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Resumo

Peritonite por bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGNNF) é complicagao
importante da dialise peritoneal (DP), com curso clinico grave e elevada taxa de
faléncia do método. Fatores associados a viruléncia, resisténcia antimicrobiana,
formacgao de biofilme, entre outros, tém sido relatados, mas o limitado conjunto de
evidéncias nao permite concluir sobre os fatores responsaveis pelo pior curso clinico
dessas infecgdes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia das caracteristicas
microbioldgicas, das condi¢des clinicas do paciente e do tratamento na evolugéo de
peritonites por BGNNF, ocorridas num unico centro, em periodo de 18 anos. A
sensibilidade in vitro aos antimicrobianos, producédo de biofilme, além da analise do
perfil clonal das bactérias pela técnica de eletroforese em gel de campo pulsado foram
realizadas em todos os isolados bacterianos. Foram pesquisados genotipicamente,
em isolados de Pseudomonas aeruginosa, a presenga de marcadores de viruléncia
(alginato, exoenzima S, fosfolipases C, exotoxina A, protesase alcalina, elastase e
ramnolipideos). Associagdes entre as caracteristicas microbiolégicas do paciente e
tratamento com a taxa de resolugao da peritonite foram estudadas. A espécie mais
frequente foi Pseudomonas aeruginosa (45,59%), seguida por isolados do complexo
Acinetobacter baumannii (17,65%). O estudo dos fatores de viruléncia da
Pseudomonas aeruginosa revelou a presencga de fatores de viruléncia em 100% dos
casos, exceto exoenzima S (58,33%) e fosfolipase C ndo hemolitica (87,5%). Houve
elevada proporcdo de BGNNF resistentes aos antimicrobianos testados, em particular
a amicacina (36,73%) e a ciprofloxacina (44,9%), sendo que a sensibilidade aos
betalactamicos esteve acima de 70%. Observou-se elevada propor¢ao de isolados
produtores de biofilme (73,08%). Os resultados da tipagem por PFGE revelaram um
perfil policlonal para a maioria dos isolados, entretanto para isolados do complexo
Acinetobacter baumannii a analise revelou um cluster, entre 2000-2008, com perfil de
multiresisténcia aos antimicrobianos, sugerindo fonte hospitalar. A evolugédo dos
episddios mostrou reduzida taxa de cura (35,29%). A sensibilidade a amicacina e
cefepime, se associaram de modo independente a maior chance de cura, enquanto a
presenca concomitante de infecgdo do 6stio de saida do cateter de DP foi preditor

independente de nao resolugcao do episddio. Nao se observaram associacdes entre



fatores de viruléncia, producéo de biofilme e caracteristicas do paciente e tratamento
com o desfecho dos episddios. Em conclusao, peritonites em DP, por BGNNF, sao
infeccbes com reduzida taxa de cura; a resisténcia bacteriana é fator associado a
menor chance de resolugao e peritonite por bactérias do género Acinetobacter spp.
podem representar infeccdo grave, potencialmente de origem hospitalar, o que deve

fazer redobrar os cuidados quanto ao seu manejo clinico.

Palavras-chave: dialise peritoneal, peritonite, fatores de viruléncia, resisténcia

antimicrobiana, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii.



Abstract

Peritonitis due to non-fermentative Gram-negative bacilli (NFGNB) is a serious
complication of peritoneal dialysis (PD), with a severe clinical course and high
technique failure rate. Factors as bacterial virulence, antimicrobial resistance, biofilm
formation, among others, have been reported, but the limited amount of evidence does
not allow to conclude on the factors responsible for the worst clinical course of these
infections. The objective of this study was to evaluate the influence of the
microbiological characteristics, patients conditions, and treatment on evolution of
peritonitis episodes at a single center in an 18 - year period. In vitro susceptibility,
biofilm production, and clonal profile analysis of bacteria by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) were performed in all isolates. The presence of virulence
markers (alginate, exoenzyme S, phospholipases C, exotoxin A, alkaline protease,
elastase, and ramnolipids) was genotyped in bacterial isolates of Pseudomonas
aeruginosa. From the data referring to the patient and causal agent, associations
between the microbiological, patient characteristics, and treatment on the resolution
rate of peritonitis were analyzed. The most frequent species was Pseudomonas
aeruginosa (45.59%), followed by Acinetobacter baumannii complex (17.65%). The
study of the virulence factors of Pseudomonas aeruginosa revealed the presence of
virulence factors in 100% of the cases, except for exonzyme S (58.33%) and hemolytic
phospholipase C (87.5%). There was a high proportion of antimicrobial resistant, in
particular to amikacin (36.73%) and ciprofloxacin (44.9%), with sensitivity to beta-
lactam above 70%. A high (73.08%) proportion of biofilm producing isolates was
observed. The results of the PFGE typing revealed a polyclonal profile for most of the
isolates; however, for the Acinetobacter baumannii complex species the analysis
revealed a cluster at interval from 2000 to 2008, with antimicrobial multi resistance
profile, suggest that peritonitis by this agent had a hospital source. The evolution of the
episodes showed a reduced resolution rate (35.29%). The susceptibility to amikacin
and to cefepime were independently associated with a higher odds of resolution, while
the concomitant presence of PD catheter exit site infection was an independent
predictor of non-resolution. In conclusion, peritonitis due to NFGNB in PD are
infections with reduced resolution rate; bacterial resistance is an independent predictor

of lower odds of resolution. Peritonitis by Acinetobacter spp. can represent serious



infection, potentially of nosocomial origin, which should make reinforce the care

regarding its clinical management.

Key words: peritoneal dialysis, peritonitis, virulence factors, antimicorbial resistance,
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii
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1. INTRODUCAO

A doenca renal crénica (DRC) é considerada um importante problema de saude
publica em todo o mundo. Causada principalmente pelo diabetes mellitus, hipertensao
arterial e doengas glomerulares primarias, tem prevaléncia estimada, em adultos com

mais de 20 anos de 10,4% em homens e 11,8% em mulheres.'2

Sua evolugao para DRC de estagio terminal (DRCt) representa sério desfecho
de saude com alto custo econdmico e social, que requer terapia de reposi¢cao renal
dialitica (hemodialise e dialise peritoneal) ou transplante para manutengao da vida,

acometendo todos os &mbitos da saude desses individuos.3®

Com aumento progressivo da incidéncia e prevaléncia nos paises
desenvolvidos, a DRCt é em grande componente nos custos dos sistemas de saude,
com crescimento anual em programas de dialise variando de 6 a 12% nas ultimas
duas décadas e com aumento prospectivo, especialmente nos paises em
desenvolvimento.® Em termos globais, cerca de 2,6 milhGes de pessoas receberam

dialise em 2010, um nimero que devera aumentar para 5,4 milhdes até 2030.7

No Brasil, o Censo Brasileiro de Dialise de 2016 mostrou, no periodo de 1999
a 2016, aumento de 1,5 vezes no numero de clinicas de didlise e de 2,9 vezes no
numero total de pacientes, sendo que em 2016 havia 757 unidades de didlise e
122.825 pacientes submetidos a procedimento dialitico; destes mais de 90% tratados

por hemodidlise (HD) e cerca de 8% por didlise peritoneal (DP).8

A DP foi introduzida como método de substituicido da fungdo renal, em
pacientes cronicamente urémicos, por Popovich e Moncrief, entre 1976 e 1978,%10 A
primeira modalidade descrita e amplamente utilizada até os dias atuais foi a DP
ambulatorial continua (DPAC),'° seguida pela dialise peritoneal automatizada (DPA)

proposta por Dias-Buxo et al'!, no inicio dos anos 80.

Na DPAC, o procedimento é realizado manualmente, sendo que o paciente ou
cuidador realizam quatro a cinco trocas de dialise diariamente, a intervalos de cerca

de seis horas. Na DPA, uma maquina cicladora € programada para realizar a infus&o
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e drenagem da solugéo de dialise, sendo que a maior parte do procedimento é

realizado no periodo noturno.’?

O grande desenvolvimento tecnoldgico relacionado aos materiais utilizados,
dispositivos de conexdo e equipamentos, ao lado dos avangos na profilaxia
antimicrobiana, aumentou substancialmente a seguranga das técnicas de DP, sendo
que essa modalidade passou a ser empregada rotineiramente nos pacientes
cronicamente dialisados. Varios estudos ao longo das ultimas duas décadas
mostraram que os resultados clinicos e a sobrevida dos pacientes em DP séao

semelhante aos tratados por HD.'3.14

O desenvolvimento e os resultados clinicos da dialise peritoneal (DP),
historicamente, tém sido comprometidos pelas peritonites, que se mantém como a
principal complicacdo da DP.'® Revisdo sobre as peritonites na América Latina
mostrou ser esta complicacdo causa frequente de hospitalizacao e, invariavelmente,
a causa mais comum de faléncia da técnica de DP, nessa regido.® Ainda relacionado
a faléncia da técnica, Davenport,’® em estudo que auditou varias unidades de Didlise,
em Londres, mostrou que a peritonite foi a causa mais comum para tal ocorréncia.
Dados da coorte brasileira BRAZ PD, com mais de 7000 pacientes incidentes,
mostraram que apods o 6bito, as peritonites sao a principal causa de saida do paciente
do método de DP, o que corresponde a cerca de 23% dos casos.'” Frequéncia
semelhante foi encontrada por Guali et al,'® em estudo realizado com pacientes
australianos do registro ANZDATA, no qual a peritonite causou faléncia da técnica de
DP em 29% dos casos, também contribuindo para maior morbidade e mortalidade
dos pacientes. Embora se considere que menos de 5% dos episdédios de peritonite
resultem em Obito, a peritonite € associada, com frequéncia a mortalidade dos
pacientes em DP. Boudville et al,'® analisando dados do registro ANZDATA, relataram
que entre os pacientes que foram transferidos para a hemodialise em decorréncia de
peritonite, 19% evoluiam para 6bito nos primeiros 30 dias. Resultados da coorte
BRAZ-PD, recentemente publicados, mostraram que a peritonite foi preditor
independente de morte cardiovascular ocorrida apds pelo menos 30 dias do episddio
infeccioso e que a frequéncia de peritonite foi fortemente associa a com aumento do

risco desse evento.?0
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As peritonites em DP sdo causadas, na maior parte dos episédios, por cocos
Gram positivos, em particular pelos Estafilococos coagulase-negativa (ECN) e pelo
Staphylococcus aureus, relatado como o agente etioldgico mais frequente no Brasil.?’
Nos ultimos anos, entretanto, os cocos Gram-positivos, em especial, o S. aureus, tem
perdido as primeiras posigdes como agente causal das peritonites em DP.'622 Além
dos avancos nas técnicas de conexao, o uso rotineiro da mupirocina no local de saida

do cateter peritoneal, possivelmente tem contribuido para essa condigéo.??

Por sua vez, a propor¢cao de peritonites causadas por bastonetes Gram-
negativos (BGN) tem se mostrado crescente,'®2426 sendo que alguns autores tém
relatado que os BGN sé&o as etiologias mais frequentes das infecgdes peritoneais em
DP.16'22

Além disso, peritonites por BGN s&o muitas vezes mais graves e associadas a
piores desfechos que aquelas causadas por cocos Gram-positivos, em particular os
ECN 2729

Kim et al?” relataram que as taxas de remocgdo de cateter de didlise e a
mortalidade associada a peritonite foram significativamente maiores nas peritonites
por BGN em comparagao com as peritonites por Gram-positivos. Além da perda de
cateter, Prasad et al*® encontraram diferenga significativa em relagdo a internagao
hospitalar em peritonite por Gram-negativos, sendo as taxas maiores do que na

peritonite por Gram-positivos.

As razdes para o curso clinico desfavoravel das peritonites por BGN n&o foram
completamente elucidadas, pois a maior parte dos estudos publicados tratam-se de
relatos e série de casos,?® mas alguns fatores podem ser contributivos. Entre eles se

destacam a viruléncia inerente a espécie de BGN e a resisténcia bacteriana.

Entre os BGN, o grupo composto pelos BGN nao fermentadores (BGNNF). em
particular as espécies de Pseudomonas, sao importantes causas de peritonite grave,
com elevada frequéncia de perda do cateter de didlise e faléncia na técnica.3' Das 248
espécies de Pseudomonas descritas,3? a Pseudomonas aeruginosa é a mais estudada
e de maior importancia clinica, sendo bactéria oportunista, que pode colonizar varios
tecidos, devido principalmente a presenga de fimbria, estrutura responsavel pela

motilidade celular, quimiotaxia e mediagdo das interagbes superficiais iniciais.33-35
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Exoenzimas amplificam a capacidade de invasao tecidual, sendo secretadas pelos
sistemas de secregao proteica do Tipo |l ao Tipo IV, localizados nos operons xcp e
hxc,® essas s&o produzidas pelo periplasma bacteriano e agem no meio extracelular
para facilitar o processo invasivo e proliferativo. Entre os principais produtos
relacionados a este processo temos a exotoxina A, inibidora da sintese de proteinas
eucaridticas;333437 exoenzima S, substancia apoptotica, causadora de necrose e
morte de células imunes do hospedeiro;®® elastase, degradante de colageno e
barreiras fisicas do hospedeiro, e também inibidora da quimiotaxia dos mondcitos;3°
protease alcalina, que inativa o complemento, a fagocitose dos neutréfilos e degrada
a fibronectina; alginato, fator protetor das defesas imunitarias,*® responsavel pela
estabilidade estrutural, formacdo de biofilmes*' e também resisténcia aos

antibidticos.42

Também o BGNNF do género Acinetobacter tem sido relevante entre os BGN
causadores de peritonites em DP. Na série de Lye et al*® entre 200 episddios de
peritonite, aqueles causados por Acinetobacter spp. representaram 10,7% dos casos,
sendo o BGN mais prevalente. Entre 59 espécies gendmicas descritas,* quatro
especies fenotipicamente semelhantes, que pertencem ao complexo o A.
calcoaceticus - A. baumanni sao responsaveis pela maior parte das infeccdes
adquiridas na comunidade ou em ambiente hospitalar. Estas espécies tém habilidade
de resistir a dessecacgao e a desinfetantes, colonizar a pele e formar biofilmes, sendo
adaptadas para colonizar cateteres. O desenvolvimento alarmante de resisténcia aos
antibioticos, bem como o surgimento de Acinetobacter multirresistente a farmacos
(MDRA) e Acinetobacter resistente a carbapenem (CRA) tem sido uma preocupagao
crescente*® Estudos sobre a peritonite relacionada a DP por Acinetobacter também
tem sido escassos,*4” assim um enfoque maior sobre as caracteristicas do paciente,
os resultados do tratamento e os preditores de um prognostico desfavoravel seréo de

grande importancia na era do aumento das infecgdes por MDRA.

A formacgao de biofilme, condigdo comum a varios tipos de microrganismos,
torna-os varias vezes mais resistentes aos agentes antimicrobianos.*® Estudos
mostraram que essa resisténcia aos antimicrobianos pode ser devido a penetragao
limitada destes, ou a atividade metabdlica mais lenta, pois algumas partes do
biofilme s&o dificeis de atingir. Alguns antibioticos tiveram sua atividade reduzida em
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ambientes anaerdbios, o que também contribui para a resisténcia do biofilme, devido

a disponibilidade de oxigénio ser reduzida nos niveis mais profundos.*®

A concentragao inibitéria minima (MIC) é o método padrédo para avaliagdo da
sensibilidade aos antimicrobianos; no entanto, o MIC pode ter valor limitado na
determinacdo da verdadeira sensibilidade na presenca de biofiime, o que pode
explicar, pelo menos em parte, o0 mau resultado encontrado para alguns BGNNF
causadores de peritonite em DP, apesar da antibioticoterapia ser considerada eficaz,
pelos testes-padréo de sensibilidade. Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos,
realizados em laboratérios clinicos de rotina para a escolha do tratamento
antimicrobiano, continuam sendo realizados com as células plancténicas, o que
dificulta a avaliagao da eficacia do antimicrobiano testado, ja que no paciente essas
bactérias estao protegidas no biofiime e a resposta ndo sera a mesma da obtida nos

testes.0

Moskowitz et al®® mostraram, em 94 isolados de P. aeruginosa, provenientes
de um Hospital Infantil Regional de Seattle, que as concentragdes inibitérias de
biofiime (BICs) foram muito maiores que as correspondentes as MICs
convencionalmente determinadas para os antibiéticos betalactamicos, sendo que
algumas concentragdes precisavam ser 64 vezes maiores do que as determinadas
pelo MICs para obter-se uma antibioticoterapia eficaz. Ainda que discrepancias entre
a sensibilidade avaliada pelo MIC e a observada em ensaios que consideraram o
biofilme tenham sido descritas para espécies de Pseudomonas®®®! a influéncia da
producao do biofilme na evolugcédo das peritonites em DP causadas por BGNNF nao

foi previamente avaliada.

A resisténcia de BGNNF aos antibidéticos comumente recomendados é
potencialmente uma das principais causas do resultado clinico desfavoravel das
peritonites por esses agentes.’? Notadamente, em nosso centro, aumento da
prevaléncia da resisténcia dos BGNNF, isolados de episddios de peritonite, aos
antibidticos rotineiramente prescritos para o tratamento dessas infecgdes foi

observado ao longo dos anos®?

Entre as classes de antimicrobianos, as recomendadas para o tratamento das
peritonites por BGNNF sdao aminoglicosideos, quinolonas, e B-lactamicos , sendo

destaque nesta classe as cefalosporinas e carbapenémicos.?
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Os aminoglicosideos contém em sua estrutura grupos amino ou hidroxila, e
quando modificados nestes agrupamentos perdem a habilidade de se ligar ao
ribossomo e, consequentemente, inibir a sintese proteica bacteriana. A modificagcéo
ocorre principalmente por enzimas, produzidas pelos isolados bacterianos.
Atualmente, mais de 50 enzimas modificadoras ja foram descritas e classificadas
como N-acetiltransferases, O-adeniltransferases e O-fosfotransferases. Os genes
responsaveis por esta resisténcia encontram-se geralmente em plasmidios ou

transposons.®®

As quinolonas inibem a acdo da DNA girase e topoisomerase |V, impedindo a
replicacdo do DNA bacteriano.A resisténcia as quinolonas esta associada a alguns
mecanismos de resisténcia como alteragdo de permeabilidade, hiperexpressao de
bombas de efluxo, alteragbes do sitio de agao (topoisomerases), resisténcia mediada

por plasmideos e alteragdo enzimatica da molécula do antimicrobiano.56

Os R-lactdmicos possuem em comum no seu nucleo estrutural o anel [3-
lactdmico, o qual confere atividade bactericida. Conforme a caracteristica da cadeia
lateral define-se seu espectro de acao e suas propriedades farmacolégicas. O
mecanismo de acdo dos antimicrobianos R-lactdmicos resulta em parte da sua
habilidade de interferir com a sintese do peptideoglicano, responsavel pela integridade
da parede bacteriana. Pertencem a este grupo as penicilinas, cefalosporinas,
carbapenens e monobactans.%”%8 Pesquisas evidenciam quatro mecanismos de
resisténcia bacteriana aos beta-lactamicos,*® como a alteragéo do sitio de acdo dos
antimicrobianos ou das proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), ndo tdo comum em
Gram-negativo, alteracdo da permeabilidade da membrana celular, efluxo ativo e
inativacdo enzimatica, principalmente por producdo de [B-lactamases de espectro

extendido (ESBLs)® e carbapenemases.®’

Uma caracteristica marcante dos bacilos Gram-negativos € a capacidade de
acumularem resisténcia cruzada aos antimicrobianos, desencadeada pela co-
resisténcia, ou seja, pela presenca de diversos mecanismos de resisténcia em um
unico microrganismo, acarretando resisténcia aos multiplos farmacos, o que promove

a circulagéo de cepas multirressistentes.5°

A genotipagem de cepas tem sido cada vez mais importante, a fim de verificar

se 0s organismos envolvidos em determinadas doencas, surtos hospitalares ou em
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eventos de transmissdo cruzada, como resisténcia a antimicrobianos, possuem
possivel relagéo clonal.?? A ferramenta de tipagem molecular mais comum em paises
desenvolvidos é a técnica de PFGE (Pulsed-field gel electrophoresis).?®* Uma grande
vantagem do PFGE é a possibilidade de grandes fragmentos de DNA serem
separados, com até 1.000.000 de pares de base, ao contrario do convencional gel de
agarose. O cromossomo bacteriano €, portanto, sujeito a analise, oferecendo ao
método PFGE o poder para discriminar claramente as cepas e demonstrar a relagao
genética entre os isolados com alta reprodutibilidade.®? E possivel que alguns clones
bacterianos sejam mais propensos que outros a determinar doenga de maior

gravidade.%?

Ainda que condig¢des gerais ligadas ao microrganismo tenham sido previamente
estudadas quanto ao risco de peritonites, somente um pequeno numero de estudos
relacionados aos preditores clinicos tém relatado a influéncia das condigdes clinicas
e demograficas nos desfechos clinicos de um episodio de peritonite em DP,64-66
particularmente naqueles causados por BGNNF. O wuso de dois agentes
antimicrobianos favoreceu o resultado terapéutico nas peritonites por espécies de
Pseudomonas,®” sendo que resultado semelhante, porém com significancia estatistica
limitrofe foi observado nas peritonites por enterobactérias.®® Na série de Szeto et al®®
a presenca de infeccdo do local de saida do cateter peritoneal e o uso recente de
antibidticos foram associados com pior resposta terapéutica, enquanto que Jarvis et
al®® relataram que a idade influenciou negativamente a probabilidade de cura da
peritonite.

O presente estudo pretendeu avaliar, em pacientes tratados por DP, a
influéncia de fatores associados ao agente causal, ao paciente e ao tratamento, na

evolucao das peritonites por BGNNF.

2. JUSTIFICATIVA

Peritonites por BGNNF sdo complicacdo grave da DP, sendo que percentagem
significativa dessas infecgdes apresenta curso clinico de grande gravidade e taxa de
faléncia do método maior que as causadas pelos cocos Gram-positivos, em particular

os ECN. Ainda que fatores associados as bactérias, como as do género
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Pseudomonas, como a resisténcia bacteriana, tenham sido relatados como
responsaveis pelo curso clinico menos favoravel dessas infecgdes, o limitado conjunto
de evidéncias disponivel ndo permite afirmar ao certo os fatores associados ao curso
clinico e prognostico dessas infecgdes. A analise conjunta de fatores associados ao
agente causal, ao paciente e ao tratamento das infec¢oes peritoneais por BGNNF em
um mesmo conjunto de episddios de peritonites, ocorridos em um mesmo centro de
Dialise, pode potencialmente contribuir para a identificagdo dos determinantes da
evolucdo dessas infecgdes, e deste modo estas informagdes podem servir como
ferramentas uteis para a adogéo de estratégias especificas e mais intensivas para o

manejo clinico dessas peritonites.

3. OBJETIVOS

3.1 Gerais

Estudar episddios de peritonite por BGNNF ocorridos em pacientes tratados
por DP, em unico centro universitario, em um periodo de 18 anos e avaliar a influéncia
das caracteristicas microbioldgicas do agente causal, das condigbes clinicas do
paciente e do tratamento antimicrobiano no quadro clinico e evolugdo dessas

infecgdes.

3.2 Especificos

Em isolados de peritonites em DP, causadas por bastonetes Gram-negativos

nao fermentadores:

3.2.1 Pesquisar genotipicamente a presenca de marcadores de viruléncia em

P. aeruginosa;
3.2.2 Determinar a sensibilidade in vitro aos antimicrobianos;
3.2.3 Determinar fenotipicamente a producgao de biofilme;

3.2.4 Analisar o perfil clonal das bactérias mais prevalentes, pela técnica de

eletroforese em campo pulsado (PFGE);



27

3.2.5 Estabelecer associagdes entre as caracteristicas microbiolégicas do

agente causal com a evolugéo clinica e as complicagdes da peritonite;

3.2.6 Estabelecer associagbes entre as caracteristicas demograficas e clinicas
dos pacientes e do tratamento antimicrobiano na evolucgéo clinica e as complicagdes

da peritonite.

4. MATERIAL E METODOS

Os dados microbioldgicos e clinicos dos episédios de peritonite bacteriana
ocorridos entre junho de 1997 a dezembro de 2015, em pacientes portadores de
doenca renal cronica, tratados por DP, na Unidade de Dialise do Hospital das Clinicas
da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, Brasil, causados por BGNNF foram
revisados. Foram incluidos no estudo os casos com amostras viaveis para realizacao
dos testes laboratoriais e excluidos os casos que apresentaram dados incompletos

nos registros clinicos e prontuarios médicos.

De acordo com as diretrizes da International Society for Peritonieal Dialysis

(ISPD),** as seguintes definigées foram utilizadas:

Peritonite: ocorréncia de efluente peritoneal turvo e acompanhado de elevacao
da celularidade peritoneal no efluente da dialise, com mais de 100 células/mm?3 e

predominio (pelo menos 50%) de polimorfonucleares.

Recidiva: episoddio de reaparecimento dos sinais e sintomas de peritonite, no
decorrer dos primeiros 28 dias depois de cessado o tratamento antimicrobiano, com

crescimento em cultura do mesmo agente microbiano isolado anteriormente.

Repeticao: episédio de peritonite ocorrido apoés 28 dias do término do
tratamento antimicrobiano, com crescimento em cultura do mesmo agente microbiano

identificado anteriormente.

Recorréncia: episddio de peritonite ocorrido dentre os primeiros 28 dias do
término do tratamento antimicrobiano, com crescimento em cultura de agente

microbiano diferente do identificado anteriormente.
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Cura: o desaparecimento dos sinais e sintomas de peritonite, até o 5° dia de

tratamento, sem alteracao do protocolo terapéutico inicial.

Refratariedade: auséncia de melhora clinica e redugao celularidade apés 5

dias de tratamento adequado, guiado por teste de sensibilidade in vitro.

Obito relacionado & peritonite: 6bito em um paciente com peritonite ativa ou
internado com peritonite, ou ocorrido dentro de duas semanas ap0s o inicio do

episddio.

4.1 Métodos microbiolégicos

4.1.1 Cultura e armazenagem

Ap0s o diagnostico clinico de peritonite, conforme as recomendacgdes da ISPD
(49,50) 50 ml de efluente peritoneal da ultima bolsa trocada pelo paciente, foram
assepticamente coletados e imediatamente encaminhados para o Laboratério de
Analises Clinicas — Setor de Microbiologia, Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP. O efluente foi centrifugado por 15 minutos, a 3000
rpm, sendo o precipitado ressuspendido em 10 ml de solugéo salina estéril, e injetado
em frascos para processamento automatizado (BACTEC, BD). Apds a identificagéo
dos microrganismos isolados do liquido peritoneal, os mesmos foram encaminhados
para o Departamento de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias de
Botucatu, UNESP, onde foram armazenados a -70°C na Colecao de Culturas. Para o
presente estudo, as amostras estocadas foram reisoladas em placas de agar

MacConkey (Oxoid), para confirmagao da pureza e viabilidade.

4.1.2 Identificagao

Obedecendo as etapas de identificagdo microbiolégica as colénias foram
submetidas a coloragdo de Gram objetivando sua pureza e a observagao de sua
morfologia e coloracdo especifica. Apés a confirmagdo das caracteristicas das
colbnias, as amostras foram identificadas por testes bioquimicos convencionais,

conforme descrito por Bouvet e Grimont’ e Henry & Speert.”
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A identificagado bioquimica foi confirmada por espectrometria de massas. As
cepas foram antes cultivadas em agar sangue por 24 h a 37°C e inoculadas na placa
de analise com um loop descartavel 1 pl. As preparagdes foram cobertas com 1 ul de
solugdo matriz (solugdo saturada de acido a-ciano-4-hidroxicinamico em 50% de
acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético) e desidratada ao ar por 2 min a
temperatura ambiente. O preparo da placa descartavel foi realizado com o software
VITEK® MS Preparation Station para vincular as informagdes da amostra ao
espectrofotometro VITEK® MS, utilizando as placas alvo FlexiMass MALDI de uso
unico. Os espectros de massa foram gerados com um espectrdmetro de massa
VITEK® MS Axima® Assurance (bioMérieux), em modo linear positivo, a uma
frequéncia de 50 Hz, com uma tens&o de aceleracao de 20 kV e um tempo de atraso
de extragao de 200 ns. Para cada espectro 500 disparos em passos de 5 disparos de
diferentes posigdes do alvo (modo automatico) foram coletados pelo espectrémetro
de massas operando em conjunto com o software Acquisition Station (VITEK® MS
verséo 1.0.0). Os espectros de massa medidos variaram de 2.000 a 20.000 Da. Para
cada amostra bacteriana, as impressdes digitais de massa foram processadas pelo
mecanismo de computagao e pelo algoritmo Advanced Spectra Classifier (ASC)
associado ao sistema VITEK MS, que identifica automaticamente o microrganismo
comparando as caracteristicas do espectro obtido (presenga e auséncia de picos

especificos) com o espectro tipico de cada espécie reivindicada.”?

4.1.3 Avaliagao do perfil de viruléncia das amostras de P. aeruginosa

A avaliacao do perfil de viruléncia foi realizada apenas pela técnica de reacao
em cadeia da polimerase (PCR), na qual as amostras foram avaliadas quanto a
presenca dos genes que codificam o alginato (algD), elastase (lasB), fosfolipase C
hemolitica (plcH), fosfolipase C ndo hemolitica (pIcN), exoenzima S (exoS) e exotoxina
A (toxA). O protocolo, para cada reagéo de PCR e respectivos primers (Quadro 1), foi
executado conforme descrito por Lanotte et al”3. As amplificacdes foram realizadas
usando-se os seguintes ciclos: desnaturagao inicial a 94°C por 3 min, seguido de 30
ciclos de: desnaturacdo a 94°C por 30 s, anelamento a 58°C por 1 min e extenséo a
72°C por 1,50 min, seguido de uma extenséo final a 72°C por 5 min. Os produtos
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amplificados foram visualizados apés eletroforese em gel de agarose 2% corados com

Syber safe utilizando luz UV para visualizagdo das bandas.

Quadro 1 - Iniciadores para amplificacdo dos genes codificadores dos fatores de viruléncia em
Pseudomonas aeruginosa.

Fator de .
o Gene Iniciador Seqiiéncia (5’-3’) Produto pb
viruléncia
algD1 ATGCGAATCAGCATCTTTGGT
Alginato algD 1310
algD2 CTACCAGCAGATGCCCTCGGG
Exoenzima S exoS1 CTTGAAGGGACTCGACAAGG
. . exoS 504
(citotoxina) ex0S2 TTCAGGTCCGCGTAGTGAAT
Fosfolipase C 1oH plcH1 GAAGCCATGGGCTACTTCAA 307
c
hemolitica P plcH2 AGAGTGACGAGGAGCGGTAG
Fosfolipase C 1N plcN1 GTTATCGCAACCAGCCCTAC 466
c
nao hemolitica P plcN2 AGGTCGAACACCTGGAACAC
toxA1 GGTAACCAGCTCAGCCACAT
Exotoxina A toxA 352
toxA2 GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG
Protease aprA1 ACCCTGTCCTATTCGTTCC 140
ara
alcalina P aprA2 GATTGCAGCGACAACTTGG
lasB1 GGAATGAACGAAGCGTTCTC
Elastase lasB 300
lasB2 GGTCCAGTAGTAGCGGTTGG
rhiAB1 TCATGGAATTGTCACAACCGC
Ramnolipideos rhlAB 151
rhiIAB2 ATACGGCAAAATCATGGCAAC

4.1.4 Determinagao da Concentragao Inibitéria Minima (CIM) pelo método

de E-test

A sensibilidade in vitro das amostras de microrganismos estudadas foi testada

para os antimicrobianos: amicacina, ciprofloxacina, cefepime, imipenem e ceftazidima.

Para tanto, foi determinada a CIM dessas drogas, através do E-test. O procedimento

utilizou tira de plastico inerte com gradiente de concentragdo estabilizado do

antimicrobiano a ser pesquisado. Os parametros técnicos envolvidos na realizagdo do

E-test foram: meio de cultura de Mueller-Hinton, indculo com concentracdo final

semelhante a turvagao correspondente a escala 0,5 de MacFarland e incubacéo a

35°C por 24 h conforme as recomendacgdes do fabricante.



31

4.1.5 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

O PFGE das amostras foi feito segundo o protocolo de Gautom.”

As amostras foram colocadas em caldo BHI onde cresceram por 24h. Em um
microtubo previamente pesado, 1ml da amostra crescida foi centrifugada a 13.000 rpm
por 1min. Depois de desprezado o sobrenadante, o microtubo foi novamente pesado
e foram adicionados 300ul de solugdo TE (10mM de Tris, 1mM EDTA [pH 8,0]) mais
a diferenca entre o peso final e inicial em ml. Lisozima (10 mg / ml de solugao stock)
e proteinase K (20 mg / ml de solugdo stock) foram adicionados para uma
concentragédo final de 1 mg / ml. As suspensdes bacterianas foram incubadas a 37°C
durante 10 a 15 min. Agarose low melt foi preparada em agua com concentragao final
de 1,2% e mantida a 55°C em um banho d'agua. Apds a incubagédo da lisozima-
proteinase K, 7ml de dodecilsulfato de sédio a 20% e 140 ml de 1,2% dessa agarose
foram misturados com cada suspenséo bacteriana. Esta mistura de bactéria-agarose
foi imediatamente adicionado aos moldes de plug (Bio-Rad Laboratories). Os plugues
foram colocados para solidificar por 5 a 10 min a 4°C e, em seguida, transferidos para
tubos de 2 ml de fundo redondo contendo 1,5 ml de Tampao ESP (EDTA 0,5 M, pH
9,0; lauril sarcosina de sédio a 1%; 1 mg de proteinase K por ml). Eles foram incubados
a 55°C por 2 h. Apds a conclusao da protedlise, os tampdes foram transferidos para
tubos de 50 ml contendo 8 a 10 ml de agua destilada estéril, pré-aquecida (50 ° C) e
incubada por 10 min a 50°C com mistura suave sob agitagdo. Subsequentemente,
quatro lavagens de 50°C foram realizadas em banho-maria 15 min cada com 8 a 10
ml de tamp&o TE pré-aquecido (50 ° C) (10mM Tris, pH 8,0; EDTA 1 mM, pH 8,0). Os
plugues foram entdo arrefecidos a temperatura ambiente em tampéo TE. Para a
digestdo com endonuclease de restricao, duas fatias de cada plug foram incubadas a
37 ° C por 3 h com 30 U de enzima Apal ou Spel, em 100 ml do tamp&o de enzima de
restricdo apropriado. Um gel de agarose a 1% foi preparado com TBE 0,5X onde os
plugues foram colocados e cobertos com agarose low melt. A corrida foi feita a 6V/cm
e 14°C por 21h, com tempos de pulso de 5 a 35s. Apds a eletroforese, os géis foram
corados por 20 min em 500 ml de agua destilada estéril contendo 50 ml de brometo
de etidio (10 mg / ml) e descorados em trés lavagens de 30 min cada em 1 litro de
agua destilada. Os géis foram observados sob iluminagédo UV e fotografados. Os perfis
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de DNA gerados por PFGE foram inseridos no software BioNumerics, versao 3.0

(Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica) para analise.

4.1.6 Producgao de Biofilme

As amostras foram crescidas em TSB a 37°C por aproximadamente 18 horas.
Para avaliar a capacidade das amostras em aderir a superficies abidticas, foram
empregadas placas de poliestireno com 24 orificios. Em cada orificio foi adicionado
1mL de DMEM e aproximadamente 50 uL da suspenséo bacteriana (correspondendo
aproximadamente 108 UFC/ml), e também inoculado um orificio apenas com e meio
de cultura para ser utilizado como padrao de leitura ou branco. As placas inoculadas
foram incubadas a temperatura de 37°C por 48 horas. Apds o periodo de incubagao
as placas foram lavadas com PBS por 4 vezes com o intuito de remover as bactérias
nao aderentes. Bactérias aderidas a superficie abidtica, foram entdo fixadas com
formalina (2%). Apos 20 minutos de fixagao a formalina foi removida e as preparagoes
lavadas novamente 4 vezes com agua. Em seguida as preparagdes foram coradas
com uma solugao de cristal violeta (1%) por aproximadamente 20 minutos. Apds esse
periodo, as preparagdes foram lavadas por 3 vezes com agua com o intuido de
remover o excesso de corante. Apos um periodo de secagem, o corante foi
solubilizado com metanol (por aproximadamente 10 minutos), e a DO600
determinada.”® O score utilizado para classificacao de produgédo de biofilme foi dividido
em quatro categorias: cepa nao produtora (quando a DO da cepa foi menor que a DO
do branco), fraca (DO da cepa entre a DO do branco e 2x a DO do mesmo), média
(DO da cepa entre 2x DO do branco e 4x a DO do branco) e forte (DO da amostra

maior que 4x a DO do branco).

4.2 Dados clinicos e demograficos

A partir dos prontuarios médicos e registros clinicos da Unidade de Dialise,
foram preenchidos protocolos com informacgdes relativas a: (1) episodio de peritonite:
data, tipo de episddio (nova infecgéo, recorréncia, repeticdo), apresentacédo clinica,
tratamento, evolugao (cura, recidiva, remocao do cateter peritoneal), complicagcbes

(hipotensdo, hospitalizagdo e 6bito); (2) presenca de diabetes melito; (3) dados
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demograficos: idade, sexo (masculino ou feminino), raga (branca ou n&o branca),
tempo de tratamento dialitico (em meses); (4) método de diadlise [DP ambulatorial
continua (CAPD) ou DP automatizada(DPA)].

4.3 Associagoes clinico-microbioldgicas

4.3.1 Influéncia das caracteristicas microbiolégicas na evolugiao e
complicagoes das peritonites por BGNNF

As caracteristicas microbiologicas (espécie, producao dos fatores de viruléncia;
producao biofilme, resisténcia bacteriana e genotipagem por PFGE) dos BGNNF
foram estudadas quanto a associacdo com as variaveis de evolugao clinica e

complicagdes dos episodios de peritonite.

4.3.2 Influéncia das caracteristicas do paciente e do tratamento
antimicrobiano na evolugao e complicag6es das peritonites por BGNNF

As caracteristicas dos pacientes, demograficas (idade, sexo, cor da pele
[branca ou n&o branca], tempo de tratamento dialitico até a peritonite [meses], tipo de
DP [CAPD ou DPA]), e clinicas (tipo de episddio [nova infec¢do, recorréncia,
repeticdo], presenca de diabetes) e do tratamento antimicrobiano (classe,
monoterapia ou associagao de drogas), foram estudadas quanto a associagao com a

evolucao clinica dos episddios de peritonite.

4.3.3 Métodos estatisticos

Para comparacao entre frequéncias foi utilizado o teste do Qui Quadrado ou o
teste exato de Fisher, de acordo com as caracteristicas da amostra. Devido ao grande
numero de fatores que fazem parte do presente estudo e ao fato de tratar-se de estudo
observacional, foi adotado um modelo de regressao que incorporou o efeito de todos
os fatores (de interesse ou de controle) na evolugdo da infecgdo. Para tanto, a
evolugdo foi classificada em dois resultados (desfechos): cura e n&o-cura

(refratariedade, remogao do cateter peritoneal antes do 5° dia, 6bito e recidiva).
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Inicialmente, foi realizada analise de regresséo logistica univariada e, a seguir,
incluidos no modelo multiplo aquelas com valor de p<0,20. Para analise o modelo
multiplo de regressao logistica com procedimento de variaveis escalonada (stepwise).
Em caso de duas variaveis com colinearidade, uma foi excluida do modelo de
regressao. Significancia estatistica foi definida como a ocorréncia de um valor de
p<0,05.

5. ASPECTOS ETICOS

O presente projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP, com numero do CAAE
64736017.2.0000.5411.

6. RESULTADOS
6.1 Dados microbiolégicos

6.1.1 Descrigcao da amostra

A partir dos critérios de inclusdo e de exclusdo, foi estudado um total de 68
isolados de BGNNF obtidos de culturas de efluente peritoneal de pacientes tratados
por DP na Unidade de Dialise do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu, UNESP, que apresentaram peritonite bacteriana. A amostra se refere ao
periodo compreendido entre junho de 1997 e dezembro de 2015 e foi oriunda de 63
pacientes. No periodo estudado houve 726 episodios de peritonites em 542 pacientes
na unidade mencionada; destes, 194 (26,7%) foram causados por bastonetes Gram

negativos, entre os quais houve 70 casos por BGNNF.
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Figura 1: Numero total de pacientes e episddios de peritonite da Unidade de Dialise do Hospital das
Clinicas de Botucatu no periodo de junho de 1997 a dezembro de 2015.

6.1.2 Identificagdo dos BGNNF

Dos 68 isolados do grupo BGNNF, 35 (51,47%) corresponderam a bactérias do
género Pseudomonas spp., a saber: P. aeruginosa, em 31 casos (45,59%);
Pseudomonas putida em 3 casos (4,41%), e Pseudomonas fluorescens em 1 caso
(1,47%). Germes do género Acinetobacter spp. foram responsaveis por 21 peritonites
(30,88%), sendo o isolado mais frequente o complexo A. baumannii, 12 casos
(17,65%); seguido pelo Acinetobacter haemolyticus, 5 casos (7,35%), Acinetobacter
Iwoffi, 2 casos (2,94%) e Acinetobacter ursingii, 2 casos (2,94). Dos 12 episédios
causados por outros BGNNF, 6 episodios (7,35%) foram causados pelas espécies do
género Burkholderia spp., com 5 episodios por germes do complexo Burkholderia
cepacia (5,88%) e um caso por Burkholderia gladioli (1,47%). Bactérias do género
Achromobacter spp. ocorreram em 5 episodios (7,35%), sendo 3 casos por
Achromobacter denitrificans (4,41%) e 2 por Achomobacter xylosoxidans (2,94%) e
por fim um caso por Stenotrophomona maltophilia (1,47%) (Figura 1).

Do total de episodios de peritonites incluidos no estudo, os ensaios
microbioldgicos foram realizados com amostras de 52 episddios apenas, pois néo foi

possivel a recuperacédo das demais cepas.
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Figura 2 - Perfil dos BGNNF provenientes de culturas de efluente peritoneal de pacientes tratados por
DP na Unidade de Dialise do HC da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP; entre junho de 1997
e dezembro de 2015.

6.1.4 Sensibilidade bacteriana in vitro por E-test:

Dos 68 casos por BGNNF, 52 foram testados, quanto a sensibilidade in vitro.
Ceftazidima foi testada para todas as amostras, j4 a amicacina, ciprofloxacina,
cefepime e imipenem foram testados para todas as amostras, exceto para os isolados
do complexo Burkholderia cepacia e Stenotrophomona maltophilia.

Das 49 amostras testadas para todos os antibiéticos, do género Pseudomonas
spp., Acinetobacter spp., Achromobacter spp. € um isolado da espécie Burkholderia
gladioli obtivemos os seguintes resultados: para a amicacina observaram-se 14 casos
de resisténcia e quatro de sensibilidade intermediaria, com 31 sensiveis (63,27%);
para o cefepime houve 10 isolados resistentes, sete com sensibilidade intermediaria
e 32 sensiveis (65,31%); para a ciprofloxacina, 16 resistentes, seis com sensibilidade
intermediaria e 27 sensiveis (55,10%), para o imipenen houve seis isolados
resistentes, dois com sensibilidade intermediaria e 41 sensiveis (83,67%); enquanto
houve onze casos de resisténcia a ceftazidima, dois com sensibilidade intermediaria
e 36 sensiveis (73,47%); (Figura 2). Para os isolados do complexo B. cepacia e S.
maltophilia, foi testado apenas a ceftazidima e houve sensibilidade nos trés isolados
testados (100%).
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Figura 3 - Sensibilidade Antimicrobiana dos isolados de Pseudomonas spp., Acinetobacter spp.,
Achromobacter spp. e Burkholderia gladioli de culturas de efluente peritoneal de pacientes tratados por
DP na Unidade de Dialise do HC da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP; entre junho de 1997
e dezembro de 2015.

A percentagem de sensiveis foi significantemente maior para o imipenem que
para a Amicacina (p=0,02) e Ciprofloxacina (p=0,002), ndo diferindo dos demais
antimicrobianos. Houve tendéncia a maior percentagem de sensiveis para a
ceftazidima relagao a ciprofloxacina (p=0,057).

A Tabela 1 expressa a frequéncia e percentagem de isolados sensiveis in vitro
para os diferentes BGNNF, na qual pode-se observar que as Pseudomonas spp.
apresentaram maior percentagem de sensiveis a Amicacina , comparando-se ao
Acinetobacter spp. (p=0,0003) e Achromobacter spp. (p=0,03), também maior
sensibilidade a ceftazidima (p=0), a ciprofloxacina (p=0,006) e ao cefepime (p=0,009)
que os Acinetobacter spp., € ainda maior sensibilidade ao cefepime (p=0,04) do que
os Achromobacter spp.. As bactérias do género Achromobacter spp. tiveram maior
taxa de sensibilidade a ceftazidima que as do género Acinetobacter spp. (p=0,01). Os

diferentes BGNNF né&o diferiram quanto a sensibilidade ao imipenem.
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Tabela 1 - Frequéncia e percentagem de isolados sensiveis in vitro para os diferentes bastonetes
Gram negativos ndo fermentadores.

AM % CF % cP % M % cz %  Total

o | 1997 F 2001 7 100,0 6 85,7 7 100,0 7 1000 7 1000 7
§ 2001 F 2004 3 100,0 2 66,7 3 100,0 2 66,7 3 1000 3
‘g 2004 I 2007 5 62,5 3 37,5 5 62,5 5 62,5 6 750 8
S| 2007 F2010 3 75,0 3 75,0 3 75,0 3 75,0 4 1000 4
% 2010 F 2013 1 100,0 1 100,0 1 100,0 1 1000 1 1000 1
< | 2013 H 2015 3 100,0 2 66,7 2 66,7 3 1000 3 1000 3

Total 22 846 17 65,4 21 80,82 21 80,8 24 923" 26
o | 1997 k2001 2 50,0 2 50,0 3 75,0 4 1000 3 750 4
? 2001 F 2004 1 25,0 1 25,0 2 50,0 4 1000 1 250 4
€| 2004 F 2007 2 66,7 1 33,3 0 0,0 2 66,7 0 0,0 3
g 2007 F 2010 1 20,0 2 40,0 3 60,0 4 80,0 3 600 5
§ 2010 F 2013 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 1000 0 0,0 1
<[ 2013 H2015 1 100,0 1 100,0 1 100,0 1 1000 1 1000 1

Total 5 27,8 4 22,2 7 38,9 13 72,2 5 278 18
g | 1997 k2001 — — — — — — — — — — —
2 2001+ 2004 — — — — — — — — — — —
‘§ 2004 I 2007 1 100,0 1 100,0 1 50,0 1 1000 1 1000 1
é 2007 F 2010 0 0,0 1 33,3 0 0,0 3 1000 3 1000 3
% 2010 F 2013 — — — — — — — — — — —
< | 2013 H 2015 — — — — — — — — — — —

Total 1 25,0 2 50,0 1 25,0 4 100,0 4 100,0' 4

* AM: amicacina, CF: ciprofloxacina, CP: cefepime, IM: imipenem e CZ: ceftazidima

1= p<0,05 vs Acinetobacter spp.; 2: p<0,05 vs Achromobacter spp.

6.1.5 Producao de biofilme

A determinacéo da producgéo de biofilme foi possivel em 52 amostras, destas
38 (73,08%) foram produtores de biofilme.

A producao de biofilme foi classificada em forte, média ou fraca, de acordo com
a densidade optica obtida. Houve 19 fortes produtores, 8 médios e 11 fracos
produtores.

Em relacéo as espécies foram produtoras de biofilme 91,6% das P. aeruginosa,
e dois isolados de Pseudomonas putida foram produtoras; 64,3% dos isolados do
complexo A. baumannii, 100% dos A. haemolyticus, 50% dos A. ursingii; 33,3% dos

Achromobacter denitrificans foram produtores e um isolado de Achromobacter
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xylosoxidans foi produtor. Dos dois isolados do complexo B.cepacia 100% produziram

e um isolado de B. gladioli e um de S. maltophilia foram produtores.

Figura 4 — Visualizagao da produgéo de biofilme de alguns isolados em placa de poliestireno

6.1.7 Perfil de viruléncia dos isolados de P. aeruginosa

De um total de 32 isolados de P. aeruginosa, a determinagcéo genotipica de
marcadores de viruléncia foi possivel em 24 casos. Destes, 24 (100%) foram positivos
para o gene do alginato D, 14 (58,33%) para a exoenzima S, 24 (100%) para a
fosfolipase C hemolitica, 21 (87,5%) para a fosfolipase C ndo hemolitica, 24 (100%)
para a exotoxina A, 24 (100%) para a protease alcalina, 24 (100%) para a elastase e

25 (100%) para ramnolipideos.

6.1.8 Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE)

A analise do perfil clonal de P. aeruginosa (Figura 5) revelou um perfil
policlonal. Embora tenha sido observada a formagao de trés clusters (A, B, e C), todos
eles agruparam somente dois isolados. Entretanto, merece destaque o cluster B que
revelou similaridade de 86,4% entre a amostra S-4506 isolada em 2009 e a amostra
S-1257017 isolada em 2015. As caracteristicas de viruléncia e perfil de sensibilidade
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aos antimicrobianos das amostras agrupadas em clusters estao dispostas no Quadro
2.

Quadro 2 - Caracterizagéo da viruléncia e do perfil antimicrobiano dos isolados de P. aeruginosa
agrupados em clusters.

Perfil Antimicrobiano® Produgio
Clusters Similaridade| Amostras Ano 5 Genes de Viruléncia™
Sensivel Resistente de Biofilme
51063 2008 IM AM,CZ, CP,eCF Forte
A 93,30%
5-3920 2006 AM,CZ, CP,CFelM Forte algD, exoS, plcH, plcN,
S-1257017 2015 AM, CZ CP,CFelM Moderado | toxA,aprA, lasB, e hiAB
B 86,40%
5-4506 2009 AM, CZ CP,CFelM Forte
C i 5-1518 2006 AM,CZeCP CFelM Moderado algD, plcH, plch. toxA,
’ S-6344 2006 C7,CPelM CF e AM Moderado |  aPrA lasB, e rhiAB

*AM: amicacina, CZ: ceftazidima, CP: cefepime, CF: ciprofloxacina e IM: imipenem

** algD: alginato, exoS: exoenzima S, plcH: fosfolipase C hemolitica, plcN: fosfolipase C ndo hemolitica,
toxA: exotoxina A ,aprA: protease alcalina, lasB: elastase e rhlAB: ramnolipideos

Spel Spel
3.8 2. 2.8 8 8.8 B ‘ Key vear
i — '4 | : S-1063 2006
735 L : 15 ! $-3920 2006
11 Ly B H-3076 2002
695 s my ’ S-1257017 2015
| l'! l" '“ - S-4506 2009
g i S-1518 2006
' gf »  S-6344 2006
‘ ; B i H-2635 1998
| | " ' S-1471199 2015
S-736033 2014
|I l ll S-983 2010
; 3 H-1467 1998
| 1 S-3265 2008
Jkl } ' g S-6757 2006
l“ f n , § H-3343 1999
BBl H-636 1999
' $-3007 06

Figura 5 - Dendrograma gerado pela analise Dice/lUPGMA (Bionumerics, AppliedMaths) dos perfis
PFGE - Spel de P.aeruginosa isoladas de peritonite em pacientes tratados por dialise peritoneal.

O PFGE revelou um clone importante de A. baumannii com o agrupamento de
cinco amostras isoladas de 2000 a 2008 e com 82,1% de similaridade (Figura 6). A
analise das caracteristicas dessas amostras apresentadas na Quadro 3 revela um

perfil multirresistente desse clone.
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Quadro 3 - Caracterizagao do perfil antimicrobiano e produgéo de biofilme dos isolados de A. baumannii
agrupados em um cluster.

Clusters|Similaridade| Amostras | Ano Perfil Antimicrobiano Prot.lugao
Sensivel Resistente de Biofilme

S-1961 |2000 IM AM, CZ, CP, e CF Fraco

S-2008 |2001 IM AM, CZ, CP, e CF Fraco

A 82,1% S-1682 [2002 IM AM, CZ,CP,eCF | N
e il Produtor

S-3108 |2002 IM e CP AM, CZ e CF Fraco

Nao

S-3040 |2008 IM e CP AM, CZ e CF

Produtor

*AM: amicacina, CZ: ceftazidima, CP: cefepime, CF: ciprofloxacina e IM: imipenem

Apal PFGE

Key Ano Espécie

1682 2002 A. baumannii
3108 2002 A. baumannii
1961 2000 A. baumannii
3040 2008 A. baumannii
2008 2001 A. baumannii
35 2000 A. baumannii
98 2008 A. baumannii
1541 2006 A. baumannii
335984 2013 A. baumannii

Figura 6 - Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics, AppliedMaths) dos perfis
PFGE - Apal do complexo A. baumanni isolados de peritonite em pacientes tratados por dialise
peritoneal

A analise do PFGE dos unicos trés isolados de A. haemolyticus revelou um

perfil policlonal (Figura 7).

Apal PFGE
g 8 8 g g 8 § Key Ano Espécie
150 3379 1999 A. haemolyticus
65.7 4845 2008 A. haemolyticus
400 500 2009 A. haemolyticus
o 7122 2006 A. haemolyticus

Figura 7 - Dendrograma gerado pela andlise Dice/lUPGMA (Bionumerics, AppliedMaths) dos perfis
PFGE - Apal de A. haemolyticus isolados de peritonite em pacientes tratados por dialise.
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6.2 Dados clinicos e demograficos

6.2.1 Caracteristicas dos pacientes estudados

As caracteristicas clinicas e demograficas dos 63 pacientes, a época do seu 1°

episodio de peritonite por BGNNF, acham-se expressas na Tabela 2.

Tabela 2 - Caracteristicas de 63 pacientes em dialise peritoneal a época do 1° episddio de peritonite
por BGNNF

Caracteristica Média/nimero (%)
Idade (anos) 46,5 + 20,1
0 a 60 44 (69,8)
> 61 19 (30,2)
Sexo(Feminino) 28 (44,4)
Sexo(Masculino) 35 (55,6)
Cor da pele (Branca) 46 (73)
Diabéticos 17 (27)
Tempo de dialise 15,8 £ 20,7
Modalidade de dialise
CAPD 33 (52,4)
DPA 30 (48,6)

6.2.2 Caracterizagao do tipo de episédio

Entre os 68 episddios avaliados 62 (91,2%) corresponderam a infecgdes novas,
trés (4,4%) a recorréncias, dois (2,90%) a repeticées e um (1,5%) a recidiva.

6.2.3 Apresentacgao clinica

A presenca de liquido turvo foi o sinal predominante, presente em 64 casos
(97%), seguido pela dor abdominal, relatada em 63 episddios (92,6%); nauseas,
referidas em 32 casos (47%); vomitos, em 30 (44,1%); febre, em 24 (35,3%) casos, e

hipotensdo, verificada em 10 episodios (14,7%). Infeccdo do Ostio de saida
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concomitante a peritonite foi diagnosticada em 18 casos (26,5%). Episodios prévios

de peritonite foram relatados em 27 casos (39,7%).

6.2.4 Tratamento antimicrobiano empirico

Todos o0s episodios classificados como nova infeccao foram tratados,
inicialmente, de acordo com os protocolos recomendados pela International Society
for Peritoneal Dialysis, correspondentes a época de ocorréncia da peritonite. Todos
0s pacientes iniciaram tratamento dentre das primeiras 24 horas apds o aparecimento
dos sinais e sintomas clinicos, com esquemas empiricos de administragdo
intraperitoneal de antimicrobianos. Assim que o resultado da cultura fosse disponivel,
a terapia era reavaliada. Os seguintes protocolos terapéuticos foram utilizados:
cefazolina + amicacina, em 22 casos (32,3%); cefazolina + ceftazidima, em nove
casos (13,2%); vancomicina+amicacina, em 19 episddios (27,9%), e outros

tratamentos em 18 casos (26,4%).

6.2.5 Evolugao clinica das peritonites

Considerando-se a amostra total com 68 episédios, cura foi relatada em 24
casos (35,29%), recidiva em 6 (8,82%), refratariedade em 21 (30,88%), remogéo do

cateter peritoneal antes do 5° dia de tratamento em 14 (20,59%) e ébito em 3 (4,42%).

6.2.6 Fatores associados ao agente causal, ao paciente e ao tratamento,
na evolugao das peritonites.

6.2.6.1 Etiologia das peritonites e evolugao clinica.

Entre os 68 episddios de peritonite por BGNNF, houve cura em 32,35% dos
causados por bactérias do género Pseudomonas spp., 39,13% entre aqueles pelo
género Acinetobacter e 36,36% nas infec¢des por outros BGNNF. Nao se observaram
diferengas estatisticamente significantes entre essas propor¢oes.
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6.2.6.2 Resisténcia bacteriana e evolugao das peritonites.

Para esta analise os casos com sensibilidade intermediaria, foram considerados
como resistentes.

Nos episddios por BGNNF observou-se: 20,0% de cura para os episodios
causados por germes resistentes a amicacina e 34,28% entre as sensiveis; 7,69%
de cura entre as infecgdes por resistentes a ceftazidima e 35,9%, entre as sensiveis;
11,76% de cura entre as peritonites por agentes resistentes ao cefepime 37,14% entre
0s sensiveis e nenhum casos curado entre os episodios por germes resistentes ao
imipenem e 35,71% entre os sensiveis. Todas estas diferencas foram estatisticamente
significantes (p<0,05). Quanto ao antimicrobiano ciprofloxacina, as infecgbes por
bactérias resistentes tiveram 15,78% de cura, contra 37,5% dos casos por sensiveis,

nao se observando significancia estatistica.

6.2.6.3 Producao de biofilme e evolugao das peritonites

Para esta analise foram realizados dois tipos de comparagao, quais sejam entre
os episddios causados por produtores ou nao de biofilme e entre o subgrupo formado
por fortes e médios produtores e o subgrupo composto por ndo produtores e fraco

produtores a producao de biofilme nao influenciou a taxa de cura.

6.2.6.5 Marcadores de viruléncia de P. aeruginosa e evolugao das
peritonites

Esta analise restringiu-se exoenzima S, desde que os demais marcadores
foram positivos em 100% dos episodios por P. aeruginosa. As peritonites causadas
por isolados positivos para este marcador apresentaram 25% de cura, em 16 casos,
contra uma cura nos nove episédios causados por isolados negativos, sem, no

entanto, se atingir significancia estatistica entre estas proporgdes.
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6.2.6.6 Fatores associados ao paciente, episédio de peritonite e
tratamento na evolugao das infecgoes

Os seguintes fatores foram analisados quanto a cura ou ndo das peritonites por
BGN: faixa etaria (até 60 anos ou mais que 60 anos; cor da pele, branca ou nao
branca; presenca de diabetes mellitus; presenca de I0S concomitante; ocorréncia de
episodio prévio de peritonites; método de DP (CAPD ou DPA); tipo de episédio (novo
ou episddios de recidiva, recorréncia e repetigcdo) e protocolo de tratamento empirico
da peritonite. A percentagem de resolu¢do nao diferiu significantemente na presenca

ou auséncia de cada um desses fatores.

6.2.6.7 Analise multivariada: Fatores associados ao desfecho cura para
episodios de peritonite por BGNNF

A Tabela 3 expressa a analise de regressédo logistica binaria univariada para
as possiveis associagdes entre fatores do agente causal, paciente e tratamento e o
desfecho cura, nas peritonites por BGNNF. As variaveis com valor de p<0,20 nesta

analise foram incluidas no modelo multiplo de regressao logistica.
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Tabela 3 - Fatores associados ao desfecho cura em 68 episddios de peritonite por BGNNF em

pacientes em dialise peritoneal. Analise univariada.

Variaveis OR IC (95%) P

Etiologia= Pseudomonas spp 0,99 (0,37-2,67) 0,98
Cor da pele (branca vs nao branca) 0,55 (0,30-1,74) 0,38
Tipo de episdédio (novo vs outros#) 0,23 (0,20-2,72) 0,24
Idade (anos) 0,98 (0,95-1,04) 0,08
Sexo (masculino) 1,3 (0,47-3,6) 0,61
Método de dialise (CAPD vs APD) 0,41 (0,21-1,77) 0,98
Tempo de didlise até o episodio de peritonite 1,03 (0,96-1,10) 0,42
(meses)

Diabetes mellitus 1,04 (0,35-3,10) 0,94
Infecgdo concomitante de ostio de saida 0,17 (0,03-0,80) 0,03
Episédio prévio de peritonite (sim) 1,87 (0,68-5,1) 0,22
Tratamento 2 (ref = protocolo 1##) 6,66 (0,61-62,7) 0,10
Tratamento 3 (ref = protocolo 1##) 3,12 (0,78-12,5) 0,11
Tratamento 4 (ref = protocolo 1##) 1,02 (0,30-4,43) 0,97
Sensibilidade a amicacina 2,8 (0,66-11,8) 0,16
Sensibilidade a ceftazidima 1,79 (0,58-5,54) 0,31
Sensibilidade ao cefepime 5,01 (0,59-44,7) 0,14
Sensibilidade a ciprofloxacina 7,89 (0,91-68,7) 0,06
Sensibilidade ao imipenem 1,73 (0,53-5,32) 0,34
Producgéo de biofilme (sim) 0,37 (0,09-1,52) 0,21
Producdo de biofilme (médios + fortes 0,91 0,27-3,12 0,88

produtores vs fracos ou nao produtores

# Outros episodios: recidiva, recorréncia e repeti¢ao.

# Protocolo 1: Amicacina + cefazolina; Protocolo 2: Cefazolima + Ceftazidima; Protocolo 3:

Amicacina + Vancomicina; Protocolo 4: outros tratamentos

A andlise multivariada (Tabela 4) observou-se que os fatores I0S e

sensibilidade in vitro a amicacina foram preditores independentes do desfecho cura,

como esta expresso na tabela 12, de modo que a presenca concomitante de 10S

reduziu e a sensibilidade a amicacina aumentou a chance de cura. Devido a

colinearidade entre a sensibilidade aos diferentes antimicrobianos, este ndo puderam
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ser incluidos no mesmo modelo de regressao. Substituindo-se a amicacina pelo
antimicrobiano  cefepime  mantiveram-se  associagcbes independentes e
estatisticamente significantes entre a sensibilidade ao mesmo maior chance de cura
(OR=14,35, p=0,040 e presenca de IOS com menor chance para desfecho cura
(OR=.0,10, p=0,02). Incluindo-se a ciprofloxacina no modelo de regressao, em
substituicido ao cefepime, ndo se observou associagcdo entre a sensibilidade a
cipofloxacina e chance de cura, mantendo-se a presenca de IOS como preditor

independente (OR=0,8, p<0,01). de menor chance para desfecho cura.

Tabela 4 - Fatores associados ao desfecho cura em 68 episodios de peritonite por BGNNF em
pacientes em dialise peritoneal. Analise multivariada.

Variaveis OR IC (95%) P
Idade (anos) 0,97 (0,96-1,07) 0,08
Infecgdo concomitante de 6&stio de 0,11 (0,18-0,75) 0,02
saida

Tratamento 2 (ref = protocolo 1##) 3,7 (0,31-54,1) 0,3
Tratamento 3 (ref = protocolo 1##) 3,7 (0,61-31,4) 0,14
Tratamento 4 (ref = protocolo 1##) 0,93 (0,21-4,2) 0,93
Sensibilidade a amicacina 8,04 (1,12-58,2) 0,04

# Outros episodios: recidiva, recorréncia e repeti¢ao.

#i Protocolo 1: Amicacina + cefazolina; Protocolo 2: Cefazolima + Ceftazidima; Protocolo 3:

Amicacina + Vancomicina; Protocolo 4: outros tratamentos

7. DISCUSSAO

A peritonite em pacientes tratados DP tem diminuido nos ultimos anos,6.76.77
mas continua sendo uma das principais causas de falha na técnica, contribuindo

também para o aumento da morbidade e mortalidade.

O desfecho da peritonite relacionada a DP depende muito do microrganismo
infectante. Os cocos Gram-positivos ainda s&o os organismos causais ha maioria dos
casos de peritonite, e 0 manejo dessas infec¢des ja esta mais consolidada em relagéo

as infegdes causadas por Gram-negativos, em particular os BGNNF.”8
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Neste centro e no periodo estudado a taxa de peritonite por bacilo Gram-
negativo foi de 26,72% do total de episddios, frequéncia semelhante foi encontrada

por Prasad et al.,”® desses episodios 9,64% foram ocasionados por BGNNF.

Os resultados do presente estudo confirmaram a predominancia da espécie
P. aeruginosa como agentes etioldgicos das peritonites por BGNNF,%¢ em pacientes
tratados por DP. A peritonite de Pseudomonas é geralmente grave e frequentemente
associada a infeccdo do cateter. Estudos retrospectivos mostraram que a peritonite
por este microrganismo esta associada a maiores frequéncias de hospitalizacao,

elevadas taxas de remocéao de cateter e transferéncia permanente de hemodialise .8
81

Ainda que individualmente esta tenha sido a mais frequentemente isolada,
outras espécies bacterianas foram encontradas, com identificacdo de agentes menos
frequentemente descritos na etiologia das peritonites em DP,28:66.68 como do complexo
A. baumanni, A. haemolyticus, A. ursingi, A.lwoffii, A. denitrificans, A.xylosoxidans,

B.gladioli, S.maltophilia e germes do complexo B. cepacia.

Quando analisamos o total dos casos de peritonite por BGNNF, 30,88% foram
atribuidos as espécies de Acinetobacter. Desses, 57,14% foram causadas por A.
baumannii, a espécie mais comum. Outras pesquisas confirmam esses dados, sendo
também que a resisténcia a inumeros medicamentos neste microrganismo tornou-se
um problema de sautde publica.8283 Imipenem e meropenem tém sido tradicionalmente
os antimicrobianos mais eficazes contra A. baumannii® mas os relatos de cepas

resistentes ao carbapenem estio se tornando comuns.

Estudos relacionados com peritonites em DP com as demais espécies
encontradas sao raros, devido ser etiologias incomuns, mas merece destaque as
espécies do complexo B.cepacia e S.malthophilia, que quando presentes sabe-se que
essas infecgdes sao particularmente dificeis de tratar devido a resisténcia intrinseca
a varias classes de antimicrobianos, muitas vezes requerem terapia prolongada com
dois antibiéticos combinados, podendo culminar em remocgao do cateter e interrupgao

da técnica.8586

Quanto a resisténcia bacteriana, houve consideravel proporgdo de BGNNF

resistentes aos antimicrobianos testados, em particular a amicacina e a ciprofloxacina,
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sendo que a sensibilidade aos betalactamicos esteve acima de 70%. Entre os anos
de 1998 e 2002, observou-se em nosso centro reducao dramatica da sensibilidade in
vitro aos betalactamicos ceftazidima e cefepime, sendo que nesse periodo a
sensibilidade diminuiu aproximadamente de 80% para cerca de 40%.53 Os resultados
atuais sugerem que houve melhora do padrdo de sensibilidade in vitro a esses
betalactamicos, possivelmente pelo menor uso dos mesmos a partir dos resultados
mencionados. No entanto, € relevante a constatacdo de apenas cerca de 65% de
sensibilidade in vitro a amicacina, sendo este o antimicrobiano mais utilizado para
cobertura de germes Gram-negativos, no tratamento inicial empirico das peritonites,%
neste conjunto de episddios e na rotina clinica de nosso centro. Na pratica clinica, a
presencga de resisténcia aos aminoglicosideos leva a perda de sinergismo com (3-
lactamicos para tratamento de infecgbes, ndo produzindo efeito bactericida.

Um dos objetivos deste estudo foi a detecgdo de fatores de viruléncia nos
BGNNF. Observou-se elevada proporcao de isolados produtores de biofilme, um dos
fatores que tém sido relacionados a néo resposta ao tratamento antimicrobiano.*® A
indicacado do antimicrobiano adequado € baseada na concentragao inibitéria minima
(MIC) do medicamento para células planctonicas. No entanto, a atividade dos
antimicrobianos pode ser influenciada por varios fatores, como o modo de crescimento
microbiano ou o ambiente de DP. Em geral, as células plancténicas sdo mais sensiveis
aos agentes antimicrobianos do que suas contrapartes em um biofilme, tornam-se
resistentes ou tolerantes aos antimicrobianos, fendbmeno recentemente designado
"tolerancia" fenotipica. No entanto, ndo totalmente compreensivel, a tolerdncia ao
biofilme é multifatorial e para biofilmes bacterianos, sugeriu-se que esteja ligada a
diminuicdo da penetragcdo de alguns antimicrobianos, sistemas relacionados a
regulacdo da expressao génica em resposta a densidade celular critica (quorum
sense), troca mais rapida de material genético e a presencga de células persistentes.

O estudo dos fatores de viruléncia da P. aeruginosa revelou a presenca de
fatores de patogenicidade em cerca de 100% dos isolados, como o alginato;
associado a aderéncia bacteriana; exoenzima S, inibidora da sintese proteica;
fosfolipase C hemolitica, associada a destruicdo de membranas celulares e funcao
osmoproterora; exotoxina A, associada a destruigao tecidual e inibicdo da resposta
macrofagica; protease alcalina, associada a lesdo tecidual e inativagdo da IgG;

elastase, fator de degradacdo de imunoglobulinas e fatores do complemento e
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ramnolipideos, agente surfactante e associado a aderéncia bacteriana.”® Ao
compararmos esses resultados com outros estudos, encontramos o0 mesmo perfil em
amostras oriundas de pacientes com fibrose cistica,”® diferindo de amostras
provenientes de infecgdes urinarias, agua e solo,?8% que apresentam frequéncia
menor dos genes de viruléncia estudados. Esses achados mostram que os genes de
viruléncia, embora presentes na maioria das cepas,®° diferem de acordo com a origem

do isolado.

Assim, podemos assumir que os isolados de BGNNF que compuseram a
amostra do presente estudo, mostraram em geral perfil potencialmente patogénico, o

que poderia ter se associado a um curso clinico desfavoravel.

A evolucao dos episddios mostrou reduzida taxa de cura. Este achado confirma
relatos prévios de baixa percentagem de resolucéo entre os BGNNF, em comparagao
aos cocos Gram positivos.?® Esses resultados podem ser atribuidos a resisténcia
bacteriana ou a fatores de patogenicidade dos agentes, além de fatores ligados ao
paciente.

A identificacdo de fatores associados ao desfecho do episédio de peritonite foi
objetivo central deste estudo. Os fatores sensibilidade a amicacina e também ao
cefepime, se associaram de modo independente a maior chance de cura, enquanto a
presenca concomitante de |OS foi preditor independente de nao resolugdo do
episddio. Estes achados reforcam a influéncia da resisténcia bacteriana na evolugao
das peritonites em DP por BGNNF, como também apontam a presenca de 10S, como
indutor de ndo resposta a infeccido, o que poderia ser devido a manutencado de uma
fonte de infecgdo pela via periluminal.>* Este resultado, no entanto, deve ser analisado
com cuidado, desde que a presenga concomitante de I0S e de peritonite € uma das
indicacbes para remocao do cateter peritoneal, evolugdo, neste estudo, que compds

o desfecho ndo cura.**

A analise da influéncia dos fatores de patogenicidade para a espécie P.
aeruginosa foi prejudicada pela presenca desses fatores em 100% dos isolados,

excecgao feita a exoenzima S, a qual n&o apresentou associagao com o desfecho cura.

A anadlise individual dos demais fatores de patogenicidade ndo mostrou

associacido de qualquer um desses fatores com o desfecho, o que, no entanto nao
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afasta a possibilidade de que sua agao patogénica em conjunto possa influenciar a

evolucao das infecgdes peritoneais.

Os resultados da tipagem por PFGE revelaram um perfil policlonal para a
maioria dos isolados, revelando serem amostras de origens diferentes, provavelmente
da microbiota do préprio paciente. Entretanto, para a espécie A. baumannii a analise
revelou um clone maior com cinco amostras, isoladas com intervalo de 8 anos (2000-
2008) com perfil de multirresisténcia aos antimicrobianos. A. baumannii séo
responsaveis por infecgbes adquiridas em ambiente hospitalar;®’ a presenca desse
clone em intervalo tdo longo pode sugerir que as peritonites por esse agente tenham
fonte hospitalar.

8. CONCLUSAO

Os episdédios de peritonite por BGNNF em DP sao infecgdes graves com
reduzida taxa de cura. A resisténcia bacteriana, em particular a amicacina, é fator
associado a menor chance de resolugdo das peritonites. Alguns aspectos de
relevancia clinica devem ser considerados. A sensibilidade a esse agente, neste
estudo, ficou em torno de 65%; esse antimicrobiano e outros aminoglicosideos s&o
recomendados pelas diretrizes internacionais para cobertura de BGN, no tratamento
inicial das peritonites em DP.%* Protocolos a base de amicacina foram os mais
frequentes nesta casuistica para tratamento inicial das peritonites em DP. Peritonite
por bactérias do género Acinetobacter spp. podem representar infecgdo grave,
potencialmente de origem hospitalar, por germe multirresistente, fatos que justificam

a necessidade de cuidados redobrados quanto ao seu manejo clinico.
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