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Resumo

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria ndo-fermentadora de glicose, em forma de
bastonete, encontrada inicialmente no solo, ¢ um microrganismo que se instalou em hospitais,
principalmente nas Unidades de Terapia Intensiva e demonstra resisténcia aos
antimicrobianos. O trabalho objetivou avaliar o perfil de resisténcia do microrganismo e
rastrear as amostras resistentes aos carbapenémicos ¢ quinolonas e a producdo de bombas de
efluxo de um hospital localizado na cidade de Uberlandia - MG. Foram analisadas 48 isolados
de P. aeruginosa, ¢ seu perfil de resisténcia da producdo de bomba de efluxo utilizando os
inibidores m-clorofenil-hidrazona e fenil-arginina-beta-naftilamida. A média de idade dos
pacientes foi 60 anos, com 54% estavam internados em UTI. A pneumonia foi a infec¢do mais
frequente neste estudo com 73%, o que € preocupante por conta do déficit da imunidade de
idosos. Bombas de efluxo foram detectadas em isolados a partir de 2016, indicando uma
disseminagdo do mecanismo de resisténcia a partir do ano citado. A idade avancada e a
internagdo tém favorecido as infecg¢des, incluindo isolados com perfil preocupante de
resisténcia, e expressao de bombas de efluxo.

Palavras-chave: infec¢do hospitalar; resisténcia aos antimicrobianos; carbapenémico;
quinolona.
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1. Introducao

A bactéria Pseudomonas aeruginosa pertence a ordem Pseudomonadales e familia
Pseudomonadaceae, uma Gram negativa ndo fermentadora da glicose em formato de
bastonete, muito encontrada no solo, mas geralmente presente em varias infec¢des humanas
(FERRAREZE et al., 2007). Carle Gessard (1850-1925) isolou-a pela primeira vez em 1882,
dando o nome de Bacillus pyocyaneus, pela caracteristica purulenta das infecgdes, mas
somente em 1890 que Albert Charrin (1856-1907) obteve um diagnostico com essa bactéria
atuando como patdgeno e iniciou-se a discussdo de sua adaptacdo no meio ambiente (BODEY
et al.,, 1983; YOUNG, 1984). O nome foi constantemente alterado para evitar engano com a
substancia piocianina, que ¢ um pigmento exclusivo da entdo denominada Pseudomonas
aeruginosa (MORRISON et al., 1984).

As infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) causada por P. aeruginosa
estdo entre as mais graves, decorrente da escassa opg¢do terapéutica para sua contencao
(NOBREGA; CARMO FILHO; PEREIRA, 2013). Apesar de comum em ambientes clinicos,
este microrganismo nao causa uma doenga especifica, podendo produzir infec¢cdes em varios
locais como no sistema respiratdrio, urindrio, sangue e até otites externas (MARTIN et al.,
1995; PELEG; HOOPER, 2010; VIEIRA; MANCINI; GONCALVES, 2010). As infec¢des de
corrente sanguinea sdo mais frequentes, em especial em pacientes com perda de tecido
cutdneo e aqueles que estio em terapia com imunossupressores (ALVAREZ et al., 2005;
MILLAN et al., 2012). Segundo Driscoll, Brody e Kollef (2007), o tratamento nao deve
demorar depois do diagndstico, e o local ou individuo da provavel infec¢dao deve ser isolado e
afastado dos outros pacientes presentes.

Entretanto a contaminagdo em ambiente hospitalar ¢ comum, porque P. aeruginosa
esta sob continua pressdo seletiva em ambientes hospitalares e por isso ser considerada, pela
comunidade cientifica internacional, um patdogeno multirresistente (SANTOS; NOGUEIRA;
MENDONCA, 2015).

A elevada resisténcia aos antimicrobianos no ambiente hospitalar ¢ potencialmente
perigosa, em especial nas Bactérias Gram negativas, que sdo os patdogenos mais frequentes
como causadores das infecgdes da corrente sanguinea, particularmente nos pacientes na
Unidade de Terapia Intensiva (UTT) (NOBREGA; CARMO FILHO; PEREIRA, 2013). A
transmissdo de microrganismos no ambiente hospitalar pode ser originada do manejo dos
profissionais da saude com os pacientes, visto que culturas de bactérias provenientes de maos

ndo lavadas ao tocar macanetas e objetos estejam contaminadas com Gram negativas,



incomum para a microbiota da pele (WIDMER et al., 1993; ALONGE; AUWAL; ABOH,
2019).

Um antibi6tico, sendo antibacteriano, ¢ uma molécula capaz de matar ou impedir o
desenvolvimento de microrganismos. A molécula antimicrobiana mais conhecida e utilizada
na area clinica ¢ a penicilina do grupo dos B-lactamicos, de origem no fungo Penicillium spp.
(PEREIRA; PITA, 2005). Além desse, ha os carbapenémicos, utilizados na maior parte dos
tratamentos por conta de seu amplo espectro (SEIJA; VIGNOLI, 2006). Ja as quinolonas
surgiram de uma sintese da cloroquina e suas propriedades antibacterianas, sdo interessantes
por atuarem tanto em bactérias Gram positivas quanto em espécies Gram negativas, inibindo a
enzima participante da replicacdo do DNA (TERP; RYBAK, 1987; SOUZA, 2005).

P. aeruginosa apresenta diversificados mecanismos de resisténcia a muitos
antimicrobianos (ZHANEL et al., 2007). Como por exemplo, a producdo de B-lactamases do
tipo AmpC, metalo-p-lactamase, que sdo enzimas que hidrolisam o B-lactamico; alteragdes
nos sitios de ligacdo da DNA girasse e influenciando na resisténcia contra quinolonas e
fluorquinolonas; bombas de efluxo que comumente expulsam grupos como [-lactamicos,
fluorquinolonas e aminoglicosideos (LOMOVSKAYA et al., 2001; LIVERMORE, 2002;
POOLE, 2011).

Um mecanismo de transporte ativo para o exterior da célula, denominado bomba de
efluxo, ¢ responsavel pela impermeabilidade a maioria dos antibidticos e desinfetantes
(NEVES et al, 2011). Isto porque, os sistemas de efluxo com substrato de largo espectro
podem ser vistas como uma vantagem adaptativa em comparagdo com bombas mais
especificas, que sO6 conferem resisténcia a agentes antibacterianos unicos. Em vérios
ambientes, as bactérias enfrentam biocidas, antissépticos, peptideos antimicrobianos e
detergentes, que favorecem o surgimento de cepas bem adaptadas e apresentando
superexpressdo dos sistemas de efluxo (PAGES; MASI; BARBE, 2005).

O sistema de efluxo em P. aeruginosa pertence a familia RND (Resistance—
nodulation—division), que codificam as bombas de efluxo (Mex) das quais quatro ja foram
caracterizada: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM, relacionados a
resisténcia a muitos antibidticos, como fluorquinolonas, [-lactdmicos, tetraciclinas,
macrolideos, clorafenicol, novobiocina, trimetoprim e sulfonamidas. Esta familia abrange as
Gram negativas por conta das membranas plasmatica e externa, e como caracteristica
intrinseca apresenta baixa especificidade de substrato, por isso sdo capazes de transportar uma

ampla variedade de compostos (MOREIRA; SOUZA; MORAES, 2004; SUBHADRA; OH;



CHOI, 2019). Cada bomba tem um substrato antimicrobiano e as fluorquinolonas sdo
substratos universais para todas as bombas do tipo Mex (POOLE, 2001; NEVES et al., 2011).

Os sistemas de efluxo de multiplas drogas sdo particularmente, uma preocupacao para
o tratamento de pacientes com infeccdes bacterianas, pois os substratos destes sistemas
incluem antimicrobianos usados para terapia anti-infecciosa. A exposi¢do a um substrato da
bomba de efluxo pode favorecer sua superexpressdo e como consequéncia, uma resisténcia
cruzada para todos os outros substratos antimicrobianos (MOREIRA; SOUZA; MORAES,
2004).

Apesar de existir métodos de deteccio fenotipica de resisténcia, principalmente para
enzimas P-lactamases em P. aeruginosa, testes moleculares sdo necessarios para uma
confirmacao incontestavel. Para isto, o método mais comum ¢ a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) (GONCALVES et al., 2009; LARANJEIRA et al., 2010).

Uma estratégia para a pesquisa laboratorial de bombas de efluxo tem sido baseada no
uso de inibidores com substratos antimicrobianos. Sdo inibidores de bombas o cianeto de
carbonila m-clorofenil-hidrazona (CCCP) e o fenil-arginina-beta-naftilamida (PABN)
(NEVES et al., 2011). Nenhum dos inibidores de efluxo estd em uso clinico, no entanto,
alguns deles tém sido utilizados para determinar a prevaléncia de efluxo em isolados clinicos
(PAGES; MASI; BARBE., 2005).

Efluxo de multiplas drogas ¢ um assunto relativamente recente na pesquisa cientifica.
Novas descobertas e novos dados sdo esperados, a fim de trazer informagdes valiosas para
definir o papel desse mecanismo e sua relevancia ecoldgica e clinica na resisténcia a
antibioticos (MOREIRA; SOUZA; MORAES, 2004).

P. aeruginosa esta presente na maior parte dos hospitais e se tornou uma das maiores
preocupagdes da comunidade cientifica por conta de sua multirresisténcia, incluindo a
producdo de bombas de efluxo, mecanismo de resisténcia, pouco conhecido. Portanto, além
de trazer novas informagoes, o presente trabalho ird contribuir para a atual discussao do
assunto, visto que o numero de infeccdes por P. aeruginosa estd aumentando, causando

infecgdes, especialmente em ambiente hospitalar.



2. Objetivos

2.1. Geral
Avaliar o perfil de resisténcia ¢ a producdo de bomba de efluxo de P. aeruginosa
isoladas de infec¢des graves do Hospital Municipal de Uberlandia, em especial das Unidades

de Terapia Intensiva (UTI) nos anos de 2013 a 2017.

2.2. Especificos

Analisar estatisticamente as caracteristicas sociodemograficas dos pacientes
infectados.

Comparar a prevaléncia de pneumonia e infec¢do de corrente sanguinea.

Investigar o perfil de resisténcia das amostras aos antimicrobianos tradicionais.

Rastrear os isolados resistentes a quinolonas e carbapenémicos por produgdo de
bombas de efluxo utilizando testes com inibidores.

Observar a ocorréncia quanto ao tipo de infecgdo, local e ano de coleta com a

resisténcia.
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3. Material e métodos

3.1. Local de estudo

As amostras do estudo foram coletadas de pacientes admitidos no Hospital e
Maternidade Municipal Dr. Odelmo Ledo Carneiro, localizado na cidade de Uberlandia,
Minas Gerais.

O hospital dispoe atualmente de 258 leitos, sendo 30 da UTI adulto e 25 da UTI
Neonatal. Além de atendimentos rotineiros, o hospital também realiza cirurgias do aparelho
digestivo, toracico, vascular, urologia, ginecologia/obstetricia, ortopedia e traumatologia.

As amostras foram coletadas e identificadas pelo laboratorio contratado pelo hospital,
0 Check-Up Medicina Laboratorial.

As andlises apresentadas a seguir foram feitas no Laboratorio de Pesquisa em
Bacteriologia - LABAC, do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), da Universidade
Federal de Uberlandia.

3.2. Amostras
As amostras estudadas sdo isoladas de Pseudomonas aeruginosa resistentes a algum
dos carbapenémicos, coletadas de 2013 a 2017, que estdo Laboratorio de Pesquisa em

Bacteriologia - LABAC, congelados a -20°C.

3.3. Identificagdo e Antibiograma

A identificacdo e o resultado dos testes de susceptibilidade foram recuperados dos
prontuarios de pacientes.

Os antimicrobianos testados foram amicacina, aztreonam, cefepime, ceftazidima,
ciprofloxacina, piperacilina/tazobactam, ticarcilina/dcido  clavulanico, tobramicina,
gentamicina, imipenem, meropenem e polimixina B. Através do teste de disco dispersao A
classificagdo do perfil de resisténcia foi dividida em resistente ou sensivel, sendo o
intermediario classificado com resistente.

As amostras foram classificadas quanto ao perfil de resisténcia em MDR (Multidrug-
resistence — resisténcia a um ou mais agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos),
XDR (Extensively drug-resistant — resisténcia a um ou mais agente em todas as categorias de
antimicrobianos, exceto em uma ou duas) e PDR (Pandrug-resistant — resisténcia a todos os

agentes antimicrobianos), segundo MAGIORAKOS et al. (2012).
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3.4. Pesquisa de bomba de efluxo

Para reativacdo das amostras, foi necessario descongelar e cultiva-las em caldo Tryptic
Soy Broth (TSB), incubadas a 35° C por 24 horas e depois transferidas ao Tryptic Soy Agar
(TSA), pelo método de esgotamento por estrias e incubadas a 35° C de 18 a 24 horas.

O in6culo bacteriano foi preparado adicionando 3 a 4 colonias em solug¢do salina a
0,85%, obtendo a turvagdo equivalente ao tubo de 0,5 em escala de McFarland. Em seguida,
com auxilio de um swab, embebido na suspensdo, o indculo foi semeado em placa com agar
Muller-Hinton contendo o inibidor (m-clorofenil-hidrazona - CCCP ou fenil-arginina-
betanaftilamida - PABN) e em outra placa do mesmo agar sem inibidor. Logo apds, um disco
dos antibidticos correspondentes para cada inibidor foi depositado na superficie do agar e
incubados a 37°C de 18 a 24 horas (GEORGIOS et al., 2014). As condi¢gdes de cada inibidor
foram indicadas no quadro abaixo.

Quadro 1 — Relagdo de inibidores e substratos para o ensaio de bomba de efluxo.

Inibidor Concentragao Substrato Referéncia
CCCP 25,57 mg/L MER (meropenem) | Georgios et al., 2014
PABN 25 mg/L LVX (levofloxacina) | Saw et al., 2016

As cepas P. aeruginosa PAO1 e ATCC 27853 foram utilizadas como controle.

3.5. Andlise dos resultados

O teste acima descrito foi considerado positivo quando o halo de inibigdao ao redor do
disco de antimicrobiano na placa que hé inibidor apresentou aumento significativo (>5mm)
comparado ao ensaio na placa sem inibidor.

Os dados coletados referentes aos pacientes, como idade, sexo, més ¢ o ano de coleta
do material biologico, teste de sensibilidade aos antimicrobianos e ensaio microbiologico
foram tabulados numa planilha do Excel® para andlise. As comparacdes estatisticas foram
realizadas utilizando os testes de Qui-quadrado ou Exato de Fischer com o programa

estatistico BioEstat® e considerando o intervalo de confianga de 95%.

3.6. Comité de Etica
Este estudo envolve amostras obtidas no projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de

Etica em Pesquisa, da Universidade Federal de Uberlandia sob o registro n® 463.877/13.
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4. Resultados

Foram recuperadas 48 amostras de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos de
48 pacientes, dos quais 60,4% eram do sexo fisiologico masculino e 43,8% com idade entre
51 e 75 anos. A maioria dos isolados foi de pacientes internados em UTI (54,2%) e no ano de

2017 (Tabela 1).

Tabela 1 — Distribui¢do das variaveis demograficas, quanto ao local de internagdo dos

pacientes no Hospital e Maternidade Municipal de Uberlandia incluidos no estudo.

Variaveis Total UTI Nao UTI P
N =48 (%) N =26 (%) N =22 (%) (IC 95%)
Sexo
Feminino 19 (39,6) 10 (38,5) 9 (40,9) 0,90
Masculino 29 (60,4) 16 (61,5) 13 (59,1) 0,90
Idade
0 — 25 anos 3(6,3) 3 (100) 0 0,29
26 — 50 anos 13 (27,1) 4 (30,8) 9 (69,2) 0,09
51 — 75 anos 21 (43,8) 16 (81,0) 5(19,0) 0,01*
> 76 anos 11 (23,0) 3(27,3) 8 (72,7) 0,09
2013 2(4,2) 1 (50,0) 1 (50,0) 0,58
2014 2(4,2) 1 (50,0) 1 (50,0) 0,58
2015 6 (12.,5) 2 (33,3) 4 (66,7) 0,91
2016 12 (25,0) 8 (66,7) 4(33,3) 0,13
2017 26 (54,2) 14 (53,8) 12 (46,2) 0,21
*: P<0,05.

A maioria (72,9%) das amostras foram provenientes de infec¢do do tipo pneumonia,
sendo 18 extraidas de UTI. Outra infec¢do estudada foi a de corrente sanguinea, na qual 13
amostras foram retiradas de pacientes acometidos desta infec¢do, sendo 8 de UTI.

Em relagdo ao perfil de resisténcia, 83,3% mostraram-se resistentes tanto aos
carbapenémicos quanto também a Ciprofloxacina e Aztreonam (Tabela 2). Vale ressaltar que

foi recuperada uma amostra resistente a polimixina B, de um paciente internado na UTI.
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Tabela 2 — Frequéncia de resisténcia aos antimicrobianos de isolados de Pseudomonas
aeruginosa, quanto ao local de internagdo dos pacientes no Hospital e Maternidade Municipal

de Uberlandia.

Anfimicrobiano Total UTI Nao UTI P
N=48(%) N=26(%) N=22(%) (IC9I5%)

Aminoglicosideos

Amicacina 9 (18,8) 3(33,3) 6 (66,7) 0,31

Tobramicina 34 (717,3) 17 (50,0) 17 (50,0) 0,73

Gentamicina 37 (77,1) 18 (48,6) 19 (51,4) 0,29
Fluorquinolonas

Ciprofloxacina 40 (83,3) 21 (52,5) 19 (47,5) 0,89

Levofloxacino 35(72,9) 19 (54,3) 16 (45,7) 0,75
Cefalosporinas

Cefepime 37(77,1) 20 (54,1) 17 (45,9) 0,75

Ceftazidima 27 (56,2) 16 (59,3) 11 (40,7) 0,61
Betalactamicos + inibidor

Piperacilina + Tazobactam 30 (62,5) 17 (56,7) 13 (43.,3) 0,88
Carbapenens

Imipenem 47 (97,9) 25 (53,2) 22 (46,8) 0,93

Meropenem 45 (91,7) 24 (54,5) 21 (45,5) 0,88
Monobactamicos

Aztreonam 35(83,3) 18 (52,5) 17 (47,5) 0,76
Polimixina

Polimixina B 1 (2,08) 1 (100) 0 0,93

As amostras de infeccdo de corrente sanguinea foram causadas em sua maioria por
MDR, enquanto de pneumonia predominaram XDR, conforme apresentado na tabela 3 e

comprovadas por teste estatisticos.



14

Tabela 3 — Relacdo das variaveis demograficas e a classificagdo de resisténcia das amostras
de Pseudomonas aeruginosa isoladas de pacientes internados no Hospital e Maternidade

Municipal de Uberlandia.

Classificacao MDR XDR i
N =16 (%) N =32 (%)

Sexo

Feminino 5@3L3) 14 (43.,7) 0,6

Masculino 11 (68,7) 18 (56,3) 0,6
Idade

0 — 25 anos 1(6,3) 2 (6,3) 0

26 — 50 anos 3 (18,8) 10 (31,3) 0,6

51 =75 anos 7 (43,8) 14 (43,8) 0

> 76 anos 5(1,3) 6 (18,8) 0,5
2013 0 2(6,6) 0,8
2014 2 (12,5) 0 0,2
2015 1 (6,6) 5(15,6) 0,6
2016 4 (25,0) 8 (25,0) 0
2017 9 (56,3) 17 (53,1) 1,0
Infecgdo da Corrente Sanguinea 14 (87,5) 11 (34,8) 0,015%*
Pneumonia 2 (12,5) 21 (62,8) 0,015%*
Produtor de bomba para carbapenémicos 6 (37,5) 6 (18,8) 0,28
Produtor de bomba para quinolonas 2(12,5) 8 (25,0) 0,52
*: P<0,05.

De todos os isolados, somente 22 foram positivos para bomba de efluxo, sendo 12 de
carbapenémicos, enquanto de quinolona foram 10. De acordo com as amostras positivas para
producdo de bomba de efluxo, 19 (39,6%) foram obtidas de pacientes com pneumonia. A
maior parte dos resultados positivos foram de bomba para Carbapenénicos em numero (12),
enquanto entre a categoria de idade 51 — 75 anos, a bomba de Quinolona tendo

proporcionalmente mais resultados positivos (50%), como mostrado na Tabela 4.

Tabela 4 — Caracteristicas das amostras de Pseudomonas aeruginosa, estudadas quanto a

producao de bomba de efluxo.
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Variaveis Total BC BQ P
N=22 (%) N=12 (%) N=10 (%) IC (95%)

Pneumonia 19 (86.,4) 11 (91,7) 8 (80,0) 0,86
Infec¢do de Corrente sanguinea 3(13,6) 1(8,3) 2 (20,0) 0,86
Ano

2013 0 0 0 0

2014 0 0 0 0

2015 0 0 0 0

2016 5(22,7) 2 (16,7) 3 (30,0) 0,81

2017 17 (77,3) 10 (83,3) 7 (70,0) 0,81
Idade

0 — 25 anos 3 (13,6) 2 (16,7) 1 (10,0) 0,86

26 — 50 anos 7 (31,8) 3 (25,0) 4 (40,0) 0,77

51 =75 anos 10 (45.,4) 5(42,7) 5(50,0) 0,97

> 76 anos 2(9,1) 2 (16,7) 0 0,54

BC: bomba para carbapenémico; BQ: bomba para quinolona.

Em frequéncia absoluta a expressao de bomba de efluxo para quinolonas estavam mais

relacionada a resisténcia a outros antimicrobianos que a bomba a carbapenémico (Tabela 6).

Tabela 5 — Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados Pseudomonas aeruginosa

estudados em relacdo a expressao de bombas de fluxo.

Total BC BQ p
N=22 (%) N=12(%) N=10(%) IC (95%)

Antimicrobiano

Cefalosporinas (betalactamicos)

Cefepime 15 (62,2) 7 (58,3) 8 (80,0) 0,53
Ceftazidima 8 (36,4) 4(33,3) 4 (40,0) 0,90
Betalactamicos + inibidor

Piperacilina + Tazobactam 13 (59,1) 6 (50,0) 7 (70,0) 0,60
Carbapenens (betalactamicos)

Imipenem 22 (100) 12 (100) 10 (100) 0,46
Meropenem 20 (90,9) 10 (83,3) 10 (100) 0,54

Monobactamicos
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Antimicrobiano Total BC BQ F
N=22 (%) N=12(%) N=10(%) IC (95%)

Aztreonam 16 (72,7) 8 (66,7) 8 (80,0) 0,82
Aminoglicosideos
Amicacina 9 (40,9) 3 (25,0) 6 (60,0) 0,27
Tobramicina 17 (77,3) 8 (66,7) 9 (90,0) 0,42
Gentamicina 17 (77,3) 8 (66,7) 9 (90,0) 0,42
Fluorquinolonas
Ciprofloxacina 16 (72,7) 8 (66,7) 8 (80,0) 0,82
Levofloxacina 15 (68,2) 8 (66,7) 7 (70,0) 0,76
Polimixina B 0 0 0 0

BC: bomba para carbapenémico; BQ: bomba para quinolona.

Na Figura 1 estda descrito como as amostras foram distribuidas na variavel tempo.
Embora houvesse isolamento de amostras em todos os anos, foi no ano de 2017 que houve

mais casos.

7

Numerode isolados
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.
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Figura 1 — Distribuigdo por periodo dos isolados de Pseudomonas aeruginosa, estudados no

Hospital e Maternidade Municipal de Uberlandia.
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5. Discussiao

P. aeruginosa é uma bactéria que causa grande preocupacao na comunidade cientifica
por conta da sua adaptagdo e disseminagdo no meio hospitalar bem como de resisténcia contra
varios antimicrobianos, o que facilita sua instalagdo frequentemente no sistema respiratério,
urindrio e corrente sanguinea (MARTIN et al., 1995; PELEG; HOOPER, 2010; VIEIRA;
MANCINI; GONCALVES, 2010).

Neste estudo ndo houve diferenca estatistica quanto a distribuicdo dos isolados ao
sexo, diferente do que visto no estudo de Ferrareze et al (2007), onde 80% das amostras foram
obtidas do sexo masculino.

Quando considerada a idade dos pacientes, a média foi 60,6 anos, bem proximo ao
encontrado por Von Baum e colaboradores (2010) que foi 60 anos; € que na faixa etaria entre
51 — 75 anos foi maior na UTI. O fato de existirem bactérias resistentes neste local ¢ bastante
preocupante, visto que geralmente os pacientes sdo criticos estdo imunossuprimidos, € as
bactérias estdo sofrendo uma sele¢do aos antimicrobianos mais potente do que em outro local
do hospital (FIGUEIREDO et al., 2010; ALVAREZ et al., 2005; MILLAN et al., 2012). Com
o aumento da idade, o sistema imune diminui gradualmente sua resposta, favorecendo a
ocorréncia de infecgdes no trato respiratorio e urinario (ROBINSON et al., 2001).

Em um estudo de Munita e colaboradores (2017), P. aeruginosa foi isolada com maior
frequéncia de pneumonia do que infec¢do de corrente sanguinea. Esse comportamento
também foi notado em Basso et al. (2016). No estudo de Kiffer e colaboradores (2003), este
microrganismo foi responséavel por 30,3% das infec¢des, demonstrando aumento comparado a
estudos anteriores do autor. Assim como foi evidenciado um aumento no numero de
isolamento de P. aeruginosa a partir do ano de 2013, este aumento pode se justificar através
da dispersao da bactéria no ambiente hospitalar.

A utilizacdo de ventilagdo mecanica em pacientes com pneumonia € comum para
tratamento, porém o equipamento se mostra fonte possivel a transmissdao indireta pelo uso
continuo (GANACHO-MONTERO et al., 2007). A mortalidade de P. aeruginosa associada a
protese ventilatéria ¢ aumentada com a administracdo incorreta do antibidtico para terapia
(KOLLEF et al., 2014).

O numero de isolados de P. aeruginosa multirresistentes vem aumentando no mundo
todo e a disseminacdo dessas caracteristicas para outras bactérias no ambiente ¢ cada vez mais
preocupante, uma vez que a microbiota ambiental pode atuar como reservatdrio
microrganismos resistentes a antimicrobianos. No estudo de Fuentefria et al. (2008), foi

encontrado cepas resistentes em efluente hospitalar e dgua superficial, sendo resultado da
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pressdo seletiva frequente causada pelo uso de antimicrorganismo e o descarte incorreto de
lixo hospitalar nas 4guas dos rios.

A prevaléncia de P. aeruginosa MDR tem aumentado nas tltimas décadas e agora esta
dentro da faixa de 15 a 30% em varios lugares do mundo e diferentes areas de hospitais. Além
disso, uma propor¢do significativa de cepas MDR também atende aos critérios para
classificagdo como XDR, o que restringe ainda mais as opg¢des de tratamento disponiveis
(HORCAJADA et al.,, 2019). No presente estudo, mais da metade das amostras apresentaram
perfil XDR baseado nas definicdes de Magiorakos et al. (2012).

Foi encontrada uma amostra resistente a Polimixina B, sendo proveniente paciente do
sexo feminino de 78 anos, internada na UTI e coletada em 2016. Este era resistente também a
aminoglicosideos, cefalosporinas, monobactamicos e quinolonas. O antibiotico citado mostra
alta nefrotoxicidade e a neurotoxicidade, o que justifica sua ndo escolha como tratamento
antibacteriano, mas que vem sendo cada vez mais utilizado devido as poucas opcdes
terap€uticas da atualidade (MENDES; BURDMANN, 2009). A presenc¢a dessa amostra indica
uma provavel propagacdo dos genes responsaveis pela resisténcia a este antibidtico em P.
aeruginosa (PASLOSKE; FINLAY; PARANCHYCH, 1985).

Com o aumento de isolados de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos, o atual
prognoéstico das infecgdes por bactérias multirresistentes muitas vezes ¢ desfavoravel. Nesses
casos, o panorama atual da antibioticoterapia restringe-se a alternativas terapé€uticas com
farmacos considerados inadequados devido a sua alta toxicidade, como, por exemplo, as
polimixinas (polimixina B e colistina) (NEVES et al., 2011).

Ja foi demonstrado que a presenga de bactérias multirresistentes ¢ mais comum em
unidades com pacientes graves, susceptiveis a infec¢des como as de corrente sanguinea.
Ademas, pacientes infectados com P. aeruginosa MDR ou XDR possuem maior risco de
receber tratamento empirico inadequado por conta da resisténcia aos antibioticos geralmente
utilizados (HORCAJADA et al., 2019).

P. aeruginosa possui varios mecanismos de resisténcia, podendo atuar tanto separados
quanto em conjunto como [-lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos. Podem utilizar
enzimas especializadas em inibir antibidticos, redu¢do da permeabilidade de membrana por
meio da perda de porinas e bombas de efluxo (POOLE, 2011). A principal fun¢do das bombas
de efluxo presentes em P. aeruginosa ¢ exportar substancias toxicas para bactérias ou
metabdlitos secundérios, assim como a excrecao de moléculas sinalizadoras que governam a

comunicacdo celular (NEVES et al.,, 2011).
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A expressdo constitutiva da bomba de efluxo MexAB-OprM desempenha um papel
importante nos niveis basais mais baixos de suscetibilidade a grande maioria de Beta-
lactamicos (exceto imipenem) e fluoroquinolonas, enquanto a produgo induzivel de MexXY
tem um efeito importante na resisténcia intrinseca de baixo nivel a aminoglicosideos. A
superexpressdo de MexAB-OprM e MexXY ¢ comum (10% a 30%) em isolados clinicos,
enquanto a prevaléncia de superexpressio de MexCD-Opr] e MexEF-OprN ¢
consideravelmente menor (5%) (HORCAJADA et al., 2019).

Neste estudo, os isolados positivos para bomba de efluxo de carbapenémicos e
quinolona foram obtidos a partir de 2016. Levando em consideracdo que ndo houve amostras
positivas durante 2013 a 2015, o mecanismo estudado teve surgimento a partir de 2016 por
conta de algum organismo capaz de transmitir geneticamente pelo pili as informacdes
responsaveis pela expressao de bombas de efluxo, como ¢ citado por NOLAN et al. (2019).
Apesar disso, € importante ressaltar que outros mecanismos de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos podem estar presentes nas cepas do presente estudo, inclusive mascarando
sua deteccgao.

A vantagem de se usar método fenotipico para pesquisa de bomba de efluxo ¢ a facil
visualizagdo e comparacdo por conta da metodologia ser com base em ensaio in vitro do
antibiograma. Por outro lado, ¢ mais seguro comprovar a presenca de bombas com PCR
(reacdao em cadeia da polimerase) ou eletroforese de proteinas (TENOVER, 2006).

Para fins de diagnosticos, os inibidores m-clorofenil-hidrazona (CCCP) e fenil-
arginina-betanaftilamida (PABN) foram utilizados durante o experimento com concentragdes
descritas na literatura, baseada no numero de sucessos (GEORGIOS; EGKI; EFFROSYNI,
2014; SAW et al., 2016). O CCCP atua inibindo a for¢a proto-motriz das bombas de efluxo
MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ e MexEF-OprN e ¢ geralmente utilizada com
Meropenem enquanto o PAPN ¢ utilizado na inibi¢do da bomba AcrAB-TolC com
ciprofloxacino (IKONOMIDI et al., 2008; SAW, et al., 2016). Atualmente, este método ¢
somente utilizado para determinagdo da presenca do mecanismo citado pelo teste ser
fenotipico, e os inibidores nao podem ser utilizados no tratamento clinico por utilizarem
somente para diagnostico (SAW, et al., 2016).

Existem varias razdes para disseminacdo de Pseudomonas aeruginosa MDR ou XDR.
Primeiro, causa infec¢des graves, particularmente nos servigos de saide e em pacientes
imunocomprometidos. Segundo, possui uma capacidade excepcional de serem selecionados e
propagar resisténcia antimicrobiana in vivo. Terceiro, a dissemina¢do bem-sucedida em todo o

mundo dos chamados clones de "alto risco" ¢ uma ameaca a satde publica global que precisa
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ser estudada e gerenciada com urgéncia (HORCAJADA et al., 2019). O conhecimento do
perfil de resisténcia aos antimicrobianos por bactérias comuns no ambiente hospitalar ¢
essencial para orientar tratamento adequado dos pacientes, visto a pressao seletiva exercida
pelos antimicrobianos no ambiente. Isso € especialmente importante para os pacientes mais
graves, ja que o tratamento deve ser instituido antes do resultado das culturas e os fatores que

aumentam o risco de se adquirir uma infec¢ao durante o tratamento de saude.
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6. Conclusao

A maioria dos pacientes com infec¢do por P. aeruginosa eram idosos, possuiam idade
avancada (60 anos) e estavam internados na UTI, o que pode favorecer a susceptibilidade a
infecc¢des, além disso, pertenciam ao sexo fisiologico masculino.

A infecgdo mais frequente neste estudo foi pneumonia e isolados com perfil
preocupante de extensivamente resistente, inclusive resisténcia a polimixina B.

Foram detectadas cepas (45,8%) capazes de produzir bombas de efluxo que
conseguem excretar carbapenémicos e quinolonas, especialmente no ano de 2016, indicando
uma pressao seletiva a partir do recorte feito.

Para diminuir os casos de infec¢do, deve-se evitar o uso de antimicrorganismos e
somente usad-los quando necessdrio por conta da pressao seletiva causada pelo consumo
desenfreado, ou seja, a automedicagdo. Esse consumo pelos pacientes ¢ feito a partir de
aquisicao de medicamentos sem prescricdo médica.

Apesar da administragdo de medicamentos ser feita antes do diagndstico final para o
microrganismo nao se disseminar pelos 6rgaos, este comportamento também causa a selecao

de bactérias resistentes.
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