0,25 >8 >8 >8 6(66,7) 0
CLI <0,25 >8 4 >8 4(44,5) 1(11,2)
LIN 1 >8 1 >8 2(22,2) 0
DAP 0,3 >8 0,5 >8 2(22,2) 1(11,1)
TEI <0,5 >32 2 >32 2(22,2) 3(33,3)
VAN <0,5 >32 1 >32 1(11,1) 1(11,1)
TET <l >16 >16 >16 7(77,9) 0
NIT <16 32 <16 32 0 0
AFU <0,5 >32 1 >32 1(11,1) 3(33,3)
MUP <2 8 <2 8 0 0
RIF <0,5 >32 2 >32 2(22,2) 3(33,3)
TRI/SUL <10 >320 <10 >320 2(22,2) 0

Legenda: CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; NA: Ndo Analizado; CFX: Cefoxitina; BEN: Benzilpenicilina; AMP:
Ampicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; ERI: Eritromicina; CLI: Clindamicina. ; LIN:
Linezolida; DAP: Daptomicina; TEI: Teicoplamina; VAN: Vancomicina; NIT: Nitrofurantoina; AFU: Acido Fusidico;
MUP: Mupirocina; RIF: Rifampicina; TRI/SUL: Trimetoprim/Sulfametoxazol.
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TABELA3

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (CIM 50 e 90) das amostras de Enterococcus spp.

CIM (pg/ml) NUmero (%)
Microrganismo Antimicrobianos Faixa de Sensibilidade Susceptibilidade
(n) Sensibilidade 50% 90% Resisténcia  Intermediaria
(Kg /ml)
Enterococcus spp. BEM 0,25 >64 2 >64 1(12,5) 0
8 AMP <2 >32 <2 >32 1(12,5) 0
OXA NA NA NA NA NA NA
GEN NA NA NA NA NA NA
CIP <0,5 >8 1 >8 1(12,5) 0
ERI <0,5 >8 2 >8 3(37,5) 4(50)
CLI >8 >8 >8 >8 8(100) 0
LIN 1 >8 2 >8 1(12,5) 0
DAP* 6 2 4 4 4 0 0
TEI <0,5 >32 <0,5 >32 1(12,5) 0
VAN <0,5 >32 1 >32 1(12,5) 0
TET <1 >16 <1 >16 2(25) 0
NIT <16 256 <16 256 1(12,5) 1(12.5)
AFU NA NA NA NA NA NA
MUP NA NA NA NA NA NA
RIF NA NA NA NA NA NA
TRI/SUL <10 >320 <10 >320 8(100) 0

Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; NA: Ndo Analizado; CFX: Cefoxitina; BEN: Benzilpenicilina; AMP:
Ampicilina; OXA: Oxacilina; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; ERI: Eritromicina; CLI: Clindamicina. ; LIN:
Linezolida; DAP: Daptomicina; TEI: Teicoplamina; VAN: Vancomicina; NIT: Nitrofurantoina; AFU: Acido Fusidico;
MUP: Mupirocina; RIF: Rifampicina; TRI/SUL: Trimetoprim/Sulfametoxazol.*: Antimicrobiano testado apenas para 6

das 8

amostras.

110



TABELA 4

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos CGP distribuidos por paciente

ANTIMICROBLANOS
bacionte Nieroremions Screening de CFX BEM AMP XA (SI%&I 2 GEN cIp f induzida a ERI CLI

Int. CIM  Int. CIM Int. CIM Int. CIM Int. CIM Int. CIM Int. Int. CIM  Int. CIM  Int.
S aureus ATCC 29213 NEG 025 S NA _ <025 S NA _ <05 S <05 S NA <025 S <025 S
b8 S. epidermidis NEG >05 R X X >4 R X X4 s 0§5 S NEG >8 R 4 R
p 16 S. epidermidis NEG O,SOS S X X O,£25 S X X O,§5 S 0%5 S NEG 0)S25 S 0’§25 S
P18 S. waneri NEG O,SOS s X X O’§25 S X X 0,35 S 0§5 S NEG 0)325 S 0’325 S
P19 E faecalis X 05 S <2 S X X SIS S x  x o,§5 S x 41 >8 R
P 20 S. epidermidis POS >05 R X X >4 R X X 0f5 S o,§5 S NEG >8 R >8 R
b2l E faecalis X 2 s <2 s X X SINS S x x 1 s NEG 2 1 >8 R
b 26 S. aureus POS >05 R X X >4 R X X 0’35 s >8 R NEG >8 R >8 R
b 34 E faecalis X 2 s <2 S X X SINR R x  x 0%5 S x 4 1 >8 R
E faecalis X 4 s <2 s X X SINR R x x 1 s x >8 R >8 R

b9 S. epidermidis POS >05 R X X >4 R X X 2 s 4 R NEG > 8 > 8
b 36 S. aureus POS >05 R X X >4 R X X 0f5 s >8 R NEG > 8 >8 R
p 37 S. haemolyticus POS >05 R X X >4 R X X 0f5 s >8 R NEG >8 R >8 R
S. haemolyticus POS >05 R X X >4 R X X >16 R >8 R NEG >8 R >8 R
P E faccium X >64 R >32 R X X SIS S x x >8 R X >8 R >8 R
p 42 E faecium X 0,25 S <2 s X X SINR R x x 1 S X 1 I o5 R
b 44 S. waneri NEG o,éos s X X >4 R X X 0,§5 s >8 R NEG >8 R 2 1
p 45 E faecalis X 1 S <2 s X X SINR R x  x O,SS S X >8 R >8 R
P 46 S, epidermidis POS >05 R X X >4 R X X 4 s 0,35 S NEG 0’325 s 2 1
b 48 E faecalis X 2 s <2 s X X SINR R x x 1 S X o5 S >8 R

Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; NEG: Negativo; POS: Positivo; NA: Nao Analizado; CFX: Cefoxitina; BEN: Benzilpenicilina; AMP: Ampicilina; OXA: Oxacilina; GEN:
Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; ERI: Eritromicina; CLI: Clindamicina.
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TABELAS

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos CGP distribuidos por paciente

ANTIMICROBIANOS
LIN DAP TET VAN TET NIT AFU MUP RIF TRI/SUL
Paciente Microrganismo
CIM CIM Int. CIM Int. CIM Int. CIM Int. CIM 1Int. CIM Int. CIM CIM  Int. CIM  Int.
S aureus ATCC 29213 1 NA _ <05 S <05 S NA _ NA _ <05 S NA <05 S <10 S
p8 S. epidermidis >8 >8 >32 R >3 R 216 R <16 S 4 I <2 16 R < 10 S
p 16 S. epidermidis 2 0,25 S <05 S <05 S <1 S <16 S <05 S <2 <05 S <10 S
P 18 S. waneri 1 0,5 8§ <05 S 2 S >16 R 32 s <05 S <2 <05 S < 10 S
P19 E faecalis 2 4 s <05 S 1 S >16 R <16 S X x X x x <10 R
P 20 S. epidermidis 2 4 X <05 S 1 S >16 R <16 S 8 I > 8 8 R < 10 S
p 21 E. faecalis 2 4 S <0,5 S 1 S <1 S 32 S X X X X X < 10 R
p 26 S. aureus 1 02 S <05 S <05 S 2 S 32 s <05 S <2 <05 S < 10 S
p 34 E faecalis 1 4 S <05 S 1 S <1 S <16 S X X X X X < 10 R
E faecalis 2 2 s <05 S 1 S >16 R 32 S X X X X X < 10 R
P S. epidermidis 1 0,5 S 2 S 1 S >16 R <16 S 1 S 8§ >32 R < 10 S
p 36 S. aureus 1 02 8§ <05 S <05 S <1 S <16 S <05 S <2 2 I < 10 S
P 37 S. haemolyticus 1 0,5 S <05 S <05 S <1 S <16 S <05 S <2 2 T < 10 S
S. haemolyticus 1 02 S 2 S 1 S >16 R 32 S 8 I <2 <05 S > 320 R
v L faecium > 8 X X >3 R >32 R 2 S 256 R X X X X > 320 R
p 42 B faecium 2 X X <05 S <05 S <1 S 64 I X X X X X < 10 R
p 44 S. waneri >8 >8 R >32 R 8 I >16 R <16 S >3 R <2 >3 R 80 R
p 45 E. faecalis 1 4 S 0,5 S 1 S <1 N < 16 N X X X X X < 10 R
P 46 S. epidermidis 1 02 S 2 S 1 S >16 R <16 S <05 S <2 <05 S < 10 S
p 48 E. faecalis 2 4 S <0,5 S 2 S <1 N < 16 N X X X X X < 10 R
Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; NA: N&do Analizado; LIN: Linezolida; DAP: Daptomicina; TEI: Teicoplamina; VAN: Vancomicina; NIT:
Nitrofurantoina; AFU: Acido Fusidico; MUP: Mupirocing; RIF: Rifampicina; TRI/SUL: Trimetoprim/Sulfametoxazol.
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TABELA 6

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (CIM 50 e 90) das amostras de BGN — ndo fermentador

de glicose.
CIM (ug/ml) NUmero (%)
Microrganismo Antimicrobianos Faixa de Sensibilidade Susceptibilidade
(n) sensibilidade 50% 90% Resisténcia Intermediaria
(Kg /ml)
BGN — néo fermentador de
glicose AZT*** 2 >64 >64  >64 5(71,4) 0
9 ERT NA NA NA NA NA NA
IM[xxx <1 >16 >16  >16 5(55,6) 1(11,1)
MER**** <0,25 >16 <025  >16 1(25) 1(25)

AM|[**** <2 >64 >64 >64 3(75) 0

GEN**** <l >16 <l >16 3(33,3) 0

CIP <0,25 >4 >4 >4 6(66,7) 0
TIG <0,5 >8 1 >8 2(22,2) 1(11,1)

COL*#H** <0,5 >16 <0,5 >16 1(12,5) 0

AMP >32 >32 >32  >32 9(100) 0
ASB*xHx* 4 >32 16 >32 4(50) 1(12,5)
PPT 16 >128 >128  >128 7(77,8) 1(11,1)

CFL >64 >64 >64 >64 9(100) 0

CFO <4 >64 >64 >64 7(77,8) 0
CTX <1 >64 >64  >64 7(77,8) 1(11,1)
CAZ <1 >64 >64  >64 7(77,8) 1(11,1)

COM <1 >64 32 >64 6(66,7) 0

Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; NA: N&o Analizado; AZT: Aztreonam; ERT: Ertapenem; IMI:
Imipenem; MER: Meropenem; AMI: Amicacina; GEN: Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; TIG: Tigeciclina; COL.:
Colistina; AMP: Ampicilina; ASB: Ampicilina+Sulbactam; PPT: Piperacilina+Tazobactam; CFL: Cefalotina; CFO:
Cefoxitina; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepima. ***: Antimicrobiano testados apena para 7 das 9
amostras; ****: Antimicrobianos testados apenas para 4 das 9 amostras; *****: Antimicrobianos testados apenas para 8
das 9 amostras.
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TABELA7

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (CIM 50 e 90) das amostras de Enterobacteriaceae

CIM (pg/ml) Nimero (%)
Microrganismo Antimicrobianos Faixa de Sensibilidade Susceptibilidade
(n) sensibilidade 50% 90% Resisténcia Intermediaria
(Hg /ml)
Enterobacteriaceae AZT <l >64 <l 16 2(12,5) 2(12,5)
16 ERT <0,5 4 <0,5 <0,5 1(6,25) 0
IMI <1 2 <1 2 0 1(6,25)
MER <0,25 1 <0,25 <0,25 0 0
AMI* <2 >64 <2 16 2(12,5) 0
GEN <1 >64 1 >64 3(18,75) 0
CIP <0,25 >4 <0,25 >4 2(12,5) 0
TIG <0,5 4 1 4 6(37,5) 2(12,5)
CcoL <0,5 >16 >16 >16 9(56,25) 0
AMP** <2 >32 >32 >32 12(75) 0
ASB** <2 >32 16 >32 7(43,75) 5(31,25)
PPT <4 >128 <4 >128 2(12,5) 0
CFL 4 >64 >64 >64 12(75) 1(6,25)
CFO <4 >64 <4 >64 3(18,75) 1(6,25)
CTX <1 >64 <l >64 6(37,5) 0
CAZ <1 >64 <l 32 3(18,75) 3(18,75)
COM <1 >64 <1 >64 3(18,75) 0

Legenda: CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; NA: N&o Analizado; AZT: Aztreonam; ERT: Ertapenem; IMI: Imipenem; MER: Meropenem; AMI: Amicacina; GEN:
Gentamicina; CIP: Ciprofloxacina; TI1G: Tigeciclina; COL: Colistina; AMP: Ampicilina; ASB: Ampicilina+Sulbactam; PPT: Piperacilina+Tazobactam; CFL: Cefalotina;
CFO: Cefoxitina; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepima; *: Antimicrobiano testado apenas para 9 das 16 amostras; **: Antimicrobianos testados apenas
para 14 das 16 amostras.
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TABELA 8
Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos BGN distribuidos por paciente

ANTIMICROBIANOS

Paciente Microrganismo BLSE AMP ASB PPT CFL CFO CTX CAZ CoM
CIM  Int. CIM Int. CIM Int. CIM Int. CIM  Int. CIM Int. CIM  Int. CIM Int. CIM Int.
E.coli ATCC 25922 - NEG 4 S 4 S <4 S NA - <4 S NA - <1 S <1 S
p1 P. mirabilis X X <2 S <2 S <4 S 4 S <4 S <1 S <1 S <1 S
S. paucimobilis X X > 32 R 4 S 64 1 > 64 R <4 S <1 S <1 S <1 S
Po E. coli - POS > 32 R 16 I <4 S >64 R 8 S <1 S <1 S <1 S
P. mirabilis X X > 32 R 16 I <4 S >64 R <4 S <1 S <1 S <1 S
P8 A. baumannii X X > 32 R > 32 R 1228 R >64 R > 64 R > 64 R > 64 R > 64 R
P 17 S. paucimobilis X X > 32 R X X 1228 R >64 R <4 S 16 I > 64 R <1 S
P 19 H alvei X X > 32 R > 32 R 1228 R >64 R 16 I > 64 R > 64 R <1 S
P 20 E. coli - NEG > 32 R > 32 R <4 S 16 I <4 S <1 S <1 S <1 S
P 21 E. coli - POS > 32 R > 32 R 8 S >64 R 16 1 > 64 R 4 I 8 R
p 22 E. coli - NEG <2 S <2 S <4 S 8 S <4 S <1 S <1 S <1 S
C. freundii b X X X X X <4 S 16 R > 64 R <1 S <1 S <1 S
P A. baumannii b X > 32 R 16 1 1228 R >64 R > 64 R > 64 R > 64 R > 64 R
P 31 P. rettgeri X X 16 R 8 R <4 S >64 R < S <1 S <1 S <1 S
C. freudii X X X X X X <4 S >64 R < R <1 S <1 S <1 S
p 34 S. paucimobilis - NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
P 35 E. coli - NEG > 32 R 16 I <4 S >64 R > 64 S 8 R 16 R <1 S
P. stuartii X X > 32 R > 32 R <4 S >64 R 32 R > 64 R 4 1 > 64 R
P A. baumannii b X > 32 R > 32 R 1228 R >64 R > 64 R > 64 R > 64 R > 64 R
b a7 P. aeruginosa X X > 32 R > 32 R 16 S > 64 R > 64 R > 64 R S 2 S
P. stuartii X X > 32 R > 32 R <4 S > 64 R <4 S > 64 R I > 64 R
P. aeruginosa X X > 32 R > 32 R 1228 R >64 R > 64 R > 64 R > 64 R 32 R
P A. baumannii X X > 32 R 4 S 1228 R > 64 R > 64 R > 64 R > 64 R > 64 R
P 40 M. morganii X X > 32 R 4 R <4 S >64 R 16 1 <1 S <1 S <1 S
P 42 A. baumannii X X > 32 R 8 S 1228 R > 64 R > 64 R > 64 R > 64 R 32 R
P 45 E. coli - POS > 32 R 16 1 <4 S >64 R <4 S > 64 R <1 S <1 S
P 48 P. mirabilis X X > 32 R 8 S 1228 R 8 S <4 S <1 S 32 R <1 S
P 50 S. paucimobilis NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
P 51 S. paucimobilis NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

Legenda: CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; NEG: Negativo; POS: Positivo; NA: Ndo Analizado; BLSE: Beta lactamase de amplo espectro; AMP: Ampicilina; ASB:
Ampicilina+Sulbactam; PPT: Piperacilina+Tazobactam; CFL: Cefalotina; CFO: Cefoxitina; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; CPM: Cefepima.
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TABELA9
Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos BGN distribuidos por paciente
ANTIMICROBIANOS
AZT ERT IMI MER AMI GEN CIP TIG COL

Paciente Microrganismo

CIM Int. CIM Int. CIM Int. CIM  Int. CIM  Int. CIM  Int. CIM Int. CIM Int. CIM Int.

E.ool 457 CC NA - <05 S <1 S <025 S <2 S <1 S <025 S <05 S <05 S

P. mirabilis <1 s <05 S X X <025 S <2 S <1 S <025 S 4 R >16 R

b1 S. paucimobilis 2 S X X <1 S <0,25 S <2 S <1 S < 0,25 S <0,5 S <0,5 S

E. coli <1 s <05 S <1 S <025 S <2 S >16 R >4 R 1 S <05 S

k2 P. mirabilis <1 s <05 S X X <0,25 8 <2 S <1 S <025 S 2 R >16 R

P8 A. baumannii >64 R X X > 16 R X X X X >16 R >4 R 1 S <05 S

P 17 S paucimobilis 2 S X X <1 S <025 S <2 S <1 s <025 S <05 S X X

P19 H alvei 2 s <05 S <1 S <025 S <2 S <1 s <025 S <05 S >16 R

P 20 E. coli <1 s <05 S <1 S <025 S <2 S <1 S 0,5 S <05 S <05 S

P 21 E. coli 16 R <05 S <1 S <025 S <2 S >16 R >4 R <05 S <05 S

P 22 E. coli <1 s <05 S <1 S <025 S <2 S <1 S <025 S <05 S <05 S

b 26 C. freundii <1 s <05 S <1 S <025 S <2 S <1 S <025 S <05 S <05 S

A. baumannii >64 R X X > 16 R X X X X <1 S >4 R 1 s <05 S

b a1 P. rettgeri <1 s <05 S X X <0,25 S 16 S <1 R <025 S 2 R >16 R

C freudii <1 s <05 S 2 I <025 8 >64 R <1 S <025 S 2 I >16 R

P 34 S paucimobilis ~ NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

P 35 E. coli 2 I <05 S <1 S <025 S <2 S >16 R <025 S <05 S <05 S

b 36 P. stuartii >64 R 4 R X X 1 S <2 S 2 S <025 S 2 I >16 R

A. baumanni i >64 R X X > 16 R X X X X <1 S >4 R 1 s <05 S

b 37 P. aeruginosa X X X X 8 I 8 I <2 S <1 S <025 S > 8 R <05 S

P. stuartii 4 I <05 S X X <0,25 S <2 S <1 R <025 S 2 R >16 R

b 39 P. aeruginosa X X X X > 16 R >16 R >64 R >16 R >4 R > 8 R <05 S

A. baumannii >64 R X X <1 S X X X X <1 S >4 R 2 S <05 S

P 40 M. morganii <1 s <05 S X X <025 S <2 S <1 S <025 S 2 R >16 R

P 42 A. baumannii >64 R X X > 16 R X X X X >16 R >4 R 4 1 >16 R

P 45 E. coli <1 s <05 S <1 S <0,25 S <2 S <1 S <02 S <05 S <05 S

P 48 P. mirabilis 16 R <05 S X X <025 S <2 S <1 S 0,5 S 4 R >16 R

P 50 S paucimobilis ~ NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA

P 51 S paucimobilis ~ NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA
Legenda: CIM: Concentragéo Inibitdria Minima; NA: Ndo Analizado; AZT: Aztreonam; ERT: Ertapenem; IMI: Imipenem; MER: Meropenem; AMI: Amicacina; GEN: Gentamicina; CIP:
Ciprofloxacina; TIG: Tigeciclina; COL: Colistina.
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TABELA 10

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos (CIM 50 e 90) das amostras de anaerdbios

CIM (pg/ml) NUmero (%)
Microrganismo Antimicrobianos Faixa de Sensibilidade Susceptibilidade
(n) sensibilidade (ug /ml)  50%  90% Resisténcia Intermediaria
Bacteroides do grupo fragilis PPT <8 16 <8 16 0 0
8 CFO 16 64 16 64 2(25) 1(12,5)
IMI 2 4 2 4 0 0
CLlI <0,5 >32 2 >32 4(50) 0
MET 8 8 8 8 0 0
PEN 4 >8 >8 >8 8(100) 0
Prevotella spp. PPT <8 <8 <8 <8 0 0
5 CFO <4 <4 <4 <4 0 0
IMI <1 2 <1 2 0 0
CLI <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0 0
MET 4 8 8 8 0 0
PEN 1 >8 >8 >8 4(80) 0
Fusobacterium nucleatum PPT <8 <8 <8 <8 0 0
2 CFO <4 <4 <4 <4 0 0
IMI <l <l <1 <1 0 0
CLI <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0 0
MET <2 4 <2 4 0 0
PEN <0,125 >8 <0,125 =>8 1(50) 0
Propionebacterium acnes PPT <8 <8 <8 <8 0 0
1 CFO <4 <4 <4 <4 0 0
IMI <1 <1 <1 <1 0 0
CLlI <0,5 <0,5 <0,5 <0,5 0 0
MET >128 >128 >128 >128 1(100) 0
PEN <0,125 <0,125 <0,125 <0,125 0 0

Legenda: CIM: Concentragdo Inibitria Minima; PPT: Piperacilina+Tazobactam; CFO: Cefoxitina; IMI: Imipenem;
CLI: Clindamicina; MET: Metronidazol; PEN: Penicilina.
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TABELA 11

Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos anaerdbios distribuidos por pacientes

ANTIMICROBIANOS
PTZ CFO IMI CLI MET PEN Cefinase
Paciente Microrganismo
CIM Int. CIM  Int. CIM  Int. CIM  Int. CIM Int. CIM Int. Int.
_ 5. aureus ATCC NMONA NA NA NA NA NA NA NA NA NA NA "
25913
E. lentum ATCC 25559 <8 S <4 S <1 S <0.5 S > 128 R < 0.125 S NA
_ = fr‘;i;é]; ATCC g g 8 s <1 S 2 S 8 S > 8 R NA
p 2 B. fragilis <8 s 16 S 2 S 1 S 8 S >8 R +
p9 F. nucleatum <8 S <4 S <1 S <0.5 S <2 S <0.125 S -
pl0 P. bivia <8 S <4 S 2 S <0.5 S 4 S >8 R +
pl10 F. nucleatum <8 s <4 S <1 S <0.5 S 4 S < 0.125 S +
pl4 P. intermedia <8 S <4 S <1 S <0.5 S 8 S 1 S +
p 20 B. ovatus <8 s 64 R 2 S 8 R 8 S >8 R +
p 22 B. fragilis <8 S 16 S 2 S 2 S 8 S > 8 R +
p 23 B. wulgatus <8 s 16 S 4 S > 32 R 8 S 4 R +
p29 P. bivia <8 S <4 S <1 S <0.5 S 8 S 8 R +
p29 P. melaninogenica <8 S <4 S 2 S <0.5 S 8 S 4 R +
p34 B. fragilis <8 S 16 S 2 S <0.5 S 8 S > 8 R +
p34 B. thetaiotaomicrom 16 S 64 R 4 S 2 S 8 S > 8 R -
p 37 P. bivia <8 s <4 S <1 S <0.5 S 8 S > 8 R +
p 47 P. acnes <8 s <4 S <1 S <0.5 S > 128 R <0.125 S -
p 49 B. fragilis <8 S 32 I 2 S > 32 R 8 S >8 R +
p 50 B fragilis <8 S 16 S 2 S > 32 R 8 S > 8 R +
Legenda: CIM: Concentracdo Inibitéria Minima; PPT: Piperacilina+Tazobactam; CFO: Cefoxitina; IMI: Imipenem; CLI: Clindamicina; MET: Metronidazol; PEN:

Penicilina.
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TABELA 12

Niveis de citocinas quantificados da secrecéo e do soro dos pacientes com I1A

Citocinas da secrecdo (pg/mL)

Citocinas do sangue (pg/mL)

Paciente  IL-8 IL-1 IL-6  IL-10 TNF IL-12P70 Paciente  IL-8 IL-1 IL6 IL-10 TNF  IL-12P70

1 10842127 51000323 00 0,0 00 2570 1

2 18132041 1701026 5155 0,0 00 2360 2

3 3

4 4045,6 0,0 35388 00 00 2289 4 1540 17 288 35 00 9,4
5 3105205 32193 0,0 0,0 0,0 0,0 5

6 777367 0,0 0,0 0,0 00 1703 6 196 19 483 00 109 0,0
7 3169603  11996,2 0,0 0,0 0,0 0,0 7 641 00 957 84 00 8.4
8 21428802 175185 8767338 18578 4785 2148 8

9 9

10 14386737 3407136 00 0,0 0,0 0,0 10

11 11 690 00 889 00 74 58
12 7776510 4653694 00 00 5266 3133 12

13 1226936 965,2 0,0 0,0 0,0 0,0 13

14 14

15 1006798 243622 422566 00 2988  342,0 15

16 7532416 1240845 0,0 0,0 00 2287 16

17 17 30755 235 638797 151 00 6,6
18 18 17395 03 83 00 05 46
19 19 28505 77 405342 4793 05 71
20 15031961 2435530 80485 00 5105 2502 20 135 14 3849 54 08 49
21 2774970 288283 0,0 00 2353 00 21

22 38686827 5650581 00 0,0 0,0 0,0 22

23 730898 377724 5371 0,0 0,0 0,0 23 466 28 3503 190 69 79
24 24 8832 52 125792 1636 0,0 6.8
25 15031961 8394453 3601457 2603 392095 1933 25

26 26 2504 76 50627 224 00 49
27 1121782 14063 18203 00 00 1549 27 5528 36 16447 110 00 8.1
28 28 00 00 00 935 00 1830
29 29 23575 416 172404 00 00 0,0
30 30

31 6847201 2508149 3624 00 22452 1933 31

32 32 657 141 6221 518 723 95
33 3 36 00 73 00 00 0,0
34 7776510 1431445 0,0 0,0 00 1549 34 131 09 612 00 00 0,0
35 35 12015 10 228255 187 03 6,1
36 36

37 37 1126 21 946 67 00 9,6
38 1302500 24345 215054 00 00 1373 38

39 39 19783 253 63613 1565 0,0 6.4
40 40 00 00 00 333 00 1895
4 4 1118 00 6.7 25 04 5,1
2 4501936 43990 294650 00 6790 2710 2 1125 00 506 00 02 58
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Citocinas da secrecéo (pg/mL)

Citocinas do sangue (pg/mL)

Paciente IL-8 IL-1 IL-6 IL-10 TNF IL-12P70  Paciente IL-8 IL-1 IL-6 IL-10 TNF 1I2:I)_37
43 103604,9 1652,6 0,0 0,0 306,9 285,0 43 44 0,0 9,4 0,0 0,0 6,9
44 44 207,1 05 2231,2 0,2 05 3,6
45 1275791,6 75290,2 490670,4 0,0 1258,1 0,0 45 427,0 0,5 204,1 0,8 0,0 3,5
46 258389,6 139108,9 740,6 0,0 0,0 163,0 46 64,1 05 31,0 6,8 0,2 42
47 699348,5 65132,4 38294,3 0,0 0,0 163,0 47 67,0 0,0 26,1 0,0 0,1 44
48 1248318,0 63629,0 6735,2 0,0 559,3 0,0 48 74,2 0,3 47,9 0,1 05 6,8
49 147594,1 156018,3 0,0 0,0 306,9 299,2 49 71 2,7 26,9 11 12 1.8
50 4274228 33156,2 1456,9 0,0 0,0 423,7 50 84 15 111 0,9 15 1.7
51 210937,8 18808,1 0,0 0,0 0,0 214,8 51

LEGENDA: IL= Interleucina; TNFo= Fator de necrose tumoral.
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ANEXO A

APROVACAO PELO COMITE DE ETICA EM PESQUISA DA UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM PESQUISA - COEP

Parecer n2. ETIC 0097.0.203.000-10

Interessado(a): Prof. Simone Gongalves dos Santos
Departamento de Microbiologia
Instituto de Ciéncias Biolégicas - UFMG

DECISAO

O Comité de Etica em Pesquisa da UFMG — COEP aprovou, no
dia 24 de maio de 2010, apés atendidas as solicitagbes de diligéncia, o
projeto de pesquisa intitulado "Avaliagéo microbiolégica de infecgdes
intra-abdominais com énfase em anaerébios e suas interagdes
sistémicas com o hospedeiro” bem como o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido.

O relatério final ou parcial devera ser encaminhado ao COEP um
ano apos o inicio do projeto.

Profa., Maria Teresa Marques Amaral
Coordenadora do COEP-UFMG

Av. Pres. Antonio Carlos, 6627 — Unidade Administrativa Il - 2° andar — Sala 2005 — Cep:31270-901 — BH-MG
Telefax: (031) 3409-4592 - e-mail: coep@prpg.ulmg.br

10. ANEXOS
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO PARA PARTICIPACAO NA PESQUISA

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAO EM PESQUISA CLINICA

Titulo: “Avaliacdo bacteriolégica de infec¢des intra-abdominais, com énfase em anaerobios e suas interacdes sistémicas
com o hospedeiro”

Pesquisadores:  Simone Gongalves dos Santos (Responsavel pelo projeto)
Maria Auxiliadora Roque de Carvalho
Luiz de Macédo Farias
José Carlos Serufo
Rogério Augusto Pinto Silva
Jodo Baptista Rezende Neves

Introducdo: Antes de aceitar a sua participa¢do nesta pesquisa, € necessario que vocé leia e compreenda a explicacdo a seguir
sobre os procedimentos propostos. Esta declaracdo esclarece o objetivo, procedimentos, beneficios, riscos, desconfortos e
cuidados durante o estudo. Também estabelece o direito de desistir da sua participacdo no estudo a qualquer momento.
Nenhuma garantia ou promessa pode ser feita sobre os resultados da pesquisa. Os resultados do estudo e o seu
acompanhamento clinico dependem da clareza de suas queixas e de sua historia.

Obijetivos: Identificar os microrganismos recuperados de infec¢fes intra-abdominais e possiveis reages sistémicas
decorrentes destas infeccGes em pacientes internados ou ndo, atendidos nos Hospitais das Clinicas, Risoleta
Tolentino Neves e da Policia Militar de MG.

Resumo: As infeccBes intra-abdominais sdo caracterizadas pela presenca de secrecdo purulenta (pus), localizadas ou
espalhadas por todo o abdémen. Estas infec¢des representam um problema comum na prética diaria hospitalar e geralmente
envolvem mais de um microrganismo. Nos casos da disseminacdo destes microrganismos para a corrente sanguinea, pode
ocorrer a producdo de diferentes substancias pelo organismo, gerando complicagBes graves para o paciente acometido, como
reagdes pulmonares, meningite, endocardite e comprometimento das vias respiratorias. O tratamento das infec¢fes intra-
abdominais é sempre feito pela retirada da secrecdo purulenta dos abscessos e 0 uso de antibi6ticos adequados. O que se
propdem neste estudo é fazer a andlise e identificacdo de possiveis microrganismos no material retirado dos abscessos além da
pesquisa dos antibidticos que poderdo ser usados no tratamento destas infeccBes. Na andlise do sangue, sera investigada a
possivel presenga de microrganismos e de substancias que poderdo causar infeccdes e reagdes inflamatorias graves na pessoa
acometida. Todas as coletadas realizadas neste estudo ja sdo indicadas pelo médico como procedimentos de rotina para o
tratamento dos pacientes. Sendo assim, nenhum procedimento além do previsto pelos médicos seré feito.

Procedimento: Serdo incluidos neste estudo, pacientes com quadro de infec¢Bes intra-abdominais (I11A) apresentando ou ndo
infeccdo da corrente sanguinea (ICS) relacionada a esta infeccdo. Caso concorde com a participacéo no estudo, as secrecdes
dos abscessos serdo obtidas por aspiracdo durante a ultra-sonografia ou durante a cirurgia pelos médicos responsaveis. As
amostras sanguineas para a pesquisa de microrganismos no sangue e para avaliagdo da resposta inflamatéria serdo coletadas
por técnicos qualificados ou pela propria equipe médica, apenas quando o médico responsavel solicitar. Imediatamente apés a
coleta, as amostras dos abscessos e de sangue serdo transportados ao laboratério de microbiologia oral e anaerébios do
ICB/UFMG. O paciente continuard sendo atendido no servico, mesmo que ndo concorde com a sua inclusdo no estudo ou,
ainda, que desista de participar em qualquer momento. Todos os resultados de exames que estiverem prontos estardo a sua
disposi¢do a qualquer momento da pesquisa. Vocé ndo recebera qualquer remuneragao pela participacéo.

Desconfortos: O projeto ndo prevé nenhum procedimento diferente daqueles usados no diagnéstico e tratamento das infeccfes
intra-abdominais, ou seja, as analises propostas serdo realizadas em secre¢des e sangue que ja iriam ser retirados
independentes do presente estudo, Portanto, ele ndo gera nenhum desconforto adicional em relacdo ao tratamento de rotina.
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Riscos: Ndo havera riscos ao paciente em funcdo da pesquisa, pois s6 serdo utilizados materiais clinicos solicitados por
indicacdo clinica médica, e por ele coletados, de acordo com a rotina hospitalar. As andlises propostas serdo realizadas em
secrecdes e sangue que ja iriam ser retirados independentes do presente estudo.

Beneficios: Infecgdes intra-abdominas sdo causadas, na maioria das vezes, por microrganismos de dificil crescimento em
testes usados de rotina nos laboratérios clinicos, o que faz com que em sempre seja possivel realizar a identificacdo dos
microrganismos causadores da infeccdo e nem a avaliacdo do antibi6tico que devera ser usado para eliminacdo dos mesmos.
Portanto, a sua participacdo neste estudo sera muito importante para o conhecimento dos microrganismos presentes nas
infecgBes IIA e podera contribuir, no futuro, para a melhoria do controle e tratamento desta doenga em nosso Pais. E possivel
que os resultados do exame possam ajudar na escolha do antimicrobiano que vocé devera tomar.

Confidencialidade: Os resultados serdo mantidos em sigilo até onde é exigido pela lei. O Comité e Etica em Pesquisa da
UFMG podera verifica-los e ter acesso aos dados que identificam seu nome. Qualquer publicacdo dos dados nédo o identificara.
Ao concordar com a sua participacdo, vocé autoriza o pesquisador a fornecer seus registros médicos para a instituicéo e para o
COEP/ UFMG.

Desligamento: Vocé podera se afastar, a qualquer momento, sem prejuizo para 0 seu acompanhamento médico. O estudo
poderé ser finalizado se faltarem recursos e se 0 nimero de amostras néo for suficiente.

Novas descobertas: Todos os novos dados desta pesquisa poderao ser fornecidos a vocé, quando solicitados.

Contato com o pesquisador: Pode ser feito pelos telefones (31) 3409-2743 (Profa. Simone Gongalves dos Santos). Caso tenha
alguma duvida sobre os seus direito como paciente da pesquisa, vocé podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da UFMG (Av. Antbnio Carlos, 6627, Unidade Administrativa Il, 2° andar, sala 2005, cep: 31270-901, Belo
Horizonte — Minas Gerais; Telefone: (31) 3409-4592; Fax: (31) 3409-4027; E-mail:coep@pepg.ufmg.br).

Consentimento: Li e entendi as informagfes. Tive a oportunidade de fazer perguntas e todas as minhas ddvidas foram
respondidas a contento. Estou autorizando, voluntariamente, a minha participacéo, até que eu decida o contréario.

Belo Horizonte,............ de de 20.......
Paciente Clinico responséavel pela coleta
NOME: ...t NOME:...ciiiicii
[0 To LS
R Pesquisador responséavel
ENOEIECO ... .i it
.................................................................................... NOME: ...
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ANEXO C

FICHA CLINICA

FICHA CLiNICA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA ORAL E ANAEROBIOS/ICB/UFMG
PROJETO INFECCOES INTRA-ABDOMINAIS
Profa.: Simone G. Santos 3409-2743/9108-5560

Hospital ou Instituicdo:

Nome do Paciente: Sexo: Idade:

Endereco:

Médico Responsavel: Fones:

Doencas Pregressas: I:[nenhuma I:lneoplasias I:lHIVfAIDS

I:[outras
DIAGNOSTICO ATUAL:

MEDICAMENTOS EM USO:

Antimicrobiano: Outro:
Dose: Dose:
Iniciado em: Iniciado em:
Uso de aminas vasoativas pré Operatorio Pos Operatorio
Cateter venoso central sim nao
Cateter vesical sim nao
Ventilacdo Mecanica obs.: sim nao
INFECCAO/ETIOLOGIA

I:ICOInunitéria I:llntra Hospitalar (72 h pés internacao)

SiTIOS DA INFECCAO

:IApéndice necrosado I:lperfurado :Iperitonite local

peritonite generalizada

|:|Ahscesso subfrénico pélvico hepatico
pancredtico unico multiplos
pos-operatorio Outros

|:|Trauma |:Isim I:lnﬁo

I:lTrato Biliar colecistite perfurada peritonite local
peritonite difusa colangite outros

|:|Perit6neo primdria I:lpés—operatério de

liquido peritoneal
|:|0utros

COLETA
DATA: [ / | HORA: |:|
VIA: ultra-sonografica cirtirgica

puncao aspiracao | Ioutra

CHEGADA AO LABORATORIO

DATA: L/ 7 | Hora: [ |

OBSERVACAD:
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ANEXO D

QUADRO 1

CONTEUDO DOS POCOS DO CARTAO ANC. ID. DO VITEK I

Pogco |Teste Mnemonica |Cuantidade/Poco
4 D-GALACTOSE dGAL 0,3 mg

5 Leucina ARILAMIDASE LeuA 0,023 mg
B ELLMAN ELLM 0,03 mg

7 Fenilalanina ARILAMIDASE Phei 0,026 mg
8 L-Prolina ARILAMIDASE ProA 0,023 mg
10 L-Pirrolidonil ARILAMIDASE Pyra 0,018 mg
1" D-CELOBIOSE dCEL 0,3 mg

13 Tirosina ARILAMIDASE TyrA 0,0279 mg
15 Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASE APPA 0,038 mg
18 D-GLUCOSE dGLU 0,3 mg

20 D-MANOSE dMME 0,3 mg

22 D-MALTOSE dMAL 0,3 mg

28 SACAROSE/SUCROSE SAC 0,3 mg

30 ARBUTINA ARB 0,1875 mg
33 N-ACETIL-D-GLUCOSAMINA NAG 0,3 mg

M 5-Bromo-4-clore-2-indoxil-beta-glucosideo BGLLUI 0,006 mg
36 UREASE URE 0,15mg
37 5-Bromo-4-cloro-2-indoxil-beta-glucuronida BGURI 0,006 mg
39 BETA GALACTOPIRANOSIDASE Indoxil BGALI 0,006 mg
41 AL FA-ARABINOSIDASE AARA 0,0324 mg
42 5-Bromo-4-cloro-3-indoxil-alfa-galactosideo AGALI 0,006 mg
43 BETA-MANOSIDASE BMAN 0,036 mg
44 ARGININA GP ARG 0,15mg
45 PIRUVATO PVATE 0,15 mg
51 MALTOTRIOSE MTE 0,3 mg

53 Hidrdlise da ESCULINA ESC 0,0225 mg
54 BETA-D-FUCOSIDASE BdFUC 0,0342 mg
55 a-Bromo-4-cloro-3-indoxil-beta-N- acetil-glucosamida BMAGI 0,008 mg
56 a-Bromo-4-cloro-3-indoxil-alfa-manoside AMANI 0,006 mg
57 ALFA-L-FUCOSIDASE AlFUC 0,0342 mg
59 FOSFATASE PHOS 0,05 mg
B0 L-ARABINOSE IARA 0,3 mg

61 d-Ribose 2 dRIB2 0,3 mg

62 Fenilfosfonato OP3 0,024 mg
63 AL FA-L-ARABINOFURANOSIDA AARAF 0,015 mg
64 D-XILOSE dxX¥YL 0,3 mg
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QUADRO 2

CONTEUDO DOS POCOS DO CARTAO GP. ID. DO VITEK 11

Pogo Teste Mnemdnica | Quantidade/Pocgo
2 D-AMIGDALINA ANY 0,1875 mg
4 FOSFATIDILINOSITOL FOSFOLIPASE C PIPLC 0,015 mg
5 D-XILOSE dxYL 0,3 mg

g ARGININA DIHIDROLASE 1 ADH1 0,111 mg
g BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0,036 mg
il ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0,036 mg
13 Ala-Fe-Pro ARILAMIDASE AFPPA 0,0384 mg
14 CICLODEXTRINA CDEX 0,3 mag

15 L-Aspartato ARILAMIDASE AspA 0,024 mg
16 BETA GALACTOPIRANOSIDASE BGAR 0,00204 mg
17 ALFA-MANOSIDASE AMAN 0,036 mg
19 FOSFATASE PHOS 0,0504 mg
20 Leucina ARILAMIDASE LeuA 0,0234 mg
23 L-Prolina ARILAMIDASE Pro4 0,0234 mg
24 BETA-GLUCURONIDASE BGURr 0,0018 mg
25 ALFA-GALACTOSIDASE AGAL 0,035 mg
26 L-Pimolidonil ARILAMIDASE PyrA 0,018 mg
27 BETA-GLUCLRONIDASE BGUR 0,0378 mg
28 Alanina ARILAMIDASE AlaA 0,0216 mg
29 Tirosina ARILAMIDASE TyrA 0,0276 mg
30 D-SORBITOL dsSOR 0,1875 mg
A UREASE URE 0,15 mg
32 RESISTENCIA A POLIMIXINA B POLYE 0,00093 mg
ar D-GALACTOSE dGAL 0,3 mg

38 D-RIBOSE drRIB 0,3mg

35 Alcalinizagdo L-LACTATO ILATE 0,15 mg
42 LACTOSE LAC 0,96 mg
44 M-ACETIL-D-GLUCOSAMIMNA, MAG 0.3 ma

45 D-MALTOSE dhAaL 0,3 mag

46 RESISTENCIA A BACITRACINA BACI 0,0006 mg
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Poco Teste Mnemdnica | Quantidade/Pogo
47 RESISTENCIA A NOVOBIOCINA MOV 0,000075 mg
50 CRESCIMENTO EM NaCl a 6,5% MNCE.5 1,68 mg

52 O-MANITOL dMAM 0,1875 mg
53 O-MANOSE dMME 0,3 mg

54 METIL-B-D-GLUCOPIRANOSIDED MBdG 0,3 mg

56 PULULANO PUL 0,3 mg

57 D-RAFINOSE dRAF 0,3 mg

58 RESISTENCIA 07129 (comp.vibrio.) O129R 0,0084 mg
54 SALICINA SAL 0,3 mg

60 SACAROSE/SUCROSE SAC 0,3 mg

62 DO-TREALOSE dTRE 0,3 mg

63 ARGININA DIHIDROLASE 2 ADH2s 0,27 mg

64 RESISTENCIA A OPTOQUINA OPTO 0,000359%9 mg
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QUADRO 3

CONTEUDO DOS POCOS DO CARTAO GN. ID. DO

Pogo Teste Mnemonica E:g:tida de/
2 Ala-Fe-Pro-ARILAMIDASE APPA 0,0384 mg
3 ADOMNITOL ADO 01875 mg
4 L-Pirrolidonil - ARILAMIDASE PyrA 0,018 mg
5 L-ARABITOL IARL 0,3mg

7 D-CELOBIOSE dCEL 0,3mg

g BETA-GALACTOSIDASE BGAL 0,036 mg
10 PRODUGCAD DE H2S H25 0,0024 mg
11 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE BNAG 0,0408 mg
12 Glutamil Arilamidase pMNA AGLTp 0,0324 mg
13 D-GLUCOSE dGLU 0,3mg

14 GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE GGT 0,0228 mg
15 FEF{MENTM}&{]IGLLIG{]SE OFF 0,45 mg
17 BETA-GLUCOSIDASE BGLU 0,035 mg
18 D-MALTOSE dMAL 0,3mg

19 D-MANITOL dMAN 0,1875 mg
20 D-MANOSE dMNE 0,3mg

21 BETA-XILOSIDASE BXYL 0,0324 mg
22 BETA-Alanina arilamidase pMNA BAlap 0,0174 mg
23 L-Prolina ARILAMIDASE ProA 0,0234 mg
26 LIPASE LIP 0,0192 mg
27 PALATINOSE PLE 0,3mg
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Quantidade/

Pogo Teste Mnemdnica Poco

20 Tirosina ARILAMIDASE TyTA 0,0276 mg
K} UREASE URE 0,15 mg
32 D-SORBITOL dSOR 0,1875 mg
33 SACAROSE/SUCROSE SAC 0,3 mg

H D-TAGATOSE dTAG 0,3 mg

35 D-TREALOSE dTRE 0,3mg

36 CITRATO (SODIO) CIT 0,054 mg
a7 MALONATO MNT 0,15 mg
34 5-CETO-D-GLUCOMNATO BKG 0,3 mg

40 Alcalinizagdo L-LACTATO ILATE 0,15mg
41 Al FA-GLUCOSIDASE AGLU 0,036 mg
42 Alcalinizagdo SUCINATO SUCT 0,15mqg
43 Beta-N-ACETIL-GALACTOSAMINIDASE MNAGA 0,0306 mg
44 ALFA-GALACTOSIDASE AGAL 0,036 mg
45 FOSFATASE PHOS 0,0504 mg
46 Glicina ARILAMIDASE GlyA 0,012 mg
47 ORNITINA DESCARBOXILASE oDC 0,3 mg
48 LISINA DESCARBOXILASE LDC 0,15 mg
52 BASE DECARBOXILASE ODEC MNA

53 Assimilagio L-HISTIDINA HISa 0,087 mg
56 CUMARATO CMT 0,126 mg
57 BETA-GLUCURONIDASE BGUR 0,0378 mg
58 RESISTENCIA O/129 (comp.vibrio.) O129R 0,0105 mg
54 Glu-Gli-Arg-ARILAMIDASE GGAA 0,0576 mg
61 Assimilagio L-MALATO IMLTa 0,042 mg
62 ELLMAN ELLM 0,03 mg
G4 Assimilagio L-LACTATO ILATa 0,186 mg
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QUADRO 4

CONTEUDO DOS POCOS DO CARTAO YST. ID. DO VITEK Il

Pogo Teste Mnemdnica Quantidade/Pogo
3 L-Lisina ARILAMIDASE LysA 0,0228 mg
4 Assimilagdo L-MALATO IMLTa 0,15 mg

] Leucina -ARILAMIDASE LeuA 0,0234 mg
7 ARGIMNINA ARG 0,15 mg
10 Assimilagdo ERITRITOL ERYa 0,3 mg

12 Assimilagio GLICEROL GLYLa 0,16 pL
13 Tirosina ARILAMIDASE TyrA 00276 mg
14 BETA-N-ACETIL-GLUCOSAMINIDASE BNAG 0,0408 mg
15 Assimilagio ARBUTINA ARBa 0,3 mg

18 Assimilagio AMIGDALINA AMYa 0.3 mg

19 Assimilagdo D-GALACTOSE dGALa 0,3 mg

20 Assimilagio GENTIOBIOSE GEMa 0,3 mg

21 Assimilagio D-GLUCOSE dGLLa 0,3 mg

23 Assimilagdo LACTOSE LACa 0,96 mg
24 Assimilagio METIL-A-D-GLUCOPIRANOSIDED MAdGa 0,3 mg

26 Assimilagio D-CELOBIOSE dCELa 03mg

27 GAMA-GLUTAMIL-TRANSFERASE GGT 0,0228 mg
28 Assimilagdo D-MALTOSE dMala 0,3 mg

29 Assimilagio D-RAFINOSE dRAFa 0,3 mg

30 PMP-M-aceti-BD-galactosaminidase 1 MNAGAT 0,0306 mg
32 Assimilagdo D-MANOSE dMMEa 0,3 mg

33 Assimilagio D-MELIBIOSE dMEL3 0,3 mg

34 Assimilagdo D-MELEZITOSE dMLZa 0,3 mg

38 Assimilagdo L-SORBOSE ISBEa 0,3 mg

39 Assimilagio L-RAMNOSE IRHAa 0,3 mg

40 Assimilagdo XILITOL XL Ta 0,3 mg

42 Assimilagdo D-SORBITOL dSORa 0,1875 mg
44 Assimilagio SACAROSESUCROSE SACa 0,3 mg

45 UREASE URE 0,15 mg
46 ALFA-GLUCOSIDASE AGLU 0,036 mg
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Pogo Teste Mnemdnica CQuantidade/Poco
a7 Assimilacio D-TURANOSE dTURa 0,2 mg
48 Assimilagdo D-TREALOSE dTREa 0,3 mg
49 Assimilagio NITRATO NO3a 0,03 mg
5| Assimilagdo L-ARABINOSE IARAa 0.3 mg
52 Assimilagio D-GALACTURONATO dGATa 0,15 mg
53 Hidrolise da ESCULINA ESC 0,225 mg
54 Assimilagio L-GLUTAMATO IGLTa 0,15 mg
bl Assimilagdo D-XILOSE dxX¥la 0,2 mg
56 Assimilagdo DL-LACTATO LATa 0.15 mg
A8 Assimilagdo ACETATO ACEa 0,15 mg
bate] Assimilagdo CITRATO {S@DID} ClTa 0,15 mg
60 ASSIMILACAQ GLUCURCNATO GRTas 0,15 mg
61 Assimilacio L-PROLINA IPROa 0.15 mg
62 Assimilago 2-QUETO-D-GLUCONATO 2KiGa 0,15 mg
63 Assimilagdo N-ACETIL-GLUCOSAMINA NAGa 0,15 mg
64 Assimilacio D-GLUCONATO dGNTa 0,15 mg
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QUADRO 5

CONTEUDO DOS POCOS DOS CARTOES AST-P612.

ANTIMICROBIANO SIGLA ANTIMICROBIANO SIGLA
Teste de Screening de Screening Linezolida LIN
Cefoxitina de CFO
Benzilpenicilina BEM Daptomicina DAP
Ampicilina AMP Teicoplamina TEI
Oxacilina OXA Vancomicina VAN
Gentamicina Alto Nivel GEN Tetraciclina TET
(Sinergia) (Sinergia)
Gentamicina GEN Nitrofurantoina NIT
Ciprofloxacina CIP Acido Fusidico AFU
Resisténcia Induzida a R induzida Mupirocina MUP
Clindamicina aCLlI
Eritromicina ERI Rifampicina RIF
Clindamicina CLI Trimetoprim/Sulfametoxazol | TRI/SUL

QUADRO 6

CONTEUDO DOS POCOS DOS CARTOES AST-N105

ANTIMICROBIANO SIGLA ANTIMICROBIANO SIGLA
Aztreonam AZT Beta-lactamase de Amplo ESBL
Espectro
Ertapenem ERT Ampicilina AMP
Imipenem IMI Ampicilina+Sulbactam ASB
Meropenem MER Piperacilina+Tazobactam PPT
Amicacina AMI Cefalotina CFL
Gentamicina GEN Cefoxitina CFO
Ciprofloxacina CIP Cefotaxima CTX
Tigeciclina TIG Ceftazidima CAZ
Colistina COL Cefepima COM
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