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A utilizacdo abusiva de antimicrobianos na clinica hospitalar, originou um
aumento de resisténcias e a consequente disseminacdo de estirpes
bacterianas multirresistentes, sendo um grave problema de saulde publica.

As infecdes respiratérias sdo uma das principais causas de internamento
hospitalar e os idosos sdo a faixa etaria mais problematica, com aumento do
consumo de antibidticos, aumento dos dias de internamento e com o elevado
risco de contrairem mais infe¢cdes por bactérias multirresistentes.

O objectivo deste trabalho foi estudar as principais bactérias implicadas na
infec&o respiratdria, num hospital da regido de Aveiro e determinar o padrao de
sensibilidade das estirpes mais isoladas.

Neste estudo foram utilizados os resultados dos exames bacteriol6gicos e
culturais de expetoracao que deram entrada no Servi¢o de Patologia Clinica do
Hospital Visconde de Salreu, num periodo de cinco anos (2006 a 2010).

De todas as amostras analisadas, 80% tiveram crescimento bacteriano.

Os microrganismos mais isolados foram Céandida spp (23,5%), Pseudomonas
aeruginosa (13,9%), Klebsiella pneumoniae (11,4%) Staphylococcus aureus
meticilina-resistente (10,4%) e Acinetobacter spp (6,8%).

Em relacdo a susceptibilidade aos antimicrobianos, verificou-se que as estirpes
de Pseudomonas aeruginosa apresentaram boa sensibilidade a
Aminoglicosideos e aos Carbapenemos e elevada resisténcia as Penicilinas e
Cefalosporinas; as estirpes de Klebsiella pneumoniae, boa sensibilidade aos
Aminoglicosideos, Carbapenemos e a algumas Cefalosporinas, com
resisténcia as Penicilinas; as estirpes de Staphylococcus aureus meticilina-
resistente, boa sensibiidade aos Glicopeptidicos, Tetraciclinas e
Aminoglicosideos, mas 100% resistentes as Penicilinas e as Quinolonas; as
estirpes de Acinetobacter spp, mais sensiveis aos Aminoglicosideos,
Carbapenemos a algumas Cefalosporinas e as Quinolonas, no entanto em
2010, algumas estirpes isoladas, apresentaram-se multirresistentes, sendo sé
sensiveis & Colistina.

Os resultados deste trabalho foram comparados com um estudo semelhante
realizado no mesmo hospital de 2000 a 2005. Observou-se que passados 5
anos, a populacdo em regime de internamento continua a ser a mais idosa, a
percentagem de estirpes isoladas € semelhante, mas o perfil de sensibilidade
das estirpes isoladas alterou-se, com um aumento geral das resisténcias as
Penicilinas, as Sulfonamidas e as Cefalosporinas.

Relativamente ao consumo de antibidticos verificou-se que o protocolo em uso
desde 2002, para o tratamento empirico inicial das pneumonias nosocomiais,
nao esta de acordo com os resultados de suscetibilidade aos antimicrobianos.
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The abusive use of antimicrobials in the hospital environment, led to an
increase of resistance and the consequent spread of multiresistant bacterial
strains, and a serious problem of public health. The respiratory infections are a
major cause of hospitalization and the elderly are the age most problematic,
with increased use of antibiotics, increased hospital days and the high risk of
contracting more infections by multiresistant bacteria.

The aim of this work was to study the main bacteria involved in the respiratory
infection, in an hospital in the region of Aveiro and determined the sensitivity
pattern of strains more isolated. This study used the results of bacteriological
examinations and cultural sputum, received at the Service of Pathology of the
Hospital Visconde Salreu over a period of five years (2006 to 2010).

Of all the samples analyzed, 80% had bacterial growth. The most common
microorganisms isolated were Candida spp (23.5%), Pseudomonas aeruginosa
(13.9%), Klebsiella pneumoniae (11.4%) methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (10.4%) and Acinetobacter spp (6.8%).

Regarding antimicrobial susceptibility, we found that strains of Pseudomonas
aeruginosa showed high sensitivity to aminoglycosides and carbapenems and
high resistance to penicillins and cephalosporins; the isolates of Klebsiella
pneumoniae were highly sensitive to aminoglycosides, cephalosporins and
some carbapenems showed resistance to penicillins; the strains of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus were highly sensitive to glycopeptides,
aminoglycosides and tetracyclines, but 100% resistant to quinolones and
penicillins; the strains of Acinetobacter spp were more sensitive to
aminoglycosides, carbapenems and cephalosporins to some quinolones,
however in 2010 showed up multiresistant, being only sensitive to Colistin.

These results were compared with a similar study conducted in the same
hospital from 2000 to 2005. It was observed that after 5 years, inpatient
population remains the older, the percentage of isolates are similar, but the
sensitivity profile of the isolated strains changed, with an overall increase of the
resistance to penicillins, to sulfonamides and cephalosporins.

As regards the use of antibiotics has been found that the protocol in use since
2002 and for initial empiric treatment of nosocomial pneumonia is not in
accordance with the results of antibiotic susceptibility.
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devido a sua utilizacdo generalizada entre os profissionais de salde.
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ATS: American Thoracic Society

Ca'": ido célcio

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute
CRKP: Klebsiella pneumoniae carbapenem-resistente
DNA: Acido Desoxirribonucleico

ESBL.: Estirpes produtoras de B-lactamases de espetro estendido
HVS: Hospital Visconde de Salreu

K™: ifo potassio

LPS: Lipopolissacarideo

MIC: Concentracdo Minima Inibitoria

MMR: Microrganismos Multirresistentes

MRSA: Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus
MSSA: Methicillin-Sensitive Staphylococcus aureus
PABA: Acido Para-aminobenzoico

PBPs: Penicillin-Binding-Proteins

PC: Parede Celular

PN: Pneumonia Nosocomial

PO: Procedimentos Operativos

PRP: Compostos penicilina-penicilinase resistente
RNAm: Acido Ribonucleico mensageiro

RNAt: Acido Ribonucleico de transporte

SNS: Servico Nacional de Saude

TSA: Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos
VISA: Staphylococcus aureus Vancomicina - resisténcia intermédia
VRSA: Staphylococcus aureus Vancomicina — resistente
PPR: Compostos penicilina-penicilinase resistentes

VRE: Vancomycin-resistant Enterococcus
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos as infe¢des hospitalares tém sido objeto de interesse crescente,

ndo sé pelos profissionais de salde, mas também pela populacdo em geral através dos
meios de comunicacdo social (Granito, et al., 2011).
As infecbes hospitalares representam um problema de saude puablica a nivel mundial,
devido a um aumento dos dias de internamento, das taxas de mortalidade e de morbilidade
e a um aumento consideravel dos custos financeiros diretos e indiretos (Granito, et al.,
2011).

A maioria de todas as infecdes respiratorias agudas ocorrem em paises em
desenvolvimento onde a pobreza e os cuidados médicos inadequados contribuem para altas
taxas de mortalidade (WHO, 2000).

A patologia infeciosa € uma das principais causas de internamento nos servi¢os de
medicina portugueses. Os dados existentes da realidade portuguesa sdo escassos de tal
forma que € necessario extrapolar dados de outros paises, possivelmente com floras
bacterianas e perfis de resisténcias bastante diferentes (Marques, et al., 2005).

Ha varias recomendacdes adaptadas aos proprios paises que visam o tratamento € o
controlo das patologias infeciosas, tais como, as recomendacdes da American Thoracic
Society (ATS) que remontam de 1996 e a atualizacdo destas em parceria com a Infectious
Diseases Society of America em 2005, o Documento de Consenso de Intensivistas Latino-
ibéricos em 2001, as recomendacdes das Sociedades Espanholas de Pneumologia,
Medicina Intensiva e Doencgas Infeciosas e Microbiologia Clinica em 2004 (Froes, et al.,
2007).

Neste seguimento a Sociedade Portuguesa de Cuidados Intensivos e a Sociedade
Portuguesa de Pneumologia, em 2007, decidiram criar um documento de consenso com um
conjunto de recomendagdes sobre o tratamento de pneumonias, adaptadas a realidade e
especificidade do nosso pais (Froes, et al., 2007).

A pneumonia nosocomial (PN) é a segunda infe¢cdo nosocomial mais frequente e a
que apresenta maior mortalidade. Admite-se um valor estimado entre 5 e 15 casos por
1000 admissGes hospitalares, com o0 aumento da duragéo do internamento em 7 a 9 dias por

doente e uma mortalidade entre 33 e 50%, com um profundo impacto na prescricdo de
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farmacos antimicrobianos, sendo responsavel por mais de 50% dos antibidticos
administrados nos Servicos de Medicina (Froes, et al., 2007).

Os antibioticos revolucionaram, a partir da década de 40, o tratamento dos doentes
com infegcdes bacterianas. Contudo o seu uso maci¢o e frequentemente inadequado
promoveu 0 aumento e a selecdo de bacterias resistentes e multirresistentes, constituindo

um grave problema nos servigos de saude (Sousa, 2006).

Estudos recentes realizados pela OMS indicam que em cada 100 infegdes
respiratorias, apenas 20 necessitam de tratamento antibiotico. Esta situacdo é devida, em
parte a confusdo generalizada sobre a diferenca entre infecBes respiratorias virais e
bacterianas. Isto significa que 80% dos doentes sdo tratados com medicamentos
desnecessarios favorecendo desta maneira o desenvolvimento de bactérias mais resistentes
(WHO, 2000).

A emergéncia de resisténcia bacteriana aos antibidticos a nivel comunitario e
hospitalar ¢ uma importante ameaca a saude humana no seculo XXI. A humanidade
depara-se com uma nova crise, em que as doencas facilmente curadas, estdo rapidamente a
tornarem-se dificeis de tratar devido ao problema dramatico da resisténcia aos antibidticos
(WHO, 2000).

Este problema de saude puablica tem implicacbes econdmicas, sociais e politicas,
determinando elevada morbilidade e mortalidade, aumento de custos e solugdes limitadas
de tratamento (Sequeira, 2004).

A resisténcia microbiana é um fendmeno biolégico natural mas, torna-se um grave
problema de satde publica devido a ma e negligente utilizacdo dos antibidticos. Para o
aparecimento e generalizacdo das resisténcias contribuiram o mau diagnostico da infecéo,
ma acessibilidade aos farmacos, utilizagdo inadequada de antibidticos nos humanos e

animais, falta de informagéo e a “globalizacao” (WHO, 2000).

Os agentes etiologicos mais frequentes nas PN nos EUA, sdo Pseudomonas

aeruginosa, Klebsiella spp, Escherichia coli e Acinetobacter spp (Granito, et al., 2011).
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Num estudo em 2005, no Hospital de Santa Maria em Lisboa, 0s principais agentes

das infecdes respiratorias foram: Escherichia coli, Candida spp, Enterococcus spp,
Klebsiella spp, Staphylococcus coagulase negativos e Pseudomonas spp (Marques, et al.,
2005).
No Hospital Central do Funchal e segundo o relatorio de 2009, da “Comissdao de Controle
de Infeccdo-Vigilancia Epidemiologica de InfeccGes Nosocomiais™, registou-se um
aumento das bacteriemias de cerca de 27.5% em relagcdo a 2008. Segundo este mesmo
relatério os microrganismos mais encontrados foram: Escherichia coli, Staphylococcus
aureus meticilino-resistentes (MRSA), Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Staphylococcus aureus meticilino-sensivel (MSSA) e Acinetobacter baumanii. (Granito, et
al., 2011).

No presente estudo as estirpes mais isoladas foram: Candida spp que foi isolada em
23.5% dos exames bacterioldgicos e culturais de expetoracdo efetuados, com percentagens
muito proximas, de 13.9%, 11.4% e 10.4% estdo mais trés estirpes, respetivamente:
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus meticilina-
resistente. Com menor percentagem, estd Acinetobacter spp com 6.8% de média de

isolamentos.

A Diregdo Geral da Saude, no documento ““ Relatorio do Inquérito de Prevaléncia

de Infegdo 20107, verificou em Portugal uma taxa de MRSA de 69.2% nas infe¢Oes
respiratorias inferiores (Pina, et al., 2011).
Neste mesmo relatorio, nos doentes com Pneumonia Nosocomial, a 77.8% foi realizado
estudo microbiologico, para diagnéstico etiolégico da infecdo e observou-se um
predominio de Staphylococcus (aureus e epidermidis), E. coli e Pseudomonas aeruginosa
que corresponderam a 66% dos microrganismos isolados (Pina, et al., 2011).

Em Portugal, a vigilancia dos microrganismos resistentes aos antibioticos em
hospitais faz-se através da National Institute of Health / Microbiology Laboratory
(Universidade de Lisboa) desde 1989. Os dados hospitalares de monitoriza¢do do consumo
de antibi6ticos sdo recolhidos a nivel nacional pelo Infarmed abrangendo cerca de 90% dos

hospitais publicos (Froes, et al., 2007).
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Segundo os ultimos dados estatisticos disponiveis, que sdo de 2008, em Portugal, os
antibacterianos representavam 4.7% do encargo financeiro do SNS (Pina, et al., 2011)
2. ESTRUTURA DA CELULA BACTERIANA

Bactérias sdo microrganismos unicelulares, procariotas, podendo viver
isoladamente ou construir colonias de diversas formas (Cruickshank et al, 1973).

A célula bacteriana contém os componentes fundamentais de qualquer célula:
membrana plasmatica, citoplasma, ribossomas e uma molécula de DNA circular, mas ndo
possui organelos membranares nem DNA organizado em verdadeiros cromossomas, como

os das células eucariotas (Figura 1) (Sousa, 2006).

Citoplasma

Capsula
Parede celular S

Membrana celular §

Ribossomos

—_—

Fimbrias

Flagelo
/

Figura 1: Estrutura celular bacteriana ( adaptado de Infoescola, 2009)

e Parede Celular

A parede celular € uma estrutura rigida, porosa e relativamente permeavel, que recobre
a membrana citoplasmatica, confere forma a bactéria, pode ser esférica (coco), em
bastonete (bacilo), em virgula (vibrido), espiralada (espirogueta) ou filamentosa.
E responsavel pelo duplo comportamento das bacterias em relag&o a coloragéo de Gram
(anexo 1: PO.18.01) (Ferreira, et al., 1998).
E uma estrutura complexa composta por peptidoglicanos ligados a proteinas (figura 2).
E alvo de muitos antibiéticos, que inibem as enzimas transpeptidase e carboxipeptidase,

responsaveis pela sintese dos peptidoglicanos. Os peptidoglicanos sdo compostos de
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residuos de dissacarideos, moléculas alternadas de N-acetil-glicosamina e de acido N-
acetilmuramico, exclusivos das células procariotas.

As cadeias formadas sdo interligadas por pontes peptidicas. A formacdo dos
peptidoglicanos € catalisada por enzimas denominadas de PBPs (proteinas ligantes de
penicilina ou Penicillin-Binding-Proteins) (Sousa, 2006). Contém em espécies infeciosas a

endotoxina lipopolissacarideo (LPS) (Ferreira, et al., 1998).

Palssacandeos espedlicos [ (
da parede celular
Acida teicdico da J< ’ :
parede celiar E... R K . feen
Agido lipatercdico LS § — hidea
da mambrana [‘ 1 ! k 1
= - € -«l O ( € ‘.—'l 57—1—— KDO
K l "B OOR B UskioA
(§ [ 2\ [
Peplidogicany Lipoprotaing —es -* ‘ -Q‘JG@D ‘ l O 3
1 — PO
\Vﬁ ) Wl ! 7
s Proteia OMPA
— Pepidiogcanc
"S-:*:W’.»fn’ GG " FOODI0E A CRODOROOREE— Fostclpidios
i B 3 Membrana : 1
Membrara citoplasmética { ¥ clloplasmitica bl b .
| 1os00 @acsot | soc00e o ot
Prateing

Figura 2: Esquema da parede celular de bacterias Gram-positivo (esquerda) e Gram-negativo (direita)
(adaptado de Microbiologia online, 2010).

e Capsulas

E uma camada que recobre a parede celular, geralmente constituida por agucares ou
proteinas. Esta estrutura retém grande quantidade de &gua e assim, protege a bacteria
contra a dessecacdo. As bacterias capsuladas geralmente sdo muito virulentas para o
Homem, porque a capsula mantém a célula bacteriana resistente & fagocitose (Ferreira, et
al., 1998).

e Membrana Celular
Esta membrana também denominada membrana citoplasmatica, é constituida por uma
camada dupla de fosfolipidos, muito fina, elastica e permeabilidade seletiva a moléculas

lipdfilicas e impermeével a moléculas hidréfilas, mas também contém proteinas essenciais
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auxiliadoras na permeabilidade de nutrientes, na defesa e na producédo de energia, através
do metabolismo oxidativo (Ferreira, et al., 1998).

e Citoplasma

Nas bactérias o citoplasma € o espaco intra-celular entre a membrana citoplasmatica e
o envoltorio. E um liquido gelatinoso, o citosol, composto por 80% de &gua, sais, glicose e
outras moléculas de agucar e organicas, proteinas e também RNA e muitos ribossomas
(Ferreira, et al., 1998).

e Cromossoma

O cromossoma que esta presente nas bactérias é circular e possui uma unica molécula
de &cido desoxiribonucleico (DNA). Este cromossoma tem as informacdes genéticas da
célula, tornando-a apta a realizar a auto-replicagdo cromossémica (Ferreira, et al., 1998).

e Plasmideo

Esta estrutura € uma pequena molécula de DNA, ndo ligada ao cromossoma bacteriano
e ndo esta presente em todas as bactérias, sendo que seus genes ndo sdo codificadores de
informacdes e caracteristicas essenciais, mas dependendo da situacdo ambiental a que a
célula é exposta, pode ter alguma vantagem seletiva em relacdo &s outras bactérias que ndo
0 possuem. O plasmideo protege a célula da acdo antibidtica. Multiplicam-se,

independentemente dos cromossomas (Ferreira, et al., 1998).

e Ribossomas

Dispersos no interior da célula, esta estrutura é responsavel pela aparéncia rugosa que a
célula tem. Sdo locais de sintese proteica e sdo constituidos pelas subunidades 30S e 50S
(Ferreira, et al., 1998).

e Granulos de Reserva

Nas bactérias ha acumulacdo de reservas, mas, de maneira diferente das células
eucaridtas. Formam granulos lipidicos insoliveis em agua, compostos de glicose, acido
beta-hidroxibutirico e fosfato, formando cadeias complexas de acucares (Ferreira, et al.,
1998).
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e Flagelos

Esta estrutura é responsavel pela mobilidade da bactéria, estd presa a membrana
plasmaética e sdo proteinas de origem endocelular, que se projetam para o exterior da célula
(Ferreira, et al., 1998).

e Fimbrias

Estas estruturas sao microfibrilas protéicas curtas e finas, caracteristicas das bactérias
Gram-negativas e diferentemente dos flagelos, ndo servem para locomocdo, mas para
adesdo. Existe ainda um tipo especifico de fimbria sexual, o pili. Estas auxiliam o processo
de conjugacdo, ligando as bactérias para que troquem material genético (Ferreira, et al.,
1998).
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3. ANTIBIOTICOS

Antes da introducdo dos antibidticos para combate as bactérias, os principais
microrganismos causadores de infecdo hospitalar eram cocos Gram-positivos. A
mortalidade dos individuos com bacteriemia por Staphylococcus aureus, situava-se na
ordem dos 80% dos infetados (Swartz, 1994).

Com a descoberta da penicilina no inicio da década de 1940, o prognéstico melhorou
consideravelmente, mas desde 1942 foram identificadas estirpes de Staphylococcus aureus
resistentes. A atuacdo da penicilina sobre as bactérias Gram-positivas fez desenvolver as
bactérias Gram-negativas como predominantes entre 0s agentes infeciosos nosocomiais.
Estes acontecimentos marcaram o inicio da era do uso intensivo de antibidticos
antibacterianos e simultaneamente o inicio do problema da resisténcia (Swartz, 1994).

O aumento do problema ocorre com a introducdo e a vasta utilizagdo de inimeros
antibidticos na década de 50, complicando-se a partir de 1960 com 0s novos antibidticos

beta-lactdmicos (Sousa, 2006).

A importancia das substancias antimicrobianas no aumento da resisténcia reside no
papel selecionador dos exemplares resistentes, através da pressao seletiva resultante de seu
uso clinico em humanos e animais, uso industrial para a conservacdo de alimentos, uso
comercial para a engorda de animais, tratamento de vegetais e uso experimental (Tavares,
2005).

Para um composto quimico ser o ideal para o tratamento de infe¢des bacterianas,
devera ter varias caracteristicas que permitam ao clinico escolher o melhor antibiotico para
o0 doente (Sousa, 2006). Devera:

- Alcancar os alvos moleculares, que sdo intracelulares. Para isso, o antimicrobiano, em
quantidades suficientes precisa de ultrapassar a membrana celular bacteriana;
- Interagir com a molécula-alvo de modo a desencadear a morte da bactéria;
- Evitar a agdo das bombas de efluxo que levam os antimicrobianos para fora da célula
bacteriana;

- Evitar a inativacdo por enzimas capazes de modificar o antimicrobiano no ambiente

extracelular ou no interior da célula bacteriana.
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O tratamento empirico requer uma avaliacdo prévia de todos os fatores de risco do
doente, a idade, situacdo clinica do doente, o inicio da infecdo (inicial ou tardia), os
microrganismos locais, a possiveis resisténcias, mas também deverd ter em conta a
toxicidade e os possiveis efeitos secundarios do antibidtico, a via de administra¢do, o

espetro de acdo e a relagdo custo/eficacia do antibidtico.

Ap0s os resultados microbioldgicos, o clinico pode escolher qual o antibiético mais
apropriado e com a avaliacdo clinica, passar entdo a um tratamento especifico, evitando a

utilizacdo imprépria de antibidticos.

Os antibiéticos podem ser (Sousa, 2006):
e Substancias quimicas naturais, quando obtidas a partir de microrganismos;
e Substancias sintéticas, quando a sua sintese € totalmente quimica;
e Substancias semi-sintéticas, quando sdo obtidas por modificacdo quimica de

antimicrobianos naturais.

3.1. Grupos de antibidticos

O termo sensibilidade refere-se & sensibilidade de uma estirpe bacteriana perante a
acdo de um antibidtico, este pode ter uma atividade bactericida, em que mata as bactérias,
ou uma atividade bacteriostatica, quando apenas inibe a multiplicacdo e o crescimento
bacteriano.

Quando o antibiético administrado tem atividade bacteriostatica, o doente
(hospedeiro infetado) tem condi¢Ges imunoldgicas para ativar a resposta imunitaria e
eliminar o agente infecioso, sendo a morte celular provocada pelo sistema imunitario.

Quando o doente esta imunitariamente debilitado e incapaz de destruir o0 agente
infecioso, entdo deverdo ser administrados antibioticos com acgdo bactericida (Sousa,
2006).
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Estas caracteristicas permitem agrupar os antibidticos:
Antibioticos bactericidas:
e [- lactamicos
e Glicopeptidicos
e Aminoglicosideos
e Quinolonas
e Fosfomicina
e Rifampicinas
e Tetraciclinas
e Metronidazol
e Daptomicinas

e Polimixinas

Antibidticos bacteriostaticos:
e Cloranfenicol
e Sulfonamidas
e Oxazolidononas
e Macrolideos
e Estreptograminas

e Acido Fusidico

3.2. Mecanismos de acao dos antibidticos

Os diferentes grupos de antibidticos antibacterianos exploram as diferencas entre as
células bacterianas (procariotas) e as celulas dos mamiferos (eucariotas). Para que o
antibidtico atue, isto é, encontre o seu alvo na célula bacteriana, as bactérias tém de estar

em divisdo ativa (Sousa, 2006).

Para compreender como os antibioticos atuam nas bactérias, & necessario rever o0s
cinco principais mecanismos de acdo dos antibidticos, com exemplificado na figura 3
(Sousa, 2006).

10
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Figura 3: Exemplificagdo dos mecanismos de acdo dos diferentes grupos de antibiéticos (adaptado de Madigan, et
al., 2003).

3.2.1. Inibic&o da sintese da parede celular
E 0 mecanismo mais comum de atividade antibacteriana (Sousa, 2006).
Interferem na sintese da parede celular, inibem a sintese do peptidoglicano.
Como interferem na sintese da parede celular, séo bactericidas:
e [-lactdmicos: Penicilinas, Cefalosporinas, Carbapenemos, Monobactamos.
e Glicopeptidicos: Vancomicina e Teicoplanina.
e Bacitracina.

e Fosfomicina.

v' Antibiéticos B-lactdmicos

E uma classe de antibidticos que possuem como caracteristica comum, o fato de terem
um anel B-lactdmico constituido por trés atomos de carbono e um atomo de nitrogénio,
com radicais substituintes, um anel tiazolidina nas penicilinas ou um anel dihidrotiazina
nas cefalosporinas (Sousa, 2006).

As penicilinas e as cefalosporinas sdo a sub-classe dos antibioticos B-lactdmicos
caracterizado por trés aspetos estruturais em comum: estrutura B-lactdmica condensada,
grupo carboxilo livre e um ou mais grupos amina substituidos na cadeia lateral (figura 4)
(Sousa, 2006).

11
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Figura 4: Estrutura quimica dos principais grupos dos p-lactamicos (adaptado de Rosario, et al., 2006).

Os antibidticos B-lactamicos ligam-se &s PBPs. Quando bactérias em crescimento sdo
expostas a esses antibidticos, ligam-se as PBPs especificas da parede celular bacteriana e
inibem a formacao das ligagdes cruzadas entre as cadeias de peptidoglicanos. Isso ativa as
autolisinas, que degradam a parede celular, o que resulta na morte das células bacterianas.
Os antibioticos pB-lactamicos podem ser inativados pelas hidrolases bacterianas, as

denominadas B-lactamases (Sousa, 2006).

e Penicilinas
Todas as penicilinas possuem a mesma estrutura geral B-lactdmica tiazolidinica. A

intensidade da atividade antibacteriana depende do grupo quimico da cadeia lateral.
As penicilinas sdo bactericidas que atuam por inibicdo da sintese da parede bacteriana e
ativacdo do seu sistema autolitico endogeno (INFARMED, 2011).

No mecanismo de acdo das penicilinas, estas formam um composto inativo
peniciloenzima com as enzimas PBPs, a penicilina ocupa o lugar do substrato
transpeptidase, inibindo as atividades enzimaticas e a sintese do peptidoglicano.

Estes antibioticos tém de atravessar a parede celular bacteriana (PC) e inibir as PBPs.

12
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Pertencem a este grupo de penicilinas os seguintes antibioticos: Penicilina, Meticilina
(oxacilina), Amoxicilina, Ampicilina e Piperacilina (Sousa, 2006).

Habitualmente as penicilinas sdo divididas em 5 grandes grupos de acordo com o
seu espetro de atividade:

1-Penicilinas naturais ou benzilpenicilinas

2-Aminopenicilinas,

3-1soxazolilpenicilinas ou penicilinas resistentes as penicilinases,

4-Penicilinas anti-pseudomonas ou de largo espetro

5-Amidinopenicilinas.

e Cefalosporinas
Os antibidticos do grupo das cefalosporinas sdo classificados por geracbes de acordo

com o seu espetro de atividade (Sousa, 2006).

As cefalosporinas de 12 geracdo sdo ativas essencialmente sobre bactérias Gram-positivas,
sendo limitada a sua atividade sobre algumas Gram-negativas. A medida que se avanca nas
diferentes geracdes, 0 espetro para Gram-negativo amplia-se (as cefalosporinas de 42
geracdo sdo as mais ativas) mas perde-se alguma atividade para as bactérias Gram-positivo
(INFARMED, 2011).

- Cefalosporinas de 1% geracdo: Tém atividade contra Gram-positivos e pouca
atividade contra Gram-negativos, sdo exemplos: Cefalotina; Cefazolina; Cefalexina e
Cefadroxil (Sousa, 2006).

- Cefalosporinas de 22 geracdo: Tém atividade melhor contra Gram-negativos e
algumas cefalosporinas tém atividade antianaerdbica, sdo exemplos: Cefaclor, Cefuroxima,
Cefoxitina e Cefotetan (Sousa, 2006).

- Cefalosporinas de 3% geragdo: Apresentam menor atividade contra Gram-
positivos, porém com maior atividade contra Enterobacteriaceae, sdo usualmente
utilizadas no tratamento de infegbes graves nosocomiais. O uso intensivo destas
cefalosporinas provocou o aparecimento de estirpes produtoras de -lactamases de largo

espetro (ESBLs) (Sousa, 2006). Podem ser subdivididas quanto a via de administracéo,

13
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assim, por via oral é Cefixima, Cefetamet pivoxil, Cefpodoxima e Ceftibuteno. Pela via
parental é a Cefotaxima, Ceftriaxona e Ceftazidima (INFARMED, 2011).

- Cefalosporinas de 42 geracdo: Tém um espetro de atividade semelhante ao da 3?
geracdo, mas com maior estabilidade a hidrolise por B-lactamases. Sdo as Cefepima,
Cefpiroma, Cefoselis, Cefozopran e Cefaclidina (INFARMED, 2011).

- Cefalosporinas de 5% geracdo: Tem um espetro de atividade semelhante a
Cefepima contra Pseudomonas aeruginosa, ativa na maioria das Enterobacteriaceaes,
perde atividade contra ESBLs, no entanto, possui boa atividade contra MRSA e
Enterococcus feacalis MR. E a Ceftobiprole (INFARMED, 2011).

e Carbapenemos
Nestes antibioticos existe uma ligacdo dupla entre o carbono 2 e 3, o 4&tomo de enxofre no
anel tiazolidinico é substituido por um atomo de carbono. N&o existe a formagdo do
intermediario peniciloenzima fazendo o ataque direto ao anel B-lactdmico.
E um antibiotico de largo espetro, por ter uma excelente penetracdo dos canais de porina,
resiste 4 hidrolise das B-lactamases, incluindo as ESBLs e com forte ligacdo &s PBPs
(Sousa, 2006).
Sdo utilizados nos tratamentos de infecBes graves com bacterias multirresistentes Gram-
positivas, Gram-negativas e anaerobios ap6s o resultado do TSA (INFARMED, 2011).
Pertencem a este grupo o Imipenem e 0 Meropenem (Sousa, 2006).

O Imipenem € mais ativo contra bacterias Gram-positivas e tem grande afinidade
para os PBPs dos Gram-negativos especialmente das P. aeruginosa e das PBPs de S.

aureus, no entanto nao tem atividade contra MRSA (Sousa, 2006).

O Meropenem ¢é também de largo espetro de atividade, mas o seu uso é reservado
para o tratamento de infecdes graves por bacterias multirresistentes, especialmente, P.
aeruginosa, Acinetobacter baumanii. Também ndo tem atividade contra MRSA, C. dificille
(Sousa, 2006).

14
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e Monobactamos

Antibiotico sintetico B-lactdmico monociclico, conhecido por Aztreonamo. No seu
mecanismo de acdo permeia 0s canais de porina e tem afinidade para os PBP3;.Tem fraca
afinidade para os PBPs das bactérias Gram-positivas (Sousa, 2006).
E usado como alternativa aos aminoglicosideos no tratamento de infecbes graves por
bactérias Gram-negativas, sendo inativado pelas B-lactamases produzidas pelas P.
aeruginosa e K. pneumoniae. N&o é ativo contra bactérias Gram-positivas e anaerobias
estritas (INFARMED, 2011).

v" Glicopeptidicos

Fazem parte deste grupo a Vancomicina e Teicoplanina. S&o inibidores da
biossintese do peptidoglicano na fase membranar, ligando-se ao aminoacido D-alanina
quando as sub-unidades do peptidoglicano estdo localizadas no exterior da membrana
citoplasmatica (Sousa, 2006).

A Vancomicina forma um complexo com peptidoglicano, impedindo a ligacdo da
transpeptidase e as ligagcbes cruzadas. Ela bloqueia a incorporacdo no peptidoglicano das
subunidades N-acido acetilmuramico e N-acetilglucosamina, ao se ligar reversivelmente a
estas moléculas. Com parede celular deficiente as bactérias ndo resistem as pressdes
osmoticas e morrem. A Vancomicina € inativa contra bactérias Gram-negativas porque a
molécula € muito grande para passar pelos poros da membrana externa e atingir o sitio-
alvo do peptidioglicano (Sousa, 2006).

O mecanismo da acéo ¢ diferente dos antibidticos B-lactamicos, porque estirpes de

MRSA sdo sensiveis a Vancomicina (Sousa, 2006).

A Teicoplanina é um antibiotico com um mecanismo de agdo idéntico ao da
Vancomicina, quimicamente semelhante, mas com maior lipofilia, 0 que favorece a sua

rapida penetracdo através dos tecidos e para o interior dos fagdcitos (Sousa, 2006).

v Bacitracina
A Bacitracina, um antibi6tico polipeptidico composto por trés componentes,

denominado bacitracina A (0 mais importante), B e C. A Bacitracina comercial ¢ uma

mistura de pelo menos nove bacitracinas (Sousa, 2006).
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Dependendo da concentracdo, a bacitracina € bacteriostatica ou bactericida. Age,
inibindo a incorporacdo de aminoacidos e nucledtideos na parede celular, mas também
pode danificar as membranas formadas produzindo a lise e a morte das bactérias.

E um antibidtico inibidor da biossintese do peptidoglicano, atua na fase membranar
formando complexos com o pirofosfato do lipideo-P-P, ndo ocorrendo a sua
desfosforilacdo. Este complexo torna o grupo pirofosfato inacessivel a acdo das enzimas
fosfatase, ndo ocorrendo a formacdo de Lipideo-P, indispensdvel & biossintese do
peptidoglicano (Sousa, 2006).

v Fosfomicina
A fosfomicina é um antibiético bacteriolitico e atua nas fases iniciais da biossintese
do peptidoglicano, inibindo a enzima MurA, atravessando facilmente a membrana externa

das bactérias Gram-negativo (Sousa, 2006).

3.2.2. Inibicdo da sintese proteica

Devido as diferencas entre os ribossomas bacterianos e os das células humanas é
possivel a utilizacdo terapéutica de antibioticos inibidores da sintese proteica, sem efeitos
graves para o Homem. No entanto as mitocondrias nas células eucariotas possuem

ribossomas do tipo bacteriano (70S) (Sousa, 2006).

A seletividade destes antibi6ticos é um resultado de diferengas no ribossoma 70S
procariotico e o 80S eucaridtico. Visto que os ribossomas mitocondriais sdo semelhantes
aos ribossomas procariéticos, estes antibiéticos podem ter alguma toxicidade. O complexo
ribossomal 70S é formado pela associacdo das subunidades 30S e 50S, ambas as
subunidades séo o alvo dos diferentes antibioticos com agdo de inibir a sintese proteica
(Sousa, 2006).

Antibioticos que se ligam a subunidade ribossomica 30S:

e Aminoglicosideos
Os antibidticos aminoglicosideos-aminociclitdis constituem um grupo bastante

heterogéneo quanto & sua composicdo quimica, propriedades antibacterianas e
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farmacologicas. S&o exemplos: Estreptomicina, Canamicina, Gentamicina, Tobramicina,
Amicacina, Netilmicina e Neomicina (Sousa, 2006).

Os aminoglicosideos ligam-se irreversivelmente ao ribossoma 30S e bloqueiam o
complexo de iniciacdo 30S (30S-mRNA-tRNA), impedindo uma iniciagdo posterior. Os
aminoglicosideos também inibem a sintese proteica que ja tenha sido iniciada, induzindo
erro de leitura do mRNA. Séo bactericidas (Sousa, 2006).

e Tetraciclinas
As Tetraciclinas ligam-se reversivelmente ao ribossoma 30S e inibem a ligagdo do

aminoacil-t-RNA ao sitio recetor no ribossoma 70S. As Tetraciclinas séo inibidores
especificos do ribossoma procariético, blogueiam o recetor na subunidade 30S que se liga
ao RNAt durante a traducdo génica. Como o ribossoma eucariota é substancialmente
diferente, ndo é afetado. A sintese de proteinas é, portanto, inibida na bactéria, o que
impede a replicagdo e leva a morte celular. S&o bactericidas. S0 exemplo: Tetraciclina,
Minociclina, Oxitetraciclina, Clorotetraciclina e Doxiciclina (Sousa, 2006).

Antibioticos que se ligam a subunidade ribossémica 50S:

e Cloranfenicol
O Cloranfenicol exerce a sua atividade bacteriostatica por se ligar reversivelmente a

subunidade 50S dos ribossomas 70S bacterianos, na cavidade da peptidiltransferase, gragas
a interacdo dos atomos de oxigénio do grupo p-nitro com os nucledtidos da cavidade. Isto
impede a ligacdo do aminoacil-tRNA ao local acetor na subunidade 50S ribossomal e a
transferéncia de aminoacidos para as cadeias peptidicas em crescimento.

A formacéo de ligacOes peptidicas é, entdo, inibida. S&o bacteriostaticos. Como tém
elevada lipofilia atravessam a dupla membrana mitocondrial, atingindo os ribossomas das
células do Homem, causando efeitos secundarios graves irreversiveis tais como a supressao

da funcdo da medula 6ssea (Sousa, 2006).

e Macrolidos
Sdo bacteriostaticos, mas em altas doses podem ter acdo bactericida. Os macrolidos

inibem a translocacdo do peptidil-tRNA do sitio A para o sitio P no ribossoma ao ligar-se
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ao RNA 23S da subunidade 50S. Inibem a sintese protéica por se ligarem a subunidade
50S dos ribossomas, o que blogqueia o alongamento do peptideo (Sousa, 2006).

Apresentam um anel de lactona macrociclica, tendo usualmente 14, 15 ou 16 atomos , ao
qual se ligam um ou mais desoxiglicois.

Macrolidos com 14 atomos no anel lactonico: Eritromicina, Claritromicina.

Macrolidos com 15 dtomos no anel lactonico: Azitromicina.

Macrolidos com 16 atomos no anel lactonico: Espiramicina, Miocamicina (Sousa, 2006).

Os Cetdlidos sdo uma nova classe de antibidticos derivados dos macrolidos com 14
atomos, especificamente projetados para o tratamento de infeces respiratdrias adquiridas
na comunidade. A Telitromicina, utilizada na terapéutica desde 2004, derivado da
Eritromicina A, é ativa contra as estirpes resistentes & Eritromicina, menos suscetivel aos
mecanismos de resisténcia mediado pelas metilases e pelas bombas de efluxo. A
Cetromicina, tem o dobro da afinidade que a Telitromicina e dez vezes mais que a

Eritromicina (Sousa, 2006).

e [Estreptograminas

Atualmente, na terapéutica, usa-se uma associacdo de duas estreptograminas, a
Estreptogramina A: Dalfopristina e a Estreptogramina B: Quinupristina. Sdo derivados
semissintéticos de Pristimanicina (figura 13) (Sousa, 2006).

A associacdo de 30% de Quinupristina e 70% de Dalfopristina, é activa contra S.
aureus meticilina resistente e vancomicina resistentes. Cada composto separado é
bacteriostatico, mas a administracdo de ambos tem efeito bactericida. A Dalfopristina liga-
se irreversivelmente & subunidade ribossdmica 50S e induz transformacdo que facilita a
ligacdo da Quinupristina. A Dalfopristina evita o alongamento da cadeia e a Quinupristina

inicia a libertacdo prematura dos peptideos do ribossoma (Sousa, 2006).

e Oxazolidinonas

Esta nova classe de antibioticos foi descoberta nos anos 80, sdo compostos sintéticos
ndo toxicos, nomeadamente o Linezolide.

O Linezolide liga-se a subunidade 50S do ribossoma, o0 que distorce o sitio de ligacao

do RNAm na subunidade 30S, inibindo, assim, a formacao do complexo de iniciacdo 70S.
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E bacteriostatico. As Oxazolidinonas inibem o inicio da sintese proteica atuando sobre a

peptidiltransferase, evitando a traducao da mensagem codificada do RNAm (Sousa, 2006).

e Acido fusidico
Liga-se reversivelmente a subunidade 50s do ribossoma, bloqueando a enzima de

translocacédo do ribossoma ao longo do RNAm. Tem efeito bacteriostatico (Sousa, 2006).

3.2.3. Inibic&o da sintese dos &cidos nucleicos
Os antibidticos com este mecanismo de acdo atuam inibindo, direta ou indiretamente,

as enzimas que atuam na sintese dos acidos nucleicos.

e Rifampicina
Inibidores da sintese de RNA e das suas funcfes. Estes antibioticos inibem a acdo da

enzima RNA polimerase, impedindo a transcricdo do DNA e inibem a iniciagéo da sintese
de RNAm. Tem efeito bactericida e € um antituberculoso de 12 linha (Sousa, 2006).

e Metronidazol

A molécula de Metronidazol na sua forma intacta ndo tem acdo antimicrobiana. A
droga apds entrar na célula microbiana é ativada por reducdo, na auséncia de O2 e 0s
produtos intermediarios, reduzidos, interagem com o DNA nas bactérias, causando quebra
da molécula. Este composto reduzido interatua com o0 DNA, quebra a cadeia, destabiliza o

seu enrolamento e provoca a morte celular (Sousa, 2006).

e Quinolonas

Antibioticos de sintese quimica, derivadas de um produto secundario da sintese da
cloroquina, 7-cloroquinolina, com uso terapéutico desde os anos 60 da primeira quinolona,
0 acido nalidixico. Esta molécula de acido nalidixico d& origem ao nucleo basico das
quinolonas (Sousa, 2006).

As quinolonas inibem a topoisomerase 1V porque interferem no enrolamento do DNA,
impedindo a replicacdo e a transcricdo do DNA. Inibem, também, a DNA girase, esta

remove 0s superenrolamentos a frente da forquilha de replicacdo e a topoisomerase IV abre
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a molécula de DNA antes da forquilha de replicacdo. A inibicdo destas enzimas tem acéo
bactericida (Sousa, 2006).
As quinolonas sdo classificadas em quatro geracdes (Sousa, 2006):

- Quinolonas de 12 geracdo: Moléculas com moderada atividade contra bactérias
Gram-negativo. Sdo exemplos: Acido nalidixico, Acido pipemidico e Rosoxacino.

- Quinolonas de 22 geracdo: Moléculas com boa atividade contra bactérias Gram-
negativo e fraca atividade contra bactérias Gram-positivo. Sdo exemplos: Ciprofloxacina,
Ofloxacina; Norfloxacina, Pefloxacina e Lomefloxacina.

- Quinolonas de 32 geracdo: Moléculas com boa atividade contra bactérias Gram-
negativo e Gram-positivo. Sdo exemplos: Levofloxacina, Moxifloxacina, Gemifloxacina e
Gatifloxacina.

- Quinolonas de 42 geracdao: Moléculas com boa atividade contra bactérias Gram-
negativo e anaérobios estritos e muito boa atividade contra bactérias Gram-positivo. Sdo

exemplos: Trovafloxacina, Clinafloxacina e Sitafloxacina.

3.2.4. Inibicéo da sintese do acido félico

A este grupo pertencem os antibidticos antimetabolicos, porque impedem a

biossintese dos cofatores folato, essenciais para a producdo de bases porinas e
aminoéacidos, necessarios para a sintese dos acidos nucleicos e proteinas nas bactérias.
A seletividade destes antibiéticos € uma consequéncia do fato de que as bactérias ndo
podem usar &cido félico pré-formado e precisam de sintetizar o seu proprio acido félico,
contrariamente, as células de mamiferos que usam o acido félico obtido a partir do
alimento (Sousa, 2006).

e Sulfonamidas

Estes antibidticos sédo analogos do acido para-aminobenzoico (PABA) e inibem de
forma reversivel a enzima dihidropteroato sintetase, impedindo o crescimento bacteriano
por caréncia de acido félico. Estes antibacterianos ligam-se a di-hidrofolato-redutase e
inibem a formacdo do &cido tetrahidrofolico. Tém assim efeito bacteriostatico (Sousa,
2006).
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Quando Trimetoprim e Sulfonamidas sdo usados em associa¢do, na proporcdo de 1:5,
denominada Cotrimoxazol, tém um efeito sinergético e bactericida, esta associa¢do, como

tal, reduz o desenvolvimento de resisténcia microbiana.

3.2.5. Alteragéo da membrana celular

Os antibioticos que provocam alteracbes na permeabilidade da membrana
citoplasmatica por interacdo com os fosfolipidos, sdo denominados antibidticos
antimembranares.

A alteracdo da permeabilidade da membrana citoplasmética por agentes quimicos
ou fisicos, permite um efluxo de K*, de nucledtidos e aminoacidos, provocando morte
celular, sdo antibidticos bactericidas.

Estes antibidticos sdo pouco seletivos devido a membrana celular procariota e eucariota

serem bastante semelhantes (Sousa, 2006).

e Polimixinas

Estas sdo peptideos policationicos, anfotéricos, com estrutura ciclica com uma cadeia
de acido gordo unido a uma ligacdo amida. Sdo bastante toxicas. Na clinica sdo utilizadas
as Polimixinas B e E (Colistina), por serem as de menor toxicidade (Sousa, 2006).
Possui atividade bacteriana contra a maior parte dos microrganismos Gram-negativos,
especialmente Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella, espécies de Acinetobacter e E. coli..
As Polimixinas alteram a morfologia e a permeabilidade da membrana exterior, causando
uma perda seletiva de proteinas situadas entre a membrana citoplasmatica e a membrana
exterior (Sousa, 2006).

e Daptomicinas

Este antibidtico liga-se irreversivelmente a membrana citoplasmatica, mediada pelos
ides Ca’™", sem atingir o citoplasma bacteriano. O mecanismo de agdo consiste na ligacdo
da Daptomicina a membrana celular bacteriana levando a rapida despolarizagdo da
membrana citoplasmatica devido ao efluxo de ides K*, o que determina a inibicdo da
sintese de proteinas, DNA e RNA, além do extravasamento de contetdo citoplasmatico e

morte bacteriana (Sousa, 2006).
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4. RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia aos antimicrobianos implica a auséncia do efeito inibidor ou letal.
Este fendmeno ocorre sempre que uma bactéria possui caracteristicas genéticas
responsaveis pela producgdo e expressdo de mecanismos de resisténcia. Para se definir o
conceito de resisténcia, tem que se ter em conta a estirpe bacteriana, o antimicrobiano e a
sua concentracdo no hospedeiro. Um microrganismo é resistente quando apresenta um
fendtipo de resisténcia definido por uma concentracdo inibitéria para esse antimicrobiano,
permitindo assim distinguir varios mecanismos de resisténcia (Sousa 2006).

A resisténcia a determinado antimicrobiano pode constituir uma propriedade intrinseca
de uma espécie bacteriana (resisténcia natural) ou uma capacidade adquirida (resisténcia
adquirida). E habitual que as bactérias expressem mais do que um destes mecanismos,
estando desta forma aumentado o nivel de resisténcia. O conhecimento deste tipo de
mecanismos de resisténcia permite predizer a inatividade de um antibidtico e a utilizacao

de terapia empirica (Anglada, 1997).

Os quatro principais mecanismos de resisténcia bacteriana estdo exemplificados na figura
5.

Mecanismos de resisténcia bacteriana

ALTERACAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEAEILIDADE
ATM o o ATM
&A™
ATM BOMEBA DE EFLUXO
parede bl
bacteriana ATM P ---_.'_ _
—-— = ’ ATM
L % 7

- _-')-— \.

plasmideo
membrana

& 4 =
bacteriana 7
- / 2 célula bacteriana genes de

resisténcia

ATM = antimicrobiarno ONA bacterianc | aLTERAGAD DO SITIO DE AGAQ|

Figura 5: Principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos ( adaptado de ANVISA, 2007).
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e Alteracdo da permeabilidade

As bactérias utilizam esta estratégia na aquisicdo de resisténcia. A permeabilidade
limitada constitui uma propriedade da membrana celular externa de lipopolissacarideo das
bactérias Gram-negativas. A permeabilidade desta membrana reside na presenca de
proteinas transmenbranares, as porinas, que estabelecem canais especificos pelos quais as
substancias podem passar para 0 espaco periplasmatico e em seguida para o interior da
célula. O fecho das porinas por alteracdo da sua forma leva a membrana externa a impedir
a entrada dos antibioticos para o espaco periplasmatico.
A permeabilidade limitada € responsavel pela resisténcia intrinseca dos bacilos Gram-
negativos aos B-lactamicos e pela resisténcia de Pseudomonas aeruginosa ao Trimetoprim
(Anglada, 1997).

e Mecanismo enzimatico

O mecanismo de resisténcia bacteriana mais importante e frequente é a degradacéo do
antimicrobiano por enzimas. As bactérias possuem enzimas com capacidade de alterar a
estrutura do antibi6tico (Anglada, 1997).
As B-lactamases hidrolisam a ligagdo amida do anel beta-lactamico, destruindo, assim, o
local onde os antimicrobianos B-lactdmicos se ligam as PBPs bacterianas e através do qual
exercem seu efeito antibacteriano. Foram descritas numerosas B-lactamases diferentes.
Essas enzimas sdo codificadas em cromossomas através de plasmideos ou transposdes,
podendo ser produzidas de modo constitutivo ou induzido (Anglada, 1997).
A resisténcia quase universal de S. aureus a Penicilina é mediada por uma B-lactamase
indutivel, codificada por plasmideo. Foram entdo, desenvolvidos antimicrobianos -
lactamicos capazes de se ligarem irreversivelmente as B-lactamases, inibindo-as. Estes
compostos (Acido clavulanico, Sulbactam, Tazobactam) foram combinados com as
Penicilinas para restaurar sua atividade, contra a presenca de B-lactamases em S. aureus e
Haemophilus (Anglada, 1997).

e Bomba de efluxo
As bombas de efluxo permitem as bactérias manter no seu interior baixas
concentracdes de substancias toxicas, expulsando para o exterior metabolitos, detergentes

solventes orgénicos e antibioticos. O bombeamento ativo de antimicrobianos do meio
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intracelular para o extracelular, isto é, o seu efluxo ativo, produz resisténcia bacteriana a
diferentes antimicrobianos, como aos B-lactamicos, as Quinolonas ou as Tetraciclinas.

A resisténcia as Tetraciclinas codificada por plasmideos em Escherichia coli resulta deste
efluxo ativo (Anglada, 1997).

e Alteracdo do sitio de agéo

A alteracdo do local-alvo, uma proteina, onde atua determinado antimicrobiano, de
modo a impedir a ocorréncia de qualquer efeito inibitdrio ou bactericida, constitui um dos
mais importantes mecanismos de resisténcia. As bactérias adquirirem um gene que
codifica um novo produto resistente ao antibidtico, substituindo o alvo original (Anglada,
1997).

Alternativamente, um gene recém-adquirido pode atuar para modificar um alvo,
tornando-o menos vulneravel a determinado antimicrobiano. Assim, um gene transportado
por plasmideo ou por transposdes codifica uma enzima que inativa os alvos ou altera a
ligagdo dos antimicrobianos como ocorre com Eritromicina e Clindamicina (Anglada,
1997).

Segundo a natureza da proteina modificada, pode-se dividir este mecanismo em trés
grupos:

1 - Resisténcia por modificacdo de proteinas ribossomicas. Esta modificacdo

confere resisténcia aos Aminoglicosideos, Tetraciclinas, Macrdlidos e

Lincosamidas (Anglada, 1997);

2 - Alteracdo dos percursores da parede celular;

3 - Modificacdes de enzimas essenciais:

Staphylococcus aureus resistente a Meticilina e Staphylococcus coagulase-

negativos adquiriram o gene cromossomico Mec A e produzem uma PBP resistente

aos B-lactdmicos, que é suficiente para manter a integridade da parede celular
durante o crescimento, quando outras PBPs essenciais sdo inativadas por

antimicrobianos f-lactdmicos (Anglada, 1997).

A resisténcia adquirida numa bactéria observa-se quando, anteriormente, era sensivel a
um determinado antibiotico e desenvolve resisténcia. Para adquirir resisténcia, a bactéria

altera 0 seu DNA, por inducdo de mutacdo no DNA nativo ou introducdo de um DNA
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estranho, por genes de resisténcia, que podem ser transferidos entre géneros ou espécies de
bactérias (Sousa, 2006).

Os genes de resisténcia quase sempre fazem parte do DNA de plasmideos
extracromossomicos, que podem ser transferidos entre bactérias. Alguns genes de
resisténcia fazem parte de unidades de DNA denominadas transposdes que se movem entre
cromossomas e plasmideos transmissiveis. O DNA estranho pode ser adquirido mediante
transformacdo, resultando em trocas de DNA cromossomico entre espécies, com

subsequente recombinag&o entre espécies (Anglada, 1997).

Existem diferentes mecanismos, através dos quais as bactérias adquirem e transferem
material genético. Estes mecanismos permitem as bactérias trocar informacao responsavel

pela expressdo da resisténcia face a determinados antimicrobianos (Sousa, 2006).

e Mutacdo

A mutacdo ocorre espontaneamente ap6s um grande numero de divisdes bacterianas
num curto espaco de tempo. Essa rapida divisdo pode levar a troca de bases no processo de
sintese do DNA, resultando na modificacdo das caracteristicas genéticas da bactéria.
Denomina-se transferéncia vertical, porque a resisténcia é adquirida apenas para um tipo
de antibidtico.
A mutacdo pode ocorrer espontaneamente nos plasmideos ou por transposicdo de
fragmentos de DNA. Os plasmideos e os transposdes sdo 0s responsaveis pela dispersédo

dos genes de resisténcia aos antibidticos entre as bactérias (Ferreira, et al., 1998).

e Plasmideos

Os plasmideos s@&o moléculas de DNA extracromossomicas, circulares, fechadas,
altamente compactas, replicam-se automaticamente, s&o menores que o DNA
cromossémico e existem em numero variavel nas células, ndo se recombinam com o DNA
da bactéria.
Transportam genes que conferem numerosas fungdes as bactérias, incluindo resisténcias
aos antibioticos ou genes que codificam fatores de viruléncia (adesinas e toxinas) (Ferreira,
etal., 1998).
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e Transposicao
A transposicao é o processo no qual ocorre movimento de transpos@es, resultando em

modificagdes na estrutura do DNA. Transposfes sdo pequenos fragmentos de DNA que
espontaneamente se recombinam com o DNA do hospedeiro capazes de trocar de posicéo,
isto é, do cromossoma para plasmideo, de um plasmideo para outro ou de um plasmideo
para um cromossoma (Ferreira, et al., 1998).

Os transposdes ndo possuem fungdes auto-replicativas, ndo necessitam de regides
homdlogas entre o transposao e o local do DNA onde se vai inserir, requerem a enzima
transposase e extremidades contendo sequéncias de repeticdo invertida. Os transposdes
complexos podem transportar genes diversos que conferem resisténcia antibiotica
(Ferreira, et al., 1998).

As trocas genéticas ddo-se entre células bacterianas recetoras que recebem no
citoplasma um fragmento de DNA da célula dadora, através do processo de recombinagéo
homologa, e da-se a troca de material genético. Para beneficiarem da transferéncia de
genes as bactérias desenvolveram trés mecanismos: transformacdo, transducdo e

conjugacdo, como exemplificado na figura 6 (Ferreira, et al., 1998).
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Figura 6: Representacéo esquematica dos diferentes mecanismos de troca genética entre bactérias:

A- Transformagdo, B- Transducgdo e C- Conjugacéo (adaptado de Pereira, 2011)
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e Transformacao
A transformacéo habitualmente s6 acontece entre bactérias da mesma espécie. Este

mecanismo consiste na captacdo, por uma bactéria recetora, do DNA proveniente do
cromossoma ou do plasmideo libertado por outra bactéria por transferéncia horizontal.
Em condicdes naturais, a transformacdo acontece quando a bactéria lisa e 0 seu DNA é

captado pela bacteéria recetora (Ferreira, et al., 1998).

e Transducdo
A transferéncia de genes entre bactérias pode ser mediada por bacteriéfagos. Pode ser

transducdo generalizada, que esta associada ao ciclo vegetativo dos bacteriéfagos, DNA e
qualquer genes do genoma podem ser transferidos para outra bactéria.
Também pode ser transducéo restrita se neste caso sO um pequeno grupo de genes € que €

transferido, esta associada ao ciclo lisogénico dos bacteriéfagos (Ferreira, et al., 1998).

e Conjugacgao
Este mecanismo de transferéncia horizontal de uma bactéria viavel para outra é

mediado pelas fimbrias sexuais ou pilus F (pili). A conjugacdo inicia-se pela fixacdo da
fimbria sexual da bactéria dadora a recetores especificos na parede da bactéria recetora.
Assim sdo estabelecidas conexdes citoplasmaticas entre as bactérias conjugantes. A
transferéncia do material genético ocorre com a quebra do DNA do plasmideo da bactéria
dadora, que é passado para a recetora através das fimbrias. A bactéria recetora passa a
expressar as caracteristicas codificadas do plasmideo recebido, o qual é transferido pelas
novas geracOes de bactérias (Ferreira, et al., 1998).

Na auséncia do pili, o contacto com a célula bacteriana é feito através de proteinas
denominadas adesinas. O pili é parte da bactéria dadora que possui um plasmideo
responsavel pela resisténcia conferida a célula recetora. O plasmideo é replicado na
bactéria dadora e a sua cOpia, que é um filamento simples de DNA, é transferida para a
bactéria recetora formando uma célula filha. A ceélula filha pode ent&o incorporar o
plasmideo no seu cromossoma e iniciar um processo de recombinacdo genética (Ferreira,
etal., 1998).
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5. BACTERIAS MAIS COMUNS EM ISOLADOS DE EXPETORACOES

5.1. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (também conhecida como Pseudomonas pyocyanea) € uma
bactéria Gram-negativa oportunista, aerobio obrigatorio, baciliforme, cresce até 42°C,
moveis com flagelos polares (Figura 7), glucose ndo-fermentadora, oxidase positiva,
produz piocianina (pigmento azul e fluorescente), os quais d&o as colonias e aos ferimentos
infecionados uma coloracéo verde-azulada (Ferreira, et al., 2000).

Figura 7: Pseudomonas aeruginosa (adaptado de Winsor GL, 2011).

Produz um odor doce a uvas 0 que permite ajudar na sua identificacdo. O ambiente
de origem é o0 solo, mas é capaz de viver em ambientes hostis (Gladwin, et al., 2002).
Muitas das infe¢bes por Pseudomonas aeruginosa sdo nosocomiais, podem surgir ap0s
algaliacdo, infecbes nos pulmdes por contaminagdo dos ventiladores e em doentes
debilitados ou com feridas, mesmo quando ja com antibioterapia. Uma vez estabelecida é
muito virulenta, pois produz toxinas, hemolisinas e protéases que libertam para 0 meio
circundante, danificando tecidos e destruindo as defesas imunitarias do hospedeiro
(Ferreira, et al., 2000).
A partir de 1991 surgiram as primeiras infegdes hospitalares por estirpes multirresistentes
sensiveis apenas a Colistina. A elevada frequéncia no ambiente hospitalar explica-se

parcialmente pela sua resisténcia a antibioticos e antiséticos leves (Arruda, 1998).
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Uma caracteristica da Pseudomonas aeruginosa é a resisténcia a diversos tipos de
antibioticos, seja ela intrinseca ou adquirida. A resisténcia apresentada por estes
microrganismos € principalmente devido a baixa permeabilidade da membrana externa e

aos sistemas de efluxo (Ferreira, et al., 1998).

Os principais antimicrobianos de Pseudomonas aeruginosa sao alguns B-lactamicos,

tais como: penicilinas (Piperacilina, Ticarcilina), cefalosporinas de 32 geracdo (Cefotaxima,
Ceftazidima), Imipenem, Meropenem e Aztreonamo. E também sensivel & Ciprofloxacina
e aos aminoglicosideos (Gentamicina, Tobramicina e Amicacina) (Ferreira, et al., 2000).
Tem resisténcia intrinseca a Bacitracina, Vancomicina e Teicoplanina,
O uso sistematico de cefalosporinas de 3° geracdo, conduziu ao aparecimento de estirpes
de Pseudomonas aeruginosa produtoras de beta-lactamases de espetro estendido (ESBLS),
estas B-lactamases conferem resisténcia a todos os B-lactdmicos, exceto os carbapenemos
(Sousa, 2006).

No entanto uma alteracdo na porina especifica da membrana externa de P.
aeruginosa, pela qual o Imipenem geralmente se difunde, pode excluir o antimicrobiano de
seu alvo, tornando estirpes de P. aeruginosa resistentes ao Imipenem (Ferreira, et al.,
2000).

Apresenta resisténcia plasmidica & Fosfomicina, atribuida ao gene fosA, um polipeptideo
que catalisa a adicdo de fosfocina a glutationa, formando um complexo inativo (Sousa,
2006).

5.2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa, encapsulada, aerobia-
anaerdbia facultativa em forma de bastonete, imovel, fermentadora da glicose e da lactose,
reduz os nitratos a nitritos, catalase positiva e oxidase negativa, encontrada na flora normal
da boca, da pele e nos intestinos. E 0 mais importante membro do género Klebsiella e
importante membro da Familia das Enterobactérias. E facilmente reconhecida pelas suas
colonias grandes e mucoides que crescem na Gelose MacConkey (Figura 8) (Ferreira, et
al., 2000).
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Figura 8: Coldnias de Klebsiella pneumoniae na Gelose MacConkey (adaptado de Wikipedia,2012).

Pode causar pneumonia embora seja mais comum a sua implicagdo em infecOes
hospitalares (aparelho urinario e feridas), em particular em doentes imunologicamente
deprimidos, em viciados em alcool, 50% sdo predispostos a pneumonia com expetoracao
hematica. A taxa de mortalidade é elevada apesar da terapia antimicrobiana (Gladwin, et
al., 2002).

Klebsiella pneumoniae com a capacidade de produzir beta-lactamases de espetro
estendido denomina-se K. pneumoniae carbapenemase 1 ou KPC-1 (Yigit, et al., 2001).

O aparecimento de estirpes de Klebsiella pneumoniae resistentes a mais recente
classe de antibi6ticos conhecidos como Carbapenemos (Imipenem e Meropenem), deu-se
por estas desenvolverem mecanismos de resisténcia a uma enzima B-lactamase, conhecida
como uma carbapenemase. E uma enzima produzida por enterobactérias e a sua detecéo
confere resisténcia aos antimicrobianos Carbapenemos, além de inativar Penicilinas,
Cefalosporinas e Monobactamos. Sdo conhecidas por Klebsiella pneumoniae carbapenem-
resistente (CRKP). S&o varios os mecanismos de resisténcia que podem impedir a acdo dos
carbapenemos e a resisténcia surge, ocasionalmente, da combinacdo de impermeabilidade
da membrana com [B-lactamases cromossomicas (AmpC) ou de amplo espetro (ESBL)
(Dienstmann, et al., 2010).

Nos EUA, CRKP foi descrita pela primeira vez na Carolina do Norte em 1996 (Yigit, et
al., 2001).

CRKP é resistente a quase todos 0s agentes antimicrobianos disponiveis e infe¢cdes

com CRKP causam altas taxas de morbidade e mortalidade, particularmente entre pessoas

com hospitalizacdo prolongada e aqueles que estdo gravemente doentes e expostos a
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dispositivos invasivos (por exemplo, ventiladores ou cateteres venosos centrais). Os
pacientes com infecbes por CRKP podem ser reservatérios para a transmissdo durante
surtos nosocomiais. A preocupacao é que as novas mutacdes resistentes podem resultar em
infecBes para as quais h& muito pouco tempo havia antimicrobianos sensiveis (Yigit, et al.,
2001).

Os carbapenemos, tais como o Imipenem o Meropenem, tém sido usados com maior
frequéncia para o tratamento de bactérias multirresistentes Gram-negativas nosocomiais.

A resisténcia a carbapenemos ndo é comum nas bactérias entéricas, no entanto esta
resisténcia pode desenvolver-se através de trés mecanismos conhecidos (Yigit, et al.,
2001):

Primeiro, a alta producdo da enzima AmpC, combinada com a diminuicdo da
permeabilidade da membrana, através da perda ou alteracdo das porinas, pode resultar em
resisténcia a carbapenemos. O segundo mecanismo ¢ a produgdo de [-lactamases com a
capacidade de hidrolisar carbapenemos. O terceiro mecanismo de resisténcia envolve a
mudanca de afinidade nas enzimas alvo, a penicilina liga-se a proteinas especificas para
carbapenemos.

As resisténcias mais frequentes incluem a resisténcia a -lactamicos (Penicilinas,
Carbapenemos),  Aminoglicosideos,  Quinolonas,  Tetraciclinas,  Cloranfenicol,

Sulfametoxazol-trimetoprim e Cefalosporinas (Sousa, 2006)

5.3. Staphylococcus aureus meticilino-resistentes

O género Staphylococcus engloga todos 0s cocos Gram-positivos, catalase positiva,
que se agrupam em cacho (Figura 9), no entanto, nos produtos biol6gicos podem ser
observados cocos isolados, dois a dois ou em curtas cadeias, definem-se por serem
anaerdbios facultativos, mas podem viver em meios aerébios usando oxigénio ou
anaerobios através de fermentacdo, crescem bem em meio salino, ndo tém flagelos, séo
capsulados e sO uma espécie produz uma enzima importante, a coagulase, o
Staphylococcus aureus é coagulase positiva e cresce rapidamente em ambiente aerobio
(Ferreira, et al., 2000).
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Figura 9: Fotografia de Staphylococcus aureus em microscépio eletrénico (adaptado de CDC, 2009).

Staphylococcus spp existem na pele de todas as pessoas sem causar doenca,
geralmente séo estirpes pouco virulentas. Por vezes também existem nas mucosas, na boca,
no intestino, no aparelho génito-urinario e no aparelho respiratorio superior (Balows, et al.,
1991), existem com maior densidade nas regides da pele com mais glandulas sudoriparas e
foliculos pilosos e nas areas mais proximas dos orificios naturais do corpo (Ferreira, et al.,
2000).

Cerca de 20 a 40% da populacdo saudavel é portadora nasal de Staphylococcus aureus
(Ferreira, et al., 2000).

Estafilococos séo destruidos por desinfetantes, sabdo e altas temperaturas. Resistem
bem a desidratacdo durante longos periodos atraves de materiais inanimados (p. ex. roupa
contaminada, roupa de cama). Por isso, todos os profissionais de salde e as pessoas que
cuidam de doentes devem usar as técnicas de lavagem recomendadas das maos que
previnam a transferéncia de espécies de Staphylococcus, deles para os doentes ou entre 0s
doentes (Murray, et al., 2009).

As estirpes de S. aureus sdo as mais encontradas em infecGes comunitarias e
nosocomiais e as doengas causadas devido a invasdo e lesdo dos tecidos por toxinas. Sao
causadoras do Sindrome do choque toxico, de intoxicagdo alimentar e do Sindrome da pele
escaldada, por enzimas (lipase, catalase ou coagulase) ou por outros fatores de viruléncia,
tais como a cépsula que inibe a fagocitose, a composi¢do da parede celular que tem
mucopéptideo e proteina A, que inibe a fagocitose e a acdo dos antibioticos (Ferreira, et al.,
2000).

O género Staphylococcus aureus possui cinco PBPs. As PBPs sdo enzimas que

catalisam a etapa final da sintese da parede bacteriana e localizam-se na membrana celular
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da bactéria. As PBP 1, 2 e 3 sdo essenciais e tém alta afinidade (sitios-alvo) com os
antibioticos beta-lactamicos, unindo-se a estes por ligacbes covalentes (Souza, et al.,
2005).

As infegBes por S. aureus sdo classicamente tratadas com Penicilinas (Oxacilina ou
Meticilina) ou com Cefalosporinas de 12 geracdo (Cefalotina, Cefazolina), no entanto
infecdes provocadas por estirpes produtoras de [-lactamases, sdo tratadas com

Dicloxacilina ou Amoxicilina+Acido clavulanico (Ferreira, et al., 2000).

Em finais dos anos 50, a estirpe Staphylococcus aureus foi a causa de numerosas
infecdes nosocomiais, causando grande mortalidade e morbilidade, que baixou
significativamente com o uso da penicilina, contudo surgiram estirpes resistentes a
penicilina, devido a sintese de B-lactamases.

O uso da Meticilina conteve estas estirpes, mas, novamente adquiriram resisténcia

a Meticilina com a aquisicdo do gene mecA, este gene codifica para uma PBP mutada,
denominada PBP 2a, que apresenta baixa afinidade com o local de ligacdo da Meticilina e
compostos penicilina-penicilinase resistente (PPR) e que é responsavel pela resisténcia
intrinseca dos MRSA a todos os antibioticos B-lactdmicos (Sousa, 2006), (Ferreira, et al.,
2000).
O grupo PPR é composto pelas drogas oxacilina, meticilina, cloxacilina e dicloxacilina. A
oxacilina é a droga representativa deste grupo das PPR e a sua resisténcia prediz resisténcia
a todos as PPR e a todos os B-lactamicos independentemente do resultado do antibiograma
(Souza, et al., 2005).

Sdo estas as estirpes hoje conhecidas por Staphylococcus aureus meticilino-
resistentes ou MRSA (Ferreira, et al., 2000). O MRSA néo e mais agressivo do que 0S
Staphylococcus aureus meticilino-sensiveis (MSSA). O grande problema esta nas
reduzidas op¢Oes de tratamento e ndo na viruléncia da mesma, uma vez que é resistente a
todos os antibidticos B-lactdmicos, e com alta resisténcia a Aminoglicosideos, Macrolideos

e Tetraciclinas (Ferreira, et al., 2000).
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As estirpes de Staphylococcus aureus possuem trés mecanismos distintos de resisténcia a
Meticilina que pode ser codificada cromossomicamente ou mediada por plasmideos
(Souza, et al., 2005):

1- Hiperprodugao de B-lactamases;

2- Presenca de uma PBP alterada denominada PBP 2a

3- Modificagdes na capacidade de ligacdo das PBPs
Alguns estudos sugerem que os trés mecanismos podem estar presentes numa mesma

amostra, inclusive interagindo entre si (Souza, et al., 2005).

O tratamento das estirpes de MRSA é feito com Vancomicina, Linezolide ou
Teicoplanina. Uma vez mais, desenvolveram-se estirpes de Staphylococcus aureus com
resisténcia intermédia & Vancomicina (VISA) e mais recentemente com resisténcia a
Vancomicina (VRSA) (Hageman, et al., 2006).

Este mecanismo de resisténcia estd associado a uma ativacao da sintese da parede
celular, mediada pela presenca do gene VanA, proveniente da transferéncia de material
genético do Enterococcus feacalis para o Staphylococcus aureus (Souza, et al., 2005).

Em consequéncia da elevada producdo de componentes da parede celular (residuos de
mucopéptideo), ocorre hiperproducao das PBP2 e PBP2’, espessamento da parede celular e
reducdo da quantidade de antibidtico que chega ao seu local de acdo (membrana

citoplasmatica) (Souza, et al., 2005).

De acordo com as Ultimas recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), o resultado obtido do teste in vitro para a Vancomicina esta no valor da
Concentracdo Minima Inibitoria (MIC), assim, para MIC < 2ug/ml ¢ Vancomicina
sensivel, para MIC entre 4-8ug/ml é resisténcia intermédia para Vancomicina e com o

resultado de MIC >16pg/ml € resistente & Vancomicina (Hageman, et al., 2006).

Novos antibiéticos foram desenvolvidos como alternativas ao tratamento de VRSA, como
Linezolide, Daptomicina, Tigecliclina e Quinupristina-Dalfopristina (Hageman, et al.,
2006).
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5.4. Acinetobacter spp

Acinetobacter spp é um cocobacilo Gram-negativo, aerobio estrito, néo
fermentador da lactose, oxidase negativa, imovel, ndo fastidioso (figura 10) (Ferreira, et
al., 2000).
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Figura 10: Imagem de Acinetobacter spp em microscopia eletrénica (adaptado de CDC, 2010).

Faz parte da flora normal da pele e do sistema digestivo em individuos saudaveis,
tém sido isolados a partir do solo, da 4gua e do ambiente hospitalar tal como em bancadas,
aparelhos de raios X, em ventiladores e em sistemas de circulacdo de ar, tendo a
capacidade de sobreviver tanto em ambientes secos como himidos (Murray, et al., 2009).

E um microrganismo oportunista, capaz de causar graves surtos de infecBes
nosocomiais, tém sido isolados a partir do trato respiratério e garganta de individuos
hospitalizados, embora na comunidade as taxas de colonizacdo e infecdo sejam
relativamente baixas. Esta bactéria tem sido descrita com responsavel por causar
meningite, septicémia fulminante, infe¢cbes pulmonares e oftalmicas, doencas da pele e
infecBes de feridas. Tem ganho importancia nos Gltimos anos devido & maior participacéo
em infegdes graves e a resisténcia aos antimicrobianos (Ferreira, et al., 2000).

A espécie Acinetobacter spp pode sobreviver na pele humana ou superficies secas
durante semanas e entra no corpo humano através de feridas abertas, sendo que em
ambiente hospitalar as vias mais comuns sdo os cateteres, as sondas nasogastricas e a

intubacdo endotraqueal. Sendo uma bacteria oportunista, em geral infeta apenas individuos
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com sistema imunitario comprometido, como os feridos com gravidade, os idosos, as
criancas e os portadores de doencas que deprimem o sistema imunitario (Drosos, et al.,
2008).

O numero de infe¢bes hospitalares causadas por A. baumannii aumentou nos anos

mais recentes, seguindo uma tendéncia de aumento da incidéncia comum a maioria das
infecdes causadas por MRSA, VRSA e VRE (Drosos, et al., 2008).
As contaminacfes por estirpes multirresistentes de A. baumannii sdo na atualidade um
problema comum nos hospitais das regides mais desenvolvidas do mundo, com destaque
para a América do Norte e a Europa. Causam nos seres humanos uma ampla variedade de
quadros infeciosos, razdo pela qual a bactéria € considerada um importante agente
patogénico afetando feridos, nomeadamente os feridos de guerra e vitimas de
politraumatismo, nos quais provoca infecGes graves, frequentemente fatais (Drosos, et al.,
2008) (Elston, et al., 2008).

Foi observado que ap6s o regresso de soldados Norte Americanos do Iraque em
2005, aquando a evacuacdo das forcas armadas, 280 soldados vinham infetados com a
bactéria Acinetobacter baumannii, destes a maior parte veio dos campos de batalha e pelo
menos 5 destes soldados morreram com bactérias contraidas por exposi¢do de feridas
abertas em contacto com o solo contaminado (Elston, et al., 2008).

Um crescimento dramatico e vertiginoso na resisténcia a antibioticos na estirpe de
Acinetobacter baumannii vem sendo sistematicamente relatado pelo Centro de Controle e
Prevencdo de Doengas dos Estados Unidos (Elston, et al., 2008) (CDC, 2010).

As espécies de Acinetobacter sdo por natureza resistentes a muitos grupos de
antibidticos, incluindo Penicilina, Cloranfenicol e frequentemente a Aminoglicosideos. Os
Carbapenemos séo reconhecidos como o tratamento padrdo de ultima escolha (CDC, 2010)
(Drosos, et al., 2008).

Esta bactéria é altamente resistente aos antibioticos. Recomenda-se o tratamento
com Cefalosporinas de 32 geracdo, Imipenem e Aminoglicosideos, no entanto ja existem
estirpes resistentes ao Imipenem, pela producéo de carbapenemases (Ferreira, et al., 2000).
Outras opcoes de tratamento incluem Polimixinas (Colistina), Tetraciclinas (Monociclinas)
(Drosos, et al., 2008).
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Os mecanismos de resisténcia antimicrobiana frequentemente encontrados nesta
bactéria incluem: producao de B-lactamases, bombas de efluxo, reducéo da permeabilidade
da membrana externa, alteracéo dos alvos dos antibioticos (por exemplo, das Quinolonas) e

producdo de enzimas de inativacdo de Aminoglicosideos (Drosos, et al., 2008).

Dados clinicos, a sua maioria derivados de pequenos estudos, mostram resultados
clinicos favoraveis, que indicam atividade antimicrobiana confiavel das Polimixinas contra
Acinetobacter baumannii com ampla resisténcia a drogas. Evidéncias pre-clinicas sugerem
que a Monociclina e a Colistina é altamente eficaz contra Acinetobacter baumannii
(Drosos, et al., 2008).
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6. EXPETORACAO

6.1. Fisiologia da expetoracado

O exame do aparelho respiratério fornece importantes informagdes para o
diagndstico, utilizando para tal, as técnicas basicas do método clinico: inspecéo, palpacéo,
percussdo e auscultacdo. Normalmente limitado a caixa toracica, o exame fisico do
aparelho respiratorio deve estender-se a analise do material eliminado através das vias
respiratdrias. Este método é extremamente Gtil no diagnostico diferencial das doencas
pulmonares, bem como dos agentes etiologicos das doencas infeciosas (Silva, 2004).

As secre¢des traqueobrdnquicas sdao uma mistura inconstante de plasma, agua,
eletrélitos e mucina. Apesar de se inalar elevadas quantidades de microrganismos viaveis,
as vias respiratdrias baixas mantém-se virtualmente estéreis. A medida que as secrecdes
atravessam as vias respiratdrias inferiores e superiores contaminam-se com exfoliantes
celulares do epitélio de superficie, com secre¢des nasofaringeas e das glandulas salivares e
com flora bacteriana normal da boca. Com o adequado estimulo imunoldgico ou
inflamatdrio os mastocitos, eosinofilos, células plasmaticas e bactérias podem contribuir
para as secrecOes (Todd, 1988).

Situacdes que causam aumento da producdo do muco e alteragdes das suas
propriedades, desencadeiam mecanismos de defesa do aparelho respiratorio responsaveis
pela sintomatologia descrita como tosse. A tosse pode ser produtiva ou improdutiva. Na
tosse produtiva, quantidades variaveis de secrecdes formadas ou depositadas nas vias
aéreas sdo eliminadas. As infeces bacterianas como as pneumonias, causam producdo de
expetoragdo no inicio insidioso, no entanto, aumentando gradualmente de volume, num
periodo de dias a semanas (Silva, 2004).

A esta mistura de secregdes e particulas da-se 0 nome de expetoracéo.

Hipdcrates no Séc. | a.C. foi o primeiro a demonstrar a utilidade do estudo da expetoracéo,
observando a cor, o odor e 0 aspeto das amostras para o diagndstico e tratamento dos
doentes (Todd, 1988).

As caracteristicas da expetoracdo mudam de acordo com a doenga respiratoria,
alterando a cor, a viscosidade e o odor.

A viscosidade encontra-se particularmente aumentada nos casos de infecdo do trato
respiratorio, seja ela bacteriana, micobacteriana ou fungica. A presenca de pidcitos
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caracteriza a expetoracdo do tipo purulento. Macroscopicamente apresenta-se como
secrecdo extremamente viscosa, amarelada ou esverdeada. A infecdo bacteriana € o maior
exemplo de expetoracao purulenta (Silva, 2004).
O odor também ¢é uma caracteristica semioldgica importante, sendo a fetidez associada ao
abscesso pulmonar por anaerébios (Silva, 2004).

Diferencas na coloracdo podem sugerir agentes etioldgicos especificos. Na
pneumonia pneumococica a expetoracdo é tipicamente ferruginosa. Quando a bactéria é
Klebsiella pneumoniae, assume coloragdo arroxeada, semelhante a geleia de framboesa.
Quando a bactéria é Pseudomonas aeruginosa confere um aspeto esverdeado a secrecao
eliminada (Silva, 2004).

A tosse aguda pos-infeciosa é um sinal de pneumonia. Na maioria dos casos, outros
sinais e sintomas estdo presentes, porém, nos idosos, necessita-se de alto indice de
suspeicdo clinica ja que muitas vezes febre, dor torécica e calafrios estdo ausentes. A
presenca de tosse, alteracdo do comportamento e anormalidade no exame fisico do torax
deve sempre levar a suspeita e inicio de antibioterapia, apés um RX do térax sugestivo
(Todd, 1988).

6.2. Exame direto da expetoracéo

Para avaliar se a amostra de expetoracdo € valida para ser cultivada é preciso
realizar o seu estudo microscopico.
Qualquer bactéria presente na expetoracdo assim como as células observam-se melhor
mediante 0 exame da amostra estendida em lamina (esfregaco bacteriano), que depois de
seco e fixado por chama é corado pelo método de Coloracéo de Gram (Anexo 1).
Depois da amostra numerada efetuam-se 3 esfregacos para coloragdo de Gram, coram-se

dois esfregacgos e guarda-se um.

O método da coloragdo de Gram é baseado na capacidade das paredes celulares de
bactérias Gram-positivas de reterem o corante cristal violeta no citoplasma durante um
tratamento com etanol-acetona, enquanto as paredes celulares de bactérias Gram negativas
ndo o fazem. A retencdo ou ndo do corante primario &, portanto, dependente das
propriedades fisicas e quimicas das paredes celulares bacterianas tais como espessura,
densidade, porosidade e integridade (Ferreira, et al., 1998).
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O solvente dissolve a porcdo lipidica das membranas externas das bactérias Gram-
negativas e o complexo cristal violeta-iodo € removido, descorando as células. Por outro
lado, o solvente desidrata as espessas paredes celulares das bactérias Gram positivas e
provoca a contragdo dos poros do peptidoglicano, tornando-as impermeéveis ao complexo
cristal violeta-iodo, o corante primario é retido e as células permanecem coradas. Em
seguida, a amostra € tratada com um corante secundario, a fucsina basica.

Ao microscopio, as bactérias que adquirem a coloracdo azul violeta, sdo chamadas de
Gram-positivas. As que adquirem a coloragdo vermelha, sdo chamadas de Gram-
negativas (Ferreira, et al., 1998).

Numa expetoracdo se ap0s a observacdo microscopica dos esfregacos bacterianos
corados, forem observadas menos de 10 células epiteliais escamosas por campo e mais de
25 leucocitos polimorfonucleares por campo, a amostra é valida para ser cultivada (Tabela
1) (Murray, et al., 1975).

Tabela 1: Critérios de validagdo de amostras de expetoracao (adaptado de Murray, et al., 1975)

N° células por campo (x10)
Realizar
Grupo| Células epiteliais Leucdcitos .
cultivo
Escamosas polimorfonucleares

1 25 10 Né&o

2 25 10-25 Né&o

3 25 25 Né&o

4 10-25 25 Né&o

5 <10 >25 Sim

Na observacdo microscopica do esfregaco bacteriano, € necessario também
considerar o tipo de flora bacteriana predominante, cocos, bacilos, cocobacilos ou até
fungos.

No caso de se observar muita quantidade de células inflamatdrias, suspeita-se da presenca
de bactérias patogénicas e procede-se ao cultivo da amostra de expetoracdo (Silva R.,
2004).
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7. OBJETIVOS

O diagndstico etioldgico das infecbes respiratorias € muitas vezes dificil de
estabelecer, devido a fraca sensibilidade e especificidade dos métodos laboratoriais
utilizados (Murray, et al., 2009).
As culturas de expetoracdo apresentam resultados bastante varidveis, apresentando-se
positivas entre 20-79% dos casos e nos estudos portugueses, positivas em 12.6% e 18.2%
dos casos em dois estudos encontrados (Marques, et al., 2005).
Todos o0s estudos até hoje efetuados demonstram que os custos, quer diretos quer indiretos
associados as infecOes hospitalares sdo consideraveis e contribuem para as dificuldades
financeiras da area dos cuidados de saude. Este € um dos argumentos que justificam a
implementacdo de um programa de vigilancia e controlo da infecdo nosocomial (Marques,
et al., 2005).

Atentos a situacdo, e tendo em conta a incidéncia destes diagndsticos, foi efetuado
um estudo retrospetivo da sensibilidade antimicrobiana das estirpes mais isoladas em
exames bacterioldgicos e culturais de expetoracdo, provenientes do Servico de Medicina
Interna do Hospital Visconde de Salreu (HVS).

Este estudo ird dar continuidade a um outro estudo realizado em 2006, para
apresentacdo de um poster nas VIl Jornadas de Patologia Clinica do CHAM, EPE em 28 de
abril de 2006, este estudo consistiu em conhecer o perfil antimicrobiano das estirpes mais
isoladas de expetoracGes em meio hospitalar e extra-hospitalar nos anos de 2000 a 2005.
Achou-se por isso pertinente continuar o estudo de modo a proporcionar ao HVS mais uma

ferramenta de trabalho na luta contra as infegdes.

Deste modo, constituiram objetivos deste estudo:
e Efetuar um estudo retrospetivo dos anos de 2006 a 2010, sobre o perfil de
sensibilidade dos microrganismos mais isolados de expetoracdes.
e Comparar os resultados obtidos, com os resultados de um estudo semelhante
realizado em 2006.
e Comparar o consumo de antibioticos no Servico de Medicina Interna, com 0s

resultados dos Testes de Sensibilidades aos Antimicrobianos (TSA).
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8. MATERIAL

e Caracterizacdo da unidade hospitalar e do servigo de patologia clinica

O Hospital Visconde de Salreu (HVS) tem como valéncias os servigos de
internamento, num total de 50 camas, distribuidas pelos servigos de Cirurgia, Medicina e
Ortopedia. Possui ainda Bloco operatério, Farmécia, Patologia Clinica, Imagiologia,
Consulta Externa e Apoio Domiciliario.
A consulta externa possui as especialidades de anestesiologia, cirurgia geral, dor,
ginecologia, hipertensdo arterial, imunoalergologia, medicina interna, medicina fisica e
reabilitagdo, medicina do trabalho, oftalmologia, ortopedia, otorrinolaringologia, patologia

clinica e pneumologia.

O Servico de Patologia Clinica do HVS é composto por 4 setores: hematologia,
bioquimica, microbiologia e imunologia/endocrinologia.
O funcionamento destes setores é assegurado por um quadro constituido por uma médica
patologista, chefe de servico, por uma técnica superior, por duas técnicas de diagndstico e
terapéutica e por uma administrativa. Este servi¢o funciona das 8 as 17h de segunda a

sexta-feira.

e Periodo do estudo

Realizou-se um estudo retrospetivo dos anos de 2006 a 2010, com pedidos de cultura
de secrec¢des respiratorias provenientes do meio hospitalar (servico de medicina interna).
Todos os dados dos utentes, testes efetuados e resultados obtidos estdo registados no
Mod.23 (Registo bacteriologico de expetoracdes). Em todos os casos registou-se: idade,
género e o resultado do exame cultural com identificacdo da(s) estirpe(s) bacteriana(s) e
com o TSA.

e Critérios de Exclusdo dos pedidos
Foram excluidos os pedidos de exames bacterioldgicos e culturais de expetoragcdo com

periodo igual ou inferior a 8 dias, relativamente ao ultimo pedido.
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9. PROCEDIMENTOS LABORATORIAIS
Todos os procedimentos laboratoriais existentes no servico de patologia clinica do

HVS estdo de acordo com o Manual da Qualidade existente no laboratério.

9.1. Fase pré- analitica

Apos a colheita das secrecdes respiratorias no Servico de Medicina Interna, de
acordo com o “Manual de Colheitas”, as amostras sdo enviadas para a secretaria da
patologia clinica que apo6s confirmacdo da identificagdo das amostras com os pedidos de
exames bacterioldgicos e culturais de expetoracdo solicitados pelo clinico € feito o registo
do pedido no programa informético “Sonho” e ¢ atribuido o n° interno do laboratério

registado no MOD. 23.

9.2. Fase analitica

Executado de acordo com PO.17-Exame bacterioldgico de expetoragdo (Anexo 2).
Apbs a validacdo da amostra de expetoracao procede-se ao seu cultivo.
Semeia-se pela técnica de esgotamento por quadrantes com uma ansa esterilizada de 10pl,

nos seguintes meios de cultura:

e Gelose Columbia + 5% sangue de carneiro (Ref2.43041 bioMérieux®).

Meio que contétm uma mistura de peptonas que facilita o crescimento de
microrganismos fastidiosos e a presenga de sangue permite detetar a B-hemolise e a-
hemolise. Incuba em O, a 37°C durante 18 a 24h (bioMerieux, 2003).

A gelose de sangue pode ser usada para realizar subculturas de estirpes de modo a obter

culturas puras.

e Gelose Mac Conkey (Ref.43141 bioMérieux®).

O meio contém acido biliar que inibe o crescimento da maioria das bactérias Gram
positivas (exceto Enterococcus e algumas espécies de Staphylococcus), cristal violeta
(inibidor para algumas bactérias Gram positivas) e vermelho neutro (cora bactérias
fermentadores de lactose), lactose e peptidio. Classifica as bactérias em Lac+, e Lac-,

conforme sejam ou ndo fermentadoras da lactose (bioMerieux, 2003).
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Bactérias fermentadoras de lactose (Escherichia coli, Enterobacter e Klebsiella) utilizam a
lactose disponivel no meio e produzem acido como produto final. Este &cido diminui o pH
do meio para valores inferiores a 6.8, resultando na observacdo de col6nias rosa
choque/vermelhas: Lac+.

Bactérias que ndo fermentam a lactose (Salmonella, Espécies Proteus e Shigella) nédo
conseguem utilizar a lactose e utilizam a peptona. Isto forma aménia, que eleva o pH do
agar, levando a formacdo de colonias brancas/sem cor: Lac-.

Incuba em O; a 37°C durante 18 a 24h.

e Gelose Chapman 2 (Ref2.43671 bioMérieux®).

Também conhecido por Mannitol Salt, meio seletivo com elevado teor de NaCl e
vermelho de fenol, como indicador de pH, inibindo o crescimento da maioria das bactérias.
Incuba em O, a 37°C durante 18 a 24h (bioMerieux, 2003).

Microrganismos que fermentam o manitol, acidificam o meio e as colonias apresentam cor
amarela, este critério identifica Staphylococcus aureus.
As bactérias que ndo fermentam o manitol pois utilizam as peptonas do meio para 0 seu

metabolismo, alcalinizam o meio e as col6nias apresentam cor rosa/vermelho.

o Gelose Chocolate PolyVitex (Ref. 43101 bioMérieux®).

Meio ndo seletivo enriquecido com hemina - fator X (proveniente dos globulos
vermelhos lisados) e NAD - fator V. E utilizado para o crescimento de estirpes fastidiosas
do género Neisseria, Haemophilus e Streptococcus pneumoniae.

Este meio pode ser usado para subcultivar estirpes bacterianas de modo a obter culturas
puras. Incuba em atmosfera enriquecida em CO,, a 37°C durante 18 a 24h (bioMerieux,
2003).

Ap0s a adequada incubacédo e de acordo com a observacdo das placas dos meios de
cultura, ha trés possiveis procedimentos a executar:
e Quando ndo ha desenvolvimento bacteriano ou este € insignificante, o exame
cultural é considerado negativo.
e Quando existe mais que um tipo de colonias, valorizam-se as colénias que estdo

em maior quantidade e com as mesmas caracteristicas morfologicas (cor, tamanho e
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aspeto). Procede-se ao isolamento dos microrganismos por repicagem, para
obtencdo de culturas puras. Apds a obtencdo de culturas puras, faz-se de uma
colonia um esfregaco que depois de seco e fixado pela chama é corado pela
coloracdo de Gram. Procede-se a sua identificagdo e respetivo antibiograma.

¢ Quando se desenvolveu uma cultura pura, de uma coldnia faz-se um esfregaco que
depois de seco e fixado pela chama é corado pela coloragdo de Gram.

Procede-se a sua identificacdo e respetivo antibiograma.

v ldentificacdo dos isolados bacterianos:

Para além da coloracdo de Gram, realizam-se outras técnicas especificas para a

identificacdo das bactérias, tais como:

e Catalase (Ref2.55 561 bioMérieux®).
A presenca de catalase é detetada nos microrganismos por uma libertagdo de O, a partir de
agua oxigenada. A presenca de um agente espessante e de um corante facilitam a
observacao da emissdo gasosa (Anexo 3 — PO.48).
Distingue Staphylococcus que sdo catalase positiva, de Streptococcus que sdo catalase

negativa.

e Oxidase (Ref2.55 635 bioMérieux®).
Teste diferencial na identificacdo das bactérias Gram negativas que usam a enzima
citocromo oxidase. O reagente da oxidase em contacto com as bactérias é oxidado ficando
da cor roxa (bioMerieux, 2003).
Pseudomonas e Neisseria sdo oxidase positiva enquanto alguns Enterobacteriaceae sao

oxidase negativas (Gladwin, et al., 2002).

e Sistema de identificacdo API:
Foram usados os seguintes sistemas de identificacao:
- api® 20 E (Ref. 20 100 bioMérieux®). — Sistema padronizado de identificacdo de

Enterobacteriaceae e outros bacilos Gram negativos néo fastidiosos (bioMerieux, 2003).
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- api® Staph (Refé. 20 500 bioMérieux®). — Sistema padronizado de identificacdo de
estafilococos (bioMerieux, 2003).

O sistema de identificacdo API utiliza mini-testes bioguimicos padronizados que contém
substancias desidratadas.

Os mini-tubos sdo inoculados com uma suspensao bacteriana, que reconstitui os meios. As
reacOes produzidas durante o periodo de incubacdo de 24 horas traduzem-se pela mudanca
de cor espontanea ou revelada apos a adi¢do de reagentes.

A leitura das galerias API é efetuada de acordo com as reacGes quimicas enzimaticas,
sendo atribuido um codigo cuja leitura é feita no catidlogo analitico API respetivo
(bioMerieux, 2003).

v’ Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste da sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) é realizado de acordo com 0s
antimicrobianos que normalmente sdo mais ativos para cada grupo ou espécie em estudo.
Essencialmente, o TSA define a actividade e a capacidade in vitro de um antibiotico para
inibir o crescimento de uma bactéria ou populagédo bacteriana (Anglada, 1997).

Foram utilizados os seguintes sistemas ATB:

e ATB™ G -5 (Ref. 14 315 bioMérieux®).
Permite determinar a sensibilidade das Enterobacteriaceaes aos antibioticos. Foi
concebida segundo as recomendag6es do comité NCCLS (CLSI) 2000. (bioMerieux, 2003)

e ATB® PSE 5 (Ref?.14 345 bioMérieux®).
Permite determinar a sensibilidade das Pseudomonas e outros bacilos Gram negativos nao
fermentadores aos antibidticos. Foi concebida segundo as recomendacdes do comité
NCCLS (CLSI) 2000. (bioMerieux, 2003)

e ATB™ STAPH 5 (Refé. 14 325 bioMérieux®).
Permite determinar a sensibilidade dos Staphylococcus aos antibiéticos. Foi concebida
segundo as recomendacgdes do comité NCCLS (CLSI) 2000 e do comité CA-SFM 1999.
(bioMerieux, 2003)
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As galerias ATB tém 16 pares clpulas. O primeiro par sem antibidtico, serve como
controlo de crescimento. Os 14 seguintes contém antibidticos a uma ou duas
concentragdes. O ultimo par sem antibiotico permite, se for necessario, adicionar um
antibidtico complementar.

O microrganismo a testar € colocado em suspensdo em meio de cultura, depois é inoculado
na galeria. Ap6s 18-24 horas de incubacdo, realiza-se a leitura visualmente.

A auséncia de crescimento em pelo menos uma das cupulas do controlo (designado por 0
no inicio da galeria ATB) invalida o antibiograma que deve ser novamente efetuado. Na
leitura um crescimento limitado a periferia da cUpula deve ser lido como negativo.
Observa-se em cada cupula a existéncia ou ndo de turvacdo (bioMerieux, 2003).

O resultado é dado como, S- Sensivel, I1- Resisténcia Intermédia ou R- Resistente.

Resistente: Significa que a bactéria analisada apresenta resisténcia ao antibidtico
utilizado e a eficacia da droga estd comprometida, ndo exercendo efeito no controle da
infecdo. Este resultado é visto quando ha turvacdo nas duas cupulas, indicando que a
bactéria conseguiu crescer no antibiético pelo mesmo ndo causar efeito de inibicdo
(Oplustil, et al., 2010).

Intermédio: Significa que a bactéria analisada apresenta resisténcia intermedia ao
antibidtico utilizado na clpula e a eficacia da droga é suspeita de estar comprometida,
podendo ndo exercer efeito satisfatorio no controle da(s) doenca(s) (Oplustil, et al., 2010).

Esse resultado é visto quando ha turvacao na 12 clpula e a 22 clpula ndo tem turvacéo.

Sensivel: Significa que a bactéria analisada apresenta suscetibilidade ao antibidtico
utilizado e é aconselhavel a utilizacdo do antibidtico para combater a doenca causada pela
bacteria analisada (Oplustil, et al., 2010).

Esse resultado é visto quando ndo ha turvacdo nas cupulas do antibiético.
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9.3. Fase pds-analitica

Esta fase do processo refere-se a saida de resultados.

Quando néo ha desenvolvimento bacteriano ou este é insignificante, o resultado sai
com a descricdo da observacdo direta pela coloracdo de Gram e como exame cultural
negativo.

Quando no exame bacteriolégico e cultural de expetoracédo solicitado pelo clinico
houve desenvolvimento bacteriano de uma ou mais estirpes e se procedeu a sua
identificacdo e respetivo antibiograma entéo o resultado sai com a descri¢cdo da observagéo
direta pela coloracdo de Gram e com a identificacdo da(s) bactéria(s) e respectivo(s)
resultados do TSA.
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10. RESULTADOS

10.1. Analise de dados

Todos os dados foram obtidos com a prévia autorizacdo do Conselho de Administracéo
do Hospital Visconde de Salreu (Anexo 4).

O tratamento dos dados foi efetuado através de Microsoft® Excel 2010.

Foram contabilizados todos os exames bacterioldgicos e culturais de expetoragdo
solicitados, provenientes do servi¢o de Medicina Interna do HVS, dos anos de 2006, 2007,
2008, 2009 e 2010. Todos os dados obtidos estdo registados no Mod.23 (Registo
bacterioldgico de expetoragdes).

Em todos os pedidos estd registado a idade, género, proveniéncia da amostra,
resultado do exame cultural, resultado da observacdo do Gram, identificacdo da ou das
estirpes bacterianas e o respetivo padréo de suscetibilidade aos antimicrobianos com o0s

resultados categorizados como sensiveis (S), resisténcia intermédia (1) e resistentes (R).

Os dados ndo foram diferenciados pela origem hospitalar ou comunitéaria das
estirpes, uma vez que ndo foi possivel precisar os locais de aquisicao das infecdes.

Os resultados obtidos foram analisados por ano, por escaldo etario, por género e
pelas estirpes bacterianas isoladas. Das quatro estirpes mais isoladas foram estudados 0s
respetivos perfis de sensibilidades. Para simplificar os célculos e por razBes de préatica
clinica corrente, os isolados com perfis de resisténcia intermédia foram contabilizados

como resistentes.

10.2.Amostras

Os resultados obtidos referem-se aos dados registados no Mod.23 (Registo
bacterioldgico de expetoracgdes), nos anos de 2006, 2007, 2008, 2009 e 2010.
Nestes cinco anos o nimero (n°) de exames bacterioldgicos e culturais de expetoracéo
solicitado foi de 1135. Destes, um total de 904 exames bacteriologicos e culturais de

expetoracéo solicitados teve crescimento bacteriano.
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Dos 1135 exames bacteriologicos e culturais de expetoracdo solicitados, foi
estudada a prevaléncia nos escalGes etarios e nestes subdivididos pelo género masculino e

feminino, como pode ser observado na tabela 2.

Tabela 2: Prevaléncia nos escaldes etarios, subdivididos pelo género masculino e feminino.

% Exames bacteriologicos
Género 2006 2007 2008 2009 2010
(n=184) | (n=275) | (n=258) | (n=177) | (n=241)
Masculino 0 0 0 0 0
<20 Feminino 0 0 0 0 0
Masculino 0 2.1 15 10.1 0
21-40 Feminino 0 0 1.5 2.9 0
Masculino | 12.7 7.2 7.8 10.1 3.4
41-60 Feminino 9.5 4.4 16.6 51.4 10.4
Masculino | 59.0 48.5 63.2 50.7 65.5
61-80 Feminino 58.1 47.0 53.9 51.4 24.0
Masculino | 28.2 42.0 27.3 28.9 31.0
>81 Feminino 324 48.5 42.1 45.5 65.6

Observou-se que no escaldo etario <20 ndo foram solicitados exames.
Entre os 21-40 anos a percentagem (%) de exames bacterioldgicos e culturais de

expetoracdo solicitados no ano de 2009 ¢é aproximadamente de 10% no género masculino.

No escaldo etario 41-60, nos anos de 2006 e 2007 a % de exames solicitados & maior no

género masculino, invertendo esta tendéncia nos trés anos posteriores.

No escaldo etario 61-80, a % de exames solicitados € maior no género masculino todos os

anos, exceto no ano 2009, que ¢ ligeiramente inferior.

No escaldo etario >81 anos, verificou-se que a maior % de exames bacterioldgicos e
culturais de expetoracéo solicitados € de utentes do género feminino, estando estes dados

de acordo com os dados provisérios obtidos pelos Censos 2011 do Instituto Nacional de
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Estatistica, em que a populacdo portuguesa mais idosa é constituida maioritariamente por

individuos do género feminino (Instituto Nacional de Estatistica, 2011).

As caracteristicas demograficas da populacdo revelam que se agravou O
envelhecimento da populagdo na Ultima década. Em 2010, Portugal tinha cerca de 19% da
populacdo com 65 ou mais anos de idade. A preponderéncia da populacdo feminina é
reforcada a medida que a idade avanca. A sobremortalidade da populacdo masculina e a
menor esperan¢a de vida & nascenca dos homens relativamente as mulheres ajudam a

explicar estes resultados. (Instituto Nacional de Estatistica, 2011).

Ao longo destes cinco anos obteve-se a média de 80.5% de exames com
crescimento bacteriano. O valor mais baixo foi obtido em 2007 com 73.5%, e o valor mais

alto, em 2010 com 90.8% de exames com crescimento bacteriano (Figura 11).

90,80%

82,60%
: 73.50% 78.90%  77,00%

E % exames bacteriologicos e
culturais de expetoracdes com
crescimento

H % exames bacteriologicos e

-50% 10% 304 culturais de expetoracdes sem
,40% ° interesse
20%

2006 2007 2008 2009 2010

Figura 11: Percentagem de exames bacteriolégicos e culturais de expetoragdo solicitados com

crescimento bacteriano e sem interesse.

A figura 12 representa a percentagem de todos os exames bacteriologicos e culturais de
expetoracdo solicitados com crescimento bacteriano, de todos os anos, desde 2006 a 2010,

por escalBes etarios e por géneros.
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Figura 12: Percentagem de exames bacteriolégicos e culturais de expetoracdo solicitados com

crescimento bacteriano, versus género, versus escaldo etario.

10.3. Microrganismos isolados

De todos os 904 exames bacteriologicos e culturais de expetoracdo com

crescimento bacteriano foram isoladas 1055 estirpes bacterianas.

A figura 13 esquematiza a distribuicdo anual das estirpes por percentagem de isolamentos.
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Figura 13: Percentagem das estirpes isoladas por ano
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Observa-se que a estirpe de Candida spp desenvolveu-se em maior percentagem ao
longo dos cinco anos, a estirpe Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae tiveram
um crescimento semelhante, destaca-se o ano de 2009 com um aumento substancial das

percentagens de estirpes isoladas, respetivamente 23,3% e 16,6%.

A estirpe de Staphylococcus aureus meticilina-resistente teve um aumento acentuado em

2008 com 14,3% e em 2010 com 19,7% de todas as estirpes isoladas desse ano.

A espécie de Acinetobacter spp teve um desenvolvimento entre 0s 5% e 0s 10% em todos

0S anos.

A figura 14, esquematiza a percentagem média de todas as estirpes isoladas no periodo de
2006 a 2010.

% de estirpes isoladas de 2006 a 2010

23,50%

13,90%
11,40% 10 40%

6,80% 7,70%

Figura 14: Percentagem média de estirpes isoladas de 2006 a 2010.

Como pode ser observado a estirpe de Candida spp foi isolada em 23,5% dos
exames bacterioldgicos e culturais de expetoracdo efectuados, no entanto ndo se efetua o
teste de sensibilidade antifingico, por falta de capacidade técnica.

Com percentagens muito proximas, de 13,9%, 11,4% e 10,4% estdo mais trés estirpes,

respetivamente: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus
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aureus meticilina-resistente. Com menor percentagem mas muito importante devido ao
aumento da resisténcia aos antimicrobianos esta Acinetobacter spp com 6,8% de média de

isolamentos.

Em estudos recentes as estirpes mais comuns nas PN sdo Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella spp, Escherichia coli e Acinetobacter spp (Granito, et al., 2011).
No servico de Medicina Interna do Hospital Central do Funchal, em 2009, os
microrganismos mais frequentemente isolados em doentes com bacteriemias secundarias,
foram por ordem crescente de frequéncia: Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, MSSA, MRSA e Escherichia coli. (Granito, et al., 2011).
Nesse mesmo estudo, nas PN tardias, em que ha uma elevada taxa de exposi¢do antibiotica
e/ou internamento prolongado, verificou-se que em 33% dos casos 0s microrganismos mais
isolados foram: Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp e MRSA (Granito, et al.,
2011).

No presente estudo estas mesmas bactérias foram isoladas em 31,1% dos exames

bacterioldgicos e culturais de expetoracdo efetuados.
10.4. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das estirpes mais isoladas
10.4.1. Pseudomonas aeruginosa

Foram testados vinte e sete antibidticos com ATB™ G - 5 (Ref. 14 315
bioMérieux®) e ATB® PSE 5 (Ref?.14 345 bioMérieux®) em 147 estirpes isoladas.
A figura 15 apresenta em percentagem, o resumo das sensibilidades obtidas apos a

realizacdo dos antibiogramas.

Verificou-se que a estirpe Pseudomonas aeruginosa, é 100% sensivel a Colistina,
sensivel a Tobramicina com 39,1% do total das estirpes estudadas, a Amicacina com
35,6% de estirpes sensiveis, ambos Aminoglicosidicos, e a0 Meropenem com 34,2%. No
entanto sé com 20,3% de estirpes de Pseudomonas aeruginosa sensiveis ao Imipenem e a

Gentamicina. Com sensibilidades muito semelhantes a Cefepima com 19,5%,
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PiperacilinatTazobactam com 19,5%, Piperacilina com 17,1% e Ciprofloxacina e

Ceftazidima com 18,8%.

Com 100% de resisténcia a Amoxicilina, Amoxicilina+Ac. Clavulanico, Cefolatina,
Cefoxitina, Ampicilina+Sulbactam e ao Cotrimoxazol.

NETILMICINA
CEFTAZIDIMA 1
CEFUROXIMA
CEFOTAXIMA
CEFOXITINA
CEFOLATINA
AMOX-AC.CLAV
AMOXICILINA
COTRIMOXAZOL
COLISTINA
CIPROFLOXACINA
TOBRAMICINA
GENTAMICINA
AMICACINA
CEFTAZIDIMA
MEROPENEM
IMIPENEM

CEFEPIMA
PIPERACILINA+TAZ-PSE
PIPERACILINA+TAZOBACTAM
PIPERACILINA-PSE
PIPERACILINA
TICARCILINA-AC.CLAV-PSE
TICARCILINA-AC.CLAV
TICARCILINA-PSE
TICARCILINA
AMPICIL-SULBACTAM
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I 19,50%
e 9.80%
Je— 17,10%
Tt 10,40%
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= 4,40%

T 8,90%
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Figura 15: Percentagem de estirpes de Pseudomonas aeruginosa sensiveis aos antibioticos estudados
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10.4.2. Klebsiella pneumoniae

Foram testados vinte e um antibioticos com ATB™ G

bioMérieux®) em 120 estirpes isoladas.

5 (Refd. 14 315

A figura 16 apresenta o resumo das sensibilidades das estirpes de Klebsiella pneumoniae,

em percentagem, apos a realizacdo dos antibiogramas.

CIPROFLOXACINA
NETILMICINA
GENTAMICINA
AMICACINA
TOBRAMICINA
COTRIMOXAZOL
CEFTAZIDIMA 1
IMIPENEM
MEROPENEM
CEFUROXIMA
CEFEPIMA
CEFTAZIDIMA
CEFOTAXIMA
CEFOXITINA
CEFOLATINA
TICAR-AC.CLAV
TICARCILINA
PIPER+TAZOBACTAM
PIPERACILINA
AMOX-AC.CLAV
AMOXICILINA
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11,00%
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5,00%

28,80%
15,20%
15,30%
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50,80%

44,00%
47,50%

Figura 16: Percentagem de estirpes de Klebsiella pneumoniae sensiveis aos antibioticos estudados

Como pode ser observado nos resultados, as estirpes de Klebsiella pneumoniae

estudadas, revelaram ter alta sensibilidade aos aminoglicosideos, com 50,8% a Amicacina
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e 49,5% & Gentamicina. Aos carbapenemos de 47,5% ao Meropenem e 44,0% ao
Imipenem.
100% das estirpes sao resistentes a Amoxicilina e a Ticarcilina s6 5% das estirpes

estudadas mostraram-se sensiveis.

No ano de 2009, registou-se a ocorréncia de duas estirpes resistentes a todos os antibidticos
estudados e duas estirpes sO sensiveis a Amicacina.
Em 2010, foi registada uma estirpe s6 sensivel a Amicacina e outras duas s sensiveis ao

Imipenem e Meropenem.

10.4.3. Staphylococcus aureus Meticilina-Resistente

Foram testados quinze antibidticos com ATB™ STAPH 5 (Ref. 14 325
bioMérieux®) em 109 estirpes isoladas.
A figura 17 apresenta a percentagem da sensibilidade de estirpes de Staphylococcus

aureus Meticilina-Resistente, obtidas apds a realizacdo dos antibiogramas.

Verificou-se que as estirpes de MRSA estudadas sdo 100% sensiveis &
Vancomicina, apresentam também elevada sensibilidade a outro glicopeptidico, a
Teicoplanina com 81,9%.

A sensibilidade destas estirpes as tetraciclinas pode ser observada com 73,7% a
Minociclina e s6 64,7% & Tetraciclina, uma vez que algumas estirpes de MRSA séo
resistentes as Tetraciclinas.

A sensibilidade de s6 59,8% a Gentamicina também pode ser explicada pela resisténcia de
estirpes de MRSA aos aminoglicosidicos.

Relativamente & Quinupristina-Dalfopristina com 73,7% de sensibilidade é explicada por

esta associacgdo de dois antibacterianos ter efeito bactericida nas estirpes de MRSA.
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QUINUPRISTINA-DALF.
NITROFURANTOINA
AC. FUSIDICO
LEVOFLOXACINA
NORFLOXACINA
RIFAMPICINA
TEICOPLANINA
VANCOMICINA 100.00%
MINOCICLINA
TETRACICLINA
CLINDAMICINA
ERITROMICINA
GENTAMICINA
COTRIMOXAZOL

PENICILINA

Figura 17: Percentagem de estirpes de MRSA sensiveis aos antibidticos estudados

Neste estudo observou-se que, as estirpes de Staphylococcus aureus Meticilina-
Resistente, comprovaram ser 100% resistentes aos B-lactdmicos. E 100% resistente &s
quinolonas (Levofloxacina e Norfloxacina).

A sensibilidade de 72,1% a Nitrofurantoina ndo tem interesse, uma vez que, este
antibiotico s6 é utilizado para a profilaxia e o tratamento de infegBes urinarias baixas

(Sousa, 2006). A Rifampicina € utilizada como anti-tuberculoso.

No ATBTM STAPH 5 (Refd. 14 325 bioMérieux®), existe um antibidtico, a
oxacilina, que o seu estudo in vitro serve para predizer a resisténcia in vivo a todas as PPR
e a todos os B-lactdmicos independentemente do resultado do antibiograma (Souza, et al.,
2005).
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Um aspeto muito interessante deste estudo, foi observar as altas prevaléncias de
estirpes de MRSA versus MSSA ao longo dos cinco anos. No ano 2009 as estirpes de
Staphylococcus aureus foram todas MRSA. A figura 18 demonstra a comparacdo, em

valores percentuais, das estirpes isoladas de MRSA com as estirpes isoladas de MSSA.

2% 3

:l/

2006 2007 2008 2009 2010

Figura 18: Percentagem de estirpes isoladas de MRSA versus MSSA.

10.4.4. Acinetobacter spp

Foram testados vinte e um antibiéticos com ATB™ G - 5 (Refe. 14 315
bioMérieux®) em 72 estirpes isoladas.
A figura 19 apresenta o resumo das sensibilidades, em percentagem, obtidas apds a

realizacdo dos antibiogramas.

Neste estudo observou-se que, estirpes de Acinetobacter spp, mostraram-se mais
sensiveis aos aminoglicosideos, com 58,3% & Tobramicina, com 53,3% & Amicacina, com
43,3% & Netilmicina e 41,6% a Gentamicina.

Aos carbapenemos, 45% ao Imipenem e 31,6% ao Meropenem.

Foi observado 100% de resisténcia a Ceftazidima 1 (1mg/L). Este antibiotico faz a
diferenciacédo das estirpes de Enterobacteriaceaes potencialmente produtoras de ESBLSs.

No entanto, com sensibilidade para Ceftazidima de 28,3% das estirpes estudadas, a
concentragdo minima inibitoria do TSA é de 8 a 16 mg/L.
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CIPROFLOXACINA
NETILMICINA
GENTAMICINA
AMICACINA 53,30%

TOBRAMICINA 58,30%

COTRIMOXAZOL 23,30%
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st : o
MEROPENEM 31,60%

CEFUROXIMA | 0%

CEFEPIMA 33,30%
CEFTAZIDIMA
CEFOTAXIMA

CEFOXITINA
CEFOLATINA
TICAR-AC.CLAV
TICARCILINA
PIPER+TAZOBACTAM 38,30%
PIPERACILINA
AMOX-AC.CLAV

AMOXICILINA

Figura 19: Percentagem de estirpes de Acinetobacter spp sensiveis aos antibidticos estudados

No ano de 2010, foram estudadas 10 estirpes de Acinetobacter spp mostraram-se
resistentes a todos os antibidticos. A estas estirpes foi repetido o TSA com ATB® PSE 5
(Refd.14 345 bioMérieux®), foi observado que estas estirpes foram resistentes a todos o0s
antibidticos exceto & Colistina.
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11. COMPARACAO DE RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo serdo comparados com um estudo

semelhante realizado no mesmo hospital, nos anos de 2000 a 2005.

- No estudo anterior, dos 280 exames bacterioldgicos e culturais de expetoracédo
solicitados, destes obtiveram-se 227 culturas positivas que corresponde a 81% exames
pedidos (figura 20) (Madail, et al., 2006).

No presente estudo, de 2006 a 2010, foram estudados 1135 exames bacteriologicos e
culturais de expetoracdo solicitados. Destes, tiveram crescimento bacteriano considerado
patogénico 80,5%, que corresponde a um total de 904 exames. Apesar da diferenca total de
exames solicitados entre os dois estudos, obtiveram-se percentagens de amostras com

crescimento bacteriano muito semelhantes.

22%

Mm@ doentes com culturas
positivas

@ doentes com culturas
negativas

Figura 20: Percentagem de doentes com culturas positivas e negativas de 2000 a 2005 ( adaptado de
Madail, et al., 2006)

- No estudo anterior, dos 280 exames solicitados 80% referiam-se a doentes com
idade superior a 65 anos (figura 21) (Madail, et al., 2006).
No presente estudo, 89% dos utentes do género masculino e 94% dos utentes do género
feminino tém idade superior a 61 anos, passados 5 anos continua a ser a populacdo mais

idosa a estar internada.
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Figura 21: Faixa etaria dos doentes do internamento de 2000 a 2005 (adaptado de Madail, et al., 2006)

- No estudo anterior, quanto aos microrganismos isolados, o mais isolado foi

Candida spp com 23,9%, seguida de Pseudomonas spp com 22,2%, Staph.aureus com

14% e Klebsiella spp 10,4% (figura 22) (Madail, et al., 2006).

No presente estudo, Candida spp foi isolada em 23,5%, Pseudomonas spp em 18,6%,

Staph. aureus em 13,9% e Klebsiella spp em 12.5% (figura 23).

Apesar da diferenca total de exames solicitados entre os dois estudos ser muito grande,

obtiveram-se percentagens de isolamentos das mesmas estirpes muito semelhantes.
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Figura 22: Percentagem de microrganismos isolados de 2000 a 2005 ( adaptado de Madail, et al., 2006)
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Figura 23: Percentagem de microrganismos isolados de 2006 a 2010.
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- No estudo anterior, no perfil antimicrobiano de estirpes de Pseudomonas spp,
verificou-se que esta € mais sensivel ao Imipenem, Amicacina e a Tobramicina,
evidenciando-se uma percentagem diminuta de sensibilidade & Amoxicilina + Acido
Clavuléanico e ao Cotrimoxazol (figura 24) (Madail, et al., 2006).

No presente estudo verificou-se que a percentagem, de estirpes de Pseudomonas
aeruginosa, mais sensiveis a Tobramicina foi de 39,1%, a Amicacina foi de 35.6%, ao
Meropenem de 34,2% e 20,3% de estirpes foram sensiveis ao Imipenem. No entanto

verificou-se 100% de resistencia a Amoxicilina + Acido Clavulanico e ao Cotrimoxazol.

Figura 24: Percentagem de estirpes de Pseudomonas spp isolados de 2000 a 2005, sensiveis aos
antibiéticos ( adaptado de Madalil, et al., 2006)

- O perfil antimicrobiano das estirpes de Klebsiella spp demonstrou uma
percentagem maior de sensibilidade a Ciprofloxacina (25,4%), Cefotaxima (20,9%) e a
Gentamicina (17,9%). Verificando-se por outro lado muito resistentes a Cefalotina (figura
25) (Madail, et al., 2006).

No presente estudo a percentagem de estirpes de Klebsiella pneumoniae sensiveis &
Ciprofloxacina foi equivalente, mas & Cefotaxima foi de 31,1%, a Gentamicina e ao
Cotrimoxazol, aumentou consideravelmente para 49,5% e 25,4% respectivamente. A
Cefalotina, aumentou ligeiramente, para 11%.

Verificou-se que apds 5 anos as estirpes de Klebsiella pneumoniae ndo se tornaram mais

resistentes.
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Figura 25: Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella spp de 2000 a 2005 (adaptado de
Madail, et al., 2006)

- No estudo anterior de 2000 a 2005, ndo foram estudadas as espécies de MRSA,
mas sé de Staph. aureus. A espécie Acinetobacter spp néo foi estudada.
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12. CONSUMO DE ANTIBIOTICOS

Relativamente ao consumo de antibidticos no HVS os dados fornecidos pelo
Servigo de Farmacia do hospital sdo relativos ao consumo anual, no Servigo de Medicina,
dos anos 2007, 2008, 2009 e 2010. O consumo de 2006 n&o foi fornecido (Anexo 5).

Os dados séo relativos ao consumo no Servigo de Medicina e ndo o consumo por doente,
pelo que o objetivo de poder comparar o resultado dos testes de sensibilidades aos

antibidticos, com o respetivo consumo, néo foi alcancado.

No entanto pode-se retirar algumas consideracdes relativas ao consumo total de
doses de antibidticos ao longo dos referidos anos.
O Protocolo de Medicina para as PN em vigor é de 2002, consiste na administracdo de
Amoxicilina + Ac.clav.1,2g, Meropenem 1g ou Piperacilina+Tazobactam 4,59 com um
Aminoglicosideo. No caso de PN graves, a administracdo de Ceftriaxone 2g, em doentes
com idade <60 anos, ou Ceftrioxone 1g, em doentes com idade >60 anos e Azitromicina
500mg.
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x
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Figura 26: Resumo do consumo de antibiéticos no servico de medicina de 2007 a 2010 / doses unitarias.
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A figura 26, refere-se a quantidade de doses administradas a todos os doentes do Servigo
de Medicina Interna e ndo s6 aos doentes com pneumonias, no entanto a maioria dos
doentes internados séo idosos com pneumonias ou patologias respiratorias.

Outro dado fornecido pelo HVS, foi o numero de doentes internados no Servico de
Medicina Interna, em cada ano, desde 2007 a 2010 (figura 27).

900
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700 -
600 -

500 A
400 -
300
200
100
0 T T 1
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Figura 27: Numero total de doentes internados no Servigo de Medicina Interna de 2007 a 2010.

Assim, ap6s observacdo da figura 26 e 27, podemos inferir algumas consideracdes:

- O consumo de Amoxicilina+Ac.clavulanico, baixou muito, podemos deduzir que
as estirpes que provocaram as infe¢cbes ganharam resisténcias, tendo a antibioterapia
inicial, empirica, administrada ao doente ter sido substituida pela adequada, apds a

realizacdo do exame bacterioldgico e cultural de expetoracgdo e o respectivo TSA.

- O consumo de Ciprofloxacina baixou significativamente de 2007 a 2010 e o
consumo de Meropenem é pouco acentuado, o consumo de Ceftriaxone e Azitromicina,

manteve-se ao longo dos anos, dado o protocolo em uso.

- O consumo de Colistina verificou-se apenas no ano de 2010, porque reflecte o

isolamento de estirpes de Acinetobacter spp 100% resistentes a todos 0s antibiéticos.

- Em geral, em 2010, o consumo de todos os antibioticos baixou, o que podera

refletir a reducdo do n° de doentes internados e o isolamento de estirpes provenientes
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destes doentes se terem mostrado t&o resistentes, que o Servi¢o de Medicina Interna teve
de tomar medidas de isolamento dos doentes,tais como: diminui¢do do n° de doentes por
enfermaria; adocdo de medidas de desinfecdo; restricdo do n° de visitas, tendo-se ainda

verificado o aumento de dias de internamento.
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13. Conclusao

As infecdes respiratdrias sdo uma das principais causas de internamento hospitalar.

A necessidade de tratar empirica e inicialmente as infecdes respiratorias, faz com que seja

necessario o conhecimento, em profundidade, das estirpes bacterianas mais comuns e 0 seu

perfil de suscetibilidades, em cada zona geogréfica.

Assim neste trabalho foram estudados os principais agentes etioldgicos e o

respectivo padrdo de suscetibilidade aos antimicrobianos, num hospital da regido de

Aveiro, no Servico de Medicina Interna, num periodo de 5 anos, de 2006 a 2010.

Resumidamente concluiu-se que:

Os microrganismos mais isolados foram Candida spp (23,5%), Pseudomonas
aeruginosa (13,9%), Klebsiella pneumoniae (11,4%) Staphylococcus aureus

meticilina-resistente (10,4%) e Acinetobacter spp (6,8%);

Em relacdo a suscetibilidade aos antimicrobianos, verificou-se que as estirpes
Gram-negativas em estudo apresentavam maior percentagem de sensibilidades aos
Aminoglicosideos, Carbapenemos, Cefalosporinas de 32 geracdo e as Quinolonas
de 2% geracdo e elevadas resisténcias as Penicilinas e Cefalosporinas de 1% e 22

geracéo;

As estirpes de Staphylococcus aureus meticilina-resistente, apresentaram alta
percentagem de sensibilidade aos Glicopetidicos, Tetraciclinas e aos

Aminoglicosideos, mas 100% resistentes as Penicilinas e as Quinolonas;

Os resultados deste trabalho foram comparados com um estudo semelhante
realizado no mesmo hospital de 2000 a 2005, passados 5 anos, a maior
percentagem de exames bacteriologicos e culturais de expetoracgdo, continua a ser
de individuos idosos, a percentagem de estirpes isoladas é semelhante, mas o perfil
de sensibilidade das mesmas alterou-se, com um aumento geral das resisténcias as

Penicilinas, as Sulfonamidas e as Cefalosporinas.
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Relativamente ao consumo de antibioticos verificou-se que o Protocolo de
Medicina Interna, em uso desde 2002, para o tratamento empirico e inicial das
pneumonias, estd desatualizado. De acordo com os resultados obtidos neste estudo,
aconselha-se a Comissdo de Farmacia e Terapéutica do HVS alterar o protocolo de
maneira a que o tratamento inicial seja 0 mais adequado, evitando gastos

desnecessarios e futuras resisténcias bacterianas.
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e Yigit, Hesna, et al. Novel Carbapenem-Hydrolyzing beta-lactamase, KPC-1, from
a Carbapenem-Resistant Strain of Klebsiella pneumoniae. Antimicrobial Agents
and Chemotherapy. abril de 2001, Vol. 45, pp. 1151-1161. 2001.
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PROCEDIMENTO OPERATIVO

Vb COLORACAO DE GRAM

O método da coloragdo de Gram é baseado na capacidade das paredes celulares de
bactérias Gram-positivas de reterem o corante cristal violeta no citoplasma durante um
tratamento com etanol-acetona enquanto as paredes celulares de bactérias Gram-negativas
ndo o fazem.

A coloracdo de Gram é um dos mais importantes métodos de coloracdo utilizados
em laboratorios de microbiologia e de analises clinicas, sendo quase sempre o primeiro
passo para a caracterizacdo de amostras de bactérias. A técnica tem importancia clinica
uma vez que muitas das bactérias associadas a infecgdes sdo prontamente observadas e
caracterizadas como Gram-positivas ou Gram-negativas em esfregacos de pus ou de
fluidos organicos. Essa informacdo permite ao clinico monitorar a infeccdo até que dados
de cultura estejam disponiveis. E possivel a analise de vérios esfregacos por lamina, o que
facilita a comparacdo de espécimes clinicos. As laminas podem ser montadas de forma
permanente e preservadas como documentacao.

- Fazer o esfregaco, deixar secar e fixar pela chama

- Corar com violeta de cristal (1° corante) por 60 segundos;

- Lavar com agua da torneira;

- Cobrir com Lugol (mordente) por 60 segundos;

- Lavar com agua da torneira;

- Descorar com alcool a 95%, ou acetona (diferenciador), 10-20 segundos;
- Lavar com agua da torneira, que vai para a diferenciacao;

- Corar com safranina por 60 segundos (2° corante contrastante);

- Lavar com agua da torneira, secar e observar ao microscopio.

Resultados: Gram (+) coram de roxo, Gram (-) coram de cor de rosa.
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Vi

PROCEDIMENTO OPERATIVO
COLORACAO DE GRAM

RESPONSABILIDADES:

Processamento das amostras

Técnica

Execucdo do teste

Técnica

Validacdo de resultados

Directora de Servico

REGISTOS:

Listas de Trabalho | Pasta da Seccédo Técnica 6 meses | ---------
P CGP _________
Produtos em Falta asta rOdHtOS em Recepgéo 1 més
Falta
Elaborado Aprovado
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A\

PROCEDIMENTO OPERATIVO

Exame Bacterioldgico de Expectoracéo

Exame Bacterioldgico de Expectoracao

Colher ao levantar, apés enxaguar a boca com agua, para um
frasco esterilizado. Conservar a temperatura ambiente excepto se

solicitado o estudo de micobactérias (BK) (deve refrigerar-se).

COLHEITA Entregar o mais depressa possivel no laboratdrio
. oo e o
REGISTO Registar no MOD.23: n° de identificacdo, data, nome e
idade do doente, proveniéncia e registos anteriores

\ 4

Efectuar 3 esfregacos para coloracéo Semear por esgotamento

de Gram e 3 para coloracéo de Ziehl-
GRAM i P ] ¢ por quadrantes com uma
E Nielsen (se pedido); Corar duas de .

cada e guardar uma: ansa esterilizada de 10ul
CULTURA ' nos meios de cultura:
Gelose Sabouraud | Gelose Gelose Mac Gelose Gelose
Gentamicina  Cloranfenicol | Columbia + 5% | Conkey (MCK) | Chapman 2 gh;chlate

. olyvitex
(SGC2)(se necessério) sangue de (MSA 2) (PVX)
Meio de Lowenstein-Jensen | carneiro (COS) Incubar em O, |[Incubar em | Incubar em
(LJ-T) (se pedido) Incubar em O, | a37°C. 24h 0, a 37°C, | €Oz a37°C,
24h
a 37°C. 24h 24h

PO.17.01 — 23/08/2006 Pagina 80/3

80




Suscetibilidade a antimicrobianos em isolados de expetoragdes 2012

A\

PROCEDIMENTO OPERATIVO

Exame Bacterioldgico de Expectoracéo

De acordo como desenvolvimento bacteriano e a observacao

IDENTIFICACAO de Gram, escolhe-se a galeria de APl e ATB adequado e

procede-se a execucdo de acordo com as bulas que

acompanham as aalerias. Colocam-se na estufa a 37°C

A leitura é efectuada de acordo com as reac¢des quimicas enzimaticas,

LEITURA | sendo atribuido um codigo cuja leitura é feita no catilogo analitico

DAS respectivo (API).

GALERIAS| A leitura das galerias ATB é visual e efectuada de acordo com o aspecto
da cupula ser claro (sensivel) ou turvo (resistente), para os antibioticos
com uma Unica concentracdo. Para os antibioticos com duas concentracfes
o resultado é dado por:

Aspecto das clpulas Resultados o

c C c C Aestirpe €

claro claro - - S Sensivel

turvo claro + - | Intermédio

turvo turvo + + R Resistente
A auséncia de crescimento em pelo menos uma das clipulas do controlo
(designado por 0 no inicio da galeria ATB) invalida o antibiograma que
deve ser novamente efectuado. Um resultado c(-) C (+) é um contra-senso
devendo-se repetir o teste com nova galeria.
Na leitura um crescimento limitado a periferia da cupula deve ser lido
COMo negativo.
Deve-se considerar como negativo qualquer crescimento inferior ao do
controlo para o Trimetoprim-sulfametoxazol (TSU).
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v PROCEDIMENTO OPERATIVO
Exame Bacterioldgico de Expectoracéo

Limites do teste:

- Um tempo de espera entre as diversas etapas da manipulacdo pode afectar os
resultados.

- Devem apenas ser utilizadas culturas puras contendo um Unico tipo de
microrganismo. As culturas mistas ou contaminadas podem afectar o resultado.

RESPONSABILIDADES:

Registo da identificacdo da amostra Técnica
Processamento de amostras Técnica
Escolha das galerias APl e ATB adequadas Técnica / Directora de Servico
Leituras das galerias Técnica / Directora de Servigo
Validagdo de resultados Directora de Servigo
REGISTOS:
Listas de Trabalho | Pasta da Secgédo Técnica 2 meses 6 meses

Pasta “Produtos em

Produtos em Falta Falta”

Recepgéo 1més |  ---—--
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v& PROCEDIMENTO OPERATIVO

CATALASE

PRINCIPIO:

A presenca de Catalase é detectada nos microrganismos por uma libertacdo de O, a partir de agua
oxigenada.A presenca de um agente espessante e de um corante facilitam a observacéo da emissdo gasosa.

REAGENTES:
ID Color Catalase (ID-Ase) Ref. 55561 — BioMérieux

CondicBes de armazenamento de reagentes:
Reagentes a temperatura de 2°-8°C, armazenar em posicao vertical, até ao fim da data de validade indicada na
embalagem. Ap0s a abertura sdo estaveis 3 meses a 2°-8°C.

MATERIAL NECESSARIO:

- Lé&minas de vidro;
- Ansas de plastico ou bastonetes descartaveis.

AMOSTRAS UTILIZADAS:
Colonias a testar isoladas em meio gelosado, com morfologia de cocos e gram positivos.

PROCEDIMENTO:
Deixar o reagente atingir a temperatura ambiente.

Teste em lamina:
1°- Colocar na lamina 1 gota de ID Color Catalase;
2°- Dispensar 1 a 2 coldnias na gota do reagente;

3°- Leitura

Leitura e interpretacdo de resultados:

A presenca de uma catalase traduz-se pela emisséo imediata de bolhas de oxigénio.
Limites do teste:

Néo é recomendado fazer este teste a partir de colonias isoladas na gelose Gardnerella.

ELIMINACAOQO DE RESIDUOS:

- O tratamento e a eliminagdo de residuos devem ser feitos em conformidade com a regulamentacéo
aplicavel.

Todo o material utilizado para a realiza¢do do teste (Idminas de vidro, ansas de plastico e/ou bastonetes
descartaveis) devem ser colocados nos contentores para residuos de risco UN3291 residuos clinicos ndo
especificos — Contentores Amarelos.
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v PROCEDIMENTO OPERATIVO

CATALASE

RESPONSABILIDADES:

Processamento das amostras Técnica
Execucdo do teste Técnica
Validacao de resultados Directora de Servico
REGISTOS:

Listas de Trabalho Pasta da Seccdo Técnica 6 meses | @ -----—---

Pasta “Produt « T
Produtos em Falta asta F;)ta}j osem Recepcéo 1 més

Elaborado Aprovado
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: 1\ ?.0 00 &
Chefe de Servigo de Patologia Clinica % \I"" Y 2v2ort

Hospital do Visconde de Salreu
Dr.* Fatima Madail

Sara de Ascensdo Quadros Lopes, técnica de 1* classe de Analises Clinicas e
Saude Publica do servigo de Patologia Clinica do Hospital do Visconde de Salreu, vem
pedir autorizagdo para a utilizagdo de dados registados no Mod. 23, “Registo
Bacteriologia Expectorag¢@o”, nos anos 2006, 2007, 2008, 2009 e 2010.
Os dados serdo utilizados para a elaboragio da Tese de Dissertagdo do Mestrado de
Microbiologia da Universidade de Aveiro, com o tema: Suscetibilidade de
antimicrobianos em isolados de expetoragdes.

Pede deferimento:
Sara de Ascens@o Quadros Lopes

S(Lku de  Ascousez Quaclees ‘Q"?“
13 de fevereiro de 2012
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(n (Goco  fow
Presidente do Conselho de Administragio /5 f r>'(4 ‘{f «\
Hospital do Visconde de Salreu N 9< vf MRten

(wa N\t ce
% QJ

0’ L3l 2

Sara de Ascensdio Quadros Lopes, técnica de 1° classe de Anali Clinicas e
Satde Publica do Servigo de Patologia Clinica do Hospital do Visconde de Salreu, vem
pedir autorizagdo para a utilizagio de dados referentes ao consumo de antibiGticos no
Servigo de Medicina Interna nos anos 2006, 2007, 2008, 2009 e 2010. ‘
Os dados serdo utilizados para a elaboragio da Tese de Dissertagdo do Mestrado de
Microbiologia da Universidade de Aveiro, com o tema: “Suscetibilidade de
antimicrobianos em isolados de expetoragdes”.

Pede deferimento:
Sara de Ascensio Quadros Lopes

i, . Wi il L

16 de fevereiro de 2012
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