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Resumo

As infecgOes relacionadas a assisténcia a satde constituem um sério problema a satude
publica, pois aumentam as taxas de morbidade e mortalidade durante a internacdo dos
pacientes, em especial nas Unidades de Terapias Intensivas. Neste contexto, destaca-se a
Pseudomonas aeruginosa como uma das principais causas deste tipo de infec¢do e que pode
apresentar resisténcia a multiplos antimicrobianos. Este trabalho teve como objetivo detectar
as PB-lactamases em amostras clinicas de infeccdo de corrente sanguinea e pneumonia por P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos. Para isto, foram analisado o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos e testes fenotipicos para pesquisa de B-lactamases. As infec¢des mais
comuns foram as de pneumonia em pacientes de 61-80 anos, com ocorréncia de B-lactamases
do tipo ESBL, AmpC e KPC e resisténcia a Piperacilina associado ao Tazobactam maior nas
infec¢des de corrente sanguinea. A producao de MBL foi maior em relagdo a todas as [3-
lactamases estudadas. Por isso, o conhecimento do perfil de resisténcia permite o uso mais
racional de antimicrobianos nos hospitais e organizagdo de estratégias de prevencao para
evitar a disseminagdo de microrganismos multirresistentes.

Palavra chave: Infec¢des hospitalares, Pseudomonas aeruginosa, B-lactamases.
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1-INTRODUCAO

As Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) também conhecidas como
infeccao hospitalar representam um sério problema de saude publica, pois sdo adquiridas apds
a admissao do paciente no servico de satide, desde que se manifestem durante a internagao ou
apods a sua alta, ou mesmo em até um ano quando puderem ser relacionadas com a internagao
ou procedimentos hospitalares (PEREIRA & MORYA, 1994; BRASIL, 1998). Estas
infecgdes constituem sérias ameacas a seguranga dos pacientes hospitalizados, pois favorecem
o aumento nas taxas de morbidade e mortalidade, e prolonga a interna¢do, assim como a
elevagdo dos custos e gastos com procedimentos, diagndsticos e terapéuticos (SOUZA et al.,
2015).

O nUmero de infeccdes hospitalares nas Unidades de Terapia Intensivo (UTI) ¢
frequentemente mais elevado do que os encontrados em outros setores do hospital devido a
doencgas de base, procedimentos utilizados ao longo da internagdo e a condi¢do imunoldgica
dos pacientes, que os tornam mais susceptiveis ao desenvolvimento de infecgdes (MOURA et
al., 2007).

Cerca de 10% dos pacientes hospitalizados nessas unidades, infectam-se em decorréncia
de processos invasivos ou terapia imunossupressora a que sao submetidos. Essas infecgoes,
quando causadas por bactérias multirresistentes, ocorrem frequentemente por Staphylococcus
aureus resistentes a metilicina; Enterobactérias, Acinetobacter spp. e Pseudomonas
aeruginosa resistentes a carbapenémicos (BRASIL, 2007).

P. aeruginosa ¢ um bacilo Gram negativo nao fermentador de glicose, que possui
capacidade de desenvolvimento em condi¢des ambiente pobres de nutrientes, com tolerancia a

uma diversidade de condi¢des fisicas, o que permite ser muito encontrada no meio ambiente
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(NAVON-VENEZIA et al., 2005; ROSSOLINI & MANGATENGOLI, 2005). Esta pertence
a familia Pseudomonadaceae, classificada no grupo fluorescente. Microscopicamente ¢
estabelecida como um bacilo reto, nao esporulado, que se move por um unico flagelo polar
(KISKA; GILLIGAN, 1999). Ambientes umidos, como solo, dgua e superficie de plantas sao
os preferidos de P. aeruginosa (ROSSOLINI; MANGATENGOLI, 2005; SOARES, 2005;
PATERSON, 2002).

P. aeruginosa ¢ um dos grandes causadores de infec¢ao hospitalar no Brasil, onde varios
estudos tém relacionado sua ocorréncia a uma difusdo clonal da espécie (FREITAS et al.,
2002). No geral, as IRAS por P. aeruginosa representam aproximadamente 10% das
infeccdes, com participagdo importante em infecgdes do trato urinario (12%), corrente
sanguinea (10%) e sitio cirurgico (8%), sendo também o principal agente de pneumonia nos
hospitais brasileiros (40 a 50%) (POLLACK et al., 2003; KIFFER et al., 2005).

Infec¢des provocadas por P. aeruginosa ocorridas na comunidade ndo sdo muito
frequentes, porém as mais comuns sao foliculite, ceratite, otite externa, osteomielite e
endocardite (ROSSOLINI; MANGATENGOLI, 2005).

Sua relevancia clinica € intensificada pela complicagdo sucessiva no tratamento de
infec¢des causadas por este agente, devido a resisténcia intrinseca a muitos antimicrobianos,
bem como pela facilidade em aumentar a resisténcia aos antimicrobianos empregados
diariamente no tratamento das infecgdes (CARSENTI-ETESSE et al., 2001; SOARES, 2005;
MESAROS et al., 2007).

P. aeruginosa comumente se mostra resistente a varios agentes antimicrobianos, o que
envolve a maioria dos P-lactdmicos, fluoroquinolonas, cloranfenicol, tetraciclina,
macrolideos, sulfametoxazol-trimetoprim e rifampicina (ROSSOLINI; MANGATENGOLI,

2005).
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Um dos primeiros e mais efetivos mecanismos de resisténcia bacteriana conhecidos ¢ a
producao de B-lactamases, que sdo enzimas que catalisam a hidrélise do anel B -lactamico,
inativando o antimicrobiano e impedindo, assim que ele apresente atividade contra as enzimas
responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana (BERTONCHELI et al., 2008).

Os antimicrobianos que sao considerados com boa atividade frente a P. aeruginosa sao
penicilinas pseudomonicidas (piperacilina, ticarcilina, carbenicilina, azlocilina) associadas aos
inibidores de P-lactamases como acido clavulanico, tazobactam e sulbactam, além de
ceftazidima, cefepime, monobactamico (aztreonam), carbapenémicos (imipenem ¢
meropenem), quinolonas, especialmente ciprofloxacina e os aminoglicosideos. No entanto,
dado o surgimento de isolados multirresistentes, as vezes € necessdrio recorrer a
antimicrobianos considerados obsoletos, mesmo com sua alta toxicidade, como as polimixinas
(ALVAREZ et al., 2005).

Em geral, apresentam enzimas que inativam os antibidticos principalmente os f-
lactamicos e aminoglicosideos (MESAROS et al., 2007). Embora todas as [-lactamases
catalisem a mesma reagdo, diferentes tipos dessas enzimas tém sido isolado e caracterizado.
Assim, foram classificadas segundo a estrutura priméria (classe A a D), e quanto as
caracteristicas funcionais e bioquimicas (grupo I 4 IV). As enzimas classificadas como classe
A e grupo II, hidrolisam penicilinas e cefalosporinas; classe B e grupo III, carbapenémicos;
classe C ou grupo I, cefalosporinas; classe D e grupo II, penicilinas e cloxacilina; e grupo IV
sao penicilinases (NEVES et al., 2011)

Dentre as B-lactamases, as de espectro estendido (ESBL) e as carbapenemases,
principalmente metalo-p-lactamases (MBL), sd@o as que se encontram mais difundidas nos
ultimos tempos. As ESBLs apresentam resisténcia a todos os [-lactdmicos exceto aos
carbapenémicos e cefamicinas, e as MBL hidrolisam os carbapenéminos e todos os outros [3-

lactamicos, mantendo a atividade somente aos monobactamicos (MESAROS et al., 2007).As
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enzimas que inativam os aminoglicosideos causam resisténcia a esta classe de antibidticos por
meio das mudangas nas estruturas quimicas de sua molécula mediante uma acetilagdo,
fosforilagdao ou adenilacdo (McGOWAN, 2006).

Outro mecanismo de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos € pelo de transporte ativo
para o exterior da célula, por meio de um sistema denominado bomba de efluxo. A principal
funcdo das bombas de efluxo em P. aeruginosa é exportar substancias toxicas ou metabolitos
secundarios, assim como a excre¢ao de moléculas sinalizadoras que governam a comunicagao
celular (NEVES et al., 2011).

A presenca de microrganismos com diferentes mecanismos de resisténcia no ambiente
hospitalar pode estar relacionada com a pressdao seletiva causada pelo uso intenso de
antimicrobianos e/ou da disseminagdo horizontal, como observado em infec¢des por P.
aeruginosa multirresistente. Outro mecanismo de resisténcia em P. aeruginosa ocorre por
meio de genes associados a vetores de resisténcia, com destaque para plasmideos e integrons,
que ¢ expressa em determinados clones, favorecem a sua disseminagdo em UTIs e estes nem
sempre podem ser detectados e identificados por técnicas fenotipicas usuais (SANTOS,
2004).

Por isso, ndo se pode privar de procedimentos de formacdo/educagdo continuada ao
profissional de satde, tanto pelas melhorias constantes da area da saitde, quanto pela
disseminagdo dos microrganismos. O que faz com que o uso controlado de antimicrobianos e
o incentivo a higieniza¢do das maos sejam importantes medidas de precaucao e controle das
infecg¢des hospitalares (AZAMBUIJA et al., 2004; GONTIJO FILHO, 2009).

Portanto, faz-se importante conhecer o perfil de resisténcia de microrganismos
epidemiologicamente importantes, como a P. aeruginosa, a fim de propiciar ao clinico as
opgOes terapéuticas mais adequadas e discutir as melhores formas de minimizar a

disseminagdo e as medidas para sua prevengao.
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2-OBJETIVO GERAL

. Detectar as B-lactamases em amostras clinicas de infec¢ao de corrente sanguinea e

pneumonia por Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos.

2.1-OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar o perfil de resisténcia das amostras de P. aeruginosa frente aos
antimicrobianos.
° Analisar a idade, sexo, local e ano de internag¢ao dos individuos infectados por P.

aeruginosa resistentes aos carbapenémicos em infeccdo de corrente sanguinea e
pneumonia.
o Analisar fenotipicamente a expressdo de enzimas do tipo B-lactamases em P.

aeruginosa resistentes aos carbapenémicos.



15

3-MATERIAL E METODOS

3.1 - LOCAL DE ESTUDO

O estudo foi realizado no Hospital e Maternidade Municipal de Uberlandia (HMMU),
localizado na cidade de Uberlandia/MG, que compreende um hospital geral, de média
complexidade, com 258 leitos, sendo 45 de Unidades de Terapia Intensiva (UTI), e

capacidade para 900 saidas por més.

3.2 ~AMOSTRAS E ANTIBIOGRAMA

As amostras de Pseudomonas aeruginosa de infeccdo de corrente sanguinea e
pneumonia,coletadas entre os anos de 2013 e 2016, foram recuperadas do laboratério
credenciado pelo hospital, bem como os resultados do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos. As mesmas se encontram estocadas no Laboratorio de Pesquisa em
Bacteriologia, do Instituto de Ciéncias Biomédicas, da Universidade Federal de Uberlandia,
Campus Umuarama, em Caldo Tripticase Soja, acrescido de 20% de glicerol, a -20°C.

Nos laudos do antibiograma, as informacgdes recuperadas foram o sexo, a idade, ano e

local de internacdo dos pacientes que apresentavam as referidas infecgdes.

3.3- PESQUISA DE B-LACTAMASES

Para todos os testes descritos abaixo, foram utilizadas placas de 4gar Mueller-Hinton
inoculadas com a suspensdo bacteriana, em questdo, em solucao salina (0,85%) ajustada com
o padrao 0,5 da escala de McFarland, e a incubacao ocorreu a 37°C, por 18 a 24 horas.

A identificagdo de amostras produtoras de ESBL foi realizada pelo método de sinergismo
de disco duplo, colocando-se discos de aztreonam (30ug), ceftazidima (30ug) e ceftriaxona

(30pg), dispostos a uma distancia de 20mm de discos de amoxicilina associada ao acido
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clavulanico. Foi considerada sinergia positiva (e, portanto, deteccao da producao de ESBL),
quando se observou uma ampliagdo do halo de inibicdo em alguma das
cefalosporinas/aztreonam ou o aparecimento de uma terceira zona irregular de inibigdo
(conhecida como ghostzone) proximo ao disco composto.

A pesquisa do mecanismo de resisténcia AmpC foi realizada através do teste fenotipico de
disco aproximacgao utilizando-se discos cefoxitina, dispostos a 20mm (centro a centro) de um
disco de ceftazidima e ceftriaxona. A distor¢do (achatamento) do halo de cefoxitina, em forma
de D, caracteriza resultado positivo para a produgao de AmpC.

O teste de carbapenemase foi realizado com inibidores e potenciadores (sinergia)
utilizando-se quatro discos de meropenem equidistantes 30mm e adicionando as seguintes
solugdes a trés destes discos: 10uL de EDTA 0,1M, 10uL de Acido Fenil Bordnico - AFB
40mg/mL e 10pL de Cloxacilina — CLX 75mg/mL.

A interpretacdo dos resultados foi por comparagao com o tamanho do halo do disco de
meropenem puro, com diferenga maior ou igual a Smm, sendo o aumento no halo do disco
associado ao AFB considerado produtor da carbapenemase do tipo KPC. Quando o aumento
foi também no disco associado a CLX, foi considerado produtor de AmpC plasmidial, mais
possivel perda de porina e diferenca com o EDTA, foi do tipo MBL. Nao havendo diferenga
para nenhum dos discos combinados, caracteriza-se produtor de ESBL, mais perda de porina
ou presenca de OXA-48. Para eliminar a ESBL, foi comparado ao resultado do teste de

sinergismo de disco duplo, descrito acima (Apéndice).

3.3- ANALISE DOS RESULTADOS
Os dados foram tabulados em EXCEL (Microsoft) e para a analise estatistica foi utilizado
o teste de Qui-quadrado, Exato de Fischer ou teste Binomial (BioEstat 5.0), para a

comparacao das frequéncias, considerando o intervalo de confianga de 95% e o P<0,05.
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3.5- ETICA DO ESTUDO

Este estudo faz parte do projeto Epidemiologia de microrganismos multirresistentes no
Hospital ¢ Maternidade Municipal Dr. Odelmo Ledao Carneiro, na cidade de Uberlandia/MG,
e foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Uberlandia sob

on°463.877/13 (Anexo).
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4-RESULTADOS

Foram analisadas 104 amostras de Pseudomonas aeruginosa, isoladas nos quatro anos de
estudo. Destas, 70,2% foram isoladas de pneumonia, principalmente em pacientes com idade
entre 21 e 40 anos em comparagao as infec¢des na corrente sanguinea (ISC) (P<0,05) (Tabela
1). As amostras também foram comparadas quanto ao local do isolamento da bactéria,
considerando a Unidade Terapia Intensivas (UTI) e demais unidades, mas sem diferenca

estatistica.
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Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de Pseudomonas aeruginosa quanto ao tipo de

infecgdo e suas variaveis de distribui¢ao, no HMMU.

Total ICS PNM P
Variaveis
N=104(%)  N=31 (%) N=73 (%)  IC (95%)
2013 34(32,7) 8 (25,8) 26 (35,6) 0,32
2014 24 (23,1) 6(19,3) 18 (24,6) 0,55
Ano
2015 27 (26,0) 9 (29,0) 18 (24.6) 0,64
2016 19 (18,3) 8 (25,8) 11 (15,1) 0,19
Feminino 39 (37.5) 12 (38,7) 27 (37,0) 0,86
Sexo
Masculino 65 (62,5) 19 (61,3) 46 (63,0) 0,86
0 —20 anos 1(1,0) 0 1(1,0) 0,51
21 — 40 anos 9 (8,6) 0 9(12,3) 0,04*
Idade 41 — 60 anos 34 (32,7) 12 (38,7) 22 (30,1) 0,39
61 — 80 anos 44 (42,3) 14 (45.2) 30 (42,0) 0,70
> 81 anos 16 (15,4) 5(16,1) 11 (15,1) 0,89
UTI 64 (61,5) 19 (61,2) 45 (61,7) 0,97

*: Significancia Estatistica; ICS: Infeccdo da Corrente Sanguinea; PNM: Pneumonia; UTI:

Unidade de Terapia Intensiva; IC: intervalo de confianca.

Quando avaliado o perfil de resisténcia aos antimicrobianos, encontrou-se a mesma
propor¢ao nos casos de ISC e PNM, exceto quando comparada a resisténcia a Piperacilina

associada ao Tazobactam, em que a resisténcia foi maior nas ISC (Tabela 2). Vale ressaltar
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que foi encontrada uma amostra de P. aeruginosa resistente a Polimixina B de ICS no ano de

2016, proveniente da UTI, sendo a amostra coletada de ponta de catéter.
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Tabela 2 — Perfil de resisténcia aos antimicrobianos de isolados de Pseudomonas aeruginosa

quanto ao tipo de infeccao, no HMMU.

Total ICS PNM P
Antimicrobiano
N=104 (%) N=31(%) N=73(%) IC 95%)
Ceftriaxona 9 (8,6) 2(64) 7 (9,6) 0,60
Cefepime 73 (70,2) 23 (74,2) 50 (68.,5) 0,56
Ceftazidima 63 (60,1) 20 (64,5) 43 (59,0) 0,59
Ampicilina + Sulbactam 32,9 0 3@4,1) 0,25
Piperacilina + Tazobactam 55(52,9) 22 (71,0) 33 (45,2) 0,01%*
Ticarcilina + Ac. Clavulanico 48 (46,1) 14 (45,2) 34 (46,6) 0,89
Imipenem 93 (89,4) 26 (83,9) 67 (91,8) 0,23
Meropenem 94 (90,4) 27 (87,1) 67 (91,8) 0,45
Aztreonam 71 (68,3) 22 (71,0) 49 (67,1) 0,70
Amicacina 26 (25,0) 6 (19,3) 20 (27,4) 0,38
Tobramicina 35(33,6) 14 (45,2) 21(28,8) 0,10
Gentamicina 76 (73,1) 23 (74,2) 53 (72,6) 0,86
Ciprofloxacina 81 (77,9) 24 (77,4) 57 (78,1) 0,94
Norfloxacina 1 (1,0) 0 1(1,4) 0,51
Levofloxacina 63 (60,1) 19 (61,3) 44 (60,3) 0,92
Sulfametoxazol 32,9 0 3(4,1) 0,25
Tetraciclina 6 (5,8) 1(3,2) 5(6,8) 0,44
Polimixina B 1 (1,0) 1(3,2) 0 0,12

*. Significancia Estatistica; ICS: Infec¢do da Corrente Sanguinea; PNM: Pneumonia; IC:

intervalo de confianga.
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Com relagdo a distribuicdo dos mecanismos de resisténcia analisados, encontrou-se a
mesma propor¢ao nos casos de ICS e PNM (P>0,05). Observou-se também que as producdes
das enzimas ESBL, AmpC ¢ KPC ocorreram apenas em amostras de PNM (Tabela 3). E a

presenca de MBL foi maior em relacao as demais p-lactamases (P<0,0001).

Tabela 3 — Distribuicdo dos mecanismos de resisténcia das amostras de Pseudomonas

aeruginosa quanto ao tipo de infec¢ao, no HMMU.

Total ICS PNM P
Classificacao
N=104 (%) N=31(%) N=73(%) IC (95%)

ESBL' 1(1,0) 0 1(1,4) 0,65
AmpC? 3(2,9) 0 3(4,2) 0,61
KPC? 4 (3,8) 0 4 (5,5) 0,44
MBL* 33 (31,8) 9 (29,0) 24 (32,9) 0,70
Perda de porina’ 32 (30,8) 8 (25,8) 24 (32,9) 0,47
Outros® 46 (44,2) 16 (51,6) 30 (41,1) 0,32

ICS: Infeccio da Corrente Sanguinea; PNM: Pneumonia; IC: intervalo de confianca; '
positivo no teste de disco aproximacgdo e negativo no teste com EDTA, AFB e CLX; *:
positivo nos testes D, AFB e CLX; *: positivo no teste AFB; *: positivo no teste EDTA; °:
negativo nos testes D, EDTA, AFB e CLX; °: negativo no teste de disco aproximacio e com

EDTA, AFB e CLX.
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5-DISCUSSAO

Pseudomonas aeruginosa ¢ um importante patdgeno de infecgdes da corrente sanguinea e
infec¢des do trato respiratorio, em diversos contextos clinicos, em especial as de origem
hospitalar ¢ em imunocomprometidos (MESIANO, 2010). Neste estudo, foram priorizadas
estas infecgdes graves por P. aeruginosa, sendo a maioria das amostras de pneumonias. Mas
cabe ressaltar que o risco de infec¢dao ¢ diretamente proporcional a gravidade da doenga, as
condi¢cdes nutricionais, a natureza dos procedimentos diagndsticos ou terapéuticos, bem como
o tempo de internagao (LIMA et al., 2007).

A prevaléncia de infec¢ao hospitalar pode variar com a idade do paciente. Aquelas
ocasionadas por bactérias Gram positivas, como Staphylococcus aureus, costumam ocorrer
em individuos mais jovens, enquanto outros patdgenos como P. aeruginosa, tendem a
aparecer naqueles com idade mais avangadas (SILVA FILHO et al., 2013). Neste estudo,
cerca de 90% das amostras eram de pacientes com idade maior ou igual a 41 anos, embora as
pneumonias tenham ocorrido em maior nimero, com valores estatisticamente significante nos
pacientes com idade entre 61 e 80 anos.

Em se tratando de Unidades de Terapia Intensiva (UTI), o problema ¢ bem maior, pois
neste ambiente o paciente estd mais exposto ao risco de infec¢do, em fun¢do da sua condigao
clinica e da variedade de procedimentos invasivos rotineiramente realizados (LIMA et al.,
2007). E conhecido que na UTI os pacientes tém de 5 a 10 vezes mais probabilidades de
adquirir infecgdo e que esta pode representar cerca de 20% do total das infecgdes de um
hospital (GUSMAO et al., 2004).

Na UTI, ¢ frequente a ocorréncia de microrganismos multirresistentes, como € o caso da

P. aeruginosa, que tem sua ocorréncia aumentada drasticamente e vem sendo umas das
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principais causas de infec¢des hospitalares (SANTOS, 2004), o que reflete no maior uso de
antimicrobianos nesse ambiente, que aumenta a selecao de cepas multirresistentes circulando
entre os pacientes (FERREIRA et al., 2010).

Frequentemente, os isolados de P. aeruginosa de unidades de saude tém apresentado alto
indice de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos. Por esta razdo, as infec¢des
causadas por cepas de P. aeruginosa multirresistentes estabelecem um substancial desafio
para a terapia antimicrobiana, trazendo ao cenario atual a inevitavel necessidade de identificar
essas bactérias no ambiente hospitalar e avaliar sua contribuicdo para a disseminacdo da
resisténcia (FUENTEFRIA et al., 2008).

A piperacilina associada ao tazobactam ¢ frequentemente utilizada no tratamento de casos
graves por P. aeruginosa (FIGUEIREDO et al., 2007). Neste estudo, foi detectada uma maior
resisténcia a este antimicrobiano, em especial nas infeccdes de corrente sanguinea. Esta
resisténcia €, em geral, devido a selecdo de mutantes que possuem niveis altos de produgado de
B-lactamases da classe AmpC (SANTIAGO et al., 2016). Mas esta relagdo ndo pode ser
comprovada com este estudo, pois este tipo de enzima ndo foi encontrado nas amostras de
ICS.

Com as polimixinas, que sdo moléculas anfipaticas tensoativas, que interagem com 0s
fosfolipideos das membranas celulares, o que altera a permeabilidade celular, quando ocorre a
resisténcia, esta pode ser provocada por mutagdes que alteram a constituigdo da membrana
externa da bactéria, através de redugdo de proteinas especificas, redugdo do conteudo de ions
de magnésio e calcio, além de alteracdes lipidicas (SANTOS et al., 2015). Neste estudo,
apenas uma amostra apresentou resisténcia a polimixina B, sendo ela de ICS, de uma paciente
do sexo feminino com idade de 78 anos, internada na UTI, no ano de 2016. Esta amostra

apresentou perfil de resisténcia também a todos os outros antimicrobianos testados e
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fenotipicamente positivos para a produ¢ao de MBL, o que a caracteriza como pan resistente
segundo MAGIORAKOS et al. (2012).

Uma amostra ¢ dita pan resistente quando ocorre a resisténcia a todos os agentes
antimicrobianos. Em P. aeruginosa, ¢ a nao suscetibilidade a todos os agentes em todas as
categorias de antimicrobianos, que incluem carbapenémicos, cefalosporinas, fluorquinolonas,
penicilinas, monobactamicos, fosfomicina e polimixinas (MAGIORAKOS et al., 2012). Esta
amostra, portanto, tem caracteristicas de pan resisténcia, mas fenotipicamente produtora
apenas de metalo-B-lactamase e ndo de alteracdo (perda de porina), como era de se esperar
pela resisténcia a polimixina B. Mas, como foram realizados apenas testes fenotipicos a
conclusao desta questdo ainda nao pode ser alcancada.

A resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos pode ser intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca ¢ uma propriedade natural da célula bacteriana e comumentemente se
manifesta pela producdo de enzimas que promovem modificagdo ou inativacdo do agente
quimico (FERREIRA et al., 2010). Ja a resisténcia adquirida ¢ aquela formada a partir de
mutagdes ou pela aquisi¢do dos genes de resisténcia de outras bactérias, que podem estar
envolvidos na alteragdo da permeabilidade ou do local de acdo do antimicrobiano, de bombas
de efluxo e de mecanismo enzimatico (BAPTISTA, 2013).

Diversos mecanismos de resisténcia tém sido identificados em P. aeruginosa, como hiper
expressao de bombas de efluxo, producdo de B-lactamases, perda ou expressao reduzida de
proteinas de membrana externa (FUENTEFRIA et al, 2008). Mas a resisténcia
antimicrobiana principal est4 ligada a producdo de enzimas que pertencem ao grupo das [3-
lactamases, que podem ser expressas por vias cromossomais ou plasmidiais, com a
capacidade de hidrolisar os antibioticos B-lactamicos, largamente utilizados no tratamento de

infec¢des de alta gravidade, como as P-lactamases de espectro ampliado (ESBL), Klebsiella
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pneumoniae carbapenemase (KPC), Metalo-f-lactamase (MBL), e as do tipo AmpC
(CUNHA, 2014).

A resisténcia da P. aeruginosa aos carbapenémicos tem sido relatada por diversos autores
(MATA et al., 2007, NEVES et al., 2011; DANTAS, 2015), e caracteriza-se, como um dos
principais mecanismos de resisténcia, pela producdo de Metalo-B-lactamases (MBL),
resultando em falha na terapia por esses antimicrobianos (ROSSOLINI, 2005).

Os carbapenémicos sdo geralmente reservados para o tratamento de infecgdes causadas
por bactérias Gram negativas resistentes a outros agentes P-lactdmicos, em especial no
tratamento de infec¢des hospitalares, principalmente infecgdes do trato respiratorio e urinario
(SANTOS FILHO, 2003). Bastonetes Gram negativos resistentes aos carbapenémicos,
incluindo enterobactérias e P. aeruginosa, t€m apresentado capacidade de produzir MBL
(ARAKAWA et al., 2000), que pertencem a classe B de Ambler ou a classe 3 de Bush-
Jacoby-Medeiros e hidrolisam todos os [-lactimicos comercialmente disponiveis, com
exce¢do dos monobactamicos, ou seja, o aztreonam (BUSH, 1998). Neste estudo, todas as
amostras trabalhadas j& apresentaram resisténcia a algum carbapenémico, por isso esperavam-
se resultados fenotipicos positivos a producao de B-lactamases, mas cerca de 75% delas ndo
apresentaram resultados positivo para presenca de tais enzimas.

A enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), identificada pela primeira vez
em 2001 nos Estados Unidos em isolado de Klebsiella pneumoniae, tem sido responsavel por
surtos hospitalares em todo o mundo (QUEIROZ et al., 2012). Os isolados que produzem
KPC sao resistentes a todos os B-lactamicos, mas comumente tém apresentado resisténcia a
outras classes de antimicrobianos, como aminoglicosideos e fluorquinolonas (BRATUS et al.,
2005). Comuns, em pneumonia associada a ventilagdo mecanica, infec¢do do trato urinario,

infeccdo de corrente sanguinea e outros tipos de infeccao (SILVA et al., 2011).
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A resisténcia as cefalosporinas de espectro ampliado também tem sido muito observada, o
que provoca o maior uso de [-lactimicos mais potentes, como os carbapenémicos
(QUINTEIRA; SOUSA; PEIXE, 2005). O termo B-lactamases de Espectro Ampliado (ESBL)
refere-se as B-lactamases que contém serina nos seus sitios ativos e pertencem a classe A de
Ambler. As bactérias produtoras dessa enzima representam um grande desafio tanto para sua
identificacao laboratorial quanto para o tratamento correto das infec¢des por elas provocadas,
decorrentes da variedade de tipos (MACEDO et al., 2005).

Assim como ESBL, as AmpC sdo serina-p-lactamase, porém pertencentes ao grupo I e a
classe C de Ambler. As [-lactamases do tipo AmpC hidrolisam preferencialmente
cefalosporinas de espectro estreito e alargado e cefamicinas e resistem a inibi¢do por acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam (SUAREZ et al., 2006).

As PB-lactamases podem ser codificadas por genes cromossomal ou plasmidial, sendo
encontradas em Gram positivos e Gram negativos, € uma vez produzidas ficam armazenadas
no espago periplasmatico das Gram negativas enquanto se dispersam no meio quando
produzidas pelas Gram positivas (SANTIAGO et al., 2016). A deteccdo de AmpC plasmidial
em bactérias naturalmente produtoras desta enzima ¢ mais dificil pois a expressdao
cromossomal € necessaria neste caso (MENDES et al., 2006).

As bactérias Gram negativas possuem uma membrana externa que ¢ constituida por dupla
membrana, propriedade esta que dificulta o acesso de farmacos para dentro da célula,
controlado pelas porinas de membrana externa (OMP) (NEVES, 2010). Existem diferentes
porinas da membrana externa em P. aeruginosa, cuja perda pode resultar em resisténcia ao
imipenem e uma diminui¢ao da sensibilidade a meropenem sem alterar a resisténcia a outros
B-lactamicos (NEVES et al., 2011).

Diante dos resultados deste estudo e dos diferentes processos de resisténcia da P.

aeruginosa que possam levar a resisténcia aos carbapenémicos, observou-se uma diversidade
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destes mecanismos, em especial as distintas enzimas p-lactamases. E importante destacar que
a ocorréncia da enzima KPC e ESBL, aconteceu apenas em amostras de pneumonia € o
mecanismo mais frequente foi a perda de porina (30,8%), mas com trés amostras
apresentando mecanismos concomitantes (MBL, AmpC e perda de porina).

O teste de sinergismo de cefalosporinas de terceira geragdo com dacido clavulanico foi
inicialmente proposto por Jarlier e colaboradores como forma de identificar classes
produtoras de B-lactamases de espectro alargado, mesmo quando estas condicionam niveis
baixos de resisténcia, devido a hipdtese de faléncia terapéutica (JARLIER et al., 1988).

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos ¢ considerada um problema de saude publica e
merece atencdo de todos os profissionais da area da satde. Por isso, algumas estratégias de
prevengdo devem ser adotadas para evitar a disseminacdo de microrganismos resistentes
(SANTOS, 2004), o que inclui a correta e frequente anti-sepsia das maos (PAIM et al., 2014).

Outro aspecto importante para a reducdo da resisténcia bacteriana ¢ o conhecimento do
perfil de resisténcia, o que permite o uso racional de antimicrobianos nos hospitais. Por isso ¢
necessdria uma educagdo continuada da equipe multidisciplinar, incluindo médicos,
farmacéuticos, microbiologistas, enfermeiros e demais funcionarios que atuam no contato
direto com os pacientes (MOURA et al., 2007), além de programas que incluam a vigilancia,
investigacdo e controle de surtos, protocolos operacionais padrao (POPs) de esterilizagdo e

desinfeccao de equipamentos (BRASIL, 2017).
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6-CONCLUSAO

A andlise do perfil de resisténcia das amostras de P. aeruginosa frente aos
antimicrobianos mostra que a resisténcia a Piperacilina associado ao Tazobactam foi maior
nas infecgdes de corrente sanguinea, assim como a ocorréncia da inica amostra resistente a
Polimixina.

As infecgdes por P. aeruginosa foram mais frequentes em individuos com idade entre 41
e 60 anos, porem os casos de pneumonia foram mais presentes entre 21 e 40 anos, nao
havendo diferenga quanto ao sexo, local de internacao ou ano de distribuicao.

E a expressdo das enzimas B-lactamasesdo tipo ESBL, AmpC e KPC ocorreram apenas
em amostras de pneumonia, considerando que os perfis MBL e perda de porina foram os
mecanismos mais identificados, tanto em ICS, quanto em PNM, com dois mecanismos de

resisténcias diferentes.
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