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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos em Pseudomonas aeruginosa esta principalmente associada
a produgdo de enzimas pertencentes ao diversificado grupo das B-lactamases. Este estudo teve
como objetivo avaliar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos bem como a produgdo de -
lactamases por meio de testes fendtipicos, realizados em 44 amostras de P. aeruginosa,
resistentes aos carbapenémicos, recuperadas de pacientes internados no Hospital e
Maternidade Municipal de Uberlandia. Obteve-se que 2,3% dos isolados expressavam
enzimas do tipo AmpC, 14% ESBL, 13% metalo-f-lactamases, com produg@o concomitante
de AmpC, ESBL e metalo-f-lactamase em 27,3% dos isolados. Sendo todas classificadas ora
como multirresistentes (MDR) (36,4%), extensivamente resistentes (XDR) (59,1%), pan-
resistente (PDR) (2,3%) e sensivel a diversos antimicrobianos. A ocorréncia de infec¢des por
P. aeruginosa resistente aos cabapenémicos foi diversa considerando a idade e o local de
internacdo, mas com propor¢do de resisténcia dentro e fora das UTIs igual para todos,
inclusive os antimicrobianos. A presenca de bactérias multirresistentes ¢ um problema grave,
tanto pela morbidade e mortalidade associadas, diminui¢do no tratamento e disseminagdo
hospitalar.

Palavras-chaves: Infec¢@o hospitalar, Pseudomonas aeruginosa, p-lactamases.
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1 Introducio

As infecgOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) representam uma grande
preocupacdo das agéncias de vigilancia e dos comités de controle de infec¢do hospitalar,
devido ao elevado indice de morbimortalidade aos usuarios do sistema de saude,
principalmente em unidades de terapia intensiva (UTI) (MACHADO et al., 2011). Apesar dos
esforcos para melhorar os métodos de prevencdo e de controle, a sua prevaléncia permanece
elevada, constantemente associada a bactérias multirresistentes tais como Pseudomonas
aeruginosa (WILLIAMS et al., 1999).

Os bacilos Gram negativos ndo fermentadores da glicose (BGN-NF) sdo de ampla
distribui¢do na natureza e no ambiente hospitalar, porque apresentam tolerancia a condi¢des
fisicas variadas (umidade, temperatura e pH) e podem colonizar transitoriamente a pele de
seres humanos saudaveis e outros sitios umidos do corpo, incluindo orofaringe, mucosa nasal,
axilas e perineo (FIGUEIREDO et al., 2009). Pseudomonas aeruginosa ¢ um dos BGN-NF
mais importante, pois apresenta elevada taxa de resisténcia e consequentemente, sdo escassas
as opgOes terapéuticas, para tratamento de infec¢des graves causadas por esse microrganismo
(GALES et al.,, 2009). Ao longo dos anos, estes patdgenos tém adquirido diversos
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos e desinfetantes e, portanto sdo consideradas
bactérias respostaveis por elevadas taxas de mortalidade assim como dificil controle no
ambiente hospitalar (PELEG et al., 2008). Frequentemente tem sido associadas as infec¢des
polimicrobianas, com outras bactérias Gram negativas ou anaerdbias estritas (ZAVASCKI et
al., 2005).

O desenvolvimento do quadro infeccioso em ambiente hospitalar depende de fatores

tanto relacionados ao paciente quanto ao patégeno, incluindo longo tempo de permanéncia



nas unidades hospitalares, exposi¢do a procedimentos invasivos como ventilagdo mecanica,
cateter arterial e venoso, cirurgias, quimioterapicos em pacientes transplantados, além do uso
de antibidticos de forma inapropriada (MACHADO et al., 2011).

Estudos de vigilancia com abrangéncia em todo o territorio brasileiro revelaram que os
microrganismos Gram negativos s30 os patogenos mais frequentemente associados as
infecgOes da corrente sanguinea, do que Gram positivos (58,5% e 35,4%, respectivamente),
sendo a P. aeruginosa responsavel por 8,9% dessas infeccdes e com taxa de mortalidade de
61,5% (WILLIAMS et al., 1999).

A P. aeruginosa ¢ uma causa frequente de infecgdes de pele, como foliculite e canal
auditivo (ouvido), e € encontrada comumente em unidade de queimados e de terapia intensiva
(GONCALVES et al., 2009). Além disto, esta associada a pneumonia, tendo como principais
fatores de risco a idade avangada, uso de ventilagdo mecanica e traqueostomia (ANDRADE et
al., 2006). Entre os antimicrobianos usados para o tratamento das infec¢des por P. aeruginosa
estdo penicilinas (piperacilina), cefalosporinas (ceftazidima, cefepima), carbapenémicos
(imipenem, meropenem), monobactdmicos (aztreonam), aminoglicosideos (gentamicina,
tobramicina, amicacina) e fluoroquinolonas (ciprofloxacina) (PEREIRA et al., 2005).

Diferentes tipos de P-lactamases sdo classificados em dois esquemas principais o
Bush-Jacoby-Medeiros (BUSH et al., 1995; BUSH-JACOBY, 2010 e Ambler (AMBLER et
al., 1980; DALMARCO, BLATT, CORDOVA; 2006). De acordo com a classificacdo de
Ambler as classes A, B, C e D, agem por um mecanismo baseado em residuo de serina para
inativagdo da droga, enquanto as da classe B ou metalo-p-lactamases (MBLs) requerem zinco
para sua atividade catalitica, e operam através de um mecanismo completamente diferente
(AMBLER et al., 2001). As B-lactamases de origem cromossomica S3o universais em
algumas espécies bacterianas, enquanto que, as de origem plasmidial sdo varidveis,

permitindo que esses elementos sejam transferidos entre espécies (AMBLER et al., 1980).



Com o surgimento dos carbapenémicos como escolha terapéutica empirica no
tratamento de infec¢des graves por P. aeruginosa, o uso desta classe tem sido ameagado pelo
aumento da incidéncia de P-lactamases que podem hidrolisar estes antimicrobianos, e pela
disseminag@o de clones multirresistentes (GALES et al., 2003). Altera¢des de proteinas de
membrana externa (porinas), hiperexpressdo de bombas de efluxo, alteragdo nas proteinas
ligadoras de penicilinas (PBPs) e produgo de B-lactamases, que sdo mecanismos que podem
estar relacionados a resisténcia aos B-lactamicos em P. aeruginosa (ANDRADE et al., 2011).

Cepas produtoras de P-lactamase de espectro estendido (ESBL) frequentemente
apresentam resisténcia aos antimicrobianos de importancia clinica, como penicilinas,
cefalosporinas, aminoglicosideos e quinolonas (BRADFORD, 2001; SPANU et al., 2002). Os
principais produtores desta enzima sdo: Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli
(CASSETTARI et al., 2006) e o principal forma de transmissao sd3o as maos dos profissionais
de saude, entre pacientes e o profissional de saide e o meio ambiente, sendo o principal
reservatorio o trato intestinal (HOSOGLU et al., 2007). As ESBLs sdo enzimas transmitidas
ou codificadas por plasmideos, como as familias: Temoniera (TEM), Sulfidril variavel (SHV)
e Oxacilinase (OXA), variantes mais isoladas, apesar do surgimento de outros tipos (SIROT
et al., 1987). Como resultados mais de 370 variantes naturais de ESBLs diferentes ja sdo
conhecidos (STURENBURG et al., 2005).

As PB-lactamases tipo AmpC s3o enzimas produzidas por genes de localizacdo
cromossdmal ou plasmidial e conferem resisténcia as cefalosporinas de terceira geragao,
como cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona e aos inibidores das B-lactamases (NORDAMNN
et al.,, 2007). Cepas produtoras de AmpC s@o normalmente multirresistentes e encontram-se
disseminadas dentro do ambiente hospitalar e na comunidade através de transmissdo
horizontal (HANSON et al.,, 2008). A dificuldade de detec¢do fenotipica das cepas

produtoras de AmpC impede a estimativa da prevaléncia destas enzimas, sendo uma barreira



para o controle da sua disseminacdo (DIAS et al., 2008). Assim, a investigacdo molecular da
producdo de AmpC plasmidial é um importante instrumento para se conhecer a diversidade
dos mecanismos de resisténcia apresentados (THOMSON et al.,2001).

As MBLs sdo B-lactamases pertencentes a classe B de Ambler ou a classe 3 de Bush-
Jacoby-Medeiros hidrolisam todos os -lactimicos comercialmente disponiveis, sendo a Gnica
excecdo o monobactam e aztreonam (BUSH et al 1998). Essas enzimas caracterizam-se por
necessitarem de dois ions divalentes, usualmente zinco, como co-fator para atividade
catalitica, por terem a mesma estrutura tridimensional e por apresentarem residuos
conservados, os quais sdo responsaveis pela interagdo da enzima com céations divalentes.
Atualmente sdo conhecidas 9 subclasses de MBL adquiridas: sendo as enzimas principais
IMP, VIM, SPM, GIM, AIM, KHM, DIM,TBM e NDM.

Diferente de outros paises cujas MBLs predominantes sdo IMP e VIM, no Brasil a
enzima mais prevalente ¢ a SPM-1 (Sdo Paulo metalo-f-lactamase) (PICOLE et al.,2008),
cuja a disseminagdo epidémica foi evidenciada por Gales et al. (2003), que identificou genes
blagpni-1 em 1solados de P. aeruginosa provenientes de municipios de diferentes regides do
pais. Até recentemente a enzima SPM-1 so6 havia sido encontrada em P. aeruginosa e parecia
estar restrita ao Brasil, entretanto em 2010, foi publicado o primeiro relato de infecgdo
causada por P. aeruginosa SPM-1, isolada em 2007 de um paciente suico quem havia
recebido atendimento em um hospital universitario de Recife (SALABI et al., 2010).

Hé também outro subgrupo em particular de B-lactamase do tipo carbapenemase, as
metalo-B-lactamases (Classe B), produzidas principalmente por Pseudomonas aeruginosa,
que conferem resisténcia aos carbapenémicos (imipenem e meropenem), os quais constituem
as principais drogas para o tratamento de Gram negativos multirresistentes (MASUDA et al.,
1992). Em isolados de P. aeruginosa produtores de MBL no Brasil, tem sido relatada a

presenca de IMP e VIM, porém o principal problema se concentra em isolados produtores de



enzimas SPM-1, que parecem ser endémicos e responsaveis por altos indices de mortalidade
(FILHO et al., 2002).

As cepas bacterianas que produzem as enzimas do tipo KPC/ESBL da classe A de
Ambler e 2b de Bush-Jacob-Medeiros sdo resistentes a amoxicilina e a ticarcilina e
apresentam susceptibilidade reduzida a piperacilina. Essas enzimas sdo inibidas por outros -
lactamicos denominados de inibidores de P-lactamase como sulbactam, tazobactam e acido
clavulanico. Assim, as cepas que as produzem sdo sensiveis as associagdes dos B-lactamicos
mais inibidores de f-lactamases (LIVERMORE et al., 1991).

A primeira classe de largo espectro a ser identificada das P-lactamases (ESBLs),
ocorreu na Europa em 1980, com a capacidade de hidrolisar e causar resisténcia as
penicilinas, as cefalosporinas (cefuroxima, cefotaxima, ceftazidima, cefepime e cefpiroma) e
monobactamicos (aztreonam). Nao sdo ativas contra as cefamicinas (cefotetan e cefoxitina),
aos inibidores das B-lactamases e carbapenémicos. Essas enzimas sdo mediadas por genes de
plasmidios e sdo derivadas das enzimas TEM-1, TEM-2, SHV-1, PER-1 ¢ VEB-1 (LOPES et
al., 2011). A existéncia de P. aeruginosa produtora de ESBL representa um grande desafio na
pratica clinica (PICAO et al., 2007). Paralelamente, a utiliza¢do de imipenem ou meropenem
para o tratamento de infec¢des causadas por P. aeruginosa produtoras de ESBL pode
estimular a selecdo de amostras que apresentem alto grau de resisténcia a essas drogas,
favorecendo assim o surgimento de cepas multirresistentes. Por ultimo, os testes disponiveis
para detectar a produgdo de ESBL no laboratério clinico ndo apresentam alta eficacia quando
aplicados a P. aeruginosa (GALES et al., 2007).

Ha também as P-lactamases conhecidas como cefalosporinases cromossomais ou
AmpC, que s@o enzimas codificadas por genes de origem cromossomica ou plasmidial. As
AmpC mediadas por plasmideos sdo derivadas das enzimas blacny, blanir, blaniox, blapat,

blavox, blapna, blaact, blascc e blacrs. Essas P-lactamases sdo capazes de hidrolisar



penicilinas, monobactamicos e cefalosporinas de até 3° geracgdo, inclusive cefamicinas, sendo
que a resisténcia a cefoxitina € o principal marcador da expressdo de AmpC (JACOBY et al.,
1991).

As PB-lactamases da classe C sdo produzidas por varios membros da familia
Enterobacteriaceae, incluindo as espécies FEnterobacter, Morganella morganii, Citrobacter
freundi, assim como Pseudomonas aeruginosa e FEscherichia coli produzindo
cefalosporinases, que se manifesta de maneira constitutiva, em niveis baixos e ndo apresenta
acdo contra os outros antibidticos B-lactamicos (NORMARK et al., 1986).

Outras B-lactamases com efeito nos carbapenémicos sdo codificadas por genes de
origem cromossdmica ou plasmidial. As carbapenemases de origem cromossomica $3o
derivadas de genes SME, NMC e IMI e descritas nas espécies Serratia marcescens e
Enterobacter cloacae. Ja as carbapenemases de origem plasmidial sdo derivadas dos genes
KPC e GES e descritas na espécie Klebsiella pneumoniae, mas também sdo encontradas em
outras espécies da familia Enterobacteriaceae, além de BGN-NF, como P. aeruginosa
(QUINN et al., 1988).

Sabe-se que ha um aumento do nuimero de relatos de linhagens produtoras de [-
lactamases e a disseminacdo de genes de resisténcia, em uma ampla variedade de
microrganismos, em diferentes regides geograficas (BERTONCHELI et al., 2008). Isto torna
importante a detec¢do dessas enzimas, para que medidas de controle de infec¢do hospitalar
possam ser implementadas (BERTONCHELI et al., 2008).

Dessa forma a analise das principais enzimas que tem interferido progressivamente no
perfil de resisténcia aos antibidticos mais usados na pratica clinica e para tratamento de
infecgdes por P. aeruginosa, comparados com os fatores que contribuem para a sua alta
prevaléncia, tem como proposito melhorar o direcionamento da terapia empirica, diminuindo

a selecdo e disseminagdo de patogenos multirresistentes.



2. Objetivos

2.1  Objetivo Geral

Avaliar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos em P. aeruginosa bem como a
expressdo de B-lactamases, com base em testes fenotipos.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar a ocorréncia de infec¢des por P. aeruginosa em pacientes de UTI e nao-UTI,
bem como o perfil de resisténcia;

Classificar as amostras em multirresistente (MDR), extensivamente resistente (XDR) e
pan-resistente (PDR) aos antimicrobianos;

Detectar a presenga dos seguintes fenotipos de resisténcia: ESBL (B-lactamase de
expectro ampliado), pelo método de disco de aproximagdo, AmpC induzido, pelo teste “D” e

metalo-B-lactamases, pelo teste de duplo disco.



3. Metodologia

3.1 Desenho do estudo

Foi realizado um estudo retrospectivo transversal por meio de um levantamento de 44
amostras de Pseudomonas aeruginosa, resistentes aos carbapenémicos, no periodo de agosto
de 2013 a agosto de 2015, isolados em infecg¢Bes de corrente sanguinea e pneumonia.

Foram utilizadas as defini¢des segundo Magiorakos et al. (2012) como:

MDR: (Multi/droga/ resistente) resistente a mais ou menos e igual a um agente em trés
ou mais categorias antimicrobianas;

XDR: (Extensivamente resistente) resistente a um ou mais agentes em todos, exceto
duas ou menos categorias;

PDR: (Pan- Resistente) resistente a todos os agentes antimicrobianos.

3.2 Reativagdo das Amostras

3.2.1 Armazenamento das amostras

As amostras foram estocadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI), acrescido de 15%

de glicerol em freezer a -20°C, no Laboratério de Bacteriologia, do Instituto de Ciéncias

Biomédicas da Universidade Federal de Uberlandia.

3.2.2 Descongelamento

Todas as amostras selecionadas foram reativadas por esgotamento por estria em Agar

Pseudomonas, incubadas a 37°C por 24 horas, para obteng@o de colonias isoladas.
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3.3  Antibiograma

As amostras foram submetidas a testes de susceptibilidade aos antimicrobianos pelos
métodos de disco-difusdo (Kirby- Bauer), concentrag@o inibitoria minima (CIM) ou os mais
recentes por Espectrometria de massa (Maldi-Tof®) para os seguintes antimicrobianos:
Amicacina, Ampicilina-Sulbactan, Aztreonam, Cefepime, Levofloxacina, Ceftazidima,
Ciprofloxacina, Gentamicina, Piperacilina-Tazobactam, Tobramicina, Tretraciclina,
Ceftriaxona, Imipenem, Meropenem, e Polimixina B. Todos os testes foram realizados pelo

laboratério credenciado ao hospital e os resultados recuperados para este estudo.

3.4  Preparo do indculo

As suspensdes bacterianas preparadas em solugdo salina a 0,85% e ajustadas a escala
0,5 de McFarland foram semeadas na superficie de Agar Mueller Hinton, com o auxilio de um
swab estéril. Apos este procedimento, quando a superficie do agar estivesse seca, discos de
antimicrobiano foram dispensados sobre a superficie, com o auxilio de uma pinga estéril,
fazendo uma leve pressdo sobre os mesmos para fixa-los ao meio, como recomendadas pelo

CLSI (2014).

3.4.1 ESBL

A producdo de ESBL foi avaliada pelas técnicas fenotipicas de duplo difusio ou disco-
aproximagao, por meio da utilizagdo dos seguintes discos ceftazidima (30 pg), ceftriaxona (30
ug), aztreonam (10 pg), cefepime (30 pg) e amoxicilina com acido clavulanico (10/100 pg),
este no centro da placa e distante a 20 mm (de centro a centro) dos demais antibioticos,

incubados a 37°C por até 24 horas o aumento do didmetro do halo de inibig¢do ou o
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aparecimento da zona fantasma, distor¢do do halo ao redor do disco do [B-lactdmico
combinado, demonstrando sinergismo, indica a presenga de uma amostra produtora de ESBL

(NEVES etal., 2011).

3.42 AmpC

A deteccdo de B-lactamases do tipo AmpC, foi realizada por meio do teste D, onde
foram utilizados discos de ceftazidima (30ug), cefoxitina (30ug) e ceftriaxona (30ug),
dispostos nesta ordem e equidistantes 20 mm (de centro a centro) de cada antibiotico,
incubado a 37°C por até 24 horas. Sendo caracterizada presenga de um antagonismo entre o
indutor (cefoxitina) e um dos substratos caracterizando a forma de um D, como teste positivo

(ANDRADE et al., 2007).

3.4.3 Teste do Duplo-Disco

A suspensdo da bactéria foi inoculada sobre a superficie de placas de Agar Muller-
Hinton, com auxilio de swab estéril e entdo colocado um disco branco inoculado com 5ul de
solugcdo de EDTA 0,5 M, posicionado a uma distancia de 10 mm do disco de ceftazidima e
imipenem, e entdo incubado por 24 horas a 37°C (NEVES et al., 2011).

O resultado foi considerado positivo para presenca metalo-B-lactamases (MBL)
quando observada distor¢@o e ou/ aumento no halo de inibi¢do do antimicrobiano onde houver

a difusdo do agente quelante (EDTA) (NEVES et al., 2011).

3.5 Analise de dados
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As analises foram realizadas por tabulag@o dos dados e testes de sensibilidade em uma
planilha do Excel (Microsoft™). Foram realizados os testes estatisticos de Qui-quadrado
(Tabela 2x2) ou Exato de Fisher, quando o n foi igual ou menor que 5, considerando o
intervalo de confianga de 95% e P<0,05, utilizando o programa BioEstat 5.3.

4. Comité de Etica

Este estudo faz parte de um estudo maior que foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) da Universidade Federal de Uberlandia, sob o registro numero 463.877 de

2013 (ANEXO I).
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5. Resultados

Foram recuperadas um total de 44 amostras clinicas de P. aeruginosa, sendo 30 de
pacientes internados nas UTIs e 14 pacientes de outras unidades ndo de terapia intensiva.

P. aeruginosa foi causador de infecgdes em 50% dos pacientes de ambos os sexos
feminino e masculino, destacando a idade entre 51 e 75 anos (52,3%). A maioria das
infecgdes ocorreu no ano de 2013 (63,6%) predominando as pneumonias (72,7%).

A ocorréncia de infec¢do em individuos menores de 25 anos foi maior fora da UTI (P=
0,0027), porém, entre idade de 51 a 75 anos a ocorréncia foi maior dentro das UTIs

(P=0,0088). Como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1 — Distribui¢@o do perfil das amostras de Pseudomonas aeruginosa, quanto os dados

demograficos dos pacientes e distribui¢do das infecgdes.

Variaveis UTI Nao UTI P Total
N= 30 (%) N= 14 (%) (IC 95%) N =44 (%)
Sexo
F 16 (53,3) 6 (42,9) 0,51 22 (50,0)
M 14 (46,7) 8 (57,1) 0,51 22 (50,0)
Idade
0 —25 anos 0(0,0) 3(21,4) 0,027* 3(6,8)
26 — 50 anos 4 (13,3) 2(14,3) 1,000 6 (13,6)
51 —75 anos 20 (66,7) 3(21,4) 0,0088* 23 (52,3)
> 76 anos 6 (20,0) 6 (42,9) 0,11 12 (27,3)
2013 18 (60,0) 10 (71,4) 0,46 28 (63,6)
2014 9(30,0) 3(21,4) 0,55 12 (27,3)
2015 3 (10,0) 1(7,1) 0,75 4(9,1)
Sitio/infeccao
Sangue 10 (33,3) 2(14,3) 0,18 12 (27,3)
Pulmao 20 (66,7) 12 (85,7) 0,18 32 (72,7)

UTI: Unidade de Terapia Intensiva; F: Feminino; M: Masculino; IC: Intervalo de confianga;
*: estatisticamente significante (P<0,05).

Quando avaliado o perfil de resisténcia das amostras de P. aeruginosa, destaca-se a

resisténcia a levofloxacina em 91%, ciprofloxacina de 88,6%, gentamicina de 81,8%,

Piperacilina associado a Tazobactam e cefepime, com 75% cada. A resisténcia aos

carbapenémicos foi de 100%, mas era critério de inclusdo das amostras. A propor¢do de
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resisténcia dentro e fora da UTI foi igual para todos os antimicrobianos e classes (£>0,05)

(Tabela 2).

Tabela 2- Perfil de resisténcia das 44 amostras de Pseudomonas aeruginosa, frente as classes

e drogas de antimicrobianos.

UTI Niao UTI P Total
Antimicrobiano
N= 30 (%) N= 14(%) IC(95%) N= 44 (%)
Cefalosporinas (betalactimicos) 24 (80,0) 11 (78,6) 0,91 35 (79,5)
Cefepime 23 (76,7) 10 (71,4) 0,70 33 (75,0)
Ceftazidima 19 (63,3) 10 (71,4) 0,59 29 (65,9)
Betalactaimicos + inibidor 25 (83,3) 11 (78,6) 0,70 36 (83,7)
Piperacilina + Tazobactam 23 (76,7) 10 (71,4) 0,70 33 (75,0)
Ticarcilina + Ac. Clavulanico 24 (82,8) 10 (71,4) 0,39 34 (79,1)
Carbapenens (betalactamicos) 30 (100,0) 14 (100,0) - 44 (100,0)
Imipenem 29 (96,7) 14 (100,0) 0,48 34 (97,7)
Meropenem 29 (96,7) 14 (100,0) 0,48 34 (97,7)
Monobactamicos (Aztreonam) 21 (70,0) 11 (78,6) 0,55 32(72,7)
Aminoglicosideos 24 (80,0) 12 (85,7) 0,64 36 (81,8)
Amicacina 12 (40,0) 6(42,9) 0,85 18 (40,9)
Gentamicina 24 (82,8) 12 (85,7) 0,64 36 (81,8)
Fluorquinolonas 28 (96,6) 12 (85,7) 0,41 41 (93,3)
Ciprofloxacina 27 (90,0) 12 (85,7) 0,67 39 (88,6)
Levofloxacina 24 (82,8) 13 (92,9) 0,97 40 (91,0)
Polimixina B 0 (0,0) 1(7,1) 0,13 1(2,3)

UTTI: Unidade de terapia intensiva; IC: Intervalo de confianga.
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As amostras foram classificadas em multirresistentes (36,4%) e extensivamente
resistentes em (59,1%), com 2,3% sensiveis a quase todas as classes. Para as amostras das
UTTIs encontrou-se 60,0% de XDR, enquanto fora delas os MDR em 36,4%, como observado
na Tabela 3. A propor¢do de MDR e XDR foi & mesma dentro e fora da UTI (P=0,61) e

apenas uma amostra tinha o perfil de ser PDR (pan-resistente).

Tabela 3- Relacdo entre as amostras de P.aeruginosa MDR e XDR e sua distribui¢do espacial

no Hospital e maternidade Municipal de Uberlandia, na cidade de Uberlandia, Minas Gerais.

Variaveis UTI Niao UTI P Total

N=30(%) N=14(%) (IC95%) N=44(%)

MDR 12 (40,0) 4 (28,6) 0,61 16 (36,4)
XDR 18 (60,0) 8 (57,1) 0,85 26 (59,1)
Sensivel 0 (00,0) 1(7.,1) 0,13 1 (2,3)
PDR 0 (00,0) 1(7,1) 0,13 1(2,3)

UTIL: Unidade de terapia intensiva, IC: Intervalo de confianga;, XDR: Extensivamente
resistente; MDR: Multirresistente; PDR: Pan- resistente.

Encontramos em 2,3% dos isolados de P. aeruginosa o mecanismo de AmpC, 13,6%
de ESBL e 13,4% de Metalo-f-lactamase. A analise dos dados ndo demonstrou diferenca na
prevaléncia de infecg¢les por P. aeruginosa se compararmos os resultados da UTI e Nao UTIs,
sendo a ocorréncia de MBL+ ESBL em 25,0% ¢ MBL+ AmpC em 13,6%. Os trés perfis em
uma mesma amostra, ocorreu em 27,3% e nenhum destes perfis fenotipicos na maioria das

amostras (79,5%), como mostrado na tabela 4.
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Tabela 4 — Perfil de resisténcia das amostras de P. aeruginosa produtoras de f-lactamases.

Producio de enzimas UTI Niao UTI P Total
(B-lactamases) N=30(%) N=14(%) AC9I5%) N=44(%)
AmpC 13,3) 0(0,0) 0,48 1(2,3)
ESBL 4(13,3) 2(14,3) 0,93 6 (13,6)
MBL 3 (10,0) 2(14,3) 0,67 5 (13,4)
AmpC+ESBL 5(16,7) 2(14,3) 0,84 7 (15,9)
AmpC+MBL 4 (13,3) 2(14,3) 0,93 6 (13,0)
ESBL+MBL 7 (23,3) 4(13,3) 0,70 11 (25,0)
AmpC + ESBL + MBL 8 (26,7) 4 (28,6) 0,89 12 (27,3)
nenhuma das trés 25 (83,3) 10 (71,4) 0,36 35(79,5)

UTTI: Unidade de terapia intensiva; IC: Intervalo de confianc¢a; ESBL: B-lactamase de espectro

estendido; AmpC: B-lactamase AmpC; MBL: metalo-B-lactamase.
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6. Discussao

No Brasil, a Portaria N°2.616/1998 do Ministério da Saude considera as IRAS como
um risco significativo a saude dos usuarios dos servigos hospitalares, definindo-as como
qualquer infec¢do adquirida apds a admissdo do paciente no servigo de saide, manifestadas
apos admissdo, ou quando relacionada a procedimentos invasivos (BRASIL, 1998).

Um estudo realizado em hospitais da Bélgica, em pacientes com IRAS, revelou que o
maior foco de infecgdo comumente era o trato respiratorio, seguido pela infec¢do da corrente
sanguinea (VICENT et al., 2003). Porém também sdo relatados casos de infecgdes do trato
urinario, meningites, infec¢des de feridas cirtrgicas, epidermites, endocardites e celulites
(ERBAY et al., 2003). Assemelhando-se a outro estudo, a pneumonia predominou, com taxa
de 29%, seguida de 27% da infec¢do de corrente sanguinea, 17% do trato urinario, 11%
relacionados aos uso de cateter central e 9% de sitio cirurgico (BRADFORD et al., 2001).
Neste estudo também revelaram dados de episddios de infec¢des do trato respiratorio, como
as mais predominantes em 73%, e as infec¢des de corrente sanguinea responderam a 28%.

A infecgdo respiratoria é ocasionada, principalmente, devido a imunossupressdo do
paciente, inoculagdo do patogeno no trato respiratorio ou a alta viruléncia do microrganismo
(SNYDER et al., 2007). E considerada a principal causa de dbitos, variando entre 20% a 70%,
sendo a mortalidade menor nos casos de bactérias sensiveis aos medicamentos € associada ao
pior prognodstico quando causado por P. aeruginosa (RODRIGUES et al., 2010).

Dados da literatura demostram que a idade dos pacientes de 56 a 97 anos coincide com
uma maior prevaléncia de infec¢des hospitalares (BLOT et al., 2002). No presente estudo,
houve maior prevaléncia de individuos infectados por P. aeruginosa com idade de 0 a 25
anos, nas enfermarias ou ambulatérios (P=0,027), porém a maior prevaléncia de infecgdes nas

UTTIs foram em pacientes de idade avangada (P=0,0086).
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O perfil de infecgdes que ocorre em UTI se diferencia das que ocorrem em outros
setores, ndo somente devido a frequéncia e sitio de infecgdo, como também pelos
microrganismos envolvidos. O hospital estudado conta com 258 leitos, entre os quais 45 sdo
de tratamento intensivo, e apresentou maior numero de amostras com perfil XDR (60%).

Neste estudo encontrou-se taxas de resisténcia entre isolados de P. aeruginosa acima
de 80% para cefalosporinas de 3% e 4* geracdo e fluorquinolonas, taxas maiores do que as
relatadas por Caselli e colaboradores (2010), demostraram frequéncias de resisténcia de 18%
para fluorquinolonas e aproximadamente 30% para as cefalosporinas de 3% e 4* geragdo. Ja os
B-lactamicos associado a inibidor e aminoglicosideos apresentaram taxas ainda mais elevadas.
Dantas (2011) mostrou que isolados de P. aeruginosa foram resistentes a ceftadizima e/ou
carbapenémicos em 59,6% e esses apresentaram altas taxas de resisténcia ao aztreonam,
cefepime, gentamicina e fluorquinolonas. No entanto apenas 18% dos microrganismos foram
resistentes a amicacina e ndo houve resisténcia a Polimixina B.

As polimixinas s3o antibioticos polipeptidicos com potente agdo sobre varias bactérias
Gram negativas. O seu uso foi praticamente abandonado entre 1970 e 1980, em virtude do
aparecimento de drogas com menor toxicidade, pois o seu principal efeito adverso € a
nefrotoxicidade, e com a auséncia de novos antimicrobianos para combater esses patdgenos,
renovou-se o interesse pelas mesmas nos ultimos anos. Atualmente, somente as polimixinas B
e E sdo usadas na pratica clinica, a ultima conhecida como colistina com menor
nefrotoxicidade, sendo um dos compostos mais estudados e utilizados (MENDES et al.,
2009). No presente estudo, surpreendentemente encontrou-se resisténcia a Polimixina B em
2,3% na mesma cidade e anos depois do estudo de Dantas (2011).

O conhecimento do perfil de resisténcia aos antimicrobianos das bactérias, de um
hospital € essencial para orientar o tratamento adequado aos pacientes. Isso ¢ especialmente

importante para os mais graves, j4 que o tratamento normalmente ¢ instituido antes do
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resultado das culturas (MEYER et al., 2011). P. aeruginosa ¢ considerada um dos patdégenos
mais problematicos entre as bactérias Gram negativas causadoras de infecgdes hospitalares,
principalmente por sua extraordindria capacidade de aquisi¢do, emergéncia e disseminagdo de
resisténcia (LIVERMORE et al., 1991).

Atualmente, as principais P-lactamases de interesse clinico sdo as de espectro
estendido (ESBL), metalo-f-lactamase (MBL) e B-lactamases de classe C (AmpC) (MEYER
et al, 2011). Tem sido descrito a presenga de um grupo particular de B-lactamases com um
largo espectro de atividade, estas enzimas pertencem a classe B de Ambler, que sdo
codificadas por genes plasmidiais sendo conhecidas como metalo-p-lactamase (MBL) por
fazerem parte de um Unico grupo entre as B-lactamases que necessitam de cations divalentes
(Zn*") no seu sitio ativo, para servirem como cofatores enziméticos no mecanismo de inibigao
destes antibioticos (JACOBY et al., 2005). A produgdo de metalo-f-lactamase € o principal
mecanismo de resisténcia encontrado em amostras de Pseudomonas aeruginosa (CIPRIANO
et al., 2007). Nossos dados mostram a produgdo desta enzima em 13% desses isolados.

Dados do SENTRY apontam resisténcia elevada e crescente aos carbapenémicos entre
algumas amostras de P. aeruginosa de sangue em hospitais da América Latina, incluindo o
Brasil, relatando taxas no ano de 1997 de 23% e 17% para imipenem e meropenem,
respectivamente (GALES et al., 2012). Ha estudos que relatam que o fen6tipo de resisténcia €
justificado pela presenca de um ou mais genes de resisténcia a outras classes de antibidticos
como fluorquinolonas e aminoglicosideos (CEZARIO et al., 2009).

Os carbapenémicos sdo considerados os mais potentes antimicrobianos usados no
tratamento de infec¢des por P. aeruginosa devido a sua estabilidade a hidrolise ocasionada
pela maioria das P-lactamases, incluindo as de espectro ampliado (ESBLs) e também por
apresentarem uma maior capacidade de penetragio na maioria dos sitios de infecgdo

(LIVERMORE et al., 1991). Nao sendo indicados com primeira escolha de tratamento
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empirico de infec¢des comunitarias e hospitalares, pois devem ser utilizados apenas no
tratamento que exista uma forte suspeita de microbiota aerobia e anaerdbia ou infecgdes
causadas por microrganismos MDR (MITT et al., 2009).

As B-lactamases do tipo ESBL sdo de largo espectro, tendo capacidade de hidrolisar e
causar resisténcia a penicilinas, do grupo Oxacilinases (OXA) (cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, ceftadizima, cefepime, cefpiroma e cefalosporinas) e aos monobactamicos
(aztreonam), ndo sendo ativas contra carbapenémicos, cefotetan e cefoxitina (LIVERMORE
et al., 1991). Neste estudo foram observadas taxas de quase 14% entre os isolados produtores
de ESBL. Sabemos também que a descri¢do de ESBLs em amostras P. aeruginosa é cada vez
mais comum, no entanto representa um grande desafio para os laboratorios, ja que o teste que
¢ utilizado para sua deteccdo em enterobactérias ndo apresentam sensibilidade e
especificidade satisfatdrias quando aplicados a P. aeruginosa (CEZARIO et al., 2009). Essa
dificuldade ¢ consequéncia de diferentes fatores, como a presenca de [-lactamases
cromossomais do tipo AmpC, que inativam as cefalosporinas de amplo espectro e ndo sdo
inibidas pelos inibidores de B-lactamases. As enzimas AmpC podem mascarar a presenca de
ESBL favorecendo a ocorréncia de resultados falsos-negativos (SADER et al.,2004).

As B-lactamases do tipo AmpC (grupo 1 da classificagdo de Bush-Jacoby-Medeiros)
sdo capazes de hidrolisar as cefalosporinas de 1* e 2% gera¢do, mais pouco eficazes em
hidrolisar as de 3% e 4* gerag¢@o e os carbapenémicos, cuja producdo pode ser constituida ou
induzivel (JACOBY et al., 2005). A presenca do gene de indugdo esta relacionada a resultado
de falsa sensibilidade na realizagdo dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
(MASUDA et al., 1992). Nesta investigagdo foi observado uma taxa de 2% das amostras
produtoras de AmpC. A produgdo desta enzima nos microrganismos do grupo CESP

(Citrobacter, Enterobacter, Serratia, Providencia) e em P. aeruginosa mostram 80,0% e
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100%, respectivamente de resisténcia a cefoxitina, sendo um dos marcadores da AmpC
(ZAVASCKI et al., 2005).

A P. aeruginosa tem importancia clinica por caracterizar a expressdo de
multirresisténcia associadas aos antibacterianos, com elevados indices de morbidade e
mortalidade (LOPES et al., 2013). Observa-se usualmente a associagdo da resisténcia multipla
antibiotica com o aumento do risco de falha no tratamento em pacientes (SUBHA et al.,
2003). A disseminacdo de infecgOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) frequentemente
advém da contaminagdo cruzada. A via mais comum de transferéncia de patogenos ocorre
pelas maos de profissionais de saude e os seus pacientes (BERTONCHELI et al., 2008).

A emergéncia de bactérias MDR como a P. aeruginosa aumentam a necessidade de
cuidados extras devendo ser tomados pelos hospitais, como manter as m3os dos profissionais
sempre limpas (WILLIAMS et al., 1999). E necessario também reforcar a necessidade de
aprimorar as estratégias de prevengdo e controle de infec¢des, incluindo politicas para
utilizagdo dos antimicrobianos, com possivel isolamento dos pacientes com P. aeruginosa
resistente aos carbapenémicos e uso de EPIs, como recomendados para manter a precaugao

padrdo e seguranga do paciente.
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7. Conclusio

o A ocorréncia de infecgdes por P. aeruginosa resistente aos cabapenémicos foi mais
expressiva em individuos menores de 25 anos, fora da UTL. Porem, naqueles com idade entre
51 a 75 anos foi maior nas UTIs.

o Uma vez que as amostras analisadas sdo P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos
¢ possivel inferir na relagdo producdo de metalo-B-lactamase/resisténcia aos carbapenémicos
em 13% dos isolados.

o A participagdo dos seguintes fendtipos de resisténcia: ESBL, e AmpC induzido, foi de
2,3 e 13,6%, respectivamente.

o A classificacdo das amostras em MDR e XDR foi em 59 e 36%, respectivamente e
apenas uma amostra tinha o perfil Pan- resistente 2,3%.

o A propor¢do de resisténcia dentro e fora da UTI foi igual para todos os

antimicrobianos.
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