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“Nem tudo gue se enfrenta
pode ser modificado,

mas nada pode ser modificado
até que seja enfrentado. ”

(Albert Einstein)



RESUMO

Aborda o desenvolvimento da resisténcia de Pseudomonas aeruginosa aos antimicrobianos,
bem como sua relevancia em infecgOes hospitalares. Com esse fim, realiza uma reviséo
bibliogréfica de artigos cientificos, dissertactes, teses, publicacdes de 6rgdos de salde e obras
da literatura especifica acerca do tema. Relata a preocupacdo atual com a ocorréncia de
infeccbes hospitalares por micro-organismos resistentes e justifica a importancia de
P. aeruginosa nesse contexto. Apresenta algumas caracteristicas de P. aeruginosa, quanto a
patogénese e epidemiologia. Compreende o processo de desenvolvimento da resisténcia aos
antimicrobianos. Descreve 0s mecanismos de resisténcia intrinseca e adquirida de
P. aeruginosa e seu perfil antimicrobiano. Apresenta as principais fontes de infecgdo por esse
micro-organismo no ambiente hospitalar, como produtos, instrumentos e equipamentos
médicos. Fornece orientacGes para a identificacdo laboratorial de isolados de P. aeruginosa.
Conclui que minimizar os riscos da aquisicdo de infeccdes hospitalares por cepas de
P. aeruginosa multirresistentes depende tanto das praticas de controle de infeccbes no

ambiente hospitalar quanto do uso criterioso dos antimicrobianos.

Palavras-Chave: Pseudomonas aeruginosa. Resisténcia. Infeccdo Hospitalar.
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1 INTRODUCAO

Ha relatos de infeccbes hospitalares desde o surgimento dos hospitais, no século XIX
(MACIEL; CANDIDO, 2010). Segundo o Ministério da Satde (BRASIL, 2001, p. 7), uma
infeccdo hospitalar é ""qualquer infeccdo adquirida ap6s a admissdo do paciente no hospital e
que se manifesta durante a internacdo ou apds a alta, quando puder ser relacionada com a
internacdo ou com os procedimentos hospitalares”. No Brasil, o controle das infec¢Ges
relacionadas a assisténcia a salde foi oficializado em 1983, através da Portaria 196 do
Ministério da Salde, que tornou obrigatérias as Comissdes de Controle de Infeccdo
Hospitalar em todos os hospitais do pais (SANTOS, 2006). Embora muito se tenha avangado
no que diz respeito as praticas de controle de infeccBes hospitalares, elas continuam
ocorrendo e, 0 que € mais preocupante, com micro-organismos resistentes a antibioticos
(LACERDA,; EGRY, 1997). A falha na adocdo de medidas basicas de controle de infecgéo
hospitalar por parte dos profissionais de satde, como a lavagem das méos, € um dos fatores
que colabora para que, ainda no século XXI, a infeccdo hospitalar provoque altas taxas de
morbidade e mortalidade em todo o mundo (SANTOS, 2004). Além do impacto clinico,
estima-se que o custo do tratamento desses pacientes seja trés vezes maior do que o daqueles
sem as infeccbes (MOURA, 2007).

As infeccOes hospitalares podem ser transmitidas de um profissional de salde
colonizado a um paciente suscetivel através de um contato fisico direto, como durante um
banho ou o cuidado com um paciente, ou de um objeto colonizado, como agulhas ou luvas, a
um paciente suscetivel (CHERRY et al., 2012). Em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs), 0s
pacientes estdo sujeitos a um risco de 5 a 10 vezes maior de contrair uma infec¢do do que os
das demais unidades hospitalares (MOURA, 2007) e, quanto maior o periodo de internacéo,
maiores sdo as chances de contaminacdo dos pacientes (ANDRADE; ANGERAMI, 1999).

As praticas deficientes de controle de infeccBes ocasionam uma maior difusdo de
cepas bacterianas resistentes nas instituicdes de saude (OMS, 2001). Hospitais, especialmente,
0s que possuem UT]I, albergam grande quantidade de bactérias resistentes, pois o tratamento
dos pacientes com antibidticos aumenta a pressdo do meio capaz de selecionar individuos
aptos a sobrevivéncia nessa exposicdo, isto é, bactérias que adquiriram mecanismos de

resisténcia (SANTOS, 2004). Assim, devido ao intenso e inadequado uso de drogas, muitas
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delas com amplos espectros de agdo, € cada vez maior o numero de agentes patogénicos
resistentes a diversas drogas (MACIEL; CANDIDO, 2010).

Préticas inadequadas de profissionais de saude (incluindo a precéria higienizacdo das
mé&os), a quantidade de pacientes por enfermaria e a transferéncia desses entre hospitais séo
fatores que facilitam a propagacdo de bactérias multirresistentes em ambientes hospitalares
(TORTAS, 2009). Essas cepas resistentes podem ser transmitidas entre a equipe hospitalar e
0s pacientes em ambas as dire¢cdes (OMS, 2001). Em UTIs, a transmissdo cruzada (entre um
paciente e outro) de bactérias multirresistentes é amplificada, devido ao trabalho excessivo e a
menor adesdo a higienizacdo das mdos (ANVISA, 2007).

Aproximadamente um terco ou metade de todas as infeccGes hospitalares séo
preveniveis (AZAMBUJA,; PIRES; VAZ, 2004). Em 1992, o Ministério da Saude estabeleceu
que o controle da infecgcdo hospitalar “envolve medidas de vigilancia sanitaria, tomadas ao
nivel de cada hospital” (SANTOS, 2006). Contudo, a lavagem das méaos, defendida por
Semmelweis no século XIX (FONTANA, 2006), ndo foi adotada de forma criteriosa e
sistematica, conforme se observa na rotina da préatica hospitalar (LACERDA; EGRY, 1997).
Estima-se que a adesdo dos profissionais de satde a higienizacdo das maos nao seja maior que
60%. Portanto, é possivel afirmar que, atualmente, como no tempo de Semmelweis, as maos
sdo o principal meio de transmissdo dos micro-organismos no ambiente hospitalar (ANVISA,
2004b). Sem a descontaminacdo adequada, o nivel de contaminacdo bacteriana aumenta com
0 tempo, possibilitando sua transferéncia a outros pacientes e/ou maior contaminagdo do
ambiente (CHERRY et al., 2012). Embora essa situacdo possa se dever a auséncia de
instalacGes adequadas para a lavagem das maos, principalmente, em regies em que 0S
recursos sao escassos, a higienizacdo das maos é inadequada, geralmente, porque ndo se
reconhece sua importancia para o controle das infeccBes, as instituicdes sanitarias tém
caréncia de pessoal ou os profissionais de saude sdo esquecidos. A troca de luvas antes e
depois do contato com cada paciente também é frequentemente ndo realizada (OMS, 2001). A
efetiva higienizacdo das maos associada ao uso de produtos quimicos antissépticos, como
sabdo e alcool 70%, pode reduzir a distribuicdo de micro-organismos resistentes aos
antibioticos (CHERRY et al., 2012).

Livermore (2002) aponta que, em alguns casos, as melhores formas de impedir a
disseminacdo da resisténcia sdo o controle de infeccdo e a eliminagdo do uso desnecessario de

antibioticos de amplo espectro. No ambiente hospitalar, outras estratégias de controle da
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resisténcia bacteriana sdo a vigilancia epidemioldgica, o controle do ambiente inanimado, o
uso de barreiras (luvas, aventais, mascaras, etc), o rastreamento de pacientes e profissionais
colonizados, o isolamento e estudo epidemioldgico de pacientes infectados e/ou colonizados e
a terapia de descolonizagdo (OLIVEIRA; ALBUQUERQUE; ROCHA, 1998).

Em um contexto mais amplo, uma proposta para prevenir 0 processo de resisténcia aos
antibiéticos é o controle do uso por humanos, exigindo ndao sé prescricGes precisas, mas
impedindo o fornecimento de antibi6ticos sem prescricdo médica. Além disso, é importante
controlar o uso terapéutico e profilatico na criacdo de animais e agricultura (DAVIES;
DAVIES, 2010).

Embora a emergéncia da resisténcia antimicrobiana em animais de estimacao seja
muito menos estudada, tem sido mostrado recentemente que ela também deve ser objeto de
atencdo. A resisténcia criada pelo uso de antibidticos nesses animais pode, inclusive, ser
transferida aos humanos, que estdo em intimo contato com eles. Infecgdes nosocomiais em
caes hospitalizados, por exemplo, tém sido reconhecidas cada vez mais como provocadas por
isolados multirresistentes, o que pode refletir o uso intenso de antimicrobianos de amplo
espectro, principalmente, nos animais em UTIs. Mais do que o aumento da resisténcia em
infeccbes animais, ha cada vez mais evidéncias da transferéncia de micro-organismos
resistentes entre animais de estimacdo e seus criadores, o que inclui a vigilancia do uso de
antibidticos na criacdo doméstica como importante medida para a prevencdo do

desenvolvimento da resisténcia (LLOYD, 2007).

Dentre os patdgenos resistentes a antimicrobianos que provocam infeccfes associadas
a assisténcia médica, situam-se Staphylococcus aureus resistente a meticilina, Enterococcus
resistente a vancomicina, Escherichia coli e Klebsiella spp. produtoras de B-lactamases de
amplo espectro e também membros da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonas
aeruginosa resistentes a fluoroquinolonas ou carbapenémicos (HIDRON et al.,, 2008).
Segundo Lister, Wolter e Hanson (2009), P. aeruginosa apresenta as maiores taxas de

resisténcia a fluoroquinolonas.

Os bastonetes Gram-negativos sdo a principal ameaca em UTIs brasileiras, devido as
elevadas taxas de resisténcia aos antibioticos atualmente disponiveis. Bastonetes Gram-
negativos ndo-fermentadores de glicose sdo agentes etiologicos de quase todas as infecgdes
adquiridas na UTI, particularmente, as do trato respiratorio. Nesse grupo, encontram-se

Acinetobacter spp. e P. aeruginosa, que colonizam cole¢des de agua relacionadas ao
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equipamento de ventilagdo mecanica (ANVISA, 2007). Vérios outros reservatorios de
P. aeruginosa ja foram identificados no ambiente hospitalar, tais quais endoscépios, colirios,
laringoscopios, solugbes de limpeza, medicamentos, corantes, desinfetantes, pias, tubos e
duchas de irrigacdo, panos de chio e vegetais (NOUER, 2005).

P. aeruginosa, uma das bactérias de maior relevancia clinica e epidemioldgica
(BRASIL, 2005) e a mais comum bactéria Gram-negativa encontrada em infeccOes
nosocomiais, € um patdégeno oportunista humano cada vez mais prevalente (VAN DELDEN;
IGLEWSKI, 1998). As primeiras observacBes clinicas sobre essa espécie estavam
relacionadas a assisténcia a satde. Em 1850, Sédillot associou a secre¢do verde-azulada das
feridas operatdrias a um pior prognostico no pos-operatorio (NOUER, 2005) e, em 1882,
P. aeruginosa foi isolada pela primeira vez, por Carle Gessard, que a denominou
Bacillus pyocyaneus (FERRAREZE et al., 2007). A coloragdo observada em quadros clinicos
infecciosos e em cultura de P. aeruginosa deve-se a producdo de pigmentos hidrossoluveis,
como a piocianina, de cor azul, a pioverdina (fluorescente), que confere a cor verde brilhante
caracteristica da espécie, e, em menor frequéncia, a piorrubina (avermelhada) e a
piomelanina, de cor marrom ou preta (FERREIRA; LALA, 2010). Enquanto a piocianina é
encontrada em mais da metade dos isolados clinicos (FUENTEFRIA, 2009), os dois ultimos

pigmentos sdo produzidos por menos de 2% dos mesmos (MARTINS, 2005).

A hospitalizacdo aumenta a ocorréncia de infeccBes, no caso de pacientes
imunodeprimidos, que representam a maioria das infeccdes causadas por P. aeruginosa. Essas
infeccdes ocorrem, especialmente, na pele de queimados, no trato respiratério de pacientes
submetidos a ventilacdo mecénica, no trato gastrointestinal daqueles que receberam

quimioterapia e em qualquer sitio dos que foram tratados com antibiéticos (NOUER, 2005).

1.1 JUSTIFICATIVA

P. aeruginosa é um importante patdgeno nosocomial, especialmente para pacientes
neutropénicos — isto €, aqueles que apresentam namero absoluto de neutrofilos, células do
sistema fagocitico, abaixo da contagem considerada normal no sangue periférico (RIBEIRO
et al., 2011) — e imunocomprometidos (OLIVEIRA, 2010). Segundo Oliveira (2011, p. 193),

esse agente “¢ a maior causa de infecgdes oportunistas em pacientes imunocomprometidos”.
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Em termos de infec¢do hospitalar, esta bactéria € um dos principais agentes etiologicos em
hospitais brasileiros (NEVES et al., 2011): é a primeira causa de pneumonia (FUENTEFRIA,
2009), segunda de infeccOes de ferida operatdria e do trato urinario e sexta de bacteremias
(NOUER, 2005).

Outrossim, € o micro-organismo mais frequentemente isolado em infecgdes em
pacientes queimados (COUTO, 2004). De acordo com Black (2002, p.495), “As infec¢des de
queimaduras que normalmente sdo infeccBes hospitalares sdo responsaveis por 80% das
mortes em pacientes queimados”, sendo P. aeruginosa a principal causa das infec¢des de
queimaduras que ameagam a vida. P. aeruginosa constitui a principal causa de infeccOes
hospitalares entre os bacilos Gram-negativos ndo-fermentadores de glicose. As fontes de
maior contaminacdo pela mesma sdo aparelhos de respiracao, sistemas de hemodidlise, pias e
artefatos de limpeza (FERREIRA; LALA, 2010).

Com relagédo a infecgOes pela bactéria adquiridas na comunidade, nos ultimos anos,
pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) tém sido identificados como
integrantes do grupo de pacientes de risco (MARTINS, 2005). Ja em pacientes com fibrose
cistica, a infeccdo crbénica por P. aeruginosa contribui para o aumento da morbidade e
mortalidade (ver Capitulo 4) (NOUER, 2005), e, nesses individuos, o desenvolvimento da
resisténcia € associado ao longo tratamento com antibioticos, sendo de grande preocupacgéo
para 0s mesmos (DAVIES; DAVIES, 2010).

P. aeruginosa apresenta resisténcia simultanea a um grande numero de
antimicrobianos disponiveis, 0 que representa um alto custo no tratamento dos pacientes
infectados (ANVISA, 2007) e aumento da duracdo da hospitalizacdo e da mortalidade
(SPINDLER, 2009). De acordo com a ANVISA (2010), o micro-organismo em questdo é
considerado pela comunidade cientifica internacional um patdgeno multirresistente. Caso haja
associacdo de diferentes mecanismos de resisténcia, P. aeruginosa pode determinar um
fendtipo de resisténcia a quase todas (ou mesmo todas) as drogas disponiveis (FUENTEFRIA,
2009). Alem dos elevados gastos, tanto para o sistema publico de salde, quanto para o
paciente, a resisténcia bacteriana acarreta a esse uma doenca ndo solucionada, que pode
conduzir a 6bito (WANNMACHER, 2004).

A auséncia de novos antibioticos eficazes contra P. aeruginosa multirresistente num
futuro proximo justifica a vigilancia e o controle das cepas de cada hospital. O conhecimento

dos mecanismos de resisténcia é crucial para que se possa prevenir seu surgimento (TORTAS,
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2009). A disseminagdo de genes para enzimas [-lactamases pode desempenhar um importante
papel na propagacdo da resisténcia a antibidticos e limitar escolhas futuras de regimes de
antibidticos para o tratamento de infecgdes com risco de vida devido a P. aeruginosa
produtora de ESBLs (B-lactamases de espectro ampliado) (WELDHAGEN; POIREL;
NORDMANN, 2003). Além disso, para combater as bactérias Gram-negativas eficientemente,
é necessario compreender as bases moleculares dos mecanismos de efluxo envolvidos na
limitada concentracdo intracelular ou periplasmatica de muitos antibiéticos (MORITA;
TOMIDA; KAWAMURA, 2012).

Novos compostos semissintéticos gerados por modificagfes quimicas nas estruturas
dos antibioticos tém estendido a vida util de diversas classes, mas essa abordagem faz pouco
mais do que comprar tempo, pois 0s genes de resisténcia evoluem em resposta a novas
pressdes seletivas, e 0s mecanismos de resisténcia existem para todas as classes de
antibioticos. Alias, em alguns casos, a modificacdo quimica dos antimicrobianos conduziu a
uma maior toxicidade (DAVIES; DAVIES, 2010).

Desta forma, a limitacdo crescente das alternativas terapéuticas frente ao perfil de
resisténcia apresentado por P. aeruginosa, o qual é agravado pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos e pela insuficiéncia de esforgcos para conter ou evitar a contaminagdo nos
hospitais, justifica a motivacdo para a realizacdo do trabalho, em um momento no qual se
torna urgente estruturar parte dos conhecimentos existentes até entdo, a fim de propiciar uma
base tedrica para planejamentos que visem a retardar o desenvolvimento da resisténcia do

patdgeno associada a infeccdo hospitalar.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Revisar a bibliografia especifica acerca do fendmeno da resisténcia de
Pseudomonas aeruginosa aos agentes antimicrobianos e sua relevancia em infeccdes

hospitalares.



21
1.2.2 Objetivos especificos

e Descrever 0s mecanismos de resisténcias intrinseca e adquirida da bactéria em

questéo;

e Apresentar as principais fontes de infeccdo por Pseudomonas aeruginosa no ambiente

hospitalar.

1.3 METODOLOGIA

A metodologia do presente trabalho consiste em uma reviséo bibliografica acerca da
resisténcia de Pseudomonas aeruginosa associada ao contexto de infeccdo hospitalar. Deste
modo, serdo realizadas pesquisas de publicacfes cientificas em bases de dados, como a Scielo
(Scientific Electronic Library Online), a BVS (Biblioteca Virtual em Saude) e a PubMed.
Além disso, sera realizada a leitura de dissertacdes e teses, obras da literatura especifica e
manuais e outras publicacbes do Ministério da Saude, da Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria, entre outros.
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2 CARACTERISTICAS GERAIS DE P. aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € um micro-organismo do género Pseudomonas, integrante
da familia Pseudomonadaceae, especificamente, do grupo fluorescente (TRABULSI, 2008).
Pseudes significa “falso”, monas, “uma unidade”, e aeruginosa, “repleto de 6xido de cobre”
ou “verde”, em referéncia ao pigmento sintetizado por essa espécie (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2006). Trata-se de um bastonete reto — embora possa se
apresentar levemente encurvado — que mede de 1 a 5 um de comprimento e 0,5 a 1 um de
largura (ZAVASCKI, 2003) (ver Figura 1). E Gram-negativo, e sua motilidade ocorre, na
maioria das cepas, por um simples flagelo polar, apesar de algumas possuirem dois ou trés
flagelos (BARON, 1996).
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Figura 1 — Coloracdo de Gram de P. aeruginosa com células dispostas de forma individual e em pares.

Fonte: Murray; Parenthal; Pfaller, 2006, p. 358.

O fato de ser Gram-negativa (apresenta cor avermelhada quando seu esfregaco corado
pelo método de Gram € visualizado ao microscopio) significa que possui a camada de
peptidioglicano (parede celular) menos espessa que a das bactérias Gram-positivas e ancorada
a uma membrana externa, através de lipoproteinas que atravessam o espaco periplasmatico.
Essa membrana externa é constituida por uma camada interna de fosfolipideos e uma externa

de lipopolissacarideos e proteinas (ver Figura 2). Este patdgeno é ndo esporulado, visto que
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esporos sdo formados por algumas espécies Gram-positivas, em condicGes de caréncia de
agua ou nutrientes no meio em que se encontram, sendo mais comum em bactérias
encontradas no solo (TRABULSI, 2008).

Gram-negativo

Canal Canal de porina Polissacaridio Lipopolissacaridio
protéico Lipidio A J (LPS)
especifico

Membrana
externa

Parede
celular
Lipoproteina

.

Camada de —
peptidoglicano

Espaco
periplasmatico

B-lactamase

Membrana
plasmatica

Proteina de ligagao
da penicilina (PBP)

Proteinas

Figura 2 — Estrutura da parede celular de um micro-organismo Gram-negativo

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 893.

O género Pseudomonas é considerado um dos géneros bacterianos mais variaveis e
ubiquos, cujas espécies podem ser encontradas no solo, sedimentos e agua de rios e lagos,
plantas, fungos e amostras clinicas (CLIMACO, 2011). As bactérias desse género podem
permanecer viaveis em ambientes aquaticos por longos periodos (SPINDLER, 2009) e, por
isso, sdo consideradas hidrofilicas (FUENTEFRIA, 2009). Essas espécies bacterianas também
sdo capazes de crescer em uma variedade de ambientes inesperados, tais quais a sola interna
de sapatos, residuos de sabdo, alguns tipos de pomada e agua mineral engarrafada
(SPINDLER, 2009).

Além da predilecdo por umidade, P. aeruginosa tolera grandes variacbes de
temperatura e apresenta minimas exigéncias nutricionais (FERRAREZE et al., 2007).
P. aeruginosa é quimiorganotrofica, isto €, obtém elétrons a partir da oxidagdo de compostos
organicos. Sua obtencdo de energia a partir de carboidratos requer um metabolismo oxidativo,
dependente de oxigénio molecular, o que a inclui no conjunto de bactérias ndo-fermentadoras.

Embora seja classificada fisiologicamente como uma bactéria aerdbia, € capaz de crescer em
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condi¢des anaerobidticas quando ha presenca de nitrato para ser utilizado como aceptor final
de elétrons, o qual é reduzido a nitrito na fosforilacdo oxidativa. Pode, ainda, recorrer a fontes
alternativas de carbono, como o acetato (TRABULSI, 2008), ocupando importante posicéo
ecoldgica no ciclo do carbono (FUENTEFRIA, 2009). Spindler (2009) cita que a pioverdina e
0s compostos a ela similares agem como sideréforos, em condi¢fes de crescimento onde o
ferro é um fator limitante. Sideréforos sdo definidos como quelantes ligantes especificos de
Fe3*, excretados sob condicdes de deficiéncia de ferro, que desempenham a fungdo de
sequestra-lo e transporta-lo (BENITE; MACHADO; MACHADO, 2002). A temperatura
6tima de crescimento dessa bactéria é de 37° C, conseguindo crescer em ambientes com
temperaturas até os 42° C (TORTAS, 2009).

2.1 EPIDEMIOLOGIA DE P. aeruginosa

P. aeruginosa raramente faz parte da microbiota normal do ser humano. Taxas de
colonizacdo representativas para sitios especificos em humanos séo: 0 a 2% na pele, 0 a 3,3%
na mucosa nasal, 0 a 6,6% na garganta e 2,6 a 24% em amostras fecais (LISTER; WOLTER;
HANSON, 2009), o que reflete sua predilecdo por umidade (NOUER, 2005). Contudo,
durante a hospitalizacdo, as taxas de colonizacdo podem ultrapassar 50%, especialmente entre
pacientes que sofreram trauma ou rompimento das barreiras cutdneas ou mucosas por
ventilacdo mecénica, traqueostomia, cateteres, cirurgia ou queimaduras severas (LISTER;
WOLTER; HANSON, 2009). Essa bactéria pode provocar desde infec¢bes localizadas, em
regibes de processos cirdrgicos ou queimaduras (ver Figura 3), até septicemias graves
(NOGUEIRA; MIGUEL, 2009) e pode representar um grande risco de 6bito (DAVIES;
DAVIES, 2010). De acordo com Fuentefria (2009), em pacientes fibrocisticos, P. aeruginosa
apresenta predilecdo pelas vias aéreas. As bacteremias e septicemias costumam ocorrer em
pacientes neoplasicos, renais cronicos, diabéticos e com disturbios cardiopulmonares
(FERREIRA; LALA, 2010). Apesar de raramente infectar individuos imunocompetentes,
constitui uma das maiores ameacas a individuos imunodeprimidos, sendo caracterizada como
um patdgeno oportunista. A ampla expressdo de fatores de viruléncia, aliada as resisténcias
intrinseca e adquirida a antimicrobianos, dificulta a erradicagdo da infec¢do e, no ambiente
hospitalar, este quadro é ainda mais grave, o que o faz um patdgeno de grande importancia
clinica (TRABULSI, 2008).
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Figura 3 — Diversidade dos sitios de infeccdo por P. aeruginosa.

Fonte: Traduzido de Baron, 1996.

Entretanto, ha relatos na literatura de infecgbes pela bactéria adquiridas na
comunidade, geralmente em individuos imunocompetentes (NOUER, 2005). De acordo com
Nouér (2005), esses casos sdo de bacteremia e endocardite de valvulas nativas, relacionadas
ao uso de drogas ilicitas por contaminacdo da agua diluente; infeccdo superficial do ouvido,
por conta da pratica de esportes aquaticos; pneumonia comunitaria, associada a doenca
pulmonar crénica ou insuficiéncia cardiaca congestiva e com maior frequéncia em pacientes
com AIDS; infeccdo ocular, provocada pelo uso de lentes de contato que foram preservadas
com solucdo contaminada; ectima gangrenoso — lesdo ulcerativa que geralmente ocorre
quando ha bacteremia por P. aeruginosa (HENRY, 1999) —, devido a imunossupressao por
neoplasias; osteomielite, relacionada a ferimentos puntiformes apds utilizacdo de calgados em
mau estado de conservacdo por criancas; condrites, ocasionadas pelo uso de brincos na
cartilagem superior da orelha; infecgdes cutaneas, otites externas, infeccdes do trato urinario e
pneumonias, associadas ao uso de piscinas, banheiras de hidromassagem, escorregadores
aquaticos e, até mesmo, a parto realizado dentro de dgua e ao uso de esponjas para banho. Ja
foram relatados surtos de foliculite (inflamacdo dos foliculos pilosos) relacionados ao uso de
banheiras e piscinas de hidromassagem contaminadas com P. aeruginosa (ANVISA, 2013a).
Sua presenca em liquidos pode ndo ser detectada, uma vez que ndo ocorre turvacao visual em
concentragdes menores que 100.000 células/mililitro (MARTINS, 2005).
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Algumas infec¢Bes adquiridas na comunidade podem evoluir para quadros graves. Ha
casos de otite externa (enfermidades da pele do conduto auditivo externo) maligna por
P. aeruginosa que pode acometer a base do cérebro, envolvendo as raizes de nervos cranianos
e as meninges. Quanto mais severas as lesdes no sistema nervoso, maiores as taxas de morbi-
mortalidade dessa infeccdo (NOUJAIM et al., 1985).

2.2 PATOGENESE DE P. aeruginosa

Fatores relacionados a viruléncia, isto é, ao grau da capacidade do micro-organismo de
provocar uma infeccao (patogenicidade), auxiliam o desenvolvimento do processo infeccioso,
pela atuacdo nas etapas de adesdo ou invasdo das células do hospedeiro. Esses fatores de
viruléncia podem ser estruturais ou extracelulares (NOGUEIRA; MIGUEL, 2009) (ver Figura
4). Desta forma, genes de viruléncia, que podem se encontrar agrupados em ilhas de
patogenicidade ou extracromossomicamente, em plasmidios de viruléncia, sdo aqueles que
contribuem para a habilidade do organismo em provocar doencas, e as proteinas por eles
codificadas sdo os fatores de viruléncia (ALBERTS, 2004). Os fatores de viruléncia
aumentam a capacidade de colonizacdo e infeccdo dos tecidos do hospedeiro. O
lipopolissacarideo (LPS), por exemplo, é responsavel pela sepse, através da ativacdo e
liberacdo de mediadores da vasodilatacdo (FUENTEFRIA, 2009). Segundo Fuentefria (2009),
P. aeruginosa é considerada a mais virulenta dentre as bactérias oportunistas Gram-negativas

ndo fermentadoras de glicose.

Muitos dos fatores de viruléncia extracelulares necessarios para invasdo tecidual e
disseminacdo sdo controlados por sistemas de sinalizacdo célula-a-célula (ou “quorum-
sensing”). Esses sistemas regulatorios possibilitam que P. aeruginosa produza fatores de
viruléncia de uma forma coordenada e dependente da densidade celular, 0 que pode permitir a
bactéria evadir os mecanismos de defesa do hospedeiro (VAN DELDEN; IGLEWSKI, 1998).
Logo, o “quorum sensing” ¢ a expressao controlada de genes especificos em resposta a sinais

quimicos extracelulares produzidos pelas proprias bactérias (SOTO, 2013).
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Figura 4 — Estrutura e mecanismos patogénicos de P. aeruginosa.

Fonte: Traduzido de Baron, 1996.
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A presenca de uma capsula mucoide (alginato) possibilita a aderéncia a superficie

mucosa normal e confere a habilidade de ndo ativar o complemento e de aumentar a atividade

oxidativa dos neutrofilos, contribuindo para a patogénese da infeccdo cronica (NOUER,

2005). O alginato € um polissacarideo composto por acido manurdnico e acido glicurénico
(TRABULSI, 2008). Segundo Martins (2005), o alginato protege a bactéria contra

opsonizacdo, fagocitose, quimiotaxia e anticorpos e pode estar associado ao mau progndstico

dos pacientes com fibrose cistica, sendo o morfotipo mucoide frequentemente encontrado em

secrecdes de pacientes com fibrose cistica que estdo cronicamente infectados por

P. aeruginosa (ver Figura 5). Além disso, permite a formacao de microcoldnias, denominadas

biofilme, que sdo recobertas por um espesso material composto pelo alginato, LPS e proteina

(FERREIRA; LALA, 2010).
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Figura 5 — Coloracdo de Gram de P. aeruginosa rodeada de material capsular mucoide em um paciente

fibrocistico.

Fonte: Murray; Parenthal; Pfaller, 2006, p. 361.
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Os biofilmes sdo formados na superficie de dispositivos introduzidos no organismo
(TRABULSI, 2008), como cateteres, proteses vasculares e drenos. Podem ser encontrados em
tubos de agua, até mesmo, nos tubos de alimentagdo de agua dos equipos odontoldgicos, uma
vez que o biofilme se forma onde uma superficie sélida esteja em contato com agua por um
determinado espaco de tempo (OLIVEIRA, 2010). Nogueira e Miguel (2009) mencionam que
os biofilmes funcionam como uma fonte permanente de bactérias que podem causar infeccéo
em diferentes 6rgdos, e, de acordo com Oliveira (2010), eles representam mais de 90% dos

contaminantes existentes em sistemas aquosos, industriais, clinicos e ambientais.

Os isolados mucoides sdo, portanto, mais resistentes, formam colonias de agregados
firmes que superam os mecanismos de defesa — incluindo o mecanismo muco-ciliar do trato
respiratorio e os surfactantes, além dos antibioticos — e permitem maior aderéncia a
superficies celulares (NOUER, 2005). Segundo Soto (2013), os biofilmes sdo considerados
responsaveis por 65% das infecgbes bacterianas. A reduzida sensibilidade bacteriana aos
antibioticos nos biofilmes pode ser ocasionada pela escassa penetracdo do antibiotico, sua
interacdo com constituintes do biofilme, o estabelecimento da fase estacionaria dos micro-
organismos no biofilme, o estresse adaptativo — condigdes ambientais, como luz-ultravioleta,
calor, detergentes acidos e anticorpos, que ativam mecanismos de resposta adaptativa capazes
de possibilitar a sobrevivéncia das bactérias em ambientes hostis (ROSSI, 2008) — e o
surgimento de células resistentes (TORTAS, 2009).

As fimbrias (ou pili), por sua vez, sdo apéndices filamentosos, geralmente em maior
namero que os flagelos, que permitem a aderéncia do micro-organismo a receptores presentes
na superficie de células epiteliais do hospedeiro, através das adesinas localizadas em suas
extremidades. Essas estruturas, quando especializadas, também podem agir como pili sexual
(NOGUEIRA; MIGUEL, 2009). Tanto as fimbrias quanto o alginato contribuem para o
processo de colonizacdo dos tecidos por P. aeruginosa, ao passo que fosfatase alcalina,
exoenzima S, citotoxina, elastase, exotoxina A, lipase e fosfolipase sdo os principais produtos
extracelulares relacionados a invasao tecidual pela mesma (FERREIRA; LALA, 2010). A
exotoxina A, por exemplo, impede a sintese proteica, contribui para a dermonecrose e é
imunossupressora (KVITKO, 2010). Ver Figura 6.
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Colonizagao:
- alteracdo das defesas de primeira linha
- adesao mediada pelos fatores de viruléncia celulares

/

Infecgao cronica:
- em pacientes com fibrose cistica
- selecdo de mutantes produtores de alginato, resistentes as
defesas do organismo
- baixa producéo de fatores de viruléncia extracelulares
- dano tissular devido ao processo de inflamagao cronica

Infeccao aguda:
- quorum sensing estimula producéo de grande quantidade
de fatores extracelulares
- dano tissular provocado por proteases e toxinas leva a
invasao dos vasos sanguineos, disseminacao, sindrome da
resposta inflamatéria sistémica, insuficiéncia multipla de
orgaos e morte

Figura 6 — Fases da patogénese da infeccdo por P. aeruginosa.

Fonte: Trabulsi, 2008, p. 380.

2.3 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

P. aeruginosa é uma das bactérias causadoras de infec¢do hospitalar cuja resisténcia a
antibioticos tem aumentado dramaticamente (SANTOS, 2004). Um antibidtico é, a principio,
uma substancia sintetizada por micro-organismos vivos capaz de inibir o crescimento de
micro-organismos patogénicos ou de destrui-los (VICENTE, 1982). A maioria dos fungos
actinomicetos produtores de antibioticos possuem genes que codificam resisténcia aos
compostos produzidos por eles (DAVIES; DAVIES, 2010). Assim, o desenvolvimento da
resisténcia é um fato previsivel quando se trata de antibidticos naturais, tais como penicilina,
cloranfenicol, cefalosporinas, vancomicina, tetraciclina e eritromicina. O surgimento de
bactérias resistentes a antibidticos provenientes de fontes naturais impulsionou a manipulacéo
de suas moléculas, dando origem a classes de antibidticos de diferentes geragdes (DAVIES;
DAVIES, 2010).



30

Quando a Terra era recém-surgida, 0s micro-organismos, até entdo os Unicos seres
vivos do planeta, disputavam entre si 0s escassos nutrientes, e algumas espécies bacterianas
produziam substancias que destruiam as bactérias concorrentes. Deste modo, as mais aptas a
sobrevivéncia eram selecionadas, e as mais vulneraveis desenvolveram mutacdes que as
tornavam resistentes. Com o surgimento de novas formas de vida, algumas delas foram
capazes de produzir antibiéticos naturais. No entanto, em meio a guerra quimica, bactérias e
fungos adquiriam mutacdes que capacitaram sua resisténcia aos mesmos. Nos seres humanos,
a colonizacdo pela microbiota, juntamente com infeccdes recorrentes, gerou igual situagédo de
disputa entre micro-organismos, reproduzindo o fenbmeno da resisténcia aos antibioticos
naturais produzidos por bactérias e fungos concorrentes, ou mesmo, pelo proprio organismo
humano (UJVARI, 2011). Atualmente, um grande namero de genes de resisténcia para
antibioticos sdo componentes de populagdes microbianas naturais (DAVIES; DAVIES, 2010).

O desenvolvimento da resisténcia a antimicrobianos se manifesta pela expressdao de
genes adquiridos (por mutagdes, transformacdo, conjugacdo ou transducdo) capazes de
conferir caracteristicas que tornam as células aptas a resistir aos efeitos dessas drogas.
Conforme descrito, esse processo &€ um aspecto inerente a evolucdo desses seres Vivos
(DAVIES; DAVIES, 2010), portanto, pode ser considerado inevitavel e irreversivel
(SANTOS, 2004).

N&o obstante, a aquisicdo de resisténcia pode ser impulsionada por condutas humanas.
A transferéncia horizontal de genes ocorreu em toda a histéria evolutiva, mas a pressdo
seletiva contemporanea do uso e descarte de antibidticos € muito mais intensa (DAVIES;
DAVIES, 2010). Em ambientes como hospitais, a grande pressao seletiva exercida por agentes
antimicrobianos promove o aparecimento de linhagens resistentes, o que € influenciado pelo
estado imunoldgico do paciente, o nimero de bactérias no local da infeccdo, o mecanismo de
acdo da droga e a quantidade da mesma que atinge as bactérias (SANTOS, 2004). Segundo
Spindler (2009), o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos pode promover o
aparecimento de bactérias resistentes, o que, por sua vez, proporciona a disseminacdo de
genes de resisténcia no meio ambiente. Fora de hospitais, algumas das pressées que 0
ambiente exerce sdo: temperatura, pH, concentracdo de nutrientes, concentracdo de metais
pesados e interagOes populacionais (OLIVEIRA, 2010). A principal solugdo bacteriana para as
mudancas tdxicas assume a forma de sistemas de bombeamento multivalentes, que previnem
a acumulacédo intracelular de diversas substancias bactericidas e bacteriostaticas. Diferentes

pressOes seletivas podem levar a mutagdes que coincidentemente conferem um nivel de
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resisténcia a antibidticos (DAVIES; DAVIES, 2010). Durante a infecgdo cronica, contribuem
para a selecdo de fendtipos de resisténcia em P. aeruginosa, atraves de variacdo genética,
fatores de estresse, como o sistema imunoldgico, antibiéticos e a presenca de um ambiente
microaerdfilo (com baixas concentracdes de oxigénio) ou anaerébico (em auséncia de
oxigénio) (FUENTEFRIA, 2009).

A descoberta dos antibiéticos é corretamente considerada um dos mais significativos
eventos relacionados a salde dos tempos modernos, € ndo somente por seu impacto no
tratamento de doencas infecciosas, mas também pelas aplicacdes alternativas, dentre as quais
0 uso como agentes imunossupressores. Nos 60 anos desde sua introducdo, milhdes de
toneladas de antibioticos tém sido produzidas e empregadas com uma ampla variedade de
propositos. O desenvolvimento de geracdes de micro-organismos resistentes aos antibioticos e
sua distribuicdo em populacdes de micro-organismos pela biosfera sdo os resultados de
muitos anos de incessante pressdo seletiva a partir de aplicagdes humanas dos antibioticos,
através de uso excessivo, subutilizagdo e uso indevido. 1sso ndo € um processo natural, mas

uma situacédo criada pelo homem e sobreposta a natureza (DAVIES; DAVIES, 2010).

Embora a introducdo dos antimicrobianos na clinica medica tenha representado um
grande avanco no tratamento de infecgdes bacterianas graves, seu uso tem sido acompanhado
pelo rapido aparecimento de cepas resistentes, e especialistas médicos alertam sobre um
retorno a era pré-antibiotica (DAVIES; DAVIES, 2010). Ao longo dos anos, a resisténcia a,
praticamente, todos os antimicrobianos disponiveis para tratamento tem aumentado
consideravelmente e é descrita em varias partes do mundo, conforme vem sendo observado,
principalmente, em espécies ndo fermentadoras, tais como Pseudomonas spp. (SPINDLER,
2009).

O tipo de resisténcia que resulta de caracteristicas inerentes as células e, por isso,
comuns a todos os individuos da espécie, € conhecido como resisténcia intrinseca e &,
geralmente, determinado por genes cromossdémicos (BARBOSA,; TORRES, 2010). Contudo,
a resisténcia pode, ainda, ser ocasionada pela aquisicdo de genes de resisténcia, através da
transferéncia horizontal de genes (transportados em plasmidios, transposons ou integrons)
e/ou da acumulacdo de mutacBes pontuais que conduzem a alteracdo do material genético
(TORTAS, 2009). A observacdo inesperada da resisténcia antimicrobiana geneticamente
transferivel ocorreu no Japao, em meados de 1950 (DAVIES; DAVIES, 2010).
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Os transposons, ou elementos transponiveis sdo definidos, de acordo com Alberts
(2004, p.287), como “eclementos genéticos moveis que normalmente possuem uma baixa
seletividade aos sitios-alvo e podem, assim, inserir-se em varios sitos diferentes de DNA” (ver

Figura 7).

Dois métodos de transposigao:

1. Mecanismo cortar e colar

sequéncia de
DNA interrompida

/
ﬁ.
Q%

%M
transposon

2. Mecanismo copiar e colar

' e
A sequéncia de

sitio alvo DINA interrompida

Figura 7 — Mecanismos de transposi¢ao.

Fonte: Traduzido de <http://www.broadinstitute.org/files/news/stories/full/transposons_720x720_v2.jpg>.
Acesso em: 24 ago. 2013.

A transferéncia de genes pode ser promovida mediante a passagem de plasmidios,
fragmentos circulares de DNA de localizacdo extracromossémica (ver Figura 8) e duplicacdo
independente, que podem, inclusive, ser vetores de transposons. A frequéncia dos genes de
resisténcia em plasmidios é maior do que em cromossomos, ao menos dentre as bactérias de
interesse clinico (BARBOSA; TORRES, 2010). A transferéncia da resisténcia aos antibioticos
mediada por plasmidios tem sido o principal foco de investigacdo, devido a seu significado
médico e, mais recentemente, pratico (DAVIES; DAVIES, 2010).


http://www.broadinstitute.org/files/news/stories/full/transposons_720x720_v2.jpg
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Figura 8 — Representacédo de um plasmidio de resisténcia (plasmidio R).

Fonte: Traduzido de <http://www2.bc.cc.ca.us/biol6/PAL/Lecture%202.htm>. Acesso em: 11 dez. 2013.

Os integrons sdo elementos genéticos que possuem determinantes de recombinacédo
sitio-especifica com capacidade de reconhecimento, captura e expressdo de genes mdveis ndo
funcionais, os cassetes génicos (elementos moveis ndo replicativos contendo um gene que
pode codificar resisténcia aos antibioticos e um local de recombinacéo especifico da integrase,
a qual possui a capacidade de extrair ou integrar esses cassetes de gene ao integron ou a outro
cassete), o que os transforma em genes funcionais (TORTAS, 2009) (ver Figura 9). Os
integrons, identificados e caracterizados pela primeira vez por Stokes e Hall em 1987, ndo sdo
elementos genéticos moveis por si mesmos (DAVIES; DAVIES, 2010). Esses elementos
podem ser encontrados em cromossomos, plasmidios ou transposons, o que facilita a difusdo
dos genes de resisténcia a antibioticos (TORTAS, 2009). Uma vez que varios integrons tém
sido reportados como localizados em transposons, tais estruturas podem proporcionar um
meio adicional para a mobilidade dos genes de resisténcia aos antibioticos e podem explicar a
localizacdo plasmidial e cromossémica do mesmo gene de ESBL em P. aeruginosa
(WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003).


http://www2.bc.cc.ca.us/bio16/PAL/Lecture%202.htm
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Figura 9 — Captura e expressao génica por integrons.

Fonte: Traduzido de <http://www.nature.com/nature/journal/v405/n6784/fig_tab/405299a0_ F3.html#figure-
title>. Acesso em: 24 ago. 2013.

A troca de informacbes genéticas pode ocorrer através de trés mecanismos: (1)
transformacéo, onde ocorre a incorporacdo e o processamento de DNA exdgeno livre; (2)
conjugacéo, que envolve transferéncia de DNA plasmidial (do plasmidio F) por um pili sexual
entre um doador (F+) e um receptor (F-), o qual é convertido em F+, podendo, em alguns
casos, haver também transferéncia de parte do cromossomo e plasmidios ndo conjugativos,
devido a capacidade de integracdo, reversivel, do plasmidio F ao cromossomo; e (3)
transducdo, na qual o DNA de uma bactéria é transferido a outra por meio de um bacteri6fago,
virus que infecta bactérias (BARBOSA; TORRES, 2010).

Essa relativa facilidade em adquirir genes de células vizinhas, o que ocorre com
grande frequéncia nos procariotos, inclusive, entre diferentes espécies, pode fornecer a
bactéria receptora uma vantagem seletiva, visto que podem ser transferidos genes que
conferem resisténcia a um dado antibi6tico ou que produzem determinada toxina (ALBERTS,
2004). Todavia, a resisténcia adquirida também pode ocorrer quando ndo ha alteragcdo

genética, pela indugdo de um fendtipo devido as condi¢cGes do meio, que pode ser estavel e


http://www.nature.com/nature/journal/v405/n6784/fig_tab/405299a0_F3.html#figure-title
http://www.nature.com/nature/journal/v405/n6784/fig_tab/405299a0_F3.html#figure-title
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permanecer mesmo quando o fator de exposicdo for retirado, ou instavel, desaparecendo
juntamente com o fator de exposicdo (MARTINS, 2005). Embora a resisténcia a
antimicrobianos ocorra em muitas espécies e 0S processos para a recombinacdo genética
bacteriana ja mencionados sejam genéricos, somente serdo abordados no presente trabalho os

mecanismos referentes a Pseudomonas aeruginosa.
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3 PRINCIPAIS MECANISMOS DE RESISTENCIA EM P. aeruginosa

O uso bem sucedido de qualquer agente terapéutico é comprometido pelo
desenvolvimento potencial de tolerancia ou resisténcia a esse composto a partir do momento
em que é empregado pela primeira vez (ver Figura 10). Uma ampla variedade de mecanismos
bioquimicos e fisioldgicos pode ser responsavel pela resisténcia. Em P. aeruginosa, 0s
mecanismos de resisténcia a antibioticos evoluiram coincidentemente com a introducdo de
novos derivados de antibidticos, comprometendo a maioria dos tratamentos eficazes (como 0s
B-lactdmicos e os aminoglicosideos) (DAVIES; DAVIES, 2010). O fato de P. aeruginosa
possuir uma elevada taxa mutacional faz com seja gerada uma resisténcia progressiva aos
antibioticos (MILAGRES et al., 2008).

polhimixinas de DNA girase quinolonas
membrana colular
\ ’ RNA polimerase nfamper
sintese da parede celulor QP /\"\\,
i , ONA X4
VAncomicing - .\‘}J N nars Sintose protéica, imbidores de 30S

pemcihinas

tetracichng
cefalospormas
estreptomicinag
biossintese do acdo fohco - ~

tnmethoponm

Sintese protéica, inibidores de 50S
entromicing
Sesiasioyi ° Cloranfenicol

Figura 10 — Alvos bacterianos de alguns antibidticos.

Fonte: Alberts, 2004, p. 1429.

P. aeruginosa € intrinsecamente resistente a muitos agentes antimicrobianos néo
relacionados estruturalmente, devido a baixa permeabilidade da membrana externa, a
expressdo constitutiva de varias bombas de efluxo com uma ampla especificidade de
substratos e a p-lactamase AmpC (também conhecida como cefalosporinase cromossémica da
classe C), que ocorre naturalmente (STRATEVA; YORDANOV, 2009). O fato do
peptidioglicano ser recoberto por uma membrana externa lipopolissacaridica reduz a
permeabilidade celular, dificultando a penetracdo de alguns antibidticos que sdo mais
hidrofilicos, como, por exemplo, os PB-lactdmicos. A resisténcia intrinseca também esta
relacionada a producdo de B-lactamases e de enzimas inativadoras de outros
antimicrobianos, como aminoglicosideos e quinolonas (MARTINS, 2005). Em decorréncia de

tais mecanismos, a resisténcia natural da espécie diz respeito a algumas cefalosporinas de
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espectro estendido (VAHABOGLU et al., 2001), além das cefalosporinas de primeira e
segunda geragdes (ver Figura 11), a penicilina G e a aminopenicilinas, incluindo aquelas
combinadas com inibidores de B-lactamases (STRATEVA; YORDANOV, 2009) (ver Figura
12). Segundo Goodman e Gilman (2005), todas as cepas de P. aeruginosa sao resistentes as
tetraciclinas (ver Figura 13) e esse micro-organismo resiste, inclusive, a concentragdes muito
altas de cloranfenicol (ver Figura 14). De acordo com Katzung (2010), a resisténcia intrinseca

as tetraciclinas se deve as bombas de efluxo codificadas cromossomicamente.
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Figura 11 — Cefalosporinas de primeira e segunda geragdes. Nenhuma cefalosporina de primeira ou segunda
geracao é ativa contra P. aeruginosa (KATZUNG, 2010).

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 904.
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Figura 12 — Inibidores de B-lactamases.

Fonte: Katzung, 2010, p. 661.

TETRACICLINA
CONGENERE SUBSTITUINTE(S) POSICAO(OES)
Clortetraciclina & | (7
Oxitetraciclina —OH, —H (5)
Demeclociclina —OH, —H; —Cl 6:7)
Metaciclina —OH, —H; =CH; (5:6)
Doxiciclina —OH, —H; —CH3, —H {5:6)
Minociclina —H, —H; —N(CH:); 6:7)

Figura 13 — Férmulas estruturais das tetraciclinas.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 930.
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Figura 14 — Férmula estrutural do cloranfenicol.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 934.
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O fendtipo suscetivel de P. aeruginosa (0 chamado tipo selvagem) inclui
suscetibilidade a carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina), ureidopenicilinas (azlocilina,
piperacilina), algumas cefalosporinas de terceira geracdo, todas as cefalosporinas de quarta
geracdo (ver Figura 15), o monobactdmico aztreonam e os carbapenémicos imipenem e
meropenem (STRATEVA; YORDANOV, 2009). Katzung (2010) afirma que as unicas
cefalosporinas de terceira geracdo com atividade util contra P. aeruginosa sdo a ceftazidima e
a cefoperazona e que a cefepima apresenta boa atividade. Contudo, P. aeruginosa também
adquire facilmente mecanismos de resisténcia adicionais, o que leva a sérios problemas
terapéuticos (STRATEVA; YORDANOV, 2009).

Esta espécie frequentemente pode apresentar mais de um mecanismo de resisténcia
simultaneamente, 0 que aumenta o arsenal de resisténcia de algumas cepas aos
antimicrobianos (FUENTEFRIA, 2009). Esse fendomeno pode ter um impacto clinico
consideravel, como é o caso da coproducdo de potentes mecanismos de resisténcia a
B-lactamicos e aminoglicosideos (DOI et al., 2007). Em algumas cepas bacterianas, a
coexisténcia de mecanismos de resisténcia pode torna-las multirresistentes aos antibidticos
(TORTAS, 2009). Os critérios predominantemente utilizados pelos autores classificam
linhagens de P. aeruginosa como multirresistentes quando ha resisténcia a, pelo menos, trés
das seguintes classes de antibidticos: aminoglicosideos, penicilinas antiPseudomonas,
carbapenémicos, cefalosporinas e quinolonas. Sdo consideradas panresistentes as linhagens
que se apresentam resistentes a todas essas classes, inclusive aos monobactamicos e a
polimixina B (CLIMACO, 2011).

O fenbmeno da multirresisténcia é frequentemente ocasionado pela exposicdo prévia
de cepas de P. aeruginosa a esses agentes antimicrobianos (VAN DELDEN; IGLEWSKI,
1998). O grande consumo de antibioticos em hospitais faz com que neles sejam encontradas
bactérias com diversos mecanismos de resisténcia. A resisténcia a multiplos antibiéticos pode
decorrer, por exemplo, da aquisicdo de varios genes de resisténcia e mutacGes que ocasionam
alteracdo dos alvos do antibidtico, alteracdo da permeabilidade e mecanismos de efluxo
(TORTAS, 2009). Alguns desses mecanismos, que serdo abordados ao longo do capitulo, se
encontram na llustracdo 1. Parece provavel que a resisténcia a maltiplas drogas reflita a
acumulacdo de maltiplas mutagdes. Além disso, a emergéncia da resisténcia a multiplas
drogas associada a plasmidios e integrons é menos previsivel que a resisténcia mutacional,
porque depende da fuga aleatdria de genes de DNA moével (LIVERMORE, 2002).
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Figura 15 — Cefalosporinas de terceira e quarta geracoes.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 905.
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Mecanismos

Efeitos

Baixa permeabilidade da membrana externa

Dificil penetragdo dos antimicrobianos hidrofilicos
(MARTINS, 2005)

Enzimas B-lactamases

Clivagem dos antimicrobianos p-lactamicos que
penetram na célula (SPINDLER, 2009)

Bombas de efluxo

Extrusdo de moléculas antimicrobianas da célula
bacteriana (SCHWEIZER, 2003)

Perda de porinas

Reducéo da entrada de compostos antimicrobianos na
bactéria (VAHABOGLU et al., 2001)

MutacOes na DNA girase e na

topoisomerase 1V

Inativacdo das quinolonas por alteracdo do alvo
(TORTAS, 2009)

Modificacdo das fluoroquinolonas por uma

aminoglicosideo-N-acetiltransferase

Reducéo da atividade das fluoroquinolonas (DAVIES;
DAVIES, 2010)

Ligacdo da proteina QnrA a DNA girase e a

topoisomerase 1V

Impedimento da ligacdo entre as quinolonas e seus
alvos (TORTAS, 2009)

Modificacdo enzimatica dos
aminoglicosideos/ alteracdo ribossomal por

mutacdes

Reducéo da afinidade de ligacdo dos aminoglicosideos
ao ribossomo (STRATEVA; YORDANOV, 2009;
TORTAS, 2009)

Metilacdo da subunidade 16 do rRNA

Protecéo ribossomal contra a ligacéo aos
aminoglicosideos (NEVES et al., 2011)

Alteracdes na constituicdo da membrana

externa da bactéria

Comprometimento da interacdo das polimixinas em
seu sitio de atuacdo (TORTAS, 2009)

lustracdo 1 — Quadro dos mecanismos de resisténcia e seus efeitos em P. aeruginosa.

Fonte: O autor.

3.1 ENZIMAS B-LACTAMASES
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Os antibioticos B-lactamicos sdo um variado grupo de agentes antimicrobianos
amplamente utilizado no tratamento clinico de infec¢bes causadas por diversas bactérias. Sua
elevada eficécia antimicrobiana e baixa toxicidade para as células eucariotas 0s torna a op¢ao
terapéutica mais frequente. Os antibidticos desta classe apresentam um anel B-lactamico, uma
estrutura ciclica de quatro &omos (trés de carbono e um de nitrogénio), com radicais
substituintes (ver Figura 16). A unido dos B-lactamicos a receptores especificos da membrana
citoplasmatica, as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), inibe as enzimas (transpeptidases,
carboxipeptidases) que participam da sintese do peptidioglicano. Por conseguinte, a sintese da
parede celular é comprometida e ocorre a morte celular. A estrutura da cadeia lateral divide os
B-lactdmicos em penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenémicos e inibidores
de B-lactamases (TORTAS, 2009).
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Figura 16 — Estrutura dos antibidticos B-lactdmicos.

Fonte:<http://wwwa3.ich.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=47&Itemid=57
&lang=br>. Acesso em: 24 nov. 2013

Dentre 0s mecanismos de resisténcia aos f-lactimicos, ja foram citadas a
hiperexpressdao de sistemas de efluxo, a alteracdo da permeabilidade da membrana e a
producéo de enzimas B-lactamases, que é 0 mecanismo mais importante de resisténcia a esses
agentes (FUENTEFRIA, 2009). Os mecanismos de resisténcia aos f-lactamicos ndo mediados
por B-lactamases conferem, na maior parte das vezes, uma resisténcia de nivel baixo a
moderado, mas de amplo espectro, incluindo ainda as quinolonas (SPINDLER, 2009). Em

P. aeruginosa, todos 0s possiveis mecanismos que determinam resisténcia aos B-lactamicos


http://www3.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=47&Itemid=57&lang=br
http://www3.icb.usp.br/bmm/mariojac/index.php?option=com_content&view=article&id=47&Itemid=57&lang=br
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(inativagdo enzimatica, efluxo ativo, mudancas na permeabilidade da membrana externa e
sintese PBPs com baixa afinidade por B-lactdmicos) podem existir simultaneamente ou em
varias combinacgdes (STRATEVA; YORDANOV, 2009).

A penicilina (ver Figura 17) foi descoberta por Alexander Fleming em 1928, e, em
1940, vaérios anos antes da introducdo da penicilina como terapéutica, uma penicilinase
bacteriana foi identificada. Uma vez que os antibi6ticos foram usados largamente, cepas
resistentes aptas a inativarem as drogas se tornaram prevalentes, e estudos sintéticos foram
realizados para modificar quimicamente a penicilina a fim de prevenir a clivagem por
penicilinases (f-lactamases). Até o momento, varios grupos ¢ classes de B-lactamases foram
identificados, compreendendo até 1000 B-lactamases relacionadas a resisténcia (DAVIES;
DAVIES, 2010).

B lCI NHCH C/HS\C/CHG 1 Local de acédo da penicilinase
_2 o —l B_ | I\CH3 2 Local de acao da amidase
L 0=C—N—CH—COOH A’ Anel tiazolidinico

111 Penicilinas | B Anel B-lactamico

I

Penicilinase
Amidase
0}
| S\ CHa I oo\ ~CHs
R—CH + NH,—CH—CH C\ R—CH—NH—CH—CH C\
| | “CHa | | | cHs
0=C—N——CH—COOH g R L
OH

R + Acido 6-aminopenicilénico Acidos peniciléicos

Figura 17 — Estrutura das penicilinas e produtos de sua hidrélise enzimética.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 892.

Conforme ja citado, a producdo enzimética é o principal mecanismo de resisténcia
adquirida aos antibidticos B-lactamicos em P. aeruginosa (STRATEVA; YORDANOQV, 2009).
As B-lactamases inativam os antimicrobianos B-lactdmicos pela quebra do anel B-lactamico
(SPINDLER, 2009), rompendo sua ligacdo amida, de forma que os produtos obtidos néo
possuem atividade antibacteriana (STRATEVA; YORDANOV, 2009). A hidrolise dos
antibidticos B-lactamicos ocorre pela formacdo de uma ligacdo éster entre o sitio ativo de
serina (ou com ions de zinco, no caso das metalo-p-lactamases) da enzima f-lactamase e o
anel B-lactdmico do antimicrobiano (ver Figura 18). Em bactérias Gram-negativas, como
P. aeruginosa, essas enzimas se localizam no espaco periplasmatico e inativam o0s

B-lactdmicos logo que eles atravessam a membrana externa, antes que atinjam as PBPs
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(TORTAS, 2009) (ver Figura 19). Ujvari (2011) menciona que uma unica molécula de
B-lactamase pode clivar até 1000 moléculas do antibidtico por segundo. Muitas B-lactamases
plasmidiais e cromossémicas tém sido reportadas em P. aeruginosa, embora nenhuma seja de
ocorréncia mundial (CLIMACO, 2011).
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Figura 18 — Mecanismo de hidrélise dos B-lactdmicos por ESBLS.

Fonte: <http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1676-24442012000200004&script=sci_arttext>. Acesso em: 24
nov. 2013.

Figura 19 - Local de agéo das enzimas B-lactamases. Quando presentes, essas enzimas se localizam no espaco
periplasmético ou sobre a superficie externa da membrana citoplasmatica. As PLPs sdo as proteinas de ligagdo da
penicilina, também chamadas de PBPs (KATZUNG, 2010).

Fonte: Katzung, 2010, p. 657.

Os genes para as enzimas f-lactamases sd0, provavelmente, 0s mais
internacionalmente distribuidos (DAVIES; DAVIES, 2010). A maioria desses genes esta
localizada em regi6es moveis do DNA bacteriano, como plasmidios e integrons de classe 1
(apesar de alguns serem encontrados em integrons das classes 2 e 3) (SPINDLER, 2009), o
que contribui para a disseminacdo da resisténcia entre bactérias da mesma espécie e de
espécies diferentes (TORTAS, 2009). Os genes de B-lactamases sdo antigos e podem também
ser encontrados em ambientes remotos e desolados, o que implica que novas [-lactamases
com alcances de substrato alterados ocorrem no ambiente. MutagGes ao acaso de genes que
codificam enzimas deram origem a catalisadores modificados com espectros de resisténcia
cada vez mais estendidos (DAVIES; DAVIES, 2010).


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1676-24442012000200004&script=sci_arttext
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A classificacdo de Ambler foi proposta com base na estrutura molecular das
B-lactamases, de acordo com sua sequéncia de aminoacidos (SPINDLER, 2009), e as divide
em 4 classes (A, B, C e D). Um numero significativo de p-lactamases de todas as quatro
classes moleculares é encontrado em P. aeruginosa, incluindo ESBLs das classes A, B e D
(STRATEVA; YORDANOV, 2009). P. aeruginosa esta sob continua pressdo seletiva da
exposicdo aos antibidticos em ambientes hospitalares e, portanto, ESBLsS devem ter sido
amplamente distribuidas entre essa espécie (VAHABOGLU et al., 2001). Diferentemente da
classificagdo de Ambler, a classificacdo de Bush foi a primeira a relacionar as estruturas
moleculares das enzimas a seus substratos preferenciais e propriedades inibitérias
(SPINDLER, 2009). Ver Tabela 1.

Tabela 1 — Betalactamases Descritas em P. aeruginosa

Grupos

Funcionais Classes
Moleculares Betalactamases
(BUSH- (AMBLER)
JACOBY) ]
1 C AmpC (PDC-; intrinseca)

TEM-1. -2, -90, -110

2a A SHV-1
PER-1, -2
VEB-1, -2, -3
TEM-4, -21, -24, -42. -115

2be A SHV-2a, -5, -12
GES-1.-2,-5.-8,-9
BEL. LBT 802
CTX-M-1, -2, -43
PSE-1. -4

2¢ A CARB-3, -4, CARB-like
AER-1
LCR-1, NPS-1

2d D ()XA-l,-S,-4, -5,-7.9,-10,-11,-12, -14, -19,
-20, -21, -24/40, -28, -30, -31., -32, -35, -45, -
46, -50, -533, -161

2f A KPC-2, -5
IMP-1, -4, -6, -7, -9, -10, -12, -13. -15, -16, -
18, -22.
VIM-1, -2, -3, -4, -5.-7. -8, -11. -13, -15, -16,
-17, -18.

3 B SPM-1
GIM-1
AIM-1
TMB-1

Fonte: Guarneri, 2011, p. 52.
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3.1.1 Classe A das B-lactamases

As B-lactamases mais frequentemente adquiridas sdo as enzimas especificas de
Pseudomonas (PSEs) PSE-1 e PSE-4 (LIVERMORE, 2002). Na classe A de Ambler, dentro
do grupo funcional 2¢ de Bush, quatro p-lactamases do tipo PSE que hidrolisam carbenicilina
(ver Figura 20) foram encontradas em P. aeruginosa: PSE-1 (CARB-2), PSE-4 (CARB-1),
CARB-3 e CARB-4 (cujo gene acredita-se ter sido adquirido de outra espécie bacteriana). Seu
perfil de substrato inclui carboxipenicilinas, ureidopenicilinas e cefsulodina. A presenca de
PSEs pode ser contornada, jA que cepas produtoras de carbenicilinases apresentam
suscetibilidade variavel a cefepima, cefpiroma e aztreonam (ver Figura 21) e suscetibilidade
total para ceftazidima e carbapenémicos (STRATEVA; YORDANOV, 2009). O perfil de
substrato de AER-1 se assemelha ao das demais carbenicilinases mediadas por plasmidios
(SANSCHAGRIN; BEJAOUI; LEVESQUE, 1998).

Carbenicilina
/‘j (R=H)
b ?H_ Indanil carbenicilina
COOR (R = S-indanol)
CH— . s
! ‘ | Ticarcillina
- COOH

(/\ CH— Mezlociina

| Piperacilina

Figura 20 — Férmulas estruturais de penicilinas com acéo sobre P. aeruginosa.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 895.
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HoN
AZTREONAM
Figura 21 — Formula estrutural do aztreonam.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 909.

Ao contrario das PSEs, as ESBLs da classe molecular A e do grupo funcional 2b’
conduzem ao desenvolvimento da resisténcia ndo somente as carboxipenicilinas e
ureidopenicilinas, mas também a cefalosporinas de amplo espectro (STRATEVA;
YORDANOQV, 2009). As chamadas ESBLs conferem resisténcia a, no minimo, varias
cefalosporinas de amplo espectro, podendo ter uma atividade hidrolitica mais ampla,
inclusive, sobre carbapenémicos. Quase todas essas enzimas sdo inibidas por é&cido
clavulanico. A frequéncia das ESBLs, que ja foram largamente reportadas em enterobactérias,

tem aumentado, principalmente, em isolados de P. aeruginosa (SPINDLER, 2009).

Essas enzimas sdo dos tipos TEM (Temoniera, nome do paciente do qual foi isolada
(HERITAGE et al, 1999)) e SHV (Sulphydryl Variable), bem conhecidos na familia
Enterobacteriaceae; do tipo PER (Pseudomonas Extended Resistance), majoritariamente
originado de isolados da Turquia; do tipo VEB (Vietnamese Extended-spectrum f-lactamase),
do Sudeste da Asia, Franca e Bulgéria; dos tipos GES, Guiana Extended Spectrum, e IBC,
Integron-Borne [-lactamase, reportados na Franca, Grécia e Africa do Sul; e do tipo BEL,
Belgium Extended f-lactamase. Esses seis tipos de enzimas s&o remotamente relacionados do
ponto de vista genético, embora compartilnem perfis hidroliticos semelhantes (STRATEVA;
YORDANOY, 2009). A arquetipica B-lactamase TEM, codificada por plasmidio, gerou vérias
familias de enzimas relacionadas, proporcionando uma ampla prova de sua adaptabilidade
(DAVIES; DAVIES, 2010).

Os genes blatem, blashyv e blarer-1 S@0 parte de estruturas transposonais, ao passo que
0s genes blaves e blaces estdo na forma de cassetes em integrons da classe 1 (POIREL et al.,
2005). Assim, os genes codificando enzimas dos tipos VEB e GES sdo que estdo associados a

integrons, os quais podem conter também outros genes de [-lactamases dos tipos OXA
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(Oxacilina). A presenca de ESBLs em P. aeruginosa deve ser suspeitada diante do fenotipo de
resisténcia a antibioticos combinando resisténcia a ticarcilina e ceftazidima e suscetibilidade a
ticarcilina associada a acido clavulanico (WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003).

B-lactamases do tipo CTX-M (Cefotaximase), também incluido na classe A de Ambler,
tém sido relatadas como uma familia que apresenta alto nivel de atividade hidrolitica,
especialmente contra cefotaxima e ceftriaxona (SHIBATA et al., 2006), tendo sido a primeira
enzima encontrada a hidrolisar cefalosporinas de espectro ampliado a um nivel clinicamente
significativo. Seus genes e variantes subsequentes sdo altamente bem sucedidos na

transmisséo e sdo um fendmeno e uma ameaga mundiais (DAVIES; DAVIES, 2010).

A B-lactamase PER-1 foi a primeira ESBL identificada e totalmente caracterizada em
P. aeruginosa. Ela foi encontrada em um isolado de P. aeruginosa de um paciente turco
hospitalizado na regido de Paris, Franca, em 1991, e era codificada por cromossomo.
Posteriormente, enzimas PER-1 codificadas por plasmidios foram reportadas (STRATEVA;
YORDANOQV, 2009). Ainda assim, em P. aeruginosa, 0os genes blaper sS40 majoritariamente
codificados por cromossomos (WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003). Cepas de
P. aeruginosa produtoras de PER-1 tambeém foram isoladas na Italia, Bélgica e Poldnia.
PER-1 apresenta o perfil de substrato tipico das ESBLs classicas e € moderadamente inibida
por inibidores de B-lactamase e imipenem (ver Figura 22) (STRATEVA; YORDANOQV, 2009).
Essa enzima confere resisténcia de alto nivel a ceftazidima, com suscetibilidade restaurada
pela adicdo de clavulanato (LIVERMORE, 2002).

COOH

0. ) SCH,CH,NHCH=NH
HO NI \|
N
.'C [ |

H™ CH,
IMIPENEM

Figura 22 — Férmula estrutural do imipenem.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 909.

O gene blaper-1 € muito difundido na Turquia, e é possivel que a propagacao da PER-1

na Europa Ocidental possa ser relacionada, principalmente, a imigracdo de cidaddos turcos.
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Vahaboglu et al. (2001) demonstraram, em seu estudo, que infecgdes nosocomiais com cepas
de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. produtoras de PER-1 foram significativamente
relacionadas a um aumento da incidéncia de evolucdo fatal em pacientes turcos. Um grande
surto hospitalar de P. aeruginosa produtora de PER-1, que ocorreu por um periodo de 10
meses, em uma unidade de atendimento terciario, foi documentada em Varese, Italia. Alem do
fendtipo de resisténcia aos B-lactdmicos conferido por PER-1, as cepas epidémicas eram
resistentes a varios desinfetantes, incluindo clorexidina, iodeto de povidona e tolueno-p-
sulfocloramida. Também foi relatada uma cepa de P. aeruginosa que produzia a B-lactamase
VIM-2, mediada por plasmidio, juntamente com a B-lactamase PER-1. Esse relato mostra que
a mesma cepa de P. aeruginosa pode produzir duas B-lactamases ndo relacionadas, ambas
com espectro hidrolitico expandido (WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003), e
evidencia que multiplos fatores de resisténcia podem ser disseminados atraves do mesmo

plasmidio. PER-2 ainda ndo foi descrita no género Pseudomonas (SPINDLER, 2009).

A SHV-2a foi originalmente detectada na Franca, em 1995, e, posteriormente, na
Tailandia e na Polbnia. Essa enzima hidrolisa fortemente cefalosporinas de quarta geracéo.
Cepas de P. aeruginosa produtoras de SHV-5 e SHV-12 foram também identificadas na
Tailandia e, mais tarde, em isolados da Grécia, sendo que a primeira determina alto nivel de
resisténcia a ceftazidima e monobactamicos. Na mesma década, entre 1992 e 1998, na Franca,
cepas de P. aeruginosa produtoras de enzimas do tipo TEM foram consecutivamente isoladas.
Seu espectro hidrolitico inclui penicilina de espectro restrito, cefalosporinas de espectro
estendido e aztreonam (STRATEVA; YORDANOV, 2009).

Com relacdo a essas enzimas, dos tipos TEM (130 variantes descritas) e SHV (50
variantes descritas), o primeiro caso envolvendo a bactéria P. aeruginosa ocorreu em 1996 e,
atualmente, ambos 0s tipos sdo descritos com maior frequéncia na Europa. Apesar de essas
enzimas terem sido relacionadas a plasmidios (SPINDLER, 2009), recentemente, 0 gene
blarem-21 foi identificado como parte de um transposon localizado em cromossomo. Mas é
provavel que genes para os tipos TEM e SHV de ESBLs, em P. aeruginosa, tenham se
originado da familia Enterobacteriaceae, da qual os genes foram passados por transferéncia
genética. Diferencas nas origens de replicacdo dos plasmidios de Enterobacteriaceae e
P. aeruginosa podem, contudo, limitar tal transferéncia. A verdadeira prevaléncia das ESBLS
dos tipos TEM e SHV em P. aeruginosa pode ser subestimada pela dificuldade de sua
deteccdo no laboratorio clinico (WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003).
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O primeiro isolamento da B-lactamase VEB-1 ocorreu em 1998, na Franga. Em 2002,
foi encontrada uma alta prevaléncia (93%) de genes do tipo blaves em isolados clinicos de
P. aeruginosa resistentes a ceftazidima em um hospital tailandés. O mesmo estudo identificou
um novo gene, blaves-> (STRATEVA; YORDANOV, 2009). As enzimas VEB conferem
resisténcia a cefepima, cefotaxima, cefpiroma, cefpodoxima, ceftazidima, ceftriaxona e
cefuroxima. Mas sua elevada capacidade de hidrolisar a ceftazidima e o aztreonam é 0 motivo
de maior preocupacdo (SPINDLER, 2009). A enzima VEB-2 difere da VEB-1 somente por
uma mudanca de aminoécido, localizado fora do sitio ativo da enzima. O perfil de substrato
das enzimas VEB é idéntico ao da PER-1, isto é, altas afinidades para penicilinas de espectro
limitado e cefalosporinas de espectros limitado e estendido. Essas ESBLs tém baixos niveis
de afinidade pelos carbapenémicos e sdo moderadamente inibidas por &cido clavulanico e
imipenem. Além disso, VEB-1, assim como PER-1, é bem inibida por cefoxitina. Os genes do
tipo blaves sdo, principalmente, codificados por cromossomos em P. aeruginosa
(WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003).

Ao final do século 20, foi descrita uma nova familia de ESBLs, referida como GES
(Guiana Extended Spectrum), devido ao pais de origem do primeiro isolado, a Guiana
Francesa. GES-1, peculiar em seu baixo nivel de atividade catalitica, baixa afinidade pela
maioria dos substratos e um perfil de inibicdo que inclui acido clavulanico e imipenem, foi
encontrada na Franca e no Brasil. Ao contrario da maioria das ESBLs da classe A, tem uma
forte afinidade pela cefalosporina de segunda geracgéo cefoxitina (STRATEVA; YORDANOV,
2009). A enzima GES ¢é capaz de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro, e as variantes
GES-2, GES-4, GES-5 e GES-6 possuem também a capacidade de hidrolisar os
carbapenémicos (SPINDLER, 2009). A GES-2, por exemplo, que difere da GES-1 pela
mudanca de um Gnico aminoacido localizado no sitio ativo das enzimas, hidrolisa também o
imipenem. Essa enzima foi identificada em uma cepa de P. aeruginosa de um paciente
hospitalizado no hospital universitario de Pretéria, Africa do Sul, e foi associada a isolados
envolvidos em um surto ocorrido no mesmo hospital de maio a julho de 2000. Spindler (2009)
menciona que isolados de P. aeruginosa produtores de GES de diferentes variantes ja foram
descritos em varios locais da Europa, China e Africa do Sul. Tais informacdes sugerem que
esses genes de P-lactamases podem ter maior distribuicdo aleatdria do que os das enzimas
VEB e PER (WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003).

O gene estruturalmente relacionado ao blaces1, 0 blaics2, foi relatado em

P. aeruginosa a partir de um isolado grego em Tessaldonica (SPINDLER, 2009). A IBC-2
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difere por um Unico residuo de aminoacido da GES-1 e confere resisténcia a ceftazidima e
outras oximino-cefalosporinas, sendo inibida por imipenem, tazobactam e acido clavulanico.
A enzima IBC-2 difere da IBC-1 por uma mudanga de amino4cido, sendo ambas as enzimas
relacionadas a linhagem de GES-1 e GES-2. Tanto os genes blages quanto os blaigc foram
encontrados como sendo codificados, em P. aeruginosa, por plasmidios ou no cromossomo
(WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003).

Também foi relatada uma p-lactamase designada BEL-1, que é remotamente
relacionada a outras B-lactamases da classe A, apesar das propriedades bioquimicas serem
semelhantes. Essa enzima foi identificada a partir de uma cepa clinica de P. aeruginosa
isolada em um hospital de Flanders, na Bélgica. Os parametros cinéticos de BEL-1 mostraram
sua atividade de amplo espectro contra a maioria dos B-lactamicos, incluindo cefalosporinas
de espectro estendido e aztreonam, além de baixa suscetibilidade a sulbactam e tazobactam.
Conforme é geralmente observado com muitas ESBLs, BEL-1 possui muito baixa afinidade
por ceftazidima. Sua atividade é muito bem inibida por acido clavulanico e em menor escala
por moxalactam, sendo também inibida por imipenem (como observado para VEB-1 e GES-
1) e por cefoxitina (conforme observado para VEB-1). O gene blageL-1 estd na forma de um
cassete génico que faz parte de um integron de classe 1, localizado em um transposon
cromossdmico (POIREL et al., 2005).

A enzima LBT 802 apresenta um amplo espectro devido a hidrélise de
benzilpenicilinas, ampicilina, cefalotina, cefaloridina, cefotaxima, ceftriaxona e cefpiroma,

mas ndo ceftazidima, cefoxitina, imipenem ou aztreonam (REJIBA et al., 2002).

Em 2010, foi detectada P. aeruginosa produtora de KPC (Klebsiella pneumoniae
carbapenemase) pela primeira vez no Brasil, a partir de isolados multirresistentes (JACOME
et al., 2012).

3.1.2 Cefalosporinases (AmpC)

Na classe C de Ambler, situa-se a AmpC, uma enzima [-lactamase codificada
cromossOmicamente, 0 que ocasiona uma resisténcia intrinseca a f-lactamicos (MARTINS,

2005). O mecanismo mais frequentemente responsavel pela resisténcia a cefalosporinas de
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terceira geragdo € a hiperproducdo dessa enzima, chamada desrepressdo estavel (STRATEVA;
YORDANOV, 2009). O gene que codifica a AmpC, geralmente, estd reprimido. A
desrepressdo dessa enzima € induzida pela exposi¢do bacteriana a baixas concentracdes de
antibioticos B-lactdmicos, particularmente, o imipenem (MARTINS, 2005), mas, segundo
Climaco (2011), também por inibidores de B-lactamases, como o &cido clavulanico. Desse
modo, ocorre a producdo reversivel da enzima. A producdo constante de AmpC indica que
ocorreu mutacdo (MARTINS, 2005). Strateva e Yordanov (2009) mencionam que a producéo
de cefalosporinase cromossomica pode aumentar de 100 a 1000 vezes na presenca de
indutores B-lactdmicos (especialmente imipenem). Disso decorre que um isolado inicialmente
sensivel a determinados agentes pode desenvolver resisténcia a partir do inicio da terapia, por
meio da indugdo desse tipo de enzima (SPINDLER, 2009).

Em P. aeruginosa, esse mecanismo de desrepressdo da AmpC cromossomal costuma
ser responsavel pela resisténcia aos [B-lactdmicos (incluindo cefalosporinas de amplo
espectro), com excecdo dos carbapenémicos. Assim, essa enzima € encontrada na maioria dos
isolados de P. aeruginosa (MARTINS, 2005). Geralmente, a enzima é produzida em baixas
quantidades e determina resisténcia a aminopenicilinas e a maioria das primeiras
cefalosporinas. A atividade da AmpC néo ¢ inibida por inibidores de B-lactamases usados na
pratica clinica, como &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam (STRATEVA; YORDANOV,
2009), visto o espectro de resisténcia, por vezes, alcanga, até mesmo, combinagdes de B-
lactimicos/inibidores de B-lactamases (SPINDLER, 2009). Cabe mencionar que o nivel da
resisténcia depende do grau da desrepressao (LIVERMORE, 2002).

A existéncia de plasmidios transferiveis que podem adquirir genes para enzimas do
tipo AmpC torna possivel o advento dessa resisténcia em bactérias que ndo a possuem ou em
bactérias que expressem fracamente o gene cromossémico blaampc (SPINDLER, 2009),
embora cefalosporinases mediadas por plasmidios ainda ndo tenham sido encontradas em
P. aeruginosa (STRATEVA; YORDANOV, 2009). A deteccdo de enzimas AmpC pode ser
mais dificil, e essas podem conferir resisténcia a uma maior variedade de antimicrobianos do
que as ESBLs, além de estarem evoluindo para a hidrolise mais eficaz de cefalosporinas de
amplo espectro. A dificuldade de diagndstico reside no fato de que essas enzimas ndo podem
ser identificadas com testes laboratoriais de rotina, e torna-se dificil identifica-las quando ha

presenca simultanea de outro tipo de enzima (SPINDLER, 2009).
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3.1.3 Classe D das B-lactamases

A classe D de B-lactamases abrange ESBLs do tipo OXA-18, OXA-2, OXA-10 (PSE-
2), OXA-21, ARI-1 (Acinetobacter Resistant to Imipenem). Essas enzimas possuem
caracteristicas variadas e é dificil detecta-las por métodos laboratoriais de rotina (MARTINS,
2005). O grupo é estruturalmente relacionado e exibe uma 6tima atividade hidrolitica contra
oxacilina e compostos similares (SPINDLER, 2009). As cléssicas enzimas OXA (OXA-1,
OXA-2, OXA-10) determinam resisténcia a carboxipenicilinas e ureidopenicilinas, mas ndo a
ceftazidima. Por isso, oxacilinases que hidrolisam ceftazidima tém a maior importancia
clinica. Seu espectro hidrolitico também inclui cefotaxima, cefepima, cefpiroma, aztreonam e
moxalactam. Com excec¢do de OXA-18, que € totalmente inibida por acido clavulanico e cujas
propriedades hidroliticas se assemelham as das ESBLs da classe A, a atividade dessas
enzimas ndo ¢é suprimida por inibidores de p-lactamases (STRATEVA; YORDANOV, 2009).
Aenzima NPS-1, também dessa classe, apresenta atividade contra penicilinas e cefalosporinas
e € codificada por um plasmidio que também confere resisténcia a estreptomicina e
sulfonamida (LIVERMORE; JONES, 1986). Essa enzima é estruturalmente similar a LCR-1,
codificada por um transposon e também descoberta na década de 1980 (PAI; JACOBY, 2001).

A maioria das oxacilinases de espectro estendido é codificada por genes localizados
em plasmidios ou integrons, o que contribui para sua disseminacdo e para a prevaléncia
aumentada de isolados de P. aeruginosa produtores de ESBLs de classe D (STRATEVA;
YORDANOQYV, 2009). De fato, varias oxacilinases (OXA-2, OXA-10 e OXA-18) que possuem
perfis de substrato ampliados, incluindo cefalosporinases de espectro estendido, tém sido
reportadas em P. aeruginosa (WELDHAGEN; POIREL; NORDMANN, 2003). Assim, a
despeito do espectro estreito (aminopenicilinas, carboxipenicilinas e cefalosporinas de
primeira e segunda geracdes) apresentado pela maioria das variantes OXA, a crescente
importancia clinica dessa classe se deve a sua atividade em potencial contra carbapenémicos e
cefalosporinas de amplo espectro (SPINDLER, 2009). De acordo com Climaco (2011, p.3),
“penicilinases de classe D de espectro estendido, como a OXA-10 e a OXA-12, tém sido
reportadas na Turquia e na Franca e sdo especificas de P. aeruginosa”. A maior parte dos
casos descritos de ESBLs do tipo OXA se restringe a isolados clinicos de P. aeruginosa
(SPINDLER, 2009).
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3.1.4 Metalo-pB-lactamases

Enquanto as p-lactamases das familias A, C e D de Ambler usam um residuo de serina
como nucleodfilo para a catalise, as metalo-B-lactamases (MPLs), inseridas na classe B de
Ambler e na classe 3 de Bush-Jacoby-Medeiros, utilizam cétions divalentes, geralmente, Zn*?,
como cofator para sua atividade catalitica. Outra caracteristica que diferencia as MBLs das
serina-B-lactamases € que elas ndo sdo inibidas pelos antibidticos suicidas (tazobactam,
sulbactam e 4&cido clavulanico). Além disso, as MPLs possuem atividade contra 0s
carbapenémicos, ndo hidrolisam os monobactdmicos, como o aztreonam, e sdo inibidas por
agentes quelantes — isto &, compostos organicos que se ligam a ions metalicos (CAPUTO;
GITIRANA; MANSO, 2010) —, como o EDTA (&cido etileno-diamino-tetracético) e o acido
mercaptopropidnico (MARTINS, 2005). Geralmente, as linhagens produtoras de MPLs
demonstram resisténcia a multiplos antimicrobianos B-lactamicos, incluindo cefalosporinas,
penicilinas e carbapenémicos (imipenem e meropenem) (FUENTEFRIA, 2009). Climaco
(2011) afirma que a producdo metalcarbapenemases é um dos mecanismos de resisténcia aos
carbapenémicos mais emergentes em P. aeruginosa. Ademais, a maioria dos cassetes génicos
que carregam uma MBL também contém um gene aacA4 que confere resisténcia a amicacina,
neomicina e estreptomicina (ver Figura 23), da classe dos aminoglicosideos (FUENTEFRIA,
2009).

Estreptidina Estreptose N-metil-L-

glicosamina

Estreptobiosamina

Figura 23 — Férmula estrutural da estreptomicina.

Fonte: Katzung, 2010, p. 681.
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Ainda que a primeira MBL tenha sido descrita como uma enzima dependente de zinco
em 1960, somente a partir do inicio de 1990 uma grande diversidade de novos genes que
codificam MPLs tem sido descrita em patdégenos clinicamente importantes, como
P. aeruginosa (SPINDLER, 2009). Segundo Martins (2005), essas enzimas podem ser de
origem cromossémica ou adquiridas, cujos genes sdo parte de elementos genéticos moveis.
Até o momento, sdo conhecidas seis subclasses de MBLs adquiridas: IMP (Imipenemase),
VIM (Verona Imipenemase), SPM (Sdo Paulo Metalo-p-lactamase), GIM (German
Imipenemase), SIM (Seoul Imipenemase) e, mais recentemente, AIM (Australian
Imipenemase) (FUENTEFRIA, 2009). A organizagdo dentro dessas subclasses baseia-se,
principalmente, na sequéncia de nucleotideos dos genes que as codificam e sua localizacdo
(cromossémica ou plasmidial), na diferenca na sequéncia de aminoacidos das enzimas e no
seu perfil de hidrélise antimicrobiana (SPINDLER, 2009). Em P. aeruginosa, ja foram
identificados os tipos IMP, VIM, SPM e GIM (STRATEVA; YORDANOV, 2009).

A diversidade de MPBLs tem aumentado nos ultimos anos. No Brasil, ha descri¢do de
ocorréncia de isolados de P. aeruginosa carreando genes blaivp-1, blaimp-16, blaspm-1 € blavim-2
(SPINDLER, 2009). Climaco (2011) sugere que a disseminacao de P. aeruginosa produtoras
dessas enzimas esta mais relacionada a clones especificos do que a transferéncia horizontal de
genes, apesar de serem mediados por plasmidios transferiveis. E importante notar que esses
isolados foram encontrados quase unicamente no ambiente hospitalar, e as linhagens
produtoras de MPLs tém sido identificadas entre os principais patégenos nosocomiais
(FUENTEFRIA, 2009). As MBLs tém sido comumente reportadas em surtos de infeccao
hospitalar em diversos paises. Normalmente, isolados produtores de MPLs demonstram
resisténcia ao imipenem no método de disco difusdo. Contudo, a deteccdo laboratorial da
presenca de MPBLs ¢ dificil, uma vez que varios mecanismos de resisténcia podem coexistir
(MARTINS, 2005). No cassete génico, ¢ comum encontrar, juntamente com a MBL, genes
codificando resisténcia, por exemplo, aos compostos quaternarios de aménio, biguanidinas e
sulfonamidas, além de diversos genes conferindo resisténcia a aminoglicosideos (SPINDLER,
2009).

A primeira carbapenemase comprovada em P. aeruginosa foi a IMP-1, encontrada no
Japdo durante um estudo entre 1992 e 1994. Em 2002, a IMP-16 foi encontrada em uma cepa
de P. aeruginosa no Brasil (STRATEVA; YORDANOV, 2009). As variantes da classe IMP
parecem ser mais comuns na Asia, embora enzimas idénticas ou semelhantes tenham sido

encontradas em outras regides do mundo (SPINDLER, 2009). Atualmente, diferentes micro-
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organismos produtores de IMP-1, como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e K. pneumoniae,
sdo observados em diversos paises (MARTINS, 2005). Os genes para as enzimas IMP
costumam ser encontrados em cassetes génicos em integrons das classes 1 e 3, no

cromossomo ou em plasmidios (SPINDLER, 2009).

Em 1999, em Verona, Itélia, foi identificada a VIM-1, a partir de uma amostra de
P. aeruginosa (MARTINS, 2005). As enzimas VIM assemelham-se as IMPs, considerando
suas propriedades hidroliticas. Ambas hidrolisam rapidamente penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos (LIVERMORE, 2002). O gene para VIM-1 é parte de um cassete génico
inserido em um integron de classe 1 que carrega, ainda, um gene de resisténcia a
aminoglicosideos, aacA4. VIM-2, intimamente relacionada a VIM-1, foi originalmente
identificada em um isolado de P. aeruginosa da corrente sanguinea de um paciente
neutropénico, em Marselha, sul da Franca, e seu gene foi localizado em um plasmidio
(STRATEVA; YORDANOV, 2009). As enzimas VIM sao de ocorréncia mundial, sendo mais
prevalentes na Europa e ja tendo sido encontradas na Asia, Estados Unidos da América, Chile,
Brasil, Venezuela e Colombia (SPINDLER, 2009).

Tambem em 1999, foi detectada, pela primeira vez, a enzima SPM-1 (SPLINDLER,
2009), a partir de uma amostra clinica de P. aeruginosa recuperada do trato urinario de um
paciente hospitalizado no complexo Hospital Sdo Paulo, da Universidade Federal de Séo
Paulo (FUENTEFRIA, 2009). Sua sequéncia de aminoacidos difere consideravelmente das
encontradas nos tipos IMP e VIM. Essa diferenca confere maior forca de ligacdo e hidrdlise
dos B-lactamicos a SPM-1 (SPINDLER, 2009), que se liga a cefalosporinas mais fortemente
do que a penicilinas (STRATEVA; YORDANOQV, 2009). O gene blaspm-1 faz parte de uma
ilha de patogenicidade gendmica movel localizada em um plasmidio. Visto que, até o
momento, a proteina SPM-1 néo foi identificada em nenhum outro micro-organismo, acredita-
se que o gene que a codifica esteja especificamente relacionado a P. aeruginosa (SPINDLER,
2009). Martins (2005) cita que foi relatada a presenca dessa enzima em Sdo Paulo, Bahia,
Brasilia, Ceara e Parana. Os isolados produtores de enzimas SPM-1 parecem ser endémicos e
provocar altos indices de mortalidade (NEVES et al., 2011). Climaco (2011) menciona que,

mais recentemente, a enzima SPM foi relatada na Suica.

Em 2002, a quarta subclasse de MBL adquirida, GIM-1, foi reportada em uma amostra
clinica de P. aeruginosa proveniente da Alemanha. Sua sequéncia de aminoacidos possui

baixa identidade com outros genes de MBLs de importancia clinica. Apesar de apresentar um
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perfil hidrolitico similar ao de IMP-1, GIM-1 é uma enzima consideravelmente mais fraca. O
blagim-1 estd situado em um cassete génico em integrons de classe 1, contido em um

plasmidio, como observado na maior parte dos genes para MBLs (SPINDLER, 2009).

Recentemente, em Florenga, Italia, foi encontrada uma nova MBL, denominada FIM-1
(Florence Imipenemase), aparentemente, inserida no cromossomo, e com um substrato

preferencial de penicilinas e carbapenémicos (POLLINI et al., 2013).

3.2 BOMBAS DE EFLUXO

MutacOes de permeabilidade sdo amplamente responsaveis por uma maior resisténcia
a B-lactamicos e fluoroquinolonas, mas muito do que fora atribuido a impermeabilidade
celular, atualmente, é compreendido como reflexo da hiperexpressdo de efluxo
(LIVERMORE, 2002). Além da hidrolise pelas enzimas descritas, muitos antibidticos séo
excluidos da célula de P. aeruginosa. Sistemas ativos de efluxo, que expelem antimicrobianos
de dentro da bactéria, promovem a resisténcia através do aumento da concentracao inibitoria
minima (CIM) de diversos agentes, como quinolonas, aminoglicosideos e pB-lactamicos
(MARTINS, 2005). O efluxo ativo é um importante mecanismo nao-enzimatico de resisténcia
aos B-lactamicos em P. aeruginosa (STRATEVA; YORDANOV, 2009). Além disso, Soto
(2013) menciona que a expressao de bombas de efluxo é um dos mecanismos responsaveis

pela resisténcia antimicrobiana em biofilmes.

A habilidade de bombear antibidticos para fora das células € uma caracteristica comum
da maioria dos micro-organismos no meio ambiente e seus familiares patogénicos e é a forma
mais comum de resisténcia a maioria das classes de antibidticos (DAVIES; DAVIES, 2010).
Estas bombas exportam, além de antibioticos, biocidas, corantes, detergentes, inibidores
metabolicos, solventes organicos e moléculas envolvidas na comunicacdo entre células
bacterianas (SCHWEIZER, 2003). Dessa forma, 0s genes e as proteinas das bombas de efluxo
também estdo presentes em bactérias sensiveis aos antimicrobianos. Por outro lado, um
isolado aparentemente suscetivel pode tornar-se resistente ao hiperproduzir um sistema de
efluxo quando este é induzido por seu substrato especifico (SPINDLER, 2009). Embora genes
que codificam bombas de efluxo possam estar presentes em plasmidios, os encontrados no

cromossomo sdo frequentemente relacionados a mecanismos de resisténcia intrinseca e
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capacitam a bactéria a sobreviver em ambientes hostis. A resisténcia adquirida pode ocorrer
devido a mutacdo e amplificacdo dos genes que codificam transportadores multidrogas,
alterando seu nivel de expressdo ou atividade; a mutacGes em genes especificos ou genes
regulatérios globais, resultando em uma maior expressdo desses transportadores; e
transferéncia de genes, por plasmidios ou transposons, entre bactérias (MOREIRA; SOUZA,;
MORAES, 2004).

Uma bomba de efluxo pode apresentar especificidade por um determinado substrato
ou pode ser capaz de transportar diversas moléculas ndo relacionadas estruturalmente, até
mesmo, antimicrobianos de diferentes classes (SPINDLER, 2009). Nesse ultimo caso, 0s
sistemas s@o conhecidos como bombas de efluxo multidrogas. Dessa forma, um Unico sistema
de efluxo pode diminuir a suscetibilidade da célula a uma ampla variedade de drogas, o que
faz com que esses sistemas representem um dos principais problemas em medicina
(MOREIRA; SOUZA; MORAES, 2004).

De acordo com a estrutura, a fonte de energia utilizada e os tipos de moléculas
exportadas, os sistemas de efluxo sdo classificados em seis familias: major facilitator
superfamily (MFS), ATP-binding cassettes (ABC) superfamily, small multidrug resistance
(SMR) family, resistance-nodulation-division (RND) superfamily, multidrug and toxic
compound extrusion (MATE) e drug metabolite transporter (DMT) superfamily (SOTO,
2013). Os sistemas de efluxo de maior relevancia clinica em bactérias Gram-negativas sao 0s
da familia RND. P. aeruginosa expressa varios sistemas de efluxo desse tipo. Dentre eles,
MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY sdo determinantes significativos para
a resisténcia a diversas drogas em isolados laboratoriais e clinicos (MORITA; TOMIDA,;
KAWAMURA, 2012). Em P. aeruginosa, foram encontrados genes que codificam, pelo
menos, 12 sistemas de efluxo (SOARES, 2005), dentre os quais sete foram caracterizados: 0s
quatro ja citados, MexJK-OprM, MexHI-OpmD e MexVW (MIMA et al., 2005). Essas
bombas sdo sistemas com trés componentes. O primeiro componente € uma proteina
localizada na membrana citoplasmatica (MexB, MexD, MexF e MexY), que opera como uma
bomba dependente de energia com ampla especificidade de substratos. O segundo
componente ¢ uma proteina de membrana externa, uma porina (OprM, OprJ e OprN). A
terceira proteina (MexA, MexC, MexE e MexX) se localiza no espaco periplasmatico e liga as
outras duas (STRATEVA; YORDANOV, 2009). Essa arquitetura triplice permite a expulsdo
de componentes diretamente do citoplasma para 0 meio externo (DEAN et al., 2003). A

energia utilizada para o transporte pode ser proveniente da hidrdlise de adenosina trifosfato
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(ATP) ou do gradiente eletroquimico de prétons (MOREIRA; SOUZA; MORAES, 2004). Ver
Figura 24.

Figura 24 — Estrutura de um sistema de efluxo tipo RND em P. aeruginosa.

Fonte: Schweizer, 2003, p. 50.

Em 1993, foi descoberto o primeiro sistema de efluxo multidrogas do tipo RND em
P. aeruginosa, 0 MexAB-OprM (MORITA; TOMIDA; KAWAMURA, 2012). Esse sistema
MexAB-OprM remove B-lactamicos, cloranfenicol, macrolideos, novobiocina, sulfonamidas
(por exemplo, sulfametoxazol), tetraciclina e trimetoprim (ver Figura 25), assim como varios
corantes e detergentes. MexAB-OprM é o sistema de efluxo mais comum, e sua
superexpressdo resulta em resisténcia as quinolonas, penicilinas e cefalosporinas. A
sensibilidade ao meropenem também pode ser reduzida (CLIMACO, 2011). Fuentefria (2009)
cita que esse sistema contribui para a resisténcia natural de P. aeruginosa a inibidores de
B-lactamases (como 4&cido clavulanico, sulbactam e tazobactam), além de ser expresso
constitutivamente em niveis suficientes para resultar em resisténcia intrinseca a
fluoroquinolonas. A superproducdo de MexAB-OprM, geralmente, é resultado da transcricao
aumentada do operon mexA-mexB-oprM, devido a mutacdes no gene cromossomal que
codifica a proteina repressora MexR (ver Figura 26) (STRATEVA; YORDANOV, 2009).
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TRIMETOPRIM
Figura 25 — Formula estrutural do trimetoprim.
Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 881.
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Figura 26 — Sistema de repressao do operon mexAB-oprM em P. aeruginosa.

Fonte: Traduzido de <http://www.pnas.org/content/105/36/13586.figures-only>. Acesso em: 24 nov. 2013

O sistema MexXY, descoberto em 1999, no Japdo, é intrigante por ser um
determinante significativo de resisténcia a aminoglicosideos somente em P. aeruginosa, com
muitos relatos de isolados clinicos durante a ultima década (MORITA; TOMIDA,;
KAWAMURA, 2012). O sistema MexXY-OprM é expresso constitutivamente em cepas de
P. aeruginosa, 0 que confere multirresisténcia intrinseca, caso haja sua inducdo por
concentragdes subinibitdrias de seus substratos. Se houver um acumulo de mutac6es que eleve
a atividade desse sistema, pode surgir uma resisténcia adquirida. MexXY-OprM ¢é capaz de
exportar, além dos aminoglicosideos, tetraciclina (SPINDLER, 2009). Também foi observado
que ele participa da resisténcia a quinolonas, macrolideos (como a eritromicina),
cloranfenicol, lincomicina e a maioria dos B-lactdmicos. Sua especificidade pelo substrato é
determinada, quase inteiramente, pelo dominio periplasméatico de MexY. Ao contrario dos
sistemas j& conhecidos, nenhuma sequéncia codificando o componente da membrana externa,
como a OprM, foi encontrada na regido do gene mexY. Observou-se, no entanto, que esse
sistema funciona cooperativamente com OprM em P. aeruginosa (MORITA; TOMIDA,;
KAWAMURA, 2012). As proteinas MexXY podem ser constitutivamente superproduzidas
devido a mutagdes no repressor mexZ (STRATEVA; YORDANOV, 2009), o qual controla

negativamente a expressdo do operon. A regulacdo positiva da bomba MexXY é considerada
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0 mecanismo de resisténcia mais comum e parece ser o principal determinante da resisténcia a
aminoglicosideos em isolados pulmonares de fibrose cistica por P. aeruginosa. Mesmo em
isolados multirresistentes de P. aeruginosa com fibrose cistica ausente, MexXY contribui
significativamente para o desenvolvimento da resisténcia de alto nivel aos aminoglicosideos,
via combinagdo com enzimas modificadoras desses antibioticos (MORITA; TOMIDA;
KAWAMURA, 2012).

MexCD-OprJ e MexEF-OprN participam da resisténcia adquirida ao serem induzidos
por alguns substratos (SPINDLER, 2009). O operon mexC-mexD-oprJ € superexpresso em
P. aeruginosa com mutacGes no gene nfxB, que codifica um repressor transcricional do
operon. O sistema MexCD-OprJ exporta, principalmente, cefems (cefalosporinas e
cefamicinas, antibioticos que apresentam um nucleo cefémico (MONTECINOS et al., 2001),
conforme mostrado na Figura 27) de espectro estendido (cefepima e cefpiroma) da célula
bacteriana, além de quinolonas (incluindo as fluoroquinolonas), macrolideos, tetraciclina e
cloranfenicol. Segundo Fraud et al. (2008), a expressdo desse sistema € induzida por biocidas
catibnicos, 0 que sugere que ocorre em resposta a danos na membrana. Ja o operon mexE-
mexF-oprN determina resisténcia a quinolonas, cloranfenicol e trimetoprim, sendo
superexpresso em P. aeruginosa com mutacGes no gene nfxC (STRATEVA; YORDANOV,
2009). De acordo com Neves et al. (2011), a expressdo de MexEF-OprN depende da presenca
da proteina MexT, que atua como ativadora pos-transcricional. Tem sido descrito, ainda, que a
coexpresssdo desses dois sistemas € responsavel pela presenca de isolados resistentes a

fluoroquinolonas em pacientes com fibrose cistica (SOARES, 2005).

Posicio 7

R1 CO-NH_ ; Posicdo 3
R2

OJ—\I

Figura 27 — Nucleo cefémico.

Fonte: Traduzido de Montecinos et al., 2001, p. 8.
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Outro sistema de efluxo, MexJK, foi descrito em mutantes do gene mexL, o qual
regula a transcri¢do do gene mexJK. Assim como 0 MexXY, MexJK requer OprM para efluxo
de seus substratos, e sua expressao pode ser selecionada pela exposicdo ao triclosan, bem
como a do MexCD-OprJ (CHUANCHUEN; NARASAKI; SCHWEIZER, 2002). O sistema
MexVW também parece utilizar a OprM como componente da membrana externa, ja que ndo
ha gene para tal componente na regido do gene mexW. O componente de membrana externa
pode afetar a especificidade de substrato da bomba de efluxo. Sugeriu-se, por exemplo, que o
sistema MexVW-OprM pode expulsar o cloranfenicol, mas MexVW associado a outra
proteina de membrana ndao o faz (LI et al., 2003). Por ultimo, o sistema MexHI-OpmD
confere alta resisténcia a norfloxacino, brometo de etidio, acriflavina e rodamina
(AENDEKERK et al., 2005).

Apesar de conferirem um nivel de resisténcia de baixo a moderado, o impacto das
bombas de efluxo é de grande importancia clinica, pois sua acdo pode comprometer a
eficiéncia de antimicrobianos quando suas concentragdes sdo menores que a desejavel. Alem
disso, frequentemente, causam resisténcia cruzada a antimicrobianos de diferentes classes em
bactérias Gram-negativas (SPINDLER, 2009). Dean et al. (2003) afirmam que a acdo das
bombas de efluxo em P. aeruginosa conduz a niveis particularmente elevados de resisténcia a
drogas, como resultado do aparente sinergismo com a impermeabilidade atipica da membrana

externa, que limita o influxo dos agentes antimicrobianos.

3.3 PERDA DE PORINAS

Em bactérias Gram-negativas, a penetracdo de compostos hidrofilicos e a excrecdo de
metabolitos sdo mediadas por canais proteicos inespecificos de difusdo, as porinas (SOARES,
2005). Além de reduzir a penetracao de antibidticos mais hidrofilicos, a membrana externa de
P. aeruginosa pode conferir permeabilidade diminuida a outros antibioticos, devido a
modificacdo de porinas (VAHABOGLU et al., 2001) (ver Figura 28). A auséncia dessas
porinas de alta permeabilidade em P. aeruginosa confere resisténcia intrinseca a um grande
namero de antibioticos (MARTINS, 2005), e sua perda ou expressao reduzida ainda nao foi
relacionada a elementos de mobilidade genética (SPINDLER, 2009).
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Figura 28 — Exemplos de diferentes mecanismos de resisténcia associados a porinas.

Fonte: Traduzido de < http://cmr.asm.org/content/25/4/661/F3.expansion.html>. Acesso em: 14 dez. 2013.

Os carbapenémicos sdo B-lactdmicos de amplo espectro, com eficacia, até mesmo, no
tratamento de infeccGes causadas por P. aeruginosa multirresistente. Eles sdo capazes de
permanecer estaveis diante da maioria das pB-lactamases, incluindo as ESBLSs, e, por isso, sdo
considerados Ultimo recurso terapéutico diante de infecgdes hospitalares causadas por
Gram-negativos resistentes aos demais antibiéticos (NEVES et al., 2011). O mecanismo de
acdo dos carbapenémicos se baseia na inibicdo das transpeptidases de montagem do
peptidioglicano, localizadas na face externa da membrana citoplasmatica. Geralmente, esses
antibioticos, pequenos e hidrofilicos, sdo capazes de cruzar a membrana externa da bactéria de
forma eficiente, através de canais aquosos formados pelas porinas (OCAMPO-SOSA et al.,
2012). A produgdo de enzimas carbapenemases, principalmente, as MPLs, € 0 mecanismo
mais grave de resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa (FUENTEFRIA, 2009). Na
auséncia dessas enzimas, 0 mecanismo mais comum de resisténcia aos carbapenémicos esta
associado a perda de porinas (MARTINS, 2005).
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A principal porina para entrada dos carbapenémicos em P. aeruginosa é a OprD, cuja
inativagdo por mutagOes tem sido documentada como causadora de resisténcia ao imipenem e,
em menor escala, ao meropenem e ao doripenem (OCAMPO-SOSA et al., 2012). A OprD ¢é
uma porina que forma estreitos canais transmembranares, 0s quais sd0 acessiveis a
carbapenémicos, mas ndo a outros B-lactdmicos (LIVERMORE, 2002). Por ser considerada
uma porina especifica de carbapenémicos (TOMAS et al., 2010), pois os outros B-lactamicos
utilizam outras porinas, a perda da OprD levaria a uma resisténcia maior aos carbapenémicos
(MARTINS, 2005).

A resisténcia ao imipenem é o principal problema encontrado nas UTIs de hospitais
brasileiros, e, ultimamente, os indices de resisténcia no Brasil tém aumentado de forma
alarmante (NEVES et al., 2011). As mutacGes no gene oprD, causadas por insercdes ou
delecbes de nucleotideos, podem conduzir a inativagdo da OprD, com perda da porina na
membrana externa, que aumenta as CIMs para os carbapenémicos. Menos frequentemente, a
regulacdo negativa do gene oprD pode acontecer em mutantes nos quais MexEF-OprN é
superexpresso, mediante o regulador MexT (OCAMPO-SOSA et al., 2012). Alem da perda da
porina OprD, a reduzida sensibilidade ao imipenem pode resultar da presenca de PBPs com
baixa afinidade por carbapenémicos, superexpressdo de bombas de efluxo e hidrolise
enzimatica (NEVES et al., 2011).

A superfamilia OprD, cujos membros participam do transporte de aminoacidos e
peptidios, da captacdo de antibidticos e do transporte de fontes de carbono, alberga, também,
a porina OprQ. O gene que codifica a OprQ é regulado positivamente em condicGes de
diminuicdo de ferro e magnésio, e foi observado que sua superexpressdo pode aumentar a
sensibilidade de P. aeruginosa a determinadas classes de antibioticos. A OprQ também parece
ter um efeito sobre a producdo de piocianina e aparenta ser um importante fator de viruléncia
em infecgdes por P. aeruginosa (ARHIN; BOUCHER, 2010). Ja a porina OprE, homdloga a
OprD, tem como substratos especificos as cefalosporinas, de forma que sua deficiéncia

prejudica a sensibilidade bacteriana a essa classe de antimicrobianos (SPINDLER, 2009).

Segundo Soares (2005, p. 19), “a principal porina expressa por P. aeruginosa € a
OprF”, pela qual os substratos se difundem lentamente. Provavelmente, essa € a porina mais
utilizada para penetragdo da maioria dos B-lactamicos na célula bacteriana (NEVES et al.,
2011). A baixa permeabilidade da OprF é o principal fator que aumenta outros tipos de

resisténcia e frequentemente cria uma forte multirresisténcia em P. aeruginosa, devido a sua
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inespecificidade. A OprF serve como um elemento que liga fisicamente a membrana externa e
0 peptidioglicano, e sua delecdo torna a membrana externa instavel, produzindo uma
morfologia andmala. Embora seja abundante na membrana externa de P. aeruginosa, OprF
apresenta duas conformacdes, de modo que somente uma pequena porcentagem sdo canais
abertos. A outra conformacdo, majoritaria, ndo possui atividade como porina, uma vez que se
apresenta como um canal fechado, o que explica a baixa permeabilidade da membrana externa
de P. aeruginosa (SUGAWARA; NAGANO; NIKAIDO, 2010). Fito-Boncompte et al. (2011)
mencionam que, além de permitir a difusdo de espécies idnicas e pequenos nutrientes polares,
a OprF é importante para a aderéncia as células do hospedeiro e estd envolvida na formagéao
de biofilmes em condi¢cdes anaerdbicas. A OprF tem, portanto, emergido como fator de
viruléncia de P. aeruginosa, agindo, inclusive, no “quorum sensing” (KRISHNAN;
PRASADARADO, 2012).

Conforme j& abordado, a OprM funciona com diferentes complexos transportadores
em P. aeruginosa. Entretanto, sua estrutura contém o dominio de porina fechado nas duas
extremidades, de modo que seu estado fundamental ndo permite a entrada de xenobioticos na
célula (PHAN et al., 2010).

3.4 OUTROS MECANISMOS DE RESISTENCIA

3.4.1 Resisténcia a fluoroquinolonas

A grande eficacia das quinolonas (ver Figura 29) contra bastonetes Gram-negativos
fez com que essa classe se tornasse a principal escolha para o tratamento de infecgdes do trato
urinario. Esse grupo de antimicrobianos apresenta, também, boa disponibilidade, um bom
perfil farmacocinético e baixa ocorréncia de efeitos secundarios. Sua atividade bactericida se
deve a inibicdo das enzimas DNA girase (topoisomerase I1) e topoisomerase 1V, fundamentais
para a replicacdo e transcricdo do &cido desoxirribonucleico (DNA). Em bactérias Gram-
negativas, tais quais P. aeruginosa, a DNA girase € o principal alvo das quinolonas (TORTAS,
2009). Dentre essas moléculas, o ciprofloxacino é o agente mais ativo contra P. aeruginosa e
outros Gram-negativos (KATZUNG, 2010).
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Figura 29 — Férmulas estruturais de quinolonas e fluoroquinolonas.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 884.
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A introducgdo das fluoroquinolonas na pratica médica, em 1987 (DAVIES; DAVIES,
2010), fez crescer a resisténcia as quinolonas, principalmente, em P. aeruginosa e
estafilococos (TORTAS, 2009). A época, especialistas imprudentes previram que a resisténcia
a essa nova classe de inibidores de girase seria improvavel, uma vez que, pelo menos, duas
mutacdes seriam necessarias para gerar um fendtipo de resisténcia significativo. Também foi
sugerido que a ocorréncia de resisténcia a flouroquinolonas horizontalmente transmitida era
improvavel. N&o obstante, mutaces nos genes da girase bacteriana, alvo das
fluoroquinolonas, e de sistemas de efluxo para esse antimicrobiano proporcionaram o
surgimento de um mecanismo transmissivel de inativacdo das fluoroquinolonas (DAVIES;
DAVIES, 2010). Atualmente, acredita-se que uma das causas para a emergéncia de cepas
resistentes seja a prescricdo indiscriminada dessas drogas em hospitais e ambulatorios
(TORTAS, 2009).

Os principais mecanismos de resisténcia as fluoroquinolonas em P. aeruginosa se
baseiam em alteracdes na DNA girase e/ou na topoisomerase IV, provocadas por mutagdes
cromossdmicas nos genes que as codificam, e em mutacGes nos genes que regulam a
expressdo dos sistemas de efluxo (TORTAS, 2009). Mutacdes nas topoisomerases | e 1V
conferem resisténcia a fluoroquinolonas mais facilmente em P. aeruginosa do que na familia
Enterobacteriaceae, porque P. aeruginosa € intrinsecamente menos suscetivel
(LIVERMORE, 2002). Ha trés mecanismos descritos de resisténcia a quinolonas mediada por
genes plasmidicos (PMQR — plasmid-mediated quinolone resistance). Um desses genes,
gepA, codifica uma bomba de efluxo pertencente a MFS (TORTAS, 2009). O segundo
mecanismo é uma das muitas aminoglisosideos-N-acetiltransferases, que tem a capacidade de
modificar uma amina secundéria nas fluoroquinolonas, conduzindo a uma atividade reduzida.
Essa ndo resulta em um alto nivel de resisténcia, mas pode conferir um baixo nivel de
tolerancia que favorece a selecdo de mutacbes de resisténcia (DAVIES; DAVIES, 2010). O
terceiro mecanismo, a proteina QnrA, faz parte de um grupo de proteinas codificadas por
determinantes gnr e se liga a DNA girase e a topoisomerase 1V, de forma a impedir sua
ligacdo com as quinolonas (TORTAS, 2009). Esse mecanismo &, segundo Davies e Davies

(2010), responsavel por baixos niveis de resisténcia as quinolonas.

3.4.2 Resisténcia a aminoglicosideos
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Os aminoglicosideos sdo um grupo de agentes bactericidas formados por dois ou mais
aminoacUcares unidos por ligacdes glicosidicas a um nulcleo de hexose (GOODMAN;
GILMAN, 2005). Eles provocam inibigdo da sintese proteica, através do bloqueio irreversivel
das subunidades do ribossomo bacteriano (ver Figura 30). Assim, sdo ocasionados erros na
leitura do codigo genético bacteriano e a translocacéo do acido ribonucleico (RNA) é inibida,
0 que, geralmente, provoca a morte celular (TORTAS, 2009). Os aminoglicosideos possuem
rpida acdo bactericida e sdo amplamente utilizados. No entanto, a toxicidade desses
compostos (principalmente, a nefrotoxicidade e a ototoxicidade) ainda limita sua
administracdo (GOODMAN; GILMAN, 2005).

A resisténcia aos aminoglicosideos tem sido descrita como um processo multifatorial,
decorrente do somatério de diferentes mecanismos de resisténcia (CLIMACO, 2011). Os
mecanismos mais comuns de resisténcia adquirida séo a atividade de enzimas modificadoras,
sistemas de efluxo ativo e reducdo da permeabilidade da célula bacteriana (FUENTEFRIA,
2009). Pode ocorrer, ainda, alteragdo dos ribossomos por mutacdo, que reduz sua afinidade
para esses antibidticos, e protecdo ribossomal (TORTAS, 2009) pela metilacao sitio-especifica
da subunidade 16S do rRNA (RNA ribossdmico), realizada por enzimas conhecidas como
metilases 16S rRNA (NEVES et al., 2011).
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Figura 30 — Mecanismos de a¢éo dos aminoglicosideos.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 916.

As enzimas modificadoras de aminoglicosideos, que sdo codificadas por plasmidios,
atacam radicais fosfato, adenil ou acetil, reduzindo a afinidade de ligacdo dos antibidticos
modificados a alvos na célula bacteriana, a subunidade ribossomal 30S (STRATEVA;
YORDANOQV, 2009). Os aminoglicosideos sdo inativados enzimaticamente por reagdes de

fosforilagdo (através das aminoglicosideo-fosforiltransferases, APHSs), acetilagdo (por acdo
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das aminoglicosideo-acetiltransferases, AACs) e adenilagdo (por intermédio das
aminoglicosideo-nucleoditiltransferases, ANTs) (FUENTEFRIA, 2009). As enzimas mais
frequentemente expressas por P. aeruginosa sdo: AAC(6’)-1l, que confere resisténcia a
gentamicina, tobramicina e netilmicina; AAC(3)-1, que determina resisténcia a gentamicina;
AAC(3)-11, com o mesmo perfil de resisténcia da AAC(6°)-1I; AAC(6”)-1, de resisténcia a
tobramicina, netilmicina e amicacina; ¢ ANT(2”)-1, que confere resisténcia a gentamicina e
tobramicina (ver Figura 31) (STRATEVA; YORDANOV, 2009). Além disso, uma
aminoglicosideo-3’-adenililtransferase confere resisténcia a estreptomicina e espectinomicina
(POIREL et al., 2005) (ver Figura 32).
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Figura 31 — Aminoglicosideos e enzimas modificadoras.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 915.
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Espectinomicina

Figura 32 — Formula estrutural da espectinomicina.

Fonte: Katzung, 2010, p. 687.

A producdo de uma metilase de rRNA 16S recentemente emergiu como um
mecanismo de alto nivel de resisténcia a todos os aminoglicosideos do grupo das
desoxiestreptaminas 4,6-dissubstituidas, tais como amicacina, tobramicina e gentamicina.
Esses agentes compreendem praticamente todos o0s aminoglicosideos formulados
parenteralmente em uso clinico, e a presenca desse mecanismo pode ndo ser facilmente
detectada nos testes de suscetibilidade de rotina atuais (DOI et al., 2007). Como exemplos de
enzimas que realizam a metilacio do rRNA 16S, podem ser citadas a metiltransferase
ribossomal A (RmtA) e a RmtD (STRATEVA; YORDANOQYV, 2009). A coproducdo de uma
MBL e uma metilase de rRNA 16S pode resultar em um perfil de resisténcia antimicrobiana
extremamente significativo. Todos 0s genes responsaveis pelas metiltransferases de rRNA
16S foram encontrados associados a transposons ou elementos semelhantes (DOI et al.,
2007).

3.4.3 Resisténcia a polimixinas

As polimixinas (ver Figura 33) sdo moléculas anfipaticas tensoativas (isto &,
apresentam grupos lipofilicos e grupos lipofébicos) e, por isso, sdo capazes de interagir com
os fosfolipideos das membranas celulares, desorganizando-as, 0 que altera a permeabilidade
celular. Esse grupo, de atividade restrita as bactérias Gram-negativas (GOODMAN;
GILMAN, 2005), consiste em cinco compostos diferentes designados por letras de A a E.
Apenas as polimixinas B e E (colistina) sdo usadas como ultimo recurso na préatica clinica, em

decorréncia de sua elevada toxicidade (TORTAS, 2009). A polimixina B e a colistina séo



71

derivadas, respectivamente, de produtos de Bacillus polymyxa e Bacillus colistinus. Essas
duas moléculas diferem por um Unico aminoécido (KVITKO, 2010).

A resisténcia as polimixinas pode ser provocada por mutacdes que alteram a
constituicdo da membrana externa da bactéria, através de reducdo de proteinas especificas da
membrana externa, reducdo do conteido de ions de magnésio e célcio e alteragdes lipidicas
(TORTAS, 2009).

L-DAB—D-Phe—L-LleU

R—L-DAB—L-Thr—L-DAB—L-DAB
SN L-Thr—1-DAB—L-DAB

Polimixina B+:R = (+)-6-metiloctanoil
Polimixina B,:R = 6-melileptanoil
DAB = acido «,y-diaminobutirico

Figura 33 — Estrutura das polimixinas.

Fonte: Goodman; Gilman, 2005, p. 945.
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4 INFECCAO HOSPITALAR POR P. aeruginosa

P. aeruginosa é responsavel por 10 a 15% das infeccbes nosocomiais mundiais
(STRATEVA; YORDANOQV, 2009) e, juntamente com Acinetobacter baumannii, que também
é um bastonete Gram-negativo ndo fermentador, estd entre as bactérias mais isoladas
atualmente em hemoculturas e amostras do trato respiratdrio (ANVISA, 2013b).
P. aeruginosa pode causar um amplo espectro de infeccGes envolvendo os tratos respiratorio,
gastrointestinal e urinario, contribuindo para a alta morbidade e mortalidade entre pacientes
de UTlIs, departamentos oncoldgicos, unidades de queimados e enfermarias cirdrgicas
(KAYABAS et al., 2008). Essa bactéria pode acometer pacientes cronicos, traqueostomizados
ou submetidos a ventilacdo mecénica prolongada, sendo mais frequentemente isolada em
pacientes oncoldgicos e fibrocisticos (BRASIL, 2005). Em UTIs, é frequente em casos de
bacteremia e pneumonias, particularmente, em pacientes intubados, nos quais também
costuma ser multirresistente e aumenta a mortalidade (VILAR-COMPTE et al., 2003).

A resisténcia € mais frequente em unidades para o tratamento de pacientes com
queimaduras ou fibrose cistica, ou em unidades de terapia intensiva. Observa-se, também, que
em poucas estirpes concentra-se muita resisténcia (LIVERMORE, 2002). Séo fontes de
P. aeruginosa resistente a antibioticos: agua de torneira, pias, sistemas de encanamento, ralos
de chuveiros, torneiras, lavatérios e reprocessadores automatizados para endoscoOpios
(MUSCARELLA, 2004). Através dos ralos e pias de enfermarias hospitalares, sdo langcados
excretas de pacientes e residuos de antibidticos e outros produtos, de forma que, aléem de
favorecer o desenvolvimento da resisténcia, a presenca de P. aeruginosa nesses locais pode
contribuir para a ocorréncia de infec¢bes. Esse fato inclui como aspecto importante para o
controle de infeccdes hospitalares o destino dos antimicrobianos que devem ser descartados
(OLIVEIRA et al., 2011).

O descarte de antibidticos também é problematico fora do ambiente hospitalar, de
modo a impactar as localidades onde sdo lancados seus efluentes. Esses poluentes séo
recebidos, principalmente, pelas aguas dos rios, que, por sua vez, sdo frequentemente
utilizadas, direta ou indiretamente, para consumo humano e animal. P. aeruginosa é uma das
bactérias mais presentes nos efluentes hospitalares, 0s quais apresentam uma intensa pressdo
seletiva decorrente do uso de antimicrobianos nos hospitais. Portanto, a auséncia de

tratamento dos efluentes hospitalares, aliada as precérias condi¢des de saneamento bésico,
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pode aumentar a disseminacdo da resisténcia em diversos ambientes e expor a comunidade a
infeccdes por micro-organismos com perfil de sensibilidade reduzido (FUENTEFRIA et al.,
2008).

P. aeruginosa é fortemente associada a contamina¢do do ambiente (GRAS-LE GUEN
et al., 2003) e é capaz de permanecer por tempo prolongado em liquidos e superficies, como
antissépticos, alimentacdo parenteral, equipamentos de terapia de inalacdo, liquidos de dialise,
torneiras de &gua, entre outros (VILAR-COMPTE et al, 2003). Dentro do ambiente
hospitalar, diversos surtos de P. aeruginosa tém sido associados a agua de torneira
contaminada (ROGUES et al., 2007). A ANVISA (2013a) aponta como fontes de infeccao
hospitalar por P. aeruginosa a contaminacdo de solucdes antissépticas, como PVPI
(iodopovidona) e clorexidina, circuitos respiratorios, monitores de temperatura, colchdes e
outros equipamentos que mantenham contato direto com o paciente colonizado ou infectado.
Equipamentos médicos, sistemas de &gua hospitalares, procedimentos de desinfeccdo
inadequados, funcionarios do hospital e outros pacientes também sdo possiveis fontes de

infeccdo por P. aeruginosa em hospitais (KAYABAS et al., 2008).

P. aeruginosa pode colonizar o aparelho digestivo de pacientes hospitalizados (OMS,
2003) e é frequente em misturadores de alimentos e vegetais (TRABULSI, 2008). Essa
bactéria pode provocar um quadro clinico constituido por diarreia, colica, nduseas, vomitos e
mal-estar, como consequéncia da ingestdo de alimentos contaminados e mal cozidos que
foram deixados em condicBes inadequadas de temperatura por varias horas (OLIVEIRA;
ALBUQUERQUE; ROCHA, 1998). Foi relatado um surto de infeccdo hospitalar por
P. aeruginosa devido a contaminacdo do pasteurizador do banco de leite utilizado para
alimentar as criancas de uma unidade neonatal, o que ocasionou infeccdes sintomaticas
(septicemia fulminante, faléncia multipla de 6rgdos, deterioracdo do estado ventilatorio e otite
média aguda) e colonizacao gastrointestinal (GRAS-LE GUEN et al., 2003).

Essa bactéria € o principal agente infeccioso em banhos, podendo causar foliculite
(geralmente, benigna), otite externa, que pode se tornar grave em condi¢cdes de diabetes ou
imunodeficiéncia, e infec¢bes de feridas (OMS, 2003). Além disso, é frequente em casos de
infeccdo superficial na prega da unha (paroniquia) (ANVISA, 2013a). Embora a infeccao
ocular mais comum provocada P. aeruginosa seja a ceratite relacionada a lentes de contato,
ela também pode causar endoftalmite, a qual ja foi associada a contaminacdo de solucgdes

oftdlmicas e a instrumentos ou equipamentos contaminados. Foi documentado um surto de



74

endoftalmite por P. aeruginosa ap0s cirurgia de catarata em um centro oftalmolégico
brasileiro, mas sua fonte ndo foi esclarecida. Além disso, houve surtos associados a solucdes
de irrigacédo intraocular (GUERRA et al., 2012).

InGmeros surtos tém sido associados a equipamentos ou produtos médicos defeituosos
ou sujos. Foi descrito um grande surto de infec¢des por P. aeruginosa provocado por “swabs”
bucais amplamente utilizados pelos servigos de saide da Noruega. Foram apontados como
causas de surtos anteriores logdo para as maos e enxaguatérios bucais misturados localmente
(IVERSEN et al., 2007). Até mesmo as vias fluidas de um facoemulsificador, equipamento
utilizado em cirurgia de catarata, ja foram tidas como fonte de surtos por P. aeruginosa
(GUERRA et al., 2012).

Embora complicagdes infecciosas por broncoscopia flexivel sejam incomuns, surtos
hospitalares relacionados a broncoscopia tém sido relatados, e endoscopios (incluindo
broncoscopios) sdo os dispositivos médicos mais comumente relacionados a esses eventos
(SRINIVASAN et al., 2003). Foi documentada uma transmissdo de P. aeruginosa resistente a
antibioticos a partir de broncoscépios e endoscopios gastrointestinais contaminados utilizados
em UTIs e salas de endoscopia. Sugeriu-se que as torneiras de agua se tornaram contaminadas
e colonizadas por P. aeruginosa resistente quando residuos de copos foram despejados nas
pias e espirraram para o alto. J& os endoscOpios podem ter sido contaminados quando
removidos molhados do reprocessador automatizado, possivelmente durante 0 manuseio pela
equipe. Houve também um surto de bacteremia por P. aeruginosa apds uma
colangiopancreatografia retrograda endoscopica, na qual se utilizaram endoscopios

contaminados apos o reprocessamento automatizado (MUSCARELLA, 2004).

P. aeruginosa é um dos agentes mais frequentes em sinusites de origem intra-
hospitalar (ANVISA, 2013a) e um dos micro-organismos prevalentes em ambientes internos
climatizados. Os sistemas de condicionamento de ar sdo capazes de albergar agentes
etiologicos com a capacidade de sobreviver por longos periodos em ambientes secos, 0 que
pode aumentar o risco de infec¢bes em pacientes imunodeprimidos (AFONSO et al., 2004).
Em surtos hospitalares de P. aeruginosa relacionados a sistemas de ar condicionado, 0s quais
ja foram documentados (GUERRA et al., 2012), por exemplo, o individuo contamina-se
através da via aérea, quando o patdégeno é inalado e fica retido no trato respiratorio em
ambiente propicio para seu desenvolvimento (QUADROS, 2008). Os micro-organismos

podem ter acesso ao trato respiratorio inferior através da aspiracdo de secre¢do contendo
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agentes microbianos da orofaringe, da cavidade gastrica ou dos seios sinusais, disseminacao
bacteriana a partir de uma regido préxima, dispositivos de terapia respiratoria e inalacdo de
aerossois contaminados, além da passagem de micro-organismos de sitios distantes de
infeccdo para os pulm@es através do sangue (KUSAHARA et al., 2012). Oliveira et al. (2007)
sugeriram que bactérias responsaveis pela pneumonia nosocomial em pacientes internados em
UTIs, como P. aeruginosa, podem ser provenientes de seu biofilme bucal. Em infec¢des do
trato respiratorio inferior, P. aeruginosa pode provocar desde uma colonizagdo assintomatica

ou traqueobronquite benigna até uma broncopneumonia necrotizante severa (KVIKTO, 2010).

P. aeruginosa sobrevive em &gua e outros ambientes com requisicdo de nutrientes,
colonizando colecdes de agua relacionadas ao aparato de ventilagdo mecénica, o que favorece
sua presenca no trato respiratério (ANVISA, 2007). Ferimentos no epitélio traqueal podem
favorecer a aderéncia de P. aeruginosa, de modo que essa bactéria € comumente encontrada
em casos de pneumonia associada a ventilagdo (IVERSEN et al., 2007). Atinge, portanto,
pacientes cronicos, em ventilagio mecénica prolongada ou pacientes traqueostomizados
(ANVISA, 2005). A canula traqueal em pacientes traqueostomizados, por exemplo, pode agir
como uma rota para que bactérias das vias aereas superiores colonizem os pulmdes. No
decorrer da hospitalizacdo em uma unidade de cuidados intensivos, pode haver substituicdo da
microbiota orofaringea usual por P. aeruginosa, 0 que € comum em pacientes criticos

submetidos a ventilacdo pulmonar mecanica (KUSAHARA et al., 2012).

Essa bactéria € o principal agente etioldégico nas pneumonias em pacientes com fibrose
cistica, o que contribui para sua morbimortalidade (SARGES et al., 2012). O aumento das
taxas de mortalidade em pneumonia nosocomial sdo relacionados a bacteremia,
principalmente, por P. aeruginosa (ANVISA, 2013a). Estima-se que mais de 90% dos
pacientes fibrocisticos adultos sejam infectados por P. aeruginosa (MILAGRES et al., 2008),
sendo frequentemente isolada no escarro, com maior prevaléncia quanto maior a idade. A
fibrose cistica é um distdrbio provocado por mutacdes no gene responsavel pela producédo de
uma proteina que regula o canal de cloro das células, o que ocasiona a producdo de um muco
espesso que gera doenca obstrutiva cronica nos pulmdes e em alguns outros 6rgdos (SARGES
et al., 2012). Na fibrose cistica, ha um comprometimento das glandulas exocrinas a nivel
sistémico, e a doenga pulmonar o principal foco de manifestacdo na maioria dos pacientes.
Nesse casos, a infecgdo por P. aeruginosa agrava a deterioracdo do pulméo e, em criancas,
ocasiona uma reducdo da expectativa de vida em, aproximadamente, 10 anos, em comparagao

aquelas ndo infectadas por esse patdogeno (MILAGRES et al., 2008).
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P. aeruginosa também é um dos principais micro-organismos responsaveis por
infeccbes de sitio cirdrgico, um tipo de infeccdo hospitalar causado pela exposicdo do
paciente durante a cirurgia e cuja principal causa é a contaminacdo bacterioldgica por via
aérea (QUADROS, 2008). Foi descrito um surto de infeccdo de sito cirdrgico por
P. aeruginosa em pacientes que passaram por mastectomia, considerada uma cirurgia limpa
(surtos por P. aeruginosa sdo incomuns nesse tipo de cirurgia). A cepa responsavel pelos casos
foi isolada das narinas de uma enfermeira e de gazes que ela manipulava, tendo sido sugerido
que a contaminacdo ocorreu a partir das mdos da prépria enfermeira. Foram observadas,
ainda, diversas falhas nos procedimentos realizados pela equipe do hospital (VILAR-
COMPTE et al., 2003).

P. aeruginosa comumente é responsavel por colonizagdes de queimadura (KVIKTO,
2010), as quais podem se originar tanto da microbiota preexistente a lesdo quanto do meio
ambiente (BLACK, 2002). O ambiente inanimado de unidades de queimados tende a ser mais
fortemente contaminado do que o das demais unidades. Assim, salas de hidroterapia
associadas a unidades de queimados tém uma taxa de contaminacdo particularmente elevada
(GRAS-LE GUEN et al., 2003). A colonizagdo de queimaduras por P. aeruginosa seguem-se
danos vasculares localizados, necrose do tecido e bacteremia. A bacteremia causada por
P. aeruginosa se caracteriza por um estado febril, ou hipotermia em pacientes graves. A
maioria dessas bacteremias tem origem em infecgbes do trato respiratorio inferior, trato
urinario, pele e tecidos moles (como infecgdes de queimaduras). Além de queimaduras
extensas, sdo fatores de risco para a aquisi¢cdo de bacteremia por P. aeruginosa neutropenia,
diabates mellitus e doencas hematoldgicas malignas (KVIKTO, 2010). Frequentemente, é a
bacteremia por micro-organismos como P. aeruginosa que provoca a morte de pacientes
queimados (BLACK, 2002).

Em infeccBes do trato urinario (ITUs), P. aeruginosa apresenta tendéncia a producao
de aderéncia e obstrucdo do cateter (OLIVEIRA; ALBUQUERQUE; ROCHA, 1998).
P. aeruginosa, geralmente, afeta o trato urinario por infeccdo ascendente e se adere fortemente
ao epitélio da bexiga. Uma ITU nosocomial resulta, normalmente, de intervencdes cirurgicas
ou instrumentacdo do trato urinario envolvendo a prostata e a bexiga urinaria (KAYABAS et
al., 2008). Alem de ser uma das infecgdes mais frequentes na populacdo adulta, a maioria dos
casos de ITUs ocorre em pacientes submetidos a cateterismo vesical (MOURA, 2007). Assim,
caso um grupo de casos seja detectado, deve-se suspeitar de uma fonte comum provavelmente

associada a instrumentacdo urologica (KAYABAS et al., 2008). Apesar do agente etiolégico
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mais comum em ITUs ser Escherichia coli (SOARES; NISHI; WAGNER, 2006), a
P. aeruginosa pode provocar uma ITU do tipo complicada, com quadro clinico associado a
doenga leve, auséncia de nauseas e vOmitos ou, até mesmo, com doenga severa e
possibilidade de sepse (OLIVEIRA; ALBUQUERQUE; ROCHA, 1998). Em casos menos
frequentes, pode, ainda, causar prostatite, a qual pode ser assintomatica ou provocar febre,
calafrios e dor lombar. No contexto hospitalar, pode provocar cistite e pielonefrite (infecgcéo
nos rins), ocasionando dificuldade para urinar (disuria) (ANVISA, 2013a).

P. aeruginosa pode estar presente na osteomielite (processo infeccioso do tecido
6sseo) hematogénica, sendo associada ao quadro pds-operatério de fixacdo de fraturas e
colocagdo de proteses e a usuarios de drogas endovenosas e pacientes que realizam
hemodialise crénica (ANVISA, 2013a). No procedimento de hemodialise, pode haver
contaminacdo através de solucdo de dialise contaminada (VILAR-COMPTE et al., 2003),
vazamento ou entupimento nos tubos, bomba contaminada e cateteres vazando ou
contaminados (BLACK, 2002). Foi descrita uma infeccdo de corrente sanguinea por
P. aeruginosa multirresistente que acometeu pacientes imunocomprometidos na UTI de uma
clinica hematoldgica na Africa do Sul. Em geral, infeccbes sanguineas por P. aeruginosa
resultam principalmente de fontes enddgenas. Contudo, a similaridade entre as cepas isoladas
sugeriu uma fonte exdgena comum, que nao foi identificada. Apesar disso, sugeriu-se que a
fraca adesdo as praticas de controle de infec¢bes possa ter facilitado a transmissao da bacteria
(MUDAU, 2013).

Embora ja tenham sido descritos surtos de P. aeruginosa relacionados a reservatorios
pessoais e ambientais, bem como a contaminacgdo cruzada dentro de hospitais (IVERSEN et
al., 2007), ndo é frequente que a equipe hospitalar seja um reservatorio de P. aeruginosa.
Somente funcionarios que atendem pacientes hospitalizados altamente contaminados, por
exemplo, queimados, podem ser colonizados no nariz, na faringe e na pele (VILAR-COMPTE
et al., 2003). A transmissdo entre pessoas acontece raramente (OLIVEIRA et al., 2011). Por
outro lado, a transmissao de P. aeruginosa através das mados da equipe da saude € tida como
um mecanismo frequente de transmissdo em um surto, de forma que a contaminacgédo cruzada,
até mesmo em condi¢Ges habituais, sugere um baixo apego as medidas de controle de
infeccdes (VILAR-COMPTE et al., 2003).

As quatro infec¢Ges nosocomiais mais comuns sdo as infecgdes urinarias, as infecgbes

de feridas cirdrgicas, a pneumonia e a infeccdo sanguinea priméaria (OMS, 2003). Conforme
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apresentado, P. aeruginosa pode ser 0 agente etioldégico dessas infecces, de forma que

algumas medidas gerais para prevencao das mesmas podem inclui-la (ver Tabela 2).

Tabela 2 — Medidas de Prevencdo das Infeccdes Nosocomiais

Infecgdo

IMedidas de eficacia comprovada

Infecgdes uninarias

Lirnitag&o do periodo de uso da sonda
Técnica asséptica na insergio
Manutengdo do tubo de drenagem fechado

Infecgdes de
feridas cirirgicas

Técnica cinirgica.

Limpeza do ambiente da sala de cirurgia.

Roupa pessoal.

Limitag8o da estadia pré-operaténia no hospital.

Banho pré-operatério e preparagfo da pele local do paciente.
Profilaxia ideal com antibidticos.

Pratica asséptica na sala de cirurgia.

Vigildncia da fenda cinirgica.

Pneumonia

Relacionada ao uso de respirador.
Intubagio e sucgio assépticas.
Limitagio do periodo de uso do respirador.
Respiragio mecénica nfo invasiva.
Outros.
Vacinagio da equipe contra Influenza.
Normas sobre isolamento.
Agua estérl para o tratamento com oxigénio e aerossol.

Prevengdo da infeccio por Legionella e Aspergillus durante qualquer renovacio.

Infecgdes
relacionadas ao uso
de dispositivos
vasculares

Todos os cateteres.
Sistema fechado.
Limnitag3o do periodo de uso.
Preparagio da pele local
Técnica asséptica na insergio.
Retirada caso haja suspetta de infecgfo.
Cateteres centrais.
Assepsia cirirgica para insergio.
Limitagfo da frequéncia da troca de curativos.
Cateter com revestimento antihidtico para uso a curto prazo.

Fonte: Traduzido de OMS, 2003, p. 38.

4.1 IDENTIFICACAO DE ISOLADOS DE P. aeruginosa

Inicialmente, é necessario realizar a coleta adequada do material de onde se suspeita

haver infecgdo por P. aeruginosa. Em laboratério, as coldnias séo isoladas em cultura pura,

ap0s 24-72 horas de crescimento nos meios de cultura (ver Figura 34) e isolamento primario.



79

E importante que se observe se a col6nia isolada apresentou pigmentagio (amarela, résea ou
de cor metélica). Entdo, semeia-se somente uma dessas coldnias nos meios TSI (triplice
acucar ferro), TSA (tripticase soja agar) e TSB (tripticase soja caldo) e incuba-se a 30° C por
16-24 horas (ANVISA, 2013b). No meio TSI, P. aeruginosa provoca uma mudanga na
coloracdo do meio, de vermelho alaranjado (pH neutro) para purpura (pH alcalino), na
superficie e na base, e produz sulfato de hidrogénio, com a formacgéo de um precipitado negro
na base do tubo (ANVISA, 2004). Por ser movel por um flagelo polar, P. aeruginosa cruza o
campo em diferentes dire¢es ou gira em torno de si mesma na lamina feita a partir de uma
gota do caldo TSB, utilizando-se 0o aumento de 400x a 37° e 20°C. Realizam-se, também, a
coloracdo de Gram, onde observa-se, ainda, a morfologia bacilar de P. aeruginosa; e a prova
de oxidase, na qual exibe cor pdrpura quando em contato com o reativo de oxidase, uma vez
que é oxidase positiva. O crescimento de P. aeruginosa também é observado quando semeada
em placa com Agar MacConkey e incubada a 30° C por 24-72 horas (ANVISA, 2013b).

Figura 34 — Cultura de P. aeruginosa em agar Mueller-Hinton. Coloracéo verde-azulada conferida pela
pioverdina e pela piocianina, a esquerda, e marrom, pela piomelanina, adireita.

Fonte: Trabulsi, 2008, p. 370.

Ap0s essa triagem inicial, realiza-se a identificacdo bioquimica a partir do crescimento
no tubo de TSA utilizado para a prova de oxidase. Caso necessario, pode-se semear em mais
de um tubo de TSA, a fim de obter maior massa bacteriana. Prepara-se, entdo, uma suspensao
bacteriana em salina a 0,85%, correspondente a escala 0,5-1,0 da escala McFarland. No tubo
de OF glicose com vaselina, P. aeruginosa fica verde e, no sem vaselina, amarelo. Pode
acontecer de o tubo ndo mudar de cor (inerte). Isso ocorre porque P. aeruginosa pode oxidar
ou apresentar-se inerte quanto a glicose. O tubo com lisina para P. aeruginosa, que apresenta
resultado negativo, fica com uma coloracdo azul esverdeado pélido. Com o disco de PYR,
P. aeruginosa pode apresentar resultado positivo (cor alaranjada) ou negativo (cor amarela).
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No tubo com &gar esculina, P. aeruginosa confere uma prova negativa, observada através da
cor castanho-escuro, gerada pela producédo de pigmentos. Para o tubo pedacgo de filme com
gelatina, P. aeruginosa é 82% positiva, 0 que significa que, apds a incubacdo a 30°C, é
formado um precipitado cinza ao fundo do tubo. No tubo com NaCl 6%, P. aeruginosa
apresenta comportamento variavel, podendo haver crescimento, o qual € indicado pela
turbidez ou mudanca de cor. No tubo com arginina, P. aeruginosa fica purpura, indicando a
prova positiva. P. aeruginosa cresce em caldo TSB a 42°C e 44°C, de modo que 0 meio se
apresenta turvo ou é nitido o aumento da densidade bacteriana. Para o disco de polimixina, é
formado um halo de inibicéo, ja que P. aeruginosa possui sensibilidade a esse antimicrobiano
(ANVISA, 2013b). As etapas desse processo de identificacdo, conforme a descricdo da
ANVISA (2013b, 2004), estdo esquematizadas na llustracdo 2.

Espécime clinico (urina, escarro, lesdes de pele, secre¢bes traqueal, nasal, oftalmica, etc)

@ Processamento

24-72 h de crescimento nos meios de cultura

Isolamento primario da col6nia
com pigmentacdo caracteristica

de P. geruginosa
Cultura pura

Meio TSI
Meio TSA Meio TSB Gram
| I
Superficie e base Prova da Lamina para Gram negativo
de cor pL'erura, oxidase + microscopia e morfologia
com precipitado  (cor purpura) (motilidade tipica) bacilar
negro

Provas bioguimicas

lustracdo 2 — Fluxograma das etapas da identificacdo laboratorial de P. aeruginosa segundo a ANVISA (2013b,
2004).

Fonte: O autor.
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A principal diferenciacdo em relagdo a familia Enterobacteriaceae é a produgdo da
enzima citocromo oxidase, sendo a prova da oxidase uma das mais importantes para a
identificacdo de P. aeruginosa. O crescimento a 42 °C e a oxidagdo de outros agucares podem
ser aplicados para sua distingdo frente as demais espécies do género (KVITKO, 2010). A
coloracdo de flagelos é uma prova complementar muito Util para a identificacdo de
P. aeruginosa ndo produtora de pigmentos, pois permite a visualizacdo de um flagelo polar
(ANVISA, 2013b). As colonias de P. aeruginosa em meios de cultura apresentam um aroma
adocicado caracteristico da espécie, semelhante ao odor de uva (ZAVASCKI, 2003), devido a
producdo de trimetilamina (KVITKO, 2010). As provas bioquimicas utilizadas para a
identificacdo dessa espécie podem ser realizadas através de métodos automatizados
(ZAVASCKI, 2003).

Além da observacdo de caracteristicas fenotipicas, os isolados bacterianos podem ser
identificados atraves de métodos genotipicos, que possuem especificidade e reprodutibilidade
maiores. Tais metodos, como RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmento de
Restricdo) e PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase), identificam os organismos a partir de
suas sequéncias gendmicas e permitem sua classificacdo ao nivel de cepa. Em um surto
hospitalar, o estabelecimento da relacdo entre as cepas isoladas é fundamental para a
investigacdo das fontes de transmissdo e, consequentemente, para a ado¢do de medidas de
controle adequadas (TORTAS, 2009).
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5 CONCLUSAO

As infeccbes por P. aeruginosa representam um alto risco para pacientes
hospitalizados, principalmente, em se tratando de cepas multirresistentes. O tratamento desses
pacientes depende do perfil de suscetibilidade da cepa em questdo, a qual deve ser
adequadamente investigada, ap0s isolamento e identificacdo do agente etioldgico dessas
infecgBes, atraves do teste de sensibilidade aos antimicrobianos. A seguir, deve ser realizada a
antibioticoterapia apropriada, a partir dos antimicrobianos prescritos, em um esquema eficaz e
durante o periodo de tempo necessario, de modo a debelar a infeccdo e conter o

desenvolvimento de resisténcia.

Minimizar os riscos da aquisicdo de infec¢bes hospitalares por cepas de P. aeruginosa
multirresistentes depende tanto das praticas de controle de infeccbes no ambiente hospitalar
quanto do uso criterioso dos antimicrobianos. A implementacdo de medidas de controle de
infeccdo hospitalar capazes de diminuir sua transmissao (como a correta e frequente lavagem
das maos, por exemplo) é uma das vias essenciais para o controle da resisténcia microbiana e
para a reducdo das taxas de mortalidade por infeccbes nosocomiais provocadas por

P. aeruginosa e por demais patdgenos hospitalares.

A necessidade de controlar a transmissdo de infec¢Ges hospitalares valoriza ainda mais
a postura dos profissionais de saude diante da assisténcia aos pacientes. No trato com 0s
imunocomprometidos (neutropénicos, fibrocisticos e queimados, por exemplo), a prudéncia
deve ser a maxima possivel, dado que apresentam maior vulnerabilidade a infeccGes
oportunistas, inclusive, as provocadas por P. aeruginosa. Considerando que, no ambiente
hospitalar, a frequéncia de micro-organismos resistentes a antibidticos é maior, é
imprescindivel recorrer as praticas de prevencdo dessas infecgdes. Dentro do Sistema Unico
de Salde, em que, muitas vezes, 0s recursos sao limitados, essas medidas tornam-se urgentes.
Portanto, a conduta adequada dos profissionais de salde € de suprema importancia para a
recuperacdo dos pacientes hospitalizados e, como questdo de satde publica, deve ser objeto de

discussdo e aperfeicoamento.
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