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RESUMO 

 

A prevalência de Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenêmicos como agente 

etiológico de infecções hospitalares em unidades críticas de adultos aumentou na última 

década, principalmente em países em desenvolvimento. O objetivo deste estudo foi 

identificar características epidemiológicas e moleculares relacionadas com Pneumonia 

Associada a Ventilação Mecânica (PAV) por amostras resistentes vs susceptíveis a 

carbapenêmicos em pacientes internados em uma unidade de terapia intensiva, Hospital de 

Clínicas, Universidade Federal de Uberlândia, Minas Gerais, no período de março de 2011 

a novembro de 2012. As amostras resistentes foram avaliadas fenotípica e genotipicamente 

quanto ao mecanismo de resistência através da inativação enzimática por metalo-beta-

lactamases, bem como quanto ao perfil clonal pela técnica de eletroforese em campo 

pulsátil (PFGE). No total, sessenta episódios/pacientes foram incluídos, sendo a maioria 

resistente aos carbapenêmicos (53,4%). Cinco (15,6%) pacientes apresentaram 

simultaneamente episódios de bacteremia por P. aeruginosa. PAVs por amostras resistentes 

aos carbapenêmicos foram relacionadas com maior gravidade do paciente (grupo com 

idade maior que 60 anos, escores “Clinical Pulmonary Infection Score”-CPIS e Charlson, e 

prescrição de antibióticos de largo espectro), mas quando da análise pela técnica de 

regressão logística múltipla nenhuma destas características mostrou-se como fator 

independente associado aos pacientes com PAVs por amostras resistentes.  O teste 

fenotípico foi positivo para 13 (44,8%) amostras indicando a presença de metalo-beta-

lactamase, ao contrário do observado para o genotípico, evidenciando uma especificidade 

baixa, enquanto uma (3,4%) amostra foi positiva apenas no teste genotípico (blaIMP). Vinte 

e dois isolados foram submetidos a discriminação clonal pelo teste de PFGE evidenciando 

um perfil policlonal, com a predominância de três clones (A, C e H). Os nossos resultados 

evidenciam a importância de infecções hospitalares graves na unidade crítica de adultos do 

hospital com um predomínio de P. aeruginosa como principal agente etiológico bem como 

de amostras resistentes aos carbapenêmicos. As infecções foram predominantemente 

tardias e em pacientes graves, evidenciando um pior prognóstico do que aquelas causadas 

por amostras susceptíveis, segundo dados de análise estatística univariada.  Eles também 

sugerem que a presença de outros mecanismos de resistência tais como perda de porina e a 

superexpressão de bomba de efluxo. 
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ABSTRACT 

 

The prevalence of carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa has increased over the 

past decade mainly in developing countries hospitals. The purpose of this study was to 

identify epidemiological and molecular characteristics of Ventilator Associated Pneumonia 

(VAP) due to carbapenem-resistant vs carbapenem susceptible Pseudomonas aeruginosa 

isolates from one intensive care unit, Hospital de Clínicas, Universidade Federal de 

Uberlândia, Minas Gerais from March 2011 to November 2012. The carbapenem resistant 

was evaluated genotypically and phenotypically, as well as an analysis of the clonal 

isolates (PFGE).  In total sixty VAP episodes/patients were included, most resistant to 

carbapenems 32 (53.4%). Five (15.6%) episodes concomitantly presented P. aeruginosa 

bacteremia, in which the origin was the respiratory tract. Resistant P. aeruginosa VAPs 

were more likely related with the severity patients than the susceptible strains (age, CPIS, 

Charlson and more antibiotic prescript), but when analyzed by multiple logistic regression 

none showed these characteristics as independent factor associated with patients with PAVs 

by resistant strains. The phenotypic test was positive for 13 (44.8%) samples indicating the 

presence of metallo-beta-lactamse, unlike what was observed with genotype, showing a 

low specificity, while one (3.4%) sample was positive only on the genotypic test (blaIMP). 

Twenty-two isolates were subjected to clonal discrimination by PFGE test showing a 

polyclonal profile, with predominance of three clones (A, C, H). Our results highlight the 

importance of serious nosocomial infections in adult critical unit of the hospital with a 

predominance of P. aeruginosa as etiological agent of carbapenem resistant strains. 

Infections were predominantly late and in severe patients, showing a worse prognosis than 

those caused by susceptible samples, according to univariate statistical analysis. They also 

suggest that the presence of other mechanisms of resistance such as loss of porin and 

overexpression of the efflux pump. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Pseudomonas aeruginosa é um importante patógeno oportunista associado com 

infecções hospitalares graves (FEHLBERG et al., 2012), sendo o principal agente de 

pneumonia associada à ventilação mecânica (PAV) (PEÑA et al., 2013). Nos hospitais 

brasileiros, amostras multirresistentes deste micro-organismo destacam-se como 

importante causa de infecções hospitalares, em especial nos casos de pneumonia (ROSSI, 

2011). 

A PAV é definida quando do uso de ventilação mecânica por tempo ≥ 48 horas 

(DAVIS, 2006), sendo a principal via de aquisição da infecção a micro aspiração de 

organismos presentes na orofaringe, que poderá estar previamente colonizada por micro-

organismos potencialmente patogênicos, como bacilos Gram negativos e Staphylococcus 

aureus, ou mesmo por meio de refluxo do estômago para a orofaringe. Outras rotas 

potenciais são o transporte hematogênico de micro-organismos para o pulmão, a partir de 

infecções locais, como por exemplo, as infecções de corrente sanguínea relacionadas ao 

uso de cateter, ou advindas do meio ambiente, especialmente por meio das mãos de 

profissionais de saúde ou equipamento respiratório contaminado (broncoscópios), 

aerossóis, água ou ar contaminado (ALP; VOSS, 2006; BONTEN, 2011; GOLIA; 

SANGEETHA; VASUDHA, 2013).  

A definição de PAV é baseada em critérios clínicos, incluindo sinais e sintomas 

como: febre, hipotermia, secreção purulenta, achados radiológicos, como infiltrado novo 

ou progressivo, laboratoriais, com presença de leucocitose ou leucopenia e microbiológicos 

(VALENCIA; TORRES, 2009; DWIVEDI et al., 2010; NIEDERMAN, 2010). Os critérios 

clínicos e radiológicos são inespecíficos, já que podem estar associados a outras doenças 

pulmonares comuns em pacientes internados em Unidades de Terapia intensiva (UTI) tais 

como: síndrome da angústia respiratória (SARA), embolia e infarto pulmonar entre outras 

(DIAZ et al., 2009; KIENINGER; LIPSETT, 2009). A utilização de critério microbiológico 

no diagnóstico é recomendada pela sua maior especificidade, além de permitir o 

isolamento do agente etiológico e definição do seu perfil de susceptibilidade aos 

antibióticos e uma terapia antibiótica adequada, consequentemente, com um melhor 

prognóstico para o paciente (BONTEN, 2011). 

As PAVs estão relacionadas com hospitalizações mais prolongadas e altas taxas de 

mortalidade e custos de tratamento (HAN; LIU, 2010).  Enquanto a taxa de incidência de 
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PAV nos EUA é de 5,5/1000 dias de ventilação em UTIs de adultos, em UTIs mistas de 

países latino-americanos ela é mais alta, podendo variar entre 10 a 52/1000 dias de 

ventilação (ROSENTHAL et al., 2006).  

Os fatores de risco relacionados ao desenvolvimento de PAVs por P. aeruginosa 

incluem idade avançada, gravidade da doença, presença de co-morbidades, sobretudo 

doença pulmonar obstrutiva crônica (DPOC), além de cardiopatias, cirurgias, 

procedimentos invasivos e o uso de corticoides e antibióticos. O simples uso de ventilação 

mecânica somada a sua duração sãos considerados os fatores mais importantes nesta 

síndrome infecciosa (ALP; VOSS, 2006; NIEDERMAN, 2010; SHI et al., 2010). 

Entretanto, estudos considerando fatores predisponentes exclusivamente para PAVs por 

amostras de P. aeruginosa multirresistentes ou resistentes aos carbapenêmicos são escassos 

(ZAVASCKI et al., 2006), e sugerem que a duração da ventilação mecânica, internação 

prolongada e o uso prévio de antibióticos podem facilitar este tipo de pneumonia (VOOR 

IN„T HOLT et al., 2014). 

E o fato que a resistência de bactérias aos antimicrobianos representa um problema 

de saúde pública mundial (RICE; SAMH; BONOMO, 2003), e o Programa de Vigilância 

Antimicrobiana – SENTRY (“Antimicrobial Surveillance Program”) mostrou que amostras 

de P. aeruginosa provenientes de hospitais brasileiros, recuperadas entre 2008-2010, 

apresentaram uma reduzida susceptibilidade a ceftazidima (61,1%), fluoroquinolonas 

(56,7%) e imipenem (57,6%) (GALES et al., 2012). A resistência deste micro-organismo 

está relacionada à aquisição de genes, bem como mutações, que conferem mecanismos de 

inativação enzimática aos β-lactâmicos, como à ceftazidima, cefepime e carbapenêmicos, 

além dos aminoglicosídeos, modificação no sítio alvo, como para as fluoroquinolonas, 

diminuição da permeabilidade do envoltório da bactéria com a perda de porina e 

eliminação do antibiótico pela maior expressão de bombas de efluxo (LISTER; WOLTER; 

HANSON, 2009; XAVIER et al., 2010).  

Na última década, os carbapenêmicos e a associação de β-lactâmicos com 

inativadores de β-lactamases representaram as principais opções  no tratamento de 

infecções graves por P. aeruginosa. Infelizmente a utilização destes antibióticos, 

principalmente os carbapenêmicos, resultou na emergência de amostras não só resistentes a 

esta classe de β-lactâmicos, mas multirresistentes, não respondendo também ao tratamento 

com aminoglicosídeos e fluoroquinolonas (GALES et al., 2003; QUALE et al., 2006).  

A resistência de P. aeruginosa aos carbapenêmicos ocorre principalmente pela 
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produção de enzimas como as metalo-β-lactamases (MBLs), e outras como, a KPC 

(Klebsiella pneumoniae carbapenemase) e OXA-carbapenemase (GALES et al., 2003; 

QUALE et al., 2006; CEZARIO et al., 2009; SCHEFFER et al., 2010). Estes mecanismos 

podem ser expressos isoladamente ou combinados e desempenham um papel importante na 

resistência múltipla aos antimicrobianos aumentando a probabilidade de utilização de uma 

terapia antimicrobiana inapropriada (JACOBY; MUNHOZ-PRICE, 2005), o que resulta 

em um pior prognóstico de evolução clínica e aumento na mortalidade (ZAVASCKI et al., 

2006). 

Nos últimos anos a produção de MBL por P. aeruginosa assumiu grande 

importância epidemiológica, com as amostras associadas a altas taxas de mortalidade 

(SAMUELSEN et al., 2010). A expressão dessas enzimas está associada a elementos 

genéticos móveis incluindo integrons, transposons e plasmídeos (WALSH et al., 2005). 

Atualmente, são conhecidas nove subclasses dessas enzimas: IMP (Imipenemase), VIM 

(Verona Imipenemase), SPM-1 (São Paulo MBL); GIM (“German Imipenemase”) e SIM-1 

(“Seul Imipenemase”) (MENDES et al., 2006), e mais recentemente AIM-1 (Australian 

Imipenemase) (YONG et al., 2007), KHM (“Kyorin University Hospital”) (SESIGUCHI et 

al., 2008), NDM-1 (“New Delhi MBL”) (YONG et al., 2009) e DIM-1 (“Dutch 

imipenemase”) (POIREL et al., 2009).  

No Brasil, as subclasses mais prevalentes são: IMP-1 e SPM-1 (MENDES et al., 

2006), esta última relatada pela primeira vez em amostra recuperada de urina, na cidade de 

São Paulo (TOLEMAN et al., 2002), porém já descrita em várias outras regiões do país, 

incluindo os estados do Paraná, Bahia, Ceará, Distrito Federal, Pernambuco, Maranhão e 

Minas Gerais (GALES et al., 2003; CIPRIANO et al., 2007; GASPARETO et al., 2007). 

Em outros países na América do Sul como Argentina, Venezuela, Chile e Colômbia a 

presença de VIM-2, VIM-8 e VIM-11 já foi relatada em amostras de P. aeruginosa 

(QUEENAN; BUSH, 2007). 

A disseminação destes genes responsáveis pela resistência aos antibióticos, bem 

como a existência de vetores que facilitam sua transmissão e/ou integração no 

genoma/plasmídeo no ambiente hospitalar é potencializada pela existência de 

determinados clones mais capacitados a abrigar estes genes exógenos. Investigações de 

epidemiologia molecular são recomendadas para a determinação destes clones, sendo que a 

técnica de “Pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE) permanece como escolha, por ser 

considerada o “padrão-ouro” para caracterização de amostras de P. aeruginosa (PELEG; 



21 

 

  

SEIFERT; PATERSON, 2008; HAMOUDA et al., 2010). 

A situação ecológica, pela maior prevalência destes clones é facilitada em 

condições onde há um emprego excessivo de antibióticos potentes e de largo espectro, 

como é o caso dos carbapenêmicos, que funcionam como pressão na seleção de amostras 

resistentes, assim como deficiência nas práticas de prevenção e controle de infecções 

hospitalares, a não adesão à adequada prática de higiene das mãos, com água e sabão ou 

gel alcoólico e descontaminação do ambiente, muitas vezes por falta de recursos humanos 

qualitativa e quantitativamente e financeiros como em países em desenvolvimento como o 

Brasil (HSUEH; CHEN; LUH, 2005). 

Levando em consideração a importância das PAVs em relação a morbimortalidade, 

os custos de internação em hospitais de grande porte por todo o mundo, além da pouca 

disponibilidade de informações microbiológicas, sobretudo, epidemiológicas no país, há 

necessidade de implementação de políticas de controle das infecções adquiridas no 

hospital, do consumo de antibióticos, a rápida disseminação mundial dos genes de 

resistência e seu impacto negativo na terapêutica empírica relacionada, sendo necessário 

um melhor esclarecimento da epidemiologia das infecções por micro-organismos 

resistentes aos antimicrobianos, justificam a investigação realizada. 

 

2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar os aspectos epidemiológicos clássicos e moleculares das PAVS, com e sem 

bacteremia secundária por P. aeruginosa resistentes a carbapenêmicos, em uma Unidade de 

Terapia Intensiva de Adultos. 

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Avaliar os indicadores epidemiológicos de PAVs por 1000 dias de Ventilação 

Mecânica e densidade de uso da prótese ventilatória; 

 Avaliar a distribuições endêmica e epidêmica dos casos; 

 Avaliar fenotipicamente a produção de carbapenemase e confirmar e relacionar aos 
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principais genótipos por técnicas moleculares; 

 Avaliar a presença dos principais fenótipos relacionados à produção de 

carbapenemases;  

 Avaliar a natureza clonal ou policlonal das amostras de P. aeruginosa resistentes as 

carbapenemases. 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. HOSPITAL/UNIDADE 

 

O Hospital de Clínicas da Universidade Federal de Uberlândia (HC-UFU) é um 

hospital de ensino, com 530 leitos, que oferece atendimento de nível terciário e apresenta 

uma Unidade de Terapia Intensiva de Adultos (UTI-A) mista, com um total de 30 leitos. 

 

3.2. DESENHO DO ESTUDO 

 

Foi realizado um estudo de coorte prospectivo incluindo os pacientes com PAV por 

P. aeruginosa, com ou sem bacteremia, susceptível   resistente ao imipenem, internados na 

UTI-A, no período de março de 2011 a novembro de 2012. Foram considerados apenas o 

primeiro episódio de PAV por P. aeruginosa por paciente, detectado por meio de vigilância 

diária, busca ativa na unidade. As características demográficas, clínicas e epidemiológicas 

foram obtidas em prontuários médicos e uma ficha individual foi preenchida para cada 

paciente (ANEXO I).  

As amostras clínicas de P. aeruginosa (aspirado traqueal e sangue) foram 

recuperadas junto ao laboratório de microbiologia do hospital, recultivadas e estocadas a 

fim de posterior avaliação microbiológica e molecular. 
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3.3. DEFINIÇÕES 

 

PAV: infecção que se manifesta após 48 horas de intubação nos pacientes 

ventilados mecanicamente (CHASTRE, 2005), com critérios clínicos (aparecimento ou 

modificação de secreção respiratória, hipertermia ou hipotermia), radiológico 

(aparecimento ou modificação de imagem radiológica com infiltrado), laboratorial 

(leucocitose), e microbiológico (contagem no aspirado ≥ 10
6
 UFC/mL), segundo definições 

do “Centers for Diseases Control and Prevention” – CDC (NIEDERMAN, 2005; 

FURTADO et al., 2007). 

Bacteremia: presença de bactérias na corrente sanguínea comprovada 

laboratorialmente;  

Terapia antimicrobiana prévia: utilização de um agente antimicrobiano por pelo 

menos 48 horas nas duas semanas que antecederam a coleta do aspirado traqueal (CHANG 

et al., 2011). 

Multirresistência: resistência a três ou mais classes dos seguintes agentes 

antimicrobianos: piperacilina, ceftazidima, fluoroquinolonas, carbapenêmicos (imipenem, 

meropenem e doripenem) e aminoglicosídeos. 

Mortalidade hospitalar: número de óbitos com bacteremia em até 30 dias, após o 

diagnóstico microbiológico de infecção.   

Os seguintes indicadores epidemiológicos foram calculados para todas as PAVs, 

independente da etiologia, e definidos como: 

Taxa de incidência de PAVs: relação entre o número total de PAVs e o número 

total de ventiladores-dia, vezes 1000 (EDWARDS et al., 2007). 

Densidade de uso de prótese ventilatória: relação entre o número de 

dispositivo/dias (número total de dias de exposição ao dispositivo para todos os pacientes 

da população selecionada no período considerado) e o número de paciente/dias. 

 

Clinical Pulmonary Infection Score – CPIS  

O índice CPIS (“Clinical Pulmonary Infection Score”) foi utilizado e calculado, por 

ser uma ferramenta que auxilia no diagnóstico de PAV, utilizando como base os pontos 

atribuídos aos sinais e sintomas de pneumonia, como descrito no quadro abaixo 

(ZILBERBERG; SHORR, 2010). 
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Quadro 1: Parâmetros e pontos atribuídos para o cálculo do CPIS. 

Parâmetros Pontos  

Temperatura, ˚C  

36,5 - 38,4 0 

38,5 - 38,9 1 

≥ 39,0 e ≤ 36,0  2 

Nível de Leucócitos no sangue, Leucócitos/mm
-3

  

4,000 - 11,000 0 

<4,000 ou >11,000 1 

+ bastões ≥ 500  2 

Secreção Traqueal  

< 14 +  0 

≥ 14 +  1 

Purulência maior 2 

Oxigenação, PaO2: FiO2, mmHg  

> 240 ou ARDS  0 

≤ 240 e sem ARDS 2 

Radiografia Pulmonar   

Sem infiltrado 0 

Infiltrado Difuso ou irregular  1 

Infiltrado Localizado 2 

Cultura do aspirado traqueal (semiquantitativo: 0-1, 2 ou 3+)  

Cultura das bactérias patogênicas ≤ 1 ou nenhum crescimento  0 

Cultura das bactérias patogênicas > 1 +  1 

Cultura das mesmas bactérias patogênicas > 1+  2 

ARDS: síndrome da angústia respiratória aguda; PaO2: FiO2: relação da pressão parcial de oxigênio arterial 

para a fração de oxigênio inspirado. 

Índice de Co-morbidade de Charlson  

O Índice de Co-morbidade de Charlson (ICC) é uma ferramenta utilizada para 

avaliar os efeitos da co-morbidades do paciente sobre o prognóstico, sendo calculado com 

base em uma pontuação que varia de 1, 2, 3 e 6, conforme o quadro abaixo (WANG et al., 

2007; MARTINS; BLAIS; MIRANDA, 2008; ÇILDIR et al., 2013). 
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Quadro 2: Cálculo do Índice de Co-morbidade de Charlson, segundo as co-morbidades. 

 

Pontuação Co-morbidade 

1 Infarto Agudo do Miocárdio 

Insuficiência Cardíaca Congestiva 

Doença Vascular Periférica 

AVC Isquêmico (sem sequelas) 

Dementia 

DPOC 

Doença do tecido conjuntivo 

Úlcera gastrointestinal 

Doença hepática “ligeira” 

Diabetes Mellitus 

2 AVC Hemorrágico (com sequela) 

Doença Renal Moderada ou Grave 

Diabetes com danos de órgãos 

Qualquer Tumor 

Leucemia 

Linfoma 

3 Doença hepática moderada ou grave 

6 HIV 

Tumor Metastático sólido  

AVC: Acidente vascular cerebral; DPOC: Doença pulmonar obstrutiva crônica; HIV: Vírus da 

imunodeficiência humana 

 

3.4. Técnicas Microbiológicas 

3.4.1. Coleta de aspirado traqueal 

 

O aspirado endotraqueal foi coletado de pacientes em uso de prótese ventilatória, 

com suspeita de pneumonia durante a higienização da árvore ventilatória, por meio de 

sonda nº 12 no início da manhã, por fisioterapeutas ou enfermeiros da unidade avaliada, 

em tubo de ensaio estéril e encaminhado ao setor de Microbiologia do laboratório de 

Análises Clínicas do HC-UFU, para analise quantitativa, utilizando o limite de ≥ 
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10
6
UFC/ml 

3.4.2. Coleta de sangue e hemoculturas 

 

O sangue foi coletado por punção periférica e a cultura realizada no Laboratório de 

Microbiologia do HC-UFU utilizando o sistema automatizado BacT/ALERT® 

(BioMérieux). A identificação das culturas positivas e os testes de suscetibilidade aos 

antimicrobianos foram realizados por automação utilizando o sistema Vitek®2 

(BioMérieux), também no laboratório do hospital.  

3.4.3. Estocagem  

 

As amostras de P. aeruginosa provenientes de aspirado traqueal e sangue, isoladas e 

identificadas no Laboratório de Microbiologia do HC-UFU, foram encaminhadas para o 

Laboratório de Microbiologia do Instituto de Ciências Biomédicas (ICBIM), e recultivadas 

em TSA pela técnica de esgotamento para obtenção de cultura pura e, posteriormente, 

subcultivadas em tubos criogênicos contendo BHI acrescido de 15% de glicerol, seguindo-

se incubação a 37ºC por 24 horas e a suspensão resultante estocada em temperatura de -

20ºC (KONEMAN et al., 2001).  

3.4.4. Testes de susceptibilidade “in vitro” aos antimicrobianos 

 

A susceptibilidade das amostras de aspirado traqueal e sangue foram determinadas 

por meio do sistema automatizado VITEK
®
 2 (bioMérieux). As culturas teste foram 

suspensas em solução salina 0,45% com objetivo de obter uma solução com turbidez 

compatível com a escala de 0,50 a 0,63 de McFarland e em seguida, diluídas conforme as 

recomendações do fabricante. Os cartões foram inseridos no aparelho e automaticamente 

preenchidos com as suspensões bacterianas. No cartão, os antimicrobianos são encontrados 

em duas a quatro concentrações diferentes. Cada poço com o antibiótico teste é avaliado 

automaticamente a cada 15 minutos durante 18 horas de maneira a gerar uma curva de 

crescimento e, por comparação com um controle, o MIC (do inglês, “Minimum Inhibitory 

Concentration”) de cada antibiótico é estimado. Esse cálculo é realizado com um algoritmo 

específico para cada antimicrobiano independente da espécie do micro-organismo. 

3.4.5. Técnicas Fenotípicas  
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3.4.5.1. Fenótipo MBL (ARAKAWA et al., 2000; LEE et al., 2001, com modificações) 

 

As amostras bacterianas que apresentaram resistência a ceftazidima e/ou imipenem 

foram submetidas ao teste de sinergismo com duplo disco. Uma suspensão bacteriana com 

turvação equivalente a escala 0,5 de McFarland foi preparada em TSB e, em seguida, uma 

alíquota foi semeada em placa de petri contendo ágar Mueller-Hinton de forma a obter um 

crescimento confluente. Foram adicionados sobre o ágar discos de ceftazidima (30 μg) e 

imipenem (30 μg) como indicadores, posicionados ao lado de discos esterilizados de papel-

filtro contendo os quelantes: 3 μL de solução de ácido 2-mercapto propiônico (2-MPA) e 

outro contendo 10 μL de solução de ácido-etileno-diamino-tetracético (EDTA) 0,1 M, em 

distâncias pré-determinadas: 20 mm para o disco de 2-MPA e 15 mm para o disco de 

EDTA.  

As placas foram incubadas overnight a 37°C, e a observação de distorção e/ou 

aumento no halo de inibição em torno dos discos indicadores caracterizou o teste positivo 

para presença de MBL. Como amostras controles foram utilizadas P. aeruginosa ATCC 

27853 (controle negativo) e P. aeruginosa P-319 (controle positivo).  

3.5. Técnicas Moleculares 

3.5.1. Extração de DNA 

 

Foi realizada de acordo com o método descrito por Jin e colaboradores (2009), com 

modificações. Amostras de P. aeruginosa foram cultivadas overnight a 37ºC, em TSA, e 5 

a 6 colônias foram transferidas para microtubos contendo 500μL de água ultrapura e então 

homogeneizadas em agitador tipo Vortex. A suspensão resultante foi aquecida a 99ºC por 

10 minutos no termociclador Eppendorf Mastercycler, e o sobrenadante com DNA extraído 

foi transferido para outro tubo, quantificado por espectrofotometria e conservado a -20ºC 

até a utilização. 

3.5.2. Detecção dos genes codificadores de MBL pela técnica de Multiplex PCR  

 

Para a detecção dos genes codificadores de MBL foi utilizado o método de PCR 

multiplex de acordo com Woodford (2010). Os primers utilizados nas reações estão 

descritos no quadro 3 e correspondem a regiões específicas dos genes codificadores das 

carbapenemases.  
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Quadro 3: Primers específicos para detecção dos genes codificadores de carbapenemases. 

 

 

As amostras foram cultivadas em TSA para isolamento de colônias puras. Três a 

cinco colônias de cada amostra foram transferidas para um microtubo contendo 200 μL de 

água deionizada estéril. Esta suspensão foi utilizada diretamente para a etapa de 

amplificação do gene.  

Em cada tubo foi adicionado 1 μL da suspensão da bactéria teste, tampão de PCR 

com MgCl2, dNTPs e os primers descrito acima, Taq DNA polimerase e água ultra pura, 

nas quantidades descritas no protocolo.  

A amplificação foi realizada no Eppendorf Mastercycler, programado de acordo 

com as condições descritas no quadro 4. A eletroforese ocorreu a 100v por cerca de 60 

minutos em agarose 1,5%, no tampão de corrida TBE 0,5X. O gel foi corado com 5 µL de 

SYBER® Safe (Applied Biosystems) para cada 100 mL de tampão e então visualizado 

utilizando um transluminador.       

Como controles para as reações de amplificação dos genes codificadores de MβL, 

foram utilizadas as seguintes cepas, sabidamente produtoras de MβL: P. aeruginosa 48-

1997A produtora de SPM; P. aeruginosa 75-5671 produtora de GIM, P. aeruginosa A1254 

produtora de VIM; P. aeruginosa 101-4704 produtora de IMP e A. baumannii 

YMC03/9/T104 produtora de SIM.  

 

MβL Primer Sequência (5’- 3’) Produto da 

amplificação 

(pb) 

blaIMP IMPgen-F1 

IMPgen-R1 

GAATAGRRTGGCTTAAYTCTC 

CCAAACYACTASGTTATC 

188 

blaVIM VIMgen-F2 

VIMgen-R2 

GTTTGGTCGCATATCGCAAC 

AATGCGCAGCACCAGGATAG 

382 

blaGIM GIM-F1 

GIM-R1 

TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 

CGGAACGACCATTTGAATGG 

72 

blaSIM SIM-F1 

SIM-R1 

GTACAAGGGATTCGGCATCG 

TGGCCTGTTCCCATGTGAG 

569 

blaSPM SPM-F1 

SPM-R1 

CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 

CCTTTTCCGCGACCTTGATC 

798 
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Quadro 4: Condições para amplificação nas reações de detecção dos genes codificadores 

de carbapenemases por PCR. 

 Multiplex para genes MBL
1 

Desnaturação inicial 94ºC por 5 min 

Desnaturação 94ºC por 30 seg. 

Anelamento 53ºC por 45 seg. 

Extensão 72ºC por 30 seg. 

Extensão final 72ºC por 10 min 

1
WOODFORD, 2010 

3.5.3. Tipagem molecular pelo PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis) 

 

A técnica de PFGE foi realizada seguindo o protocolo descrito por Romão e 

colaboradores (2005), com modificações. As amostras de P. aeruginosa foram inicialmente 

cultivadas em Agar TSA a 37ºC overnight. A seguir, 5 (cinco) colônias foram suspensas em 

2 mL de salina estéril e centrifugadas (700 x g por 5 minutos), o sedimento foi 

ressuspendido em 2mL de salina estéril e centrifugado (700 x g por 5 minutos). O 

sobrenadante foi descartado e ao pellet foram adicionados: 30 μL de 50 mM de EDTA (pH 

= 8,0), 10 μL de solução de lisozima (10 mg/ml) e 200 μL de solução TEN (100 mM Tris – 

100 mM EDTA - 150 mM de NaCl, pH = 7,5). Um volume de 240 μL de agarose de baixo 

ponto de fusão a 2% foi adicionado e a mistura solidificada em blocos. Os blocos de 

agarose foram incubados overnight a 50ºC, em solução EC (10 mM EDTA - 6 mM Tris – 

0,5% lauril sarcosil – 0,5% Brij 58 – 0,2% desoxicolato de sódio – 5,84% NaCl, pH 7,5) a 

37ºC e então tratados com solução de proteinase K (0,5 M EDTA - 1% lauril sarcosil - 

1mg/ml proteinase K, pH 9,3). Posteriormente, os blocos foram lavados com água 

ultrapura, equilibrada com TE (100 mM Tris – 100 mM EDTA, pH 7,5) estocados a 4ºC 

até o uso. 

3.5.4. Digestão com endonucleases de restrição 

 

Antes da restrição, os blocos foram lavados quatro vezes com solução de DNS 

(20mM Tris - 1 mM MgCl2) e então com 100 μl do tampão da enzima de restrição. Após 

este processo, o bloco de agarose foi transferido para uma solução contendo 30 U de SpeI 

(Invitrogen®) e incubado durante 20h por 37°C. 
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3.5.5. Eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

 

Ao término da digestão enzimática do DNA, um bloco de cada amostra foi 

posicionado nos “slots” do gel de agarose preparado na concentração de 1% (p/v) em 

tampão TBE 0,5X. Nos orifícios localizados nas extremidades do gel foram colocados 

discos contendo os marcadores de peso molecular “lambda ladder”. As canaletas foram 

seladas com agarose de baixo ponto de fusão a 1% (g/v) e em tampão TBE 0,5X. A seguir, 

o gel foi submetido à eletroforese no aparelho CHEF-DR III® (BioRad) utilizando pulso 

inicial de 5s, pulso final 15s, durante 18 horas a 6V/cm a 14ºC, com ângulo de 120º. O gel 

foi corado em solução de brometo de etídio (10mg/mL) e então visualizado utilizando o 

Sistema de Fotodocumentação L-Pix EX (Loccus Biotecnologia). Os padrões de banda 

foram inicialmente comparados por intermédio de inspeção visual de acordo com os 

critérios de Tenover e colaboradores (1995) e posterior análise pelo programa BioNumerics 

v.4.0 (Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Bélgica). A comparação dos padrões de banda 

foi então realizada pelo método de UPGMA (“Unweighted Pair Group Method Using 

Arithmetic Averages”) utilizando o coeficiente de similaridade de Dice. 

3.6. Análise pelo Comitê de Ética 

 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Universidade Federal 

de Uberlândia sob o número de protocolo 228/11 (ANEXO II).  

3.7. Análise Estatística 

 

Os fatores de risco foram avaliados individualmente contra uma variável resposta 

(análise univariada) através de tabelas de contingência do tipo dois por dois (2 x 2) 

utilizando-se o teste do χ2 para comparação entre os valores quando o n foi maior que 5 e o 

teste exato de Fisher quando o n foi menor ou igual a cinco. Para comparar variáveis 

quantitativas foram utilizados os testes t de Student ou U de Mann Whitney, quando 

apropriado. Os fatores de risco significativos na análise univariada foram avaliados através 

de análise multivariada por meio de regressão logística múltipla. A significância estatística 

foi definida por um valor de p ≤ 0,05 utilizando os programas estatísticos Graph Pad Prism 

5.0® e Bioestat 5.0. 
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4. RESULTADOS 

 

No total foram identificados 60 pacientes com PAV causada por P. aeruginosa, no 

período de março de 2011 a novembro de 2012, sendo incluído apenas o primeiro episódio 

de cada paciente, e com valor de CPIS ≥ 6, sendo que todos os episódios foram 

monomicrobianos.  

A maioria das amostras bacterianas foram resistentes aos carbapenêmicos (53,4%) 

e dentre estas, a maioria das PAVs foram classificadas como tardia (96,9% vs 57,1% 

p=0,006), quando comparadas as sensíveis, com tempo de uso de ventilação mecânica 

maior que quarenta dias (40,6% vs 14,3% p=0,04), e o diagnóstico clínico como a principal 

motivo de admissão na unidade (56,2% vs 25% p=0,02).  

Dentre as co-morbidades analisadas, o único fator significativo na análise 

univariada foi DPOC (21,9% vs 7,1% p=0,04) e entre os procedimentos invasivos 

destacou-se a traqueostomia (81,2% vs 64,3% p=0,02). Foram utilizados como 

antibioticoterapia prévia os carbapenêmicos, fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, 

cefalosporinas de 3˚ e 4˚ geração e polimixina, sendo significativo apenas o uso de 

carbapenêmicos (59,6% vs 28,6% p=0,03) e polimixina (28,1% vs 0.0% p=0,002).  

A mortalidade durante o período de hospitalização foi elevada (68,7% vs 50,0% 

p=0,2) embora no total de trinta dias as taxas foram semelhantes (25,0% vs 25,0% p=0,7), 

sendo esses dados melhor visualizados na tabela 1. Embora vários fatores mostrassem uma 

relação significativa (p<0,05), após a análise de regressão logística múltipla nenhum dos 

fatores mostrou-se como independente para PAV, quando das amostras resistentes aos 

carbapenêmicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



32 

 

  

(continua)

Características Pacientes Sensível Resistente P RR (IC-95%)

N=60 (%) N=28 (46,6) N=32 (53,4)

Tempo de hospitalização (≥60 dias) 27 (45,0) 12 (42,8) 15 (46,8) 0,9 1,08 (0,67-1,73)

Tempo de internação na UTI (≥40dias) 19 (31,6) 6 (21,4) 13 (40,6) 0,1 1,48 (0,94-2,31)

Tempo de uso de ventilação mecânica (≥40dias) 17 (28,3) 4 (14,3) 13 (40,6) 0,04 1,73 (1,13-2,65)

Idade (≥60 anos) 24 (40,0) 10 (35,7) 14 (43,75) 0,7 1,17 (0,73-1,87)

Gênero

Masculino 47 (78,3) 22 (78,6) 25 (78,1) 0,7 0,99 (0,56-1,75)

Feminino 13 (21,7) 6 (21,4) 7 (21,9) 0,7 1,01 (0,57-1,79)

Categoria de Internação

Clínico 25 (41,7) 7 (25,0) 18 (56,2) 0,02 2,52 (1,80-4,49)

Cirúrgico 13 (21,6) 8 (28,6) 5 (16,6) 0,3 0,67 (0,32-1,39)

Trauma 22 (36,7) 13 (46,4) 9 (28,1) 0,2 0,68 (0,38-1,19)

Co-morbidades

Cardiopatia 19 (31,6) 9 (32,1) 10 (31,2) 0,8 0,98 (0,59-1,64)

Diabetes 12 (20,0) 4 (14,3) 8 (25,0) 0,4 1,33 (0,82-2,18)

Nefropatia 31 (43,3) 12 (42,8) 19 (59,4) 0,3 1,37 (0,84-2,23)

DPOC 9 (15,0) 2 (7,1) 7 (21,9) 0,04 1,59 (1,01-2,48)

Tabela 1: As características dos pacientes e fatores de risco de PAV causada por Pseudomonas aeruginosa em UTI-A do HC-UFU.  
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(continuação)

Características Pacientes Sensível Resistente P RR (IC-95%)

N=60 (%) N=28 (46,6) N=32 (53,4)

Procedimentos invasivos

Cateter venoso central 58 (96,6) 27 (96,4) 31 (96,9) 0,5 1,07 (0,26-4,36)

Sonda vesical 57 (95,0) 28 (100,0) 29 (90,6) 0,2 0,51 (0,39-0,66)

Sonda Nasogástrica 55 (91,6) 25 (89,3) 30 (93,7) 0,6 1,36 (0,45-4,10)

Traqueostomia 44 (73,3) 18 (64,3) 26 (81,2) 0,02 3,55 (0,98-12,86)

Dreno Toráx 17 (28,3) 11 (39,3) 6 (18,7) 0,1 0,58 (0,29-1,16)

Cirurgia 42 (70,0) 20 (71,4) 22 (68,7) 0,9 0,94 (0,57-1,56)

CPIS ≥ 8 37 (61,6) 14 (50,0) 23 (71,8) 0,1 1,59 (0,90-2,80)

Índice de Co-morbidade Charlson ≥ 5 38 (63,3) 15 (53,6) 23 (71,8) 0,8 1,36 (0,37-5,03)

PAV

Precoce 13 (21,6) 12 (42,8) 1 (3,1) 0,006 0,12 (0,02-0,78)

Tardia 47 (78,3) 16 (57,1) 31 (96,9) 0,006 8,57 (1,29-57,0)

Uso Prévio de Antibióticos

N≥2 51 (85,0) 23 (82,1) 28 (87,5) 0,7 1,24 (0,57-2,67)

Carbapenêmicos 27 (45,0) 8 (28,6) 19 (59,6) 0,03 1,79 (1,10-2,91)

Fluoroquinolonas 10 (16,6) 3 (10,7) 7 (21,9) 0,3 1,40 (0,86-2,29)

Aminoglicosídeos 2 (3,3) 0 (0,0) 2 (6.2) 0,4 1,93 (1,51-2,48)

Cefalosporinas 3˚ e 4˚ geração 46 (76,6) 24 (85,7) 22 (68,7) 0,2 0,67 (0,43-1,05)

Polimixina 9 (15,0) 0 (0,0) 9 (28,1) 0,002 2,22 (1,64-3,0)

Tabela 1: As características dos pacientes e fatores de risco de PAV causada por Pseudomonas aeruginosa em UTI-A do HC-UFU.  
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(conclusão)

Características Pacientes Sensível Resistente P RR (IC-95%)

N=60 (%) N=28 (46,6) N=32 (53,4)

Mortalidade

Precoce 14 (23,3) 5 (17,8) 9 (28,1) 0,5 1,29 (0,79-2,09)

Trinta dias 15 (25,0) 7 (25,0) 8 (25,0) 0,7 1,0 (0,42-2,41)

Total 38 (63,3) 14 (50,0) 22 (68,7) 0,2 1,47 (0,85-2,52)

UTI: Unidade de Terapia Intensiva; DPOC: Doença pulmonar obstrutiva crônica; CPIS: Índice de Co-morbidade de Charlson; RR: Risco Relativo.

Tabela 1: As características dos pacientes e fatores de risco de PAV causada por Pseudomonas aeruginosa em UTI-A do HC-UFU.
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As taxas de pneumonia associada à ventilação mecânica estão na tabela 2. A taxa de 

incidência de PAV na unidade foi de 9,1/1000 pacientes-dia, enquanto PAV por P. 

aeruginosa e Staphylococcus aureus por 1000/pacientes-dia foi 4,6 e 3,8 respectivamente, 

sendo P. aeruginosa o principal micro-organismo encontrado nas PAVs no período de 

estudo. 

 

Tabela 2: Incidência de Pneumonia associada a ventilação mecânica (PAV) em pacientes 

internados na UTI de adultos. 

Variáveis Taxas 

PAV
 
/1000 pacientes-dia 9,1 

PAV
 
/ 1000 dias de Ventilação Mecânica  17,5 

Densidade de uso de Ventilador Mecânico 0,51 

PAV
 
por Pseudomonas aeruginosa / 1000 pacientes-dia 4,6 

PAV por Pseudomonas aeruginosa / 1000 dias de Ventilação Mecânica  9,1 

PAV por Staphylococcus aureus / 1000 pacientes-dia 3,8 

PAV
 
por Staphylococcus aureus /1000 dias de Ventilação Mecânica 7,4 

PAV por Acinetobacter baumannii / 1000 pacientes-dia 2,1 

PAV por Acinetobacter baumannii /1000 dias de Ventilação Mecânica 4,2 

PAV; Pneumonia associada a Ventilação Mecânica 

 

No presente estudo, as taxas de ocorrência de PAV/1000 pacientes dia 

correspondente ao mês de dezembro de 2011 foi de 24,1/1000 pacientes dia, mais alta que 

o limite de controle estabelecido em 3 (três desvios padrão) acima da média de incidência 

de casos de infecção, o que pode ser descrito como um surto (Fig. 1). A taxa de PAV foi de 

4,0/1000 pacientes-dia no início de novembro de 2011 e caiu para 12,0/1000 pacientes-dia 

no final do mês de janeiro de 2012, quando foi observado o término do surto de PAV e 

início de um período com taxas endêmicas. 
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Figura 1: Curva endêmica de Pneumonia associada a ventilação mecânica por 1000 pacientes dia, de outubro 

de 2011 a novembro de 2012. 

PAV; Pneumonia associada ventilação mecânica. 

 

A análise do perfil de resistência aos demais antimicrobianos pseudomonicidas 

evidenciou que entre 32 amostras que apresentaram resistência aos carbapenêmicos, 31% 

foram resistentes ao imipenem, 29% resistente ao meropenem, 16% a gentamicina, 15% a 

cefepime, 14% a ciprofloxacina e 2% a amicacina. A resistência à polimixina não foi 

detectada em nenhuma das amostras incluídas no estudo. (Fig 2) 

 

Figura 2: Perfil de resistência aos antimicrobianos de amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas na 

UTI-A do HC-UFU. 
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P. aeruginosa multirresistente (MDR) foram recuperadas a partir de 15 (33,3%) dos 

casos de PAV tardia, enquanto as precoces apresentaram-se em 1 (6,7%) dos diagnósticos. 

PAV por P. aeruginosa sensível a carbapenêmicos acometeram de modo semelhante 14 

(31,2%) e 14 (93,3%) entre as PAVs tardias e precoce, como pode ser observado na tabela 

3, existindo significância estatística em todos os perfis avaliados. 

 

Tabela 3: Multirresistência de P. aeruginosa recuperada de pacientes com pneumonia 

associada a ventilação mecânica precoce e tardia na UTI-A do HC-UFU no período de 

março de 2011 a novembro de 2012. 

Perfil de 

Resistência 

PAV 

precoce 

15 (25,0%) 

PAV tardia 

45 (75,0%) 

Total 

60 (100%) 
p OR (IC-95%) 

Resistente aos 

carbapenêmicos 

0 (0,0%) 16 (35,5%) 16 (26,7%) 0,006 0,00(0,00-0,71) 

Multirresistente 

 

1 (6,7%) 15 (33,3%) 16 (26,7%) 0,04 0,14(0,01-1,23) 

Sensível aos 

carbapenêmicos 

 

14 (93,3%) 14 (31,2%) 28 (46,6%) 0,05 8,86(0,79-228,85) 

PAV; Pneumonia associada a ventilação mecânica; RR; Risco relativo. 

 

Baseados no teste de susceptibilidade aos antibióticos foram identificados 10 

antibiótipos (R1-R10) entre as amostras de P. aeruginosa, 13 (44,8%) foram identificadas 

fenotipicamente como positivas para a presença de MBL, mas apenas uma (3,4%) amostra 

foi genotipicamente positiva para o gene blaIMP. No entanto essa amostra positiva no teste 

genotípico foi negativa no teste fenotípico, sendo considerada um falso-negativo. Alguns 

genes MBL não foram testados devido a não prevalência no Brasil (blaNDM, blaAIM, 

blaKHM, blaDIM, blaTMB). A tabela 4 a seguir mostra estes dados. 
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Tabela 4: Caracterização em isolados de Pseudomonas aeruginosa, como teste de MBL, antibiótipo, perfil de resistência. 

PARC
1
 

N (%) 

PARC 

Analisadas 

N (%) 

Antibiótipo 

 

Perfil de Resistência  PARC/Antibiótipo  

N= 29 (%) 

DDST
2
  

N= 13 (%) 

 

PCR
3
  Pb/gene 

N= 1 (%) 

 

 

 

 

32 (53,3) 

 

 

 

 

29 (90,6) 

R1  CIP
7
, GEN

8
, IMP

5
, MER

6
, PPT

10
, 

AMI
9
, CPM

4
 

1(3,4) Negativo Negativo 

R2 CIP, GEN, IMP, MER, AMI, CPM 1(3,4) Negativo Negativo 

R3 CIP, GEN, IMP, MER, PPT, CPM 1(3,4) 1(7,7) Negativo 

R4 CIP, GEN, IMP, MER, CPM 7 (24,2) 4 (30,7) Negativo 

R5 CIP, IMP, MER, PPTAZ, CPM 1(3,4) Negativo Negativo 

R6 ASB
11

, CIP, GEN, IMP, MER 1(3,4) Negativo Negativo 

R7 CIP, IMP, MER, GEN 4 (13,8) 1(7,7) 188/blaIMP  

R8 IMP, MER, CPM 1(3,4) Negativo Negativo 

R9 IMP, MER 8 (27,6) 4 (30,7) Negativo 

R10 IMP 4 (13,8) 3(23,1) Negativo 

1
Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenêmicos; 

2
Teste de Sinergismo de Duplo Disco;

 3
Polymerase Chain Reaction; 

4
Cefepime; 

5
Imipenem; 

6
Meropenem; 

7
Ciprofloxaxina; 

8
Gentamicina; 

9
Amicacina; 

10
Piperacilina-tazobactam;

11
Ampicilina-sulbactam. 

36 

http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
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A similaridade genética recuperada de aspirado traqueal foi realizada por meio da 

técnica de PFGE e incluiu 29 amostras de P. aeruginosa, sendo 23 resistentes e 6 sensíveis 

aos carbapenêmicos (figura 3). Os resultados obtidos gerou um dendograma de 

similaridade genética apresentado na mesma figura. No total, foram encontrados 11 perfis 

genotípicos distintos de P. aeruginosa diferenciados entre si por um coeficiente de 

similaridade acima de 95%, 23 correspondendo a PARC (A, B, C, D, E, F, G, H, L) e 6 a 

cepa susceptível (H, I, J), com um (tipo I) e três (A, C, H), padrões predominantes, 

respectivamente.  

Entre as amostras de P. aeruginosa sensíveis a carbapenêmicos, o pulsotipo I foi 

evidenciado em 18,2% das amostras testadas, enquanto que os tipos A, C e H foram 

detectados em 36,4%. O mesmo perfil clonal foi observado em amostras correspondentes 

ao mesmo paciente (aspirado e sangue) em duas oportunidades, incluídas aleatoriamente. 

Esses dados, assim como os perfis genotípicos (A a L) das amostras analisadas 

estão na tabela 5 (imagem do gel de agarose encontra-se no ANEXO III). 
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Figura 3: Dendograma resultante da análise em eletroforese em campo pulsado (PFGE), perfil de amostras 

isoladas de pacientes na UTI-A do HC-UFU. 
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Tabela 5: Genótipos e perfis de resistência de isolados de sangue e aspirado traqueal de 

amostras de Pseudomonas aeruginosa em uma UTI-A. 

 

DDST: Teste de Sinergismo de Duplo Disco; PCR: Polymerase Chain Reaction; MBL: metalo-β-lactamases; 

SPM: São Paulo. 

Paciente Origem Data de 

Isolamento 

PFGE DDST PCR Perfil de 

Resistência 

1 Sangue 14/12/2011 A MBL  Resistente 

1 Aspirado traqueal 10/12/2011 A   Resistente 

2 Aspirado traqueal 31/07/2011 A MBL  Resistente 

3 Aspirado traqueal 04/02/2012 A MBL  Resistente 

4 Aspirado traqueal 26/12/2011 B MBL  Resistente 

5 Sangue 10/09/2011 C MBL SPM Resistente 

5 Aspirado traqueal 02/09/2011 C MBL  Resistente 

6 Aspirado traqueal 06/05/2011 C MBL  Resistente 

4 Sangue 27/06/2011 D MBL  Resistente 

7 Aspirado traqueal 08/08/2011 E MBL  Resistente 

8 Aspirado traqueal 13/01/2012 E MBL  Resistente 

9 Aspirado traqueal 01/08/2011 F MBL  Resistente 

10 Aspirado traqueal 04/10/2012 G   Resistente 

11 Aspirado traqueal 08/03/2012 H MBL  Resistente 

12 Aspirado traqueal 20/09/2012 H   Sensível 

13 Aspirado traqueal 10/04/2012 H MBL  Resistente 

14 Aspirado traqueal 05/08/2011 I   Sensível 

15 Aspirado traqueal 14/09/2011 I   Sensível 

16 Aspirado traqueal 08/09/2011 I   Sensível 

17 Aspirado traqueal 01/08/2011 I   Sensível 

18 Aspirado traqueal 05/08/2011 J   Sensível 

19 Aspirado traqueal 07/06/2011 L   Resistente 

http://en.wikipedia.org/wiki/Polymerase_chain_reaction
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5. DISCUSSÃO 

 

As infecções hospitalares são muito prevalentes nas UTIs e estão constantemente 

associadas com maiores taxas de morbidade, mortalidade, tempo de hospitalização e 

aumento dos custos, implicando em um pior prognóstico (HAN; LIU, 2010). Entre as 

infecções hospitalares a pneumonia é a infecção mais frequente nas UTIs tanto em países 

desenvolvidos quanto em países em desenvolvimento, com taxas de incidência elevadas, 

podendo atingir 25% do total das infecções, aumentando de forma significativa quando os 

pacientes estão sob o uso de ventilação mecânica (BONTEN et al., 2005; JOSEPH et al., 

2010). Entretanto estas taxas variam significativamente considerando a população estudada 

e os critérios de diagnóstico utilizados (XIE et al., 2011). 

Em países em desenvolvimento, as taxas de PAVs variam de 10 a 52 por 1000 

ventiladores dia e geralmente são mais elevadas do que nos EUA e alguns países europeus 

(ROSENTHAL et al., 2006; ARABE et al., 2008). No nosso estudo, o diagnóstico de PAV 

foi realizado utilizando critérios clínicos, radiológicos, microbiológicos e o score CPIS, 

com a detecção de taxas de 9,1/1000 ventiladores dia, inferiores as encontradas em outros 

estudos sobre essa síndrome. Já a densidade de utilização de ventilação mecânica foi alta 

(0,51) e analisando o gráfico da curva endêmica de PAV/paciente dia, foi possível observar 

um pico acima do limite de controle superior no mês de dezembro, indicativo de um surto 

ocorrido no período. 

As taxas de incidência de pneumonia variam de 5-10/1000 pacientes-dia em 

pacientes ventilados (KOLLEF, 2005) e está intimamente relacionada ao tempo de 

ventilação mecânica, com um risco mais alto nos primeiros dias de dispositivo (DAVIS, 

2006). Rocha (2012) demonstrou que a ocorrência de PAV é comum na UTI de adultos do 

HC-UFU, com taxa de incidência de 15,6/1000 pacientes-dia e está associada a um pior 

prognóstico. Estudo realizado na UTI de um hospital Iraniano, mostrou uma incidência de 

PAV de 26,23/1000 pacientes-dia (LAHOORPOUR et al., 2013) e no presente estudo a 

taxa foi de 4,6/1000 pacientes dia, portanto inferior encontrado na literatura.  

Os micro-organismos causadores de PAVs variam de acordo com a característica da 

unidade, política de uso de antibióticos, padrões de resistência aos antimicrobianos, tempo 

de internação e uso de ventilação mecânica (HUNTER, 2006). Mas aproximadamente 10% 

das infecções hospitalares são causadas por P. aeruginosa com participação importante nas 

infecções de trato urinário (31%) e corrente sanguínea (19%), além de ser o principal 
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agente de pneumonia nos hospitais brasileiros (31,2%), particularmente aquelas associadas 

a ventilação mecânica nas UTIs (MODI; JAVADEKAR; JAVADEKAR, 2011; GALES et 

al., 2012). Esta alta incidência está associada particularmente a pacientes com fatores de 

risco como: co-morbidades pré-existentes, tempo de internação longo, uso de antibiótico 

de amplo espectro e aqueles sujeitos a procedimentos invasivos, como uso de cateteres 

vasculares e ventilação mecânica, que fazem com que a UTI seja um local propício para a 

disseminação da P. aeruginosa, muitas vezes resultando com altos níveis de 

morbimortalidade (RODRIGUES et al., 2009; VOOR IN„T HOLT et al., 2014). 

Encontramos no nosso estudo muitos desses fatores pela análise univariada, entretanto 

nenhum dos fatores avaliados foi independentemente associado com aquisição de PAV por 

PARC. De acordo com outras publicações (FURTADO et al., 2009; JOSEPH et al., 2010; 

PEÑA et al., 2013) o tempo de uso de ventilação mecânica esta comumente relacionado 

com o desenvolvimento de PAV. Na nossa investigação cerca de um terço dos pacientes 

faziam uso de ventilação mecânica por mais de quarenta dias. 

Em países como o Brasil, alguns problemas são comuns em hospitais gerais, como 

controle deficiente no uso de antimicrobianos e falta ou ineficiência de laboratórios de 

microbiologia, fatores que contribuem para uma maior resistência e multirresistência aos 

antimicrobianos nestas instituições (ROSSI, 2011). O surgimento da MDR em P. 

aeruginosa é um problema de inquietação global, e atualmente há relatos de surtos 

hospitalares por este micro-organismo em países de todo o mundo (VOOR IN„T HOLT et 

al., 2014). E a resistência antimicrobiana, neste micro-organismo, está relacionada com 

ampla expressão de fatores de virulência, bem como resistência intrínseca e adquirida a 

várias classes de antibióticos decorrentes de distintos mecanismos (TRABULSI et al., 

2003). Os carbapenêmicos aparecem como escolha terapêutica no tratamento de infecções 

graves por P. aeruginosa, entretanto seu uso tem sido ameaçado principalmente pelo 

aumento da incidência de cepas resistentes a esta classe de antibióticos (GALES et al., 

2003; QUALE et al., 2006). No nosso estudo, a exemplo do que está sendo observado em 

outros países da América Latina (ROSENTHAL et al., 2006; GALES et al., 2012), cerca da 

metade das PAVs causadas por PARC estão associadas a amostras MDR. 

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou que 13 de 32 das amostras de 

PARC também foram resistentes simultaneamente a quatro outros antibióticos (cefepime, 

ciprofloxacina, gentamicina, amicacina) e sensível a uma, apenas a colistina.  

A resistência aos carbapenêmicos em P. aeruginosa, como descrito ocorre 
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principalmente pela produção MBLs. (GALES et al., 2003; QUALE et al., 2006; 

CEZARIO et al., 2009; SCHEFFER et al., 2010). Além destas enzimas, a resistência a 

carbapenêmicos pode estar associada a outros mecanismos como: perda de porinas de 

membrana externa (OprD); hiperexpressão de bombas de efluxo em combinação com a 

hiperprodução de AmpC cromossomal induzível (WALTHER-RASMUSSEN; HØIBY, 

2006).  

Estes mecanismos podem ser expressos isoladamente ou combinados e 

desempenham papel importante na resistência múltipla aos antimicrobianos aumentando, 

consequentemente, a probabilidade de ocorrer terapia antimicrobiana inapropriada 

(JACOBY; MUNHOZ-PRICE, 2005). A nossa investigação evidenciou apenas um (3,4%) 

isolado com a presença do gene blaIMP, e negativo no DDST, sendo considerado um falso 

negativo. Observamos também uma diferença na detecção da produção de carbapenemase 

pelo DDST, que detectou 13 (44,8%) isolados positivos. Porém alguns MBL, como 

blaNDM, blaAIM, blaKHM, blaDIM, blaTMB não foram testados devido à sua não-prevalência no 

Brasil. Isso se justifica provavelmente pela coexistência de outros mecanismos como a 

perda de porina ou a superexpressão de bomba de efluxo. 

As amostras de PARC presentes no trabalho revelou importante mudança 

epidemiológica quando relacionados a amostras do período entre 2005 e 2009. Neste 

período, Cezário et al. (2009) descreveram um surto por P. aeruginosa resistente a 

carbapenêmico produtora de MBL positivo para blaSPM-1, por transmissão horizontal em 

pacientes internatos nesta UTI mista.  

Nos estudos epidemiológicos, a discriminação das amostras é passível de ser 

realizada por técnicas fenotípicas clássicas, como por exemplo, utilizando o perfil de 

resistência aos antibióticos (GEHANNO et al., 2009), porém a adoção de métodos 

moleculares permite uma melhor discriminação (HARRIS et al., 2010). Em relação a P. 

aeruginosa, a técnica de PFGE é considerada pela literatura internacional com uma técnica 

de alto poder discriminatório na identificação das amostras, contribuindo para delinear 

melhores medidas de prevenção e controle deste micro-organismo nos hospitais 

(TENOVER; ARBEIT; GOERING, 1997). A análise da clonalidade das amostras de P. 

aeruginosa, resistentes e sensíveis aos carbapenêmicos neste trabalho, realizada pela 

técnica de PFGE, revelou grande diversidade de genótipos, isso pode ser justificado pela 

natureza endêmica das amostras como reportado em diversas literaturas (GALES et al., 

2004; ZAVASCKI et al., 2006; CIPRIANO et al., 2007).  
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A transmissão de infecções por micro-organismos MDR quando de predominância 

clonal, caracteriza disseminação horizontal, sobretudo pelas mãos dos profissionais de 

saúde, enquanto a presença de vários clones evidencia uma política inadequada de uso de 

antibióticos, sobretudo quando em condições endêmicas (WIDMER et al., 1993; 

PATERSON, 2002; ORTEGA; GROENEVELD; SCHULTSZ, 2004; RODRIGUES et al., 

2009).  A avaliação da distribuição das linhagens de P. aeruginosa mostrou que há 

diferença genética entre as cepas isoladas em diferentes pacientes, entretanto, em duas 

oportunidades, em um mesmo indivíduo observou-se similaridade entre as amostras de 

PAV e sangue, o que nos permite inferir sobre a possibilidade de migração microbiana do 

sistema respiratório para o sangue. 

Este estudo tem limitações que devem ser consideradas na interpretação dos 

resultados. Em primeiro lugar, o estudo foi realizado em um único hospital levantando a 

possibilidade de viés na seleção dos pacientes, segundo o tamanho relativamente pequeno 

das amostras incluídos na investigação não tem poder estatístico para identificar fatores de 

risco importantes para o desenvolvimento de PAV. 
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6. CONCLUSÕES 

 

O principal diagnóstico de entrada do paciente quando da admissão na Unidade foi 

o clínico, com a maioria das PAVs classificadas como tardias (96,9%), resistentes aos 

carbapenêmicos (53,4%), traqueostomia, DPOC, uso de ventilação mecânica ≥  40 diase o 

uso prévio de polimixina e carbapenêmico foram significativas na analise univariada. A 

taxa de incidência foi 17,5 PAV/1000 dias de ventilação mecânica e  0,51 densidade de uso 

de ventilação mecânica, sendo que P. aeruginosa foi principal agente etiológico com 

35,2%. 

Os pacientes com PAV por amostras de P. aeruginosa resistentes aos 

carbapenêmicos apresentaram uma maior taxa de mortalidade do que aqueles infectados 

pelas amostras susceptíveis (68,7% vs. 50,0%). 

O teste fenotípico para amostras resistentes aos carbapenêmicos foi positivo para 

44,8% das amostras, evidenciando baixa especificidade, sendo que nenhuma das mesmas 

mostrou-se positiva no teste genotípico. Por outro lado, apenas uma (3,4%) amostra foi 

positiva neste último teste, sendo do gene blaIMP e as amostras testadas mostraram um 

perfil policlonal, reflexo da natureza endêmica do período da investigação, com 11 perfis 

distintos, e com a predominância de 4 clones (I, A, C e H). 
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ANEXO I 

 

Nome:__________________________________________________________________________________ 

PRT.: ________________________ UTI: ___ Leito: ______ Idade:______ 

Internação hospitalar: _____________ Alta Hospitalar:__________ 

Internação UTI: ____________ Alta UTI: __________ 

Diagnóstico Hospitalar: ____________________________________________________________________ 

Diagnóstico UTI: _________________________________________________________________________ 

Ventilação Mecânica: Início _________ Fim ______ 

Pneumonia (    )        Bacteremia (   ) 

Fatores de risco:  

(   )Traqueostomia  Data:__________  (   ) CVC Data:______   (    ) SNG/SNE Data:_____          (   ) SVD 

Data:_____ 

Comorbidades: 

(    ) Diabetes  (    )HAS   (    )Neoplasia    (    ) Doença genética _________________ 

(    ) Etilista    (     ) Tabagista 

Antibioticoterapia:  

 

 

 

Cirurgia:__________________________________________________________________ 

Etiologia: ________________________________ 

Perfil de Resistência:________________________________________________________ 

CPIS: Data: ______  

Temperatura: (   ) 0-36,5 – 38,4  (   ) 1 – 38,5-38,9  (    ) 2- ≥ 39,0 ou ≤ 36,0 

Leucócitos: (   ) 0 – 4.000 -11.000 (   ) 1- < 4.000 ou >11.000  (   ) 2- Bastonetes ≥500  

 (   ) Desvio a esquerda 

Secreção: (   ) 0- < 14+ (   )1- ≥ 14+  (   ) 2- purulenta - Oxigenação: PaO2 ___   FiO2 ____ 

Radiografia: (    ) 0 - Sem Infiltrado (   ) 1- Infiltrado difuso  (    ) 2- Infiltrado Irregular 

Cultura: (    ) 0- <106      (     ) 1- >106    (     ) 2- Gram 

Antibiótico Início Fim 
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ANEXO II 
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ANEXO III 
 

 

Anexo III – Figura 1: Pulsed Field Gel Electrophoresis. PM: Lambda Ladder PFG 

Marker; 1P a 13P: amostras de Pseudomonas aeruginosa.  

 

Anexo III – Figura 2: a e b) Pulsed Field Gel Electrophoresis. PM: Lambda Ladder PFG 

Marker; 14P a 22P: amostras de Pseudomonas aeruginosa. b) Amostras que foram 

reavaliadas. 


