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Rodrigues ACS. Resistência microbiana e tipagem molecular de Pseudomonas 
aeruginosa isoladas de dois hospitais de Campo Grande. Campo Grande 2010. 

[Dissertação do Programa de Pós-graduação em Saúde e Desenvolvimento na 

Região Centro-Oeste – Universidade Federal de Mato Grosso do Sul]. 

 

Pseudomonas aeruginosa tem emergido em todo o mundo com opções limitadas de 

tratamento. O objetivo do estudo foi avaliar a resistência microbiana e realizar 

tipagem molecular de Pseudomonas aeruginosa isoladas no período de 01/01/07 a 

30/06/08 de pacientes internados em dois hospitais de Campo Grande - MS. Após 

teste de susceptibilidade microbiana pelo método de difusão em Agar, foram 

selecionadas 70 cepas de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima ou imipenem. 

Realizou-se pesquisa para metalo-ß-lactamase por meio do teste de disco-

aproximação com ácido 2-mercaptopropiônico e EDTA frente a disco de ceftazidima 

e imipenem. A produção de MBL foi confirmada com reação de polimerase em 

cadeia. A tipagem molecular foi realizada por eletroforese em campo pulsado 

(PFGE). Os sítios de isolamento mais frequentes foram trato respiratório e urinário. 

Do total de 70 cepas, 77,1% (54/70) foram resistentes a ceftazidima, 90% (63/70) ao 

imipenem, e 68,6% (48/70) apresentaram resistência aos dois antimicrobianos. 

Vinte e uma amostras (30%) foram consideradas pan-resistentes, sensíveis 

somente a polimixina B. Nenhum isolado de P. aeruginosa produtora de metalo-ß-

lactamase foi detectado por método de biologia molecular, o que sugere a 

possibilidade da presença de outros mecanismos de resistência de P. aeruginosa 

nos hospitais públicos estudados. A análise molecular demonstrou grande 

variabilidade genética (22 padrões genéticos distintos). Os resultados demonstram 

disseminação clonal de Pseudomonas aeruginosa entre as instituições hospitalares 

estudadas, o que ressalta a importância de se conhecer os mecanismos de 

resistência deste microrganismo para controlar a disseminação dos genes de 

resistência nestas instituições. 

Palavras-chave : Pseudomonas aeruginosa, resistência a carbapenêmicos, metalo-

ß-lactamase. 
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ABSTRACT 
 

 

 

Rodrigues ACS. Microbial resistance and molecular diversity of P. aeruginosa 
in two hospitals in Campo Grande - MS. Campo Grande 2010. [Dissertação do 

Programa de Pós-graduação em Saúde e Desenvolvimento na Região Centro-Oeste 

– Universidade Federal de Mato Grosso do Sul]. 

 
 

Pseudomonas aeruginosa has been emerged around the world with limited options 

for treatment. The aim of this study was to assess antimicrobial resistance and 

detect genetic profile of Pseudomonas aeruginosa between 01/01/07 and 30/06/08 

in two hospitals in Campo Grande - MS. After agar diffusion method was used  to 

assess antimicrobial susceptibility. Seventy ceftazidime or imipenem resistant has 

been select .They were further screened for the production of MBL by phenotypic 

method aproximation disk test using 2-mercaptopropionic acid combined with 

ceftazidime disk, confirmed with polymerase chain reaction and were typed by 

pulsed-field gel eletroforesis (PFGE). The most frequent sites of isolation were 

respiratory tract and urinary system. From a total 70 bacterial strains isolated, 77.1% 

(54/70) were resistant to ceftazidime, 90% (63/70) to imipenem, and 68.6% (48/70) 

were resistant to both antimicrobials. Twenty one strains (30%) were polimixin B 

only-susceptible. None metallo-β-lactamase-producing P. aeruginosa isolates were 

detected. The imipenem resistance might be associate with other resistance 

mechanisms. PFGE showed twenty two genetic profiles. Results indicate clonal 

spread among the studied hospitals.  

 

Keywords : Pseudomonas aeruginosa; carbapenem resistance; metallo-ß-

lactamase.
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

O gênero Pseudomonas é constituído por bacilos Gram negativos 

pertencentes à família Pseudomonaceae. P. aeruginosa, principal espécie desse 

gênero, pode causar desde infecções superficiais à graves com alta taxa de 

morbimortalidade ( PINHEIRO et al., 2008; ZAVASCKI, 2006a) e frequentemente é 

encontrada em sítios onde existe acúmulo de umidade, como por exemplo cateteres 

permanentes, queimaduras e feridas cutâneas exudativas (FERNANDES & RIBEIRO 

FILHO, 2000). Devido a sua grande capacidade de adaptação é capaz de sobreviver 

nesses ambientes por tempo prolongado. Por isso, equipamentos e utensílios 

hospitalares, bem como, soluções e desinfetantes já foram descritos como 

reservatório para este microrganismo (HEINZE et al., 1988; SUNENSHINE et al., 

2009).  

De acordo com a literatura, P. aeruginosa é frequentemente isolado em 

unidades de terapia intensiva - UTI´s ( AGODI et al., 2007; OBRITSCH et al., 2004; 

ZAVASCKI et al., 2006a). Importante patógeno hospitalar, tem sido responsabilizado 

por infecções do trato urinário, respiratório, endocardite, meningite, bacteremias, 

abscessos cerebrais e infecções ósseas (KONEMAN et al., 2008; SADER et al., 

2001). Dados do sistema NNISS (National Nosocomial Infection Surveillence 

System) revelam que este agente foi o mais isolado em pneumonias e o segundo 

mais isolado no trato urinário em UTI´s americanas entre 1986 a 2003 (GAYNES & 

EDWARDS, 2005).  

Pacientes com cormobidades e a necessidade de utilização de procedimentos 

invasivos como cateteres e aparelhos de ventilação mecânica fazem da UTI, local 

propício para a disseminação de microrganismos oportunistas, quando não são 

observadas normas de isolamento e técnicas assépticas rigorosas (LISBOA et al., 

2007; LODISE et al., 2007a; MENDES et al., 2005; RAJA & SINGH, 2007) 

As infecções por P. aeruginosa podem ser de difícil tratamento, devido à 

limitada efetividade dos antimicrobianos. Essa dificuldade se deve a resistência 

natural desse microrganismo a muitas drogas e sua versatilidade em desenvolver 

diferentes mecanismos de resistência (FALAGAS & KOPTERIDES, 2006; FRIDKIN 

et al., 1999).  



16 
 

 
 

Os principais antimicrobianos utilizados em infecções graves causadas por P. 

aeruginosa são as cefalosporinas, como ceftazidima e cefepime, penicilinas com 

inibidor de β-lactamases, como piperacilina combinado a tazobactam, e antibióticos 

carbapenêmicos como imipenem e meropenem (RANG et al., 2007). O uso abusivo 

de antimicrobianos parece contribuir para seleção de microrganismos 

multiresistentes (GALES et al., 2003). 

 Diversos mecanismos estão envolvidos na resistência de P. aeruginosa aos 

antimicrobianos, como por exemplo, produção de β -lactamases, bomba de efluxo e 

redução da permeabilidade da membrana (LIVERMORE & WOODFORD, 2000; 

TOLEMAN et al., 2002). A produção de ß-lactamases, em particular, de metalo-ß-

lactamase (MBL), confere resistência aos antibióticos ß-lactâmicos, inclusive aos 

carbapenêmicos, limitando o tratamento clínico. Essas enzimas também já foram 

encontradas em outros bacilos Gram negativos como Stenotrophomonas maltophilia, 

Serratia marcescens (ARAKAWA et al., 2000), Aeromonas spp (WALSH et al., 1998) 

e Acinetobacter spp (LEE et al., 2005), sugerindo a possibilidade de troca de 

material genético entre diferentes espécies. Segundo alguns pesquisadores (OH et 

al., 2003; SADER et al., 2005a), o reconhecimento da produção de MBL é essencial 

para implementar medidas preventivas que impeçam a expansão desse potente 

gene de resistência.  

A diferenciação de linhagens de Pseudomonas spp por meio de técnicas de 

biologia molecular tem se tornado uma ferramenta importante no estudo, controle e 

prevenção de doenças relacionadas à assistência a saúde.  

Na região Centro-Oeste do Brasil, estudos sobre resistência bacteriana são 

escassos e não se conhece quais formas de resistência são mais frequentes em P. 

aeruginosa, nem tampouco se há disseminação destes mecanismos no estado de 

Mato Grosso do Sul. Sendo os genes de MBL transmitidos por plasmídios e 

transposons, se evidencia a importância de conhecer a prevalência de P. aeruginosa 

produtoras de MBL e de controlar a transmissão desta resistência em nosso estado. 

Além disso, este estudo possibilita a comparação de dados entre duas instituições 

diferentes e pode auxiliar o corpo clínico na escolha da terapia de pacientes com 

infecções por este agente internados nestes hospitais. 
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2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1   A família Pseudomonaceae 

 

2.1.1 Classificação taxonômica e características gerais  

 

A classificação taxonômica das Pseudomonas foi descrita inicialmente por 

Stanier et al. (1966) baseando–se em suas características nutricionais e 

bioquímicas. O gênero Pseudomonas foi classificado em quatro grupos, sendo eles 

fluorescente, pseudomallei, acidovorans e alcaligenes. Com o advento das técnicas 

de biologia molecular, Palleroni et al. (1972) reuniram estes microrganismos em 5 

grupos, levando-se em conta a homologia DNA-rRNA (GILARDI apud KONEMANN 

et al., 2008). 

Kesters et al. (1996) realizaram nova classificação, incluindo novos gêneros  à 

família Pseudomonaceae (Figura 1), tais como Burkholderia, Stenotrophomonas, 

Ralstonia, Comomonas, Shewanella, Metilobacterium, Sphingomonas, Acidovorax e 

Brevundimonas (KONEMANN et al., 2008). 

As bactérias pertencentes à família Pseudomonaceae são caracterizadas 

como bacilos Gram negativos não fermentadores, um complexo grupo de patógenos 

oportunistas de plantas, animais e seres humanos. O gênero Pseudomonas é o mais 

frequente, sendo que P. aeruginosa representa em média 75% dos isolados de 

amostras clínicas. Esse microrganismo é ubiquitário, com predileção por ambientes 

úmidos e pode ser encontrada no solo, matéria orgânica em decomposição, água e 

vegetais. Apresenta pouca exigência para o crescimento e grande versatilidade 

nutricional (KISKA & GILLIAN, 2003). 

Pseudomonas são bacilos não esporulados e aeróbios estritos, utilizam os 

hidratos de carbono por meio de metabolismo respiratório em que o oxigênio atua 

como aceptor final de elétrons (KONEMANN et al., 2008). 

A principal espécie do gênero, P. aeruginosa é citocromo-oxidase positiva e 

móvel com flagelo monotríquio polar. Esses isolados crescem bem a 42ºC, podem 
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produzir colônias características de morfologia variada, com ou sem odor 

característico (TRABULSI, 2008).  

Os pigmentos produzidos se apresentam de diversas cores designados 

piocianina (pigmento azul), pioverdina (coloração verde), piorrubina (coloração 

vermelha) e piomelanina (coloração negra). O principal deles, a piocianina é um 

pigmento hidrossolúvel que confere coloração esverdeada ao meio de cultura 

produzido apenas por P. aeruginosa (MERINO, 2007). 

 

2.1.2 Patogênese 

 

P. aeruginosa produz uma variedade de fatores de virulência, como 

lipopolissacarídeo (LPS), exotoxina A, leucocidina, viscosidade extracelular, 

proteases, fosfolipases e algumas enzimas que favorecem a colonização e posterior 

infecção. Destaca-se aqui a endotoxina (LPS), que promove a síndrome do choque 

séptico, por meio da liberação de mediadores com função de vasodilatação (IL-1, 

TNF), de ativação do complemento e da coagulação intravascular disseminada 

(KURAHASHI et al., 1999). 

Na tabela 1 estão elencados os principais fatores de virulência bacteriana 

com respectivas atividades biológicas no hospedeiro. 

Dentre os fatores extracelulares cita-se produção excessiva de 

polissacarídeos capsulares (alginato) que facilita a aderência à superfície epitelial 

pulmonar. Estes polissacárides envolvem a célula bacteriana e fazem com que esta 

adquira aspecto mucóide. Este fator de virulência é mais comum em pacientes com 

fibrose cística e apresenta mal prognóstico (HEAD & YU, 2004).  

Outra propriedade importante de P. aeruginosa para a colonização e infecção 

é a formação de biofilmes. Estes são complexos formados por micro colônias 

bacterianas envoltas por uma matriz orgânica de polímeros e componentes celulares 

que aderem a superfícies de biomateriais e dificultam a ação antimicrobiana 

(HOGARDT et al., 2004). Além disso, um interessante sistema de comunicação 

célula a célula denominado Quorum sensing (QS) parece emitir sinais entre as 

estruturas bacterianas protegendo os biofilmes (SKINDERSOE et al., 2008).  
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Grupo I – 
Pseudomonas 

Grupo II – 
Burkholderia 

Grupo III –
Comamonas 

Grupo IV – 
Brevundimonas 

Grupo V – 
Stenotrophomonas 

Classificação 
desconhecida 

Grupo fluorescente 
P. aeruginosa 
P. fluorescens 
P. putida 

Grupo 
Pseudomallei 
B. pseudomallei 
B. cepacia 
B. gladioli 
B. picketti 

Grupo Acidovorans 
C. acidovovans 
C. terrigena 
C. testosteroni 

Grupo Diminuta 
B. diminuta 
B. vesicularis 

S. maltophylia Cryseomonas luteola 

Grupo Stutzeri 
P. stutzeri 
P. mendocina 
CDC grupo Vb-3 

    Flavimonas 
orzyhabitans 

Grupo Alcaligenes 
P. alcaligenes e P. 
pseudoalcaligenes 

    Shewanella 
putrefaciens 

Figura 1 – Classificação da família Pseudomonaceae por homologia dos grupos de RNA. 

Fonte: Konemann et al., 2008. 
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Tabela 1 – Fatores de virulência de P. aeruginosa e atividade biológica produzida no 

hospedeiro. 

Fator de virulência Atividade Biológica 
Alginato Aderência à superfície epitelial pulmonar e formação de biofilmes 

Fímbrias Aderência. 

Neuraminidase Facilita a aderência. 

LPS Síndrome séptica 

Exotoxina A Destrói tecido, inibe síntese protéica, interrompe atividade celular 

e atividade dos macrófagos 

Enterotoxina Produz diarréia 

Exoenzima S Inibe a síntese protéica 

Fosfolipase C Destrói a membrana citoplasmática. Destrói o surfactante 

pulmonar. Inativa opsoninas 

Elastase Degrada imunoglobulinas e componentes do complemento. 

Leucocidina Inibe função dos neutrófilos e linfócitos 

Piocianinas Impede crescimento de outras bactérias e elimina atividade ciliar 

respiratória. 
Fonte: Konemann et al., 2008. 

 

 

2.2  Infecções por Pseudomonas aeruginosa  

 

Normalmente, a colonização com agentes oportunistas como P. aeruginosa 

precede infecções leves, graves ou fatais. Este microrganismo pode colonizar 

orofaringe, intestino e pele de indivíduos sadios, mas frequentemente está 

associado a doenças em pacientes hospitalizados ou imunocomprometidos (KISKA 

& GILLIAN, 2003).  

Geralmente o processo infeccioso se inicia após quebra de barreira 

anatômica, como utilização de procedimentos invasivos (POLLACK, 2000).P. 

aeruginosa são pouco isoladas em pacientes hígidos e geralmente estão associadas 

à água ou materiais contaminados que podem contribuir para a ocorrência de otite 

dos nadadores (MENA & GERBA, 2009) e oftalmites decorrente de lentes de contato 

(CHOY et al., 2008). 
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P. aeruginosa têm grande habilidade de se desenvolver em materiais inertes 

como artigos e equipamentos hospitalares, assim como manter-se viáveis nas mãos 

de profissionais de saúde, o que favorece sua disseminação no ambiente hospitalar 

(PELEGRINO, 2002; TRABULSI, 2008).  

De acordo com a portaria 2616/98 do Ministério da Saúde (BRASIL, 1998), 

infecções hospitalares (IH) são :  

 

“aquelas adquiridas após a admissão do paciente e que se manifestam 

durante a internação ou após a alta, quando puder ser relacionada com a internação 

ou procedimentos hospitalares”.  

São classificadas como IH´s: 

• Quando, na mesma topografia em que foi diagnosticada infecção comunitária, 

foi isolado um germe diferente, seguido do agravamento das condições 

clínicas do paciente; 

• Quando se desconhecer o período de incubação do microrganismo e não 

houver evidência clínica e/ou dado laboratorial de infecção no momento da 

internação, convenciona-se infecção hospitalar toda manifestação clínica de 

infecção que se apresentar a partir de 72 (setenta e duas) horas após a 

admissão; 

• Aquelas manifestadas antes de 72 (setenta e duas) horas da internação, 

quando associadas a procedimentos diagnósticos e/ou terapêuticos, 

realizados durante este período; 

• Infecções de recém-nascido com exceção das transmitidas de forma 

transplacentária e aquelas associadas a bolsa rota superior a 24 (vinte e 

quatro) horas; 

O avanço tecnológico com maior utilização de procedimentos invasivos para 

diagnóstico e tratamento de infecções, aliado ao surgimento de bactérias 

multiresistentes têm levado a um maior período de hospitalização, 

consequentemente elevando os custos hospitalares. Estas infecções costumam ser 

mais frequentes em pacientes debilitados e normalmente apresentam maior 

morbimortalidade (FERNANDES & RIBEIRO FILHO, 2000; GILIO et al., 2000). Marra 

et al. (2006) descreveram mortalidade de 71,4% em pacientes com infecção da 

corrente sangúinea causada por P. aeruginosa.  
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2.2.1 Sítios de infecção 

 

P. aeruginosa é importante patógeno em infecções do trato respiratório e 

urinário (CORREIA et al., 2007; FURTADO et al. 2006; PITOUT et al., 2007). Estudo 

de Zanetti et al. (2003) reportam este agente como o mais frequente em pneumonias 

hospitalares, ocorrendo em 10 a 25% dos casos identificados na UTI. De forma 

semelhante GAYNES e EDWARDS (2005) reportaram este microrganismo como 

principal Gram negativo causador de pneumonia e o segundo mais frequente em 

infecções urinárias, em UTI´s americanas. 

Segundo dados do sistema NNISS, no período de 1983 a 2003, P. aeruginosa 

foi o sexto patógeno mais comum em infecções da corrente sanguínea nos Estados 

Unidos, gerando quadros graves e fatais como bacteremias e sepse (GAYNES & 

EDWARDS, 2005). Resultados mais recentes da rede de vigilância NHSN (National 

Healthcare Safety Network), citam este microrganismo como segundo mais 

importante em pneumonias associadas à ventilação (VAP) e quarto em infecções 

urinárias causadas por cateter urinário (HIDRON et al., 2008). Sekiguchi et al. (2005) 

reportaram surto de infecção urinária relacionada a cateter causada por P. 

aeruginosa multiresistentes no Japão.  

Além disso, P. aeruginosa também pode causar outras infecções, tais como: 

meningites (NAIJA et al., 2004), infecções ósseas (STANZANI et al., 2007) e  

endocardite (KATO et al., 2009).  

 

2.2.2 Condições de risco 

 

Dados da literatura demonstram que alguns fatores podem ser determinantes 

para infecções por P. aeruginosa, tais como: extremos de idade (CAO et al., 2004; 

TURRINI & SANTOS, 2002), doenças graves como diabetes e câncer 

(CHATZINIKOLAOU et al. ,2000; VARAYIA et al., 2008), internados em unidades 

críticas, uso de procedimentos invasivos como ventilação mecânica, uso prévio de 

drogas antipseudomonas e tempo de internação prolongado (AGODI et al., 2007; 

LODISE et al., 2007a; PARAMYTHIOTOU et al., 2004). 

http://portal.revistas.bvs.br/transf.php?xsl=xsl/titles.xsl&xml=http://catserver.bireme.br/cgi-bin/wxis1660.exe/?IsisScript=../cgi-bin/catrevistas/catrevistas.xis%7Cdatabase_name=TITLES%7Clist_type=title%7Ccat_name=ALL%7Cfrom=1%7Ccount=50&lang=pt&comefrom=home&home=false&task=show_magazines&request_made_adv_search=false&lang=pt&show_adv_search=false&help_file=/help_pt.htm&connector=ET&search_exp=Zhonghua%20Yi%20Xue%20Za%20Zhi�
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Dentre as doenças de base associadas a infecções por P. aeruginosa 

destaca-se fibrose cística (DORING et al, 2000). Esta costuma ser autossômica 

recessiva com manisfestações sistêmicas, afetando principalmente aparelho 

respiratório, digestivo e reprodutor e tem como característica a deficiência do gene 

CFTR (regula a condutância transmembranar na fibrose cística). Na falta de CFTR, 

ocorre deficiência no transporte de cloro e sódio causando uma anormalidade na 

produção de muco (RAO & GRIGG, 2006). O quadro clínico consiste em formação 

de tampões mucopurulentos (infiltrado inflamatório, hipertrofia de glândulas 

submucosas e metaplasia epitelial) até quadros mais graves como bronquiectasias 

(RAO & GRIGG, 2006). O ambiente pulmonar parece selecionar um subgrupo de 

pequenas colônias autoagregativas denominadas “small colony variants” (SCVs). 

Esta morfologia apresenta crescimento rápido e grande capacidade de formação de 

biofilme (HAUSSLER et al., 2003). 

Portadores de fibrose cística colonizados por P. aeruginosa e Burkholderia 

cepacia podem ter maior gravidade da doença e diminuição da sua sobrevida. 

Investigação que incluiu 104 portadores de fibrose cística descreveu que 76% 

destes pacientes foram colonizados por P. aeruginosa. Este estudo encontrou 

correlação significante desta colonização com gravidade da doença (ALVAREZ et 

al., 2004). 

P. aeruginosa também costuma ser muito frequente em pacientes internados 

em unidades críticas, onde é mais comum o uso de procedimentos invasivos que em 

outros setores. Dados do sistema NNISS, demonstram P. aeruginosa como um dos 

principais microrganismos em infecções de pacientes internados nas UTI´s 

americanas (GAYNES & EDWARDS, 2005).  

AGODI et al. (2007) avaliaram colonização e infecção por P. aeruginosa em 

pacientes internados em unidades críticas. Os autores sugeriram que pacientes de 

UTI e o próprio ambiente servem de reservatório para transmissão cruzada e 

aquisição de microrganismos multiresistentes. 

Reforçando a  importância do uso de procedimentos invasivos, Hidron et al. 

(2008) reportaram este microrganismo como mais frequente em infecções urinárias 

relacionadas ao uso de cateter urinário.  

Quanto à utilização prévia de antimicrobianos, o uso prévio de fluorquinolonas 

foi descrito por Paramythiotou et al. (2004) como principal fator de risco para o 
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desenvolvimento de infecções por P. aeruginosa multiresistentes. Revisão realizada 

por Falagas & Kopterides (2006) revelaram que o uso prévio de carbapenêmicos e 

fluorquinolonas como os mais importantes fatores de risco para a emergência desta 

multiresistência. Estudo tipo caso-controle realizado por Lodise et al. (2007a) reforça 

esta idéia. 

  

2.2.3 Fármacos empregados no tratamento de infecções por P. 

aeruginosa  

 
Na atualidade, as principais drogas consideradas antipseudomonas são: 

penicilinas com inibidor de ß-lactamase (piperacilina combinado a tazobactam), 

cefalosporinas de terceira, quarta geração e quinta geração (ceftazidima, cefepime e 

ceftobiprole), carbapenêmicos (imipenem e meropenem), aztreonam, fluorquinolonas 

(ciprofloxacina e levofloxacina), aminoglicosídeos (gentamicina e amicacina) e 

peptídeos catiônicos como polimixina B e colistina (HANG et al., 2007; SILVA et al., 

2010). 

Os β-lactâmicos são importante grupo de antimicrobianos que agem 

interferindo na parede celular bacteriana. Estes antibióticos contêm em sua estrutura 

um anel β-lactâmico que interage com uma proteína ligadora de penicilina (PBP) por 

afinidade, inibindo a enzima da transpeptidação. Esta enzima é responsável por ligar 

as cadeias de peptideoglicano e sua inibição causa prejuízo na síntese da parede 

celular bacteriana (GOODMAN et al., 2006). Para que penicilinas sejam eficazes 

frente a P. aeruginosa é necessário associação aos inibidores de ß-lactamase, como 

piperacilina associada à tazobactam. 

Outros β-lactâmicos muito utilizados para o tratamento de infecções por P. 

aeruginosa são as cefalosporinas de terceira e quarta geração, particularmente 

ceftazidima e cefepime. Isolados sensíveis a ceftazidima e resistentes a cefepime 

foram descritos inicialmente na França (AUBERT et al., 2001).  Por outro lado, 

estudos em outras instituições descrevem que cefepime é cefalosporina com melhor 

atividade para tratamento de infecções por P. aeruginosa (RODRIGUEZ et al., 

2006). 

Entre os carbapenêmicos, imipenem e meropenem apresentam largo especto 

de atividade bactericida, sendo que meropenem costuma ser mais estável quando 
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comparado ao imipenem (LIVERMORE, 1992). Recentemente foi lançado no 

mercado o doripenem, carbapenêmico com atividade “in vitro” um pouco superior 

para P. aeruginosa (LIVERMORE, 2009). Estudo recente testou a estabilidade 

destes três carbapenêmicos e concluiu que o doripenem demonstrou boa atividade 

frente bactérias produtoras de AmpC e β -lactamases de espectro estendido, porém 

frente a produção de carbapenêmicoases o imipenem foi o de maior atividade 

(QUEENAM et al., 2010). 

Além dos β -lactâmicos, outra classe antimicrobiana com boa ação anti-

pseudomonas é a das fluorquinolonas, em especial ciprofloxacina. Estas drogas 

atuam inibindo a DNA girase afetando a replicação, transcrição e reparo da célula 

bacteriana (SIRVENT et al., 2006).  

Drogas que se ligam à subunidade ribossomal 30S, bloqueando-a e 

promovendo erros na leitura do mRNA bacteriano como os aminoglicosídeos são 

geralmente associadas na terapêutica a outros antimicrobianos para tratamento de 

infecções por P. aeruginosa, porém sua utilização deve ser limitada devido a seus 

efeitos nefrotóxicos (HANG et al., 2007; MINGEOT-LECLERCQ  et al., 1999). 

Pepitídeos catiônicos como polimixina e colistina ligam-se a fosfolípides da 

membrana atuando como detergentes, interagindo com elementos hidrofílicos e 

hidrofóbicos, desestabilizando a membrana e alterando a permeabilidade celular. A 

polimixina B foi muito utilizada no Brasil em meados de 1960. Porém, devido a sua 

toxicidade deixou de ser prescrita por muito tempo. Atualmente, devido à 

emergência de cepas resistentes a todas as drogas antipseudomonas, os peptídeos 

catiônicos voltou a ser usada por ser a única opção terapêutica (FALAGAS et al., 

2007). Muitos clínicos utilizam-na como terapia combinada, porém testes “in vitro” 

não demonstram nenhum sinergismo entre drogas, sugerindo que não há 

superioridade neste tratamento quando comparado a monoterapia com polimixina B 

(MITSUGUI et al., 2008). 

 

2.3  Resistência bacteriana  

 

2.3.1 Breve histórico da resistência bacteriana 
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Um marco para o tratamento de doenças infecciosas foi o episódio em que 

Alexander Fleming, em 1928 observou em placa de cultura de Staphylococcus 

aureus contaminada com Penicillium notatum com desaparecimento das colônias da 

bactéria ao redor do fungo, sugerindo produção de substância que suprimiu o 

crescimento bacteriano. Anos depois, em 1940 Howard Florey e Ernst Chain 

obtiveram a forma purificada desta substância que foi utilizada para produzir a 

penicilina, droga esta que marcou o início da “era dos antibióticos” (FERNANDES & 

RIBEIRO FILHO, 2000).  

A partir de 1932, as sulfonamidas foram desenvolvidas e várias modificações 

químicas começaram a ser realizadas em busca de outros antibióticos. Em 1939, a 

polimixina começou a ser usada para infecções graves por microrganismos Gram 

negativos. Daí em diante, até a década de 1980, mais de 20 antibióticos foram 

descobertos ou sintetizados (ROSSI & ANDREAZZI, 2005).  

A princípio, os novos antimicrobianos eram eficazes, porém, há evidências 

que no final da década de 40 uma enzima produzida por Escherichia coli, 

posteriormente denominada de TEM-1, já era capaz de inativar a penicilina (ROSSI 

& ANDREAZZI, 2005). No mesmo período começaram a ser descritos Streptococcus 

resistentes a sulfonamidas.  

No fim dos anos 50, foi relatado Staphylococcus aureus resistente a 

praticamente todos os antibióticos de uso parenteral, incluindo a eritromicina e a 

tetraciclina (CHAMBERS, 1988). 

Na década de 60, o uso abusivo da penicilina e cefalosporinas colaboraram 

com o surgimento de S. aureus resistente a meticilina, antibiótico recém introduzido 

para contornar a resistência a penicilina (FERNANDES & RIBEIRO FILHO, 2000).  

Em 1973, foram descritas cepas de Enterococcus spp com alto nível de 

resistência aos aminoglicosídeos e uma década depois, surge a resistência à 

vancomicina neste microrganismo (UTTLEY, 1988).  

Em 1983, a primeira β-lactamase de espectro estendido (SHV) foi relatada em 

cepas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli na cidade de Frankfurt (KNOTHE 

et al., 1983 apud YAN et al., 2000). 

No início da década de 90 no Japão, WATANABE et al. (1991) descreveram 

pela primeira vez as carbapenemases em Gram negativos do tipo MBL, capaz de 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Howard_Florey�
http://pt.wikipedia.org/wiki/Ernst_Chain�
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hidrolisar os carbapenêmicos e a partir de então, estas enzimas se disseminaram 

por todo o mundo. 

Mais tarde, a partir de 1997, S. aureus resistentes a vancomicina também 

foram reportados (HIRAMATSU et al., 1997).  

Em 2001 na Carolina do Norte, outro tipo de carbapenêmicoase, produzida 

por K. pneumoniae denominada KPC foi relatado e têm sido descrito em diversas 

regiões do mundo (TENOVER et al., 2006). 

A pressão seletiva exercida pela utilização indiscriminada de antimicrobianos 

nas últimas décadas pode ter colaborado com o aparecimento de bactérias 

multiresistentes no ambiente hospitalar. Com o surgimento de novas resistências 

tornou necessário um aprimoramento da identificação e detecção de mecanisos de 

resistência bacteriana (GALES et al., 2003). 

 

2.3.2 Mecanismos de resistência de P. aeruginosa 

 

Este microrganismo apresenta grande resistência intrínseca aos 

antimicrobianos fazendo que um número limitado de antibióticos seja efetivo 

(FALAGAS et al., 2006; FRIDKIN et al., 1999; RAJA & SINGH, 2007). 

Cefalosporinases cromossômicas, produzidas por gene AmpC (classe C de Ambler) 

são encontradas em baixos níveis e quando induzidas por β -lactâmicos, como 

ampicilina e cefalosporinas de 1ª. e 2ª. geração se expressam com maior 

intensidade. A desrepressão total ou parcial de AmpC eleva a concentração inibitória 

mínima (CIM) de penicilinas, cefalosporinas e aztreonam. Os carbapenemas 

também podem se comportar como indutores desta resistência (BONOMO & 

SZABO, 2006; LIVERMORE, 1995).  

 

2.3.2.1 Produção de enzimas inativadoras dos aminoglicosídeos 

 

 A produção de enzimas capazes de modificar a molécula de 

aminoglicosídeos é uma característica da maioria das cepas de P. aeruginosa. Estas 

enzimas modificadoras podem atuar por meio de acetilação, adenilação ou 

fosforilação das moléculas. P. aeruginosa que produzem 3-fosfotransferase e 6-
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fosfotransferase são naturalmente resistentes a kanamicina e neomicina e se 

produzirem 3-acetiltransferase e 2-adeniltransferase são resistentes a gentamicina e 

tobramicina (MINGEOT-LECLERQ et al., 1999). Porém a resistência a esta classe 

de antibióticos também pode ser causada por outros mecanismos. 

 

2.3.2.2 Mecanismos de resistência adquirida  

 
Pode ser mediada por: redução da permeabilidade da membrana (porinas), 

bomba de efluxo ou produção de ß-lactamases. Algumas moléculas como 

plasmídios, transposons ou integrons tem sido responsabilizados pela transmissão 

destes genes de resistência (GIBB et al., 2002; ROSSI & ANDREAZZI, 2005).  

A combinação desses múltiplos mecanismos confere a P. aeruginosa 

sensibilidade a poucos antimicrobianos utilizados na prática clínica (de FREITAS & 

BARTH, 2002). 

 

2.3.2.3 Alteração da permeabilidade da membrana 

 
Para um melhor entendimento deste mecanismo, faz-se importante lembrar a 

composição da célula bacteriana. Os bacilos Gram negativos possuem uma 

membrana externa que é constituída por dupla membrana, propriedade esta que  

dificulta o acesso de fármacos para dentro da célula. Esta dupla membrana é 

constituída de lipopolissacárides (LPS), sendo que a porção lipídica fica voltada para 

a parte interna (Figura 2). A célula bacteriana utiliza para o transporte de 

substâncias as porinas, canais protéicos constituídos por subunidades que se 

agrupam formando poros por onde moléculas se difundem seletivamente. As porinas 

restringem a entrada de muitas substâncias como a entrada de alguns 

antimicrobianos (NIKAIDO, 2003).  

A entrada de um β-lactâmico pelos canais de porina depende do seu 

tamanho, carga e hidrofobicidade. Com a modificação destes canais por mutação ou 

por deleção, a resistência aos antimicrobianos hidrofóbicos aumenta (NIKAIDO, 

2003). 

Na literatura, o termo mais utilizado para designar as porinas é “Omp” que 

corresponde a “outer membrane protein”. Dentre as diferentes porinas da membrana 
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externa de P. aeruginosa estão OprC, OprD, OprE, OprF, sendo que esta última é a 

maior e mais abundante (MCPHEE et al., 2009). Além disso, OprF é uma porina 

inespecífica que tem propriedade de realizar lenta difusão das substâncias pelo seu 

canal, o que auxilia a resistência à alguns antimicrobianos (LIVERMORE, 2001). 

A perda da porina OprD resulta em resistência à imipenem e uma diminuição 

da sensibilidade a meropenem sem alterar a resistência de outros β-lactâmicos. 

OprE tem grande homologia com OprD, porém é específica para a resistência de 

cefalosporinas (LIVERMORE, 2001). 

 

 

  
 

 

 

 

2.3.2.4 Modificação do gene DNA girase 

 
Mutação genética, como a que modifica o gene DNA girase, parecem ser o 

principal mecanismo de resistência de P. aeruginosa frente às fluorquinolonas. 

Ocorre redução de afinidade desses antimicrobianos a DNA girase, alvo das 

quinolonas nos bacilos Gram negativos (HANCOCK, 1998). 

 

2.3.2.5 Bomba de efluxo 

 
 

Figura 2 – Envoltório da célula bacteriana Gram negativa ilustrando 

lipopolissacárides, lipoproteínas, peptideoglicano e porinas.  
Fonte: Adaptado de Madigan et al., Brock Biology of Microorganisms, 2003 por Cyntia Maria 
Kiaw. http://vsites.unb.br/ib/cel/microbiologia/index.html 
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Este mecanismo é extremamente importante para bacilos Gram negativos 

não fermentadores para expulsão de substâncias nocivas. Atualmente vários 

sistemas de efluxo foram descritos em Pseudomonas aeruginosa e caracterizados 

pela sigla MDR (multiple drugs resistance). Estes sistemas são constituídos por uma 

“bomba”, uma proteína de ligação e uma proteína transportadora, sendo que o 

sistema MexAB-OprM é o mais descrito para este patógeno (LI et al., 2000). 

A proteína MexB é uma “bomba de largo espectro”, estrutura transportadora 

localizada na membrana citoplasmática. Este componente é ligado por MexA em 

outra proteína denominada OprM, poro que serve como portal de saída. Por esse 

sistema, ocorre expulsão de antimicrobianos induzindo resistência a cefalosporinas, 

quinolonas, penicilinas podendo afetar também o meropenem. Aminoglicosídeos e 

imipenem não são afetados por este mecanismo (JALAL et al., 2000).  

Faz-se importante destacar que a bomba de efluxo pode afetar múltiplas 

drogas ou pode ser um mecanismo droga específico. No primeiro caso, geralmente 

ocorre a expressão de genes cromossomais e no segundo caso os genes desta 

resistência estão alojados em elementos móveis como plasmídios e transposons 

(POOLE, 2005). 

 

2.3.2.6 Resistência a polimixina B 

 
Os peptídeos catiônicos agem sobre a célula bacteriana por meio de efeito 

detergente, que lhes permite interagir com componentes hidrofílicos e hidrofóbicos 

do envelope bacteriano. Estes antimicrobianos desestabilizam a membrana externa 

por deslocamento de cátions divalente e provocam a morte celular. Alguns tipos de 

P. aeruginosa podem degradar os peptídeos catiônicos ou desenvolver resposta 

adaptativa como resposta ao estresse da membrana (GALES et al., 2001). 

 
 

2.3.2.7 Produção de ß-lactamases  

 

Essas enzimas encontram-se no espaço periplasmático de bacilos Gram 

negativos em altas concentrações e são classificadas por dois sistemas sendo eles: 
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o de Ambler (1991) e o de Bush (1995) demonstrados na tabela 2 (AMBLER et al., 

1991; LIBISCH et al., 2006; ROSSI & ANDREAZZI, 2005).  

Entre as ß-lactamases, as que apresentam espectro estendido (ESBL) 

hidrolisam penicilinas, cefalosporinas e monobactâmicos, sendo identificadas 

principalmente em enterobactérias. Um dos primeiros relatos de produção de ESBL 

em P. aeruginosa foi descrição da enzima PER-1 em paciente da Turquia internado 

em Paris (NORDMANN et al.,1993). Anos depois, Luzzaro et al. (2001) relataram um 

surto de P.aeruginosa produzindo esta enzima na Itália. Daí em diante, diversas 

ESBL têm sido descritas neste microrganismo, como TEM, SHV, PER e GES 

(CLAEYS et al., 2000; DUBOIS et al., 2001; POIREL et al., 2007; WANG et al., 

2006).  

A ESBL com atividade mais potente contra os carbapenêmicos é GES-2, 

descrita na África do Sul, derivada da β-lactamase de espectro ampliado GES-1 

(POIREL et al., 2001).  

Outras ß-lactamases, tipo OXA (Classe D Ambler) hidrolisam principalmente 

ampicilina, cefalotina, oxacilina, cefalosporinas de terceira geração e aztreonam 

(NORDMANN et al., 1998). Este grupo de enzimas têm um grande número de 

variantes que podem ser derivados de OXA-2 ou OXA-10 e são muito frequentes em 

P. aeruginosa e Acinetobacter baumanii. OXA-18 não é derivada de nenhuma outra 

variante. Algumas carbenicilinases denominadas PSE (Classe A Ambler) inibem 

ação de penicilinas, mas não afetam ação de cefalosporinas, carbapenêmicos e 

aztreonam. Estudo de Bert (2002) reportou alta prevalência do gene bla-PSE (62,5%) 

e de variantes bla-OXA (26,3%) em amostras de P. aeruginosa isoladas na França. 

Dois tipos de ß-lactamases têm capacidade de hidrolisar carbapenêmicos: 

aquelas que possuem serina como sítio ativo (classes A, C e D) e outras que 

requerem cátions divalentes como cofatores para sua atividade (classe B), 

chamadas Metalo-β-Lactamases (MBL).   

2.3.2.8 Metalo-β-lactamase (MBL) 

 
As MBL, geralmente mediadas por plasmídios, conferem a P. aeruginosa 

resistência aos beta-lactâmicos de largo espectro, incluindo cefalosporinas e 

carbapenêmicos (OH et al., 2003; SANTOS FILHO, 2002).  
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Estas enzimas estão agrupadas na classe B de Ambler classe 3 de Bush. 

Zinco dependentes, por utilizarem zinco como cofator enzimático, são inibidas por 

EDTA e outros agentes tiólicos, não sendo inibidas por inibidores de ß-lactamases 

(WANG et al., 2006). 

 

Tabela 2 – Classificação das ß-lactamases segundo Ambler e Bush 
Grupo Classe Substrato Inibição por 

clavulanato 
Enzimas representantes 

1 C Cefalosporinas Não AmpC de GN, MIR 
2 a A Penicilinas Sim Penicilinases de GP 
2b A Penicilinas 

Cefalosporinas 
Sim TEM-1, TEM-2, SHV 

2be A Penicilinas 
Cefalosporinas 

Sim TEM-3 a TEM-26,SHV-2 a SHV-
6, K.oxytoca K1 

2br A Penicilinas Sim/Não TEM-30 a TEM-36,TRC-1 
2c A Penicilinas 

Cabernicilina 
Sim PSE-1, PSE-3, PSE-4 

2d D Penicilinas  
Cloxacilina 

Sim/Não OXA-1, OXA-11, PSE-2 

2e A Cefalosporinas Sim Cefalosporinases induzíveis de P. 
vulgaris 

2f A Penicilinas 
Cefalosporinas 
Carbapenêmicos 

Sim NMC-A de Enterobacter cloacae, 
Sme-1 de Serratia marcescens 

3 B Maioria dos beta-
lactâcmicos, inclusive 
carbapenêmicos 

Não L1 de Stenotrophomonas 
maltophilla, CcrA de Bacteroides 
fragilis, MBL 

4 Indetermi
nada 

Penicilinas Não Penicilinase de B. cepacia 

GP – Gram positivos ;GN – Gram negativos. Fonte: Rossi, 2005. 

 

Até 2009 foram descritos 10 genes de MBL, essas são nomeadas de acordo 

com o primeiro local onde foram reportados. A primeira MBL transferível foi descrita 

no Japão (1991) e posteriormente denominada IMP-1 (LIVERMORE & 

WOODFORD, 2000; WATANABE et al., 1991). O gene blaIMP-1 também foi reportado 

em outros microrganismos como Klebsiella pneumoniae, Serratia marcecens, 

Citrobacter freundii,  Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Burkholderia 

cepacia e Acinetobacter baumanii (HARUTA et al., 2000; HIRAKATA et al., 1998; 

SENDA et al., 1996). Diversos estudos moleculares demonstraram outras variantes 

da IMP e até o ano de 2009 foram descritas 22 variantes IMP no mundo (DULJASZ 

et al., 2009).  

Em 1997, na cidade de Verona, foi encontrado o segundo gene de MBL 

designado blaVIM-1 com menos de 30% de homologia com IMP, porém o mesmo 

espectro de ação (LAURETTI et al., 1999). A caracterização de VIM-2 foi realizada 
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um ano depois na França (POIREL et al., 2000) e até 2009, dezenove variantes de 

VIM foram caracterizadas (CASTANHEIRA et al., 2009; GISKE et al., 2003; YAN et 

al., 2001). 

Toleman et al. (2002) descreveram uma nova enzima de MBL relatada pelo 

programa “SENTRY - Antimicrobial Surveillence Program”, em isolado de P. 

aeruginosa denominada SPM, por ter sido inicialmente descrita na cidade de São 

Paulo. A amostra foi proveniente de urina e hemocultura de paciente do Instituto de 

Oncologia Pediátrica da Universidade Federal de São Paulo. Posteriormente, P. 

aeruginosa produtoras de SPM foram isoladas em diversos estados brasileiros, tais 

como João Pessoa, Rio Grande do Sul, São Paulo, Pernambuco, Rio de Janeiro, 

Fortaleza e Brasília (CARVALHO et al.; 2006; FIGUEIREDO-MENDES et al., 2005; 

GALES et al., 2003; GASPARETO et al., 2007; MAGALHÃES et al., 2005; SANTOS 

FILHO et al., 2002; TORRES & BLANCA, 2006). 

Recentemente, várias subclasses de MBL têm sido decritas, tais como: GIM-1 

na Alemanha, SIM na Koréia, KHM-1 em Tóquio, AIM-1 na Austrália, NDM-1 em 

Nova Deli, DIM-1 na Holanda (CASTANHEIRA, I. et al., 2004; GUPTA, 2008; LEE et 

al., 2005; POIREL et al., 2009; SEKIGUCHI et al., 2008). Esses genes de resistência 

podem apresentar comportamento fenotípico semelhante, como por exemplo, Bush 

et al. (1995) verificaram que a IMP-1 não hidrolisava os monobactâmicos 

(aztreonam), o que também foi descrito mais tarde por Toleman et al. (2002) com 

amostra de SPM-1.  

Dados da literatura sugerem que MBL pode estar se disseminando por todo 

mundo. Investigação na Grécia revelou que estes genes de resistência de P. 

aeruginosa foram posteriormente descritos em outros países da Europa (LAURETTI 

et al., 1999; TSAKRIS et al., 2000). 

A emergência de MBL e a preocupação com esta disseminação em unidades 

hospitalares mostrou a necessidade de desenvolver métodos simples e baratos para 

a detecção de resistência no laboratório de rotina (ARAKAWA et al., 2000).  

Arakawa et al. (2000) apresentaram método fenotípico com aproximação de 

discos (teste disco aproximação, duplo disco ou teste sinérgico) para detectar cepas 

produtoras de MBL. Estes autores utilizaram como substrato, ceftazidima frente a 

agentes quelantes e tiólicos: EDTA, FeCl2, CuCl2, ácido 2-mercaptopropiônico e 

mercaptoetanol. A presença de um íon quelante, inibe a atividade da enzima, devido 
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à presença de zinco no sítio ativo de MBL. Cada agente quelante ou tiólico foi 

colocado em disco estéril frente a um disco de ceftazidima (30 µL) com distância 

entre discos de 1 a 2,5 cm. A propriedade dos agentes tiólicos e do EDTA afetarem 

MBL, produz formação de inibição da zona de crescimento ao redor do halo do 

antibiótico. 

Lee et al. (2001) propuseram uma modificação na metodologia de Hodge (teste 

proposto em 1978 para detectar produção de penicilase em N. gonorrhoeae) e 

compararam com teste de aproximação descrito anteriormente. Testaram um grande 

número de amostras de P. aeruginosa e Acinetobacter spp resistentes a imipenem e 

alguns isolados de P. aeruginosa produtores de MBL (IMP-1, VIM-1, VIM-2). O 

EDTA foi testado em diversas concentrações frente ao disco de imipenem. Os 

resultados sugeriram que as duas metodologias poderiam ser utilizadas para triagem 

de cepas produtoras de MBL (Psa-MBL).  

Investigação realizada por Yong et al. (2002) utilizou o EDTA diretamente no 

disco de imipenem (disco combinado) para detectar MBL em isolados clínicos de 

Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. Quando a zona de inibição do disco 

combinado foi maior que 7 mm comparado ao disco simples com antibiótico, o teste 

foi considerado positivo para produção de MBL. A técnica mostrou ser de simples 

execução e interpretação, além de apresentar alta sensibilidade para detecção de 

isolados produtores de MBL e alta especificidade para Psa-MBL. 

Yan et al.(2004) compararam o teste de disco combinado, teste de disco 

aproximação e E-test para detectar produção de MBL. A técnica de aproximação em 

disco com ácido 2-MPA e ceftazidima foi 100% sensíveis para detecção de Psa-

MBL, enquanto o Etest teve baixa sensibilidade (36,7%). 

Publicação mais recente (JESUDASON et al., 2005) comparou o método de 

disco aproximação usando EDTA com o método de Hodge modificado e verificou 

que o teste de disco aproximação detectou mais amostras produtoras de MBL que o 

teste de Hodge. 

Devido a falta de padronização dos testes fenotípicos e divergências quanto a 

quantidade de substrato ou distância entre os discos no teste de aproximação, Picão 

et al. (2008) compararam o método de disco combinado com o teste de disco 

aproximação para vários isolados produtores de MBL. Foram testados discos de 

imipenem e ceftazidima com EDTA e agentes tiólicos diversos em várias 
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concentrações (ácido 2-Mercaptopropiônico – 2-MPA, ácido mercaptoacético – 

MAC, mercaptoetanol – MET e fenantrolina – PHEN).  Diferentes distâncias entre os 

discos e diversas concentrações dos compostos tiólicos e EDTA foram também 

avaliadas. Os autores concluíram que o disco combinado com imipenem frente ao 

EDTA detectou melhor as MBL de enterobactérias, enquanto para Pseudomonas e 

Acinetobacter o teste de aproximação com ácido 2-MPA frente à ceftazidima e 

imipenem respectivamente foi melhor. Para P. aeruginosa a melhor distância entre 

os discos de 2-MPA e ceftazidima foi de 20 mm de centro a centro e a concentração 

sugerida para este agente tiólico foi de 1,4mM.   

 

2.4  Panorama da resistência microbiana de P. aeruginosa 

 

No final da década do século passado, o estudo SENTRY realizado com dados 

de hospitais brasileiros, reportou a susceptibilidade de P. aeruginosa coletadas entre 

1997 e 1999. Este estudo demonstrou que 62% das amostras eram sensíveis aos 

aminoglicosídeos, 56% as quinolonas, 60% a cefalosporinas de terceira geração e 

80% aos carbapenêmicos (SADER et al., 2001). Dados deste estudo também 

mostram o aumento da resistência ao imipenem no período de 1997 a 1999 com 

índices de 31,2% (SADER et al., 2001) e de 65,3% de 1998 a 2004 (MOET et al., 

2007). O sistema NNISS também relatou aumento de 32,0% na resistência ao 

imipenem comparando dados coletados entre os anos de 1994 a 1999 (NNIS, 1999).  

Dados nacionais relatam índices preocupantes de resistência a drogas 

antipseudomonas, tais como 48,6% a ceftazidima, 56,7% a imipenem e 52,2% a 

meropenem e 61,2% a piperacilina com tazobactam (ZAVASCKI et al., 2006d). 

Estudos de Gales et al. (2003), em no estado de São Paulo avaliou cepas de P. 

aeruginosa previamente resistentes a imipenem por meio da técnica de 

microdiluição em caldo e reportou sensibilidade de 39,5% a piperacilina+tazobactam, 

30,2% a aztreonam e 27,9% a gentamicina.  

A disseminação clonal de MBL tem sido comprovada por diversos estudos e 

demonstra a necessidade de implantação de medidas de controle para conter  a 

disseminação de microrganismos produtores desses genes de resistência 

(FRITSCHE et al., 2005; GALES et al., 2003; GRAF et al., 2008). 
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A detecção de cepas resistentes é essencial para o conhecimento da 

epidemiologia da doença em cada hospital e região e orienta decisões clínicas 

importantes, como tratamento empírico de infecções e controle de surtos (LODISE et 

al., 2007a). 

 

 

2.5  Epidemiologia molecular 

 

Embora os testes fenotípicos tenham boa sensibilidade, só é possível 

confirmar a presença e determinar o subtipo de MBL por meio de técnicas de 

genotipagem, que são mais sensíveis e específicas. A disseminação clonal e o 

encontro de cepas relacionadas entre si também só podem ser avaliados com 

técnicas moleculares e são particularmente são úteis em vigência de surto ou 

epidemia (CORNAGLIA et al., 2000; GIBB et al., 2002) 

Na tentativa de melhor elucidar questões epidemiológicas e de mecanismos 

de resistência microbiana, alguns métodos com aplicação de biologia molecular tem 

sido propostos. Estes métodos genotípicos têm maior reprodutibilidade e são menos 

sujeitos a variações. As técnicas mais utilizadas são: PCR (Polimerase Chain 

Reaction), Ribotipagem, RAPD (Randomly Amplified Polymorphicv DNA), RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorfism) e PFGE (Pulsed Field Gel Electroforesis). 

A técnica de PCR consiste em amplificação de fragmentos específicos de 

DNA e quantificação dos mesmos e tem sido usada para identificar o subtipo de 

MBL (SENDA et al., 1996).  

Estudos com técnicas de biologia molecular revelam que o gene blaSPM-1 é o 

mais freqüente em diferentes regiões do Brasil: 43,9% em São Paulo (SADER et al., 

2005b),  28% no Rio Grande do Sul (ZAVASCKI et al., 2006a), 74,3% em Goiás 

(GONÇALVES et al., 2009). Carvalho et al. (2006) caracterizaram 20% das amostras 

resistentes a carbapenêmicos como produtoras de SPM-1 em hospitais do Rio de 

Janeiro. 

A análise de fragmentação de DNA por meio de eletroforese em campo 

pulsado (PFGE) é útil para a investigação epidemiológica de microrganismos e 

auxilia na elucidação de surtos (CORNAGLIA et al., 2000).  
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3 OBJETIVOS  

 

 

O objetivo geral desse estudo foi estudar resistência microbiana e realizar 

tipagem molecular de Pseudomonas aeruginosa de dois hospitais de Campo Grande 

– MS. 

Objetivos específicos: 

a) Estimar a frequência de P. aeruginosa multiresistentes provenientes 

de amostras clínicas. 

b) Identificar as unidades de internação, espécimes clínicas e sítios de 

infecção mais acometidos por P. aeruginosa resistentes a ceftazidima 

e/ou imipenem nos dois hospitais. 

c) Descrever dados clínicos e laboratoriais relacionados com 

colonização ou infecção por P. aeruginosa resistentes a ceftazidima 

e/ou imipenem. 

d) Conhecer o perfil de suscetibilidade a 10 antimicrobianos de P. 

aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou a imipenem. 

e) Estimar a frequência de P. aeruginosa produtora de metalo-β-

lactamase. 

f) Realizar genotipagem das cepas por meio de técnica de eletroforese 

em campo pulsado.  
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Tipo de Estudo 

 

Trata-se de estudo descritivo analítico de desenho transversal. 

 

4.2 Local e período da pesquisa 

 

O estudo foi realizado com amostras de dois grandes hospitais de Mato Grosso 

do Sul. O Hospital Regional de Mato Grosso do Sul (HRMS), hospital de esfera 

estadual de Campo Grande – MS, com atendimento público e subordinado a 

Secretaria de Saúde do estado. Apresentando 321 leitos, 36 são de Unidades 

Críticas, distribuídos da seguinte maneira: 10 leitos de UTI adulto, 12 unidades 

intermediárias, 8 UTI´s neonatal e 6 de UTI´s pediátrica. Possui equipe de CCIH com 

SCIH (Serviço de Controle de Infecção Hospitalar) formada por 2 médicos, um 

administrativo e uma enfermeira, exclusivos para o serviço e conta com a 

participação de membros consultores (representantes do laboratório, da 

administração, farmácia, enfermagem, lavanderia e nutrição). 

O Hospital Maria Aparecida Pedrossian da Universidade Federal de Mato 

Grosso do Sul (HU/UFMS) é hospital escola de atendimento público subordinado a 

esfera Federal. Com 256 leitos ocupados, possui 41 leitos de unidades críticas, 

distribuídos em: 8 de UTI adulto, 6 de UTI neonatal, 12 unidades intermediárias, 5 

UTI´s pediátricas e 2 unidades de isolamento. A CCIH possui como membros 

executores do SCIH, uma enfermeira e um auxiliar administrativo. Outros 

profissionais como infectologistas, enfermeiros, farmacêuticos são membros 

consultores e trabalham também em outros setores.  

A pesquisa experimental consistiu no estudo de materiais biológicos diversos 

não repetitivos, armazenados em meio skin milk (“in house”) congelado no banco de 

cepas, dos dois hospitais coletados entre 01/01/07 a 30/06/08. A identificação, o 
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antibiograma realizado nas duas instituições foi repetido com o teste fenotípico para 

detecção de MBL no laboratório de microbiologia do Departamento de Farmácia e 

bioquímica da UFMS.  

O laboratório ALERTA, laboratório de investigação de mecanismos de 

resistência a antimicrobianos agregado ao LEMC (Laboratório Especial de 

Microbiologia Clínica) da UNIFESP (Universidade Federal de São Paulo) forneceu 

treinamento para realização dos métodos fenotípicos e cepas controles. 

Os métodos moleculares, como PCR e PFGE foram realizados no laboratório 

de Pesquisa em Infecção Hospitalar do IOC (Instituto Osvaldo Cruz) – FIOCRUZ. 

 

4.3 Sujeitos da pesquisa 

 

A coleta foi realizada por pessoal técnico treinado, seguindo normas da 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária - ANVISA (BRASIL, 2004) de acordo com 

solicitação médica.  

Foram incluídas no estudo, amostras provenientes de pacientes em unidades 

de internação dos dois hospitais, que apresentaram culturas positivas para P. 

aeruginosa. Deste total foram selecionados 70 isolados resistentes a ceftazidima 

e/ou imipenem, previamente armazenados no banco de cepas do setor de 

microbiologia destes hospitais.  

Foram consideradas amostras multiresistentes aquelas resistentes a mais de 

seis antimicrobianos testados e pan-resistentes quando resistentes a todas as 

drogas testadas com exceção da polimixina B. 

 

4.4 Estratégia para análise de dados clínicos  

 

Os dados clínicos foram compilados de prontuários médicos e tabulados em 

programa EXCELL 2003. Para análise dos resultados foram utilizados Epi-Info 3.4.1. 

e Bioestat 5.0. As variáveis estudadas foram: idade, comorbidades, utilização prévia 

de antimicrobianos e período de internação. Uma comparação entre as proporções 

encontradas nos dois hospitais foi realizada com o “test z”. As comorbidades 

consideradas foram doenças neurológicas, respiratórias, cardíacas, hepáticas, 
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renais, diabetes mellitus, neoplasias e AIDS. O tempo de internação foi submetido a 

teste de Qui-quadrado para verificar associação. O teste T-student foi utilizado para 

comparar a idade e o tempo de internação das amostras com perfil A e B de PFGE. 

 

4.5 Aspectos éticos 

 

Esta pesquisa foi aprovada pela comissão de pesquisa e ética do HRMS (anexo 

A) e pelo comitê de ética em pesquisa da UFMS (anexo B). Como foram utilizados 

isolados bacterianos armazenados nos bancos de cepas dos hospitais, foi aprovada 

dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Em atendimento a 

resolução 196/96 do Conselho Nacional de Saúde, foi assegurada a confidencialidade e 

a privacidade, a proteção da imagem e a não estigmatização dos sujeitos da pesquisa.  

 

4.6 Exames laboratoriais 

 

4.6.1  Identificação bacteriana 

 
 

A identificação de P. aeruginosa foi realizada pelos laboratórios de 

microbiologia das unidades hospitalares estudadas com base na metodologia 

convencional. Bacilos Gram negativos não fermentadores dos açúcares em meio 

TSI (Tríplice Sugar Iron - OXOID), com crescimento em ágar MacConkey, produção 

de pigmentos pioverdina, piocianina ou piorrubina, odor característico, oxidase e 

motilidade positiva (KONEMANN et al., 2008) foram identificadas como P. 

aeruginosa e quando necessário confirmadas por aparelho Autoscan® (Dade-

Behring).  

 

4.6.2 Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) 

 

Os testes de susceptibilidade foram realizados por método de difusão em 

ágar (BAUER et al., 1976 apud POLETTO & REIS, 2005) no laboratórios de 
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microbiologia dos hospitais e confirmados no laboratório do departamento de 

farmácia e bioquímica da UFMS.  

A partir do crescimento exponencial bacteriano (24h), colônias suspensas 

em salina com turvação ajustada para 0,5 da escala de McFarland (~108UFC/mL) 

foram inoculadas em ágar Muller Hinton (OXOID) com auxílio de swab estéril. Após 

15 minutos de repouso, discos recomendados pelo Clinical Laboratory Standard of 

Institute – CLSI foram colocados na placa e incubados em 35ºC (±2) por 16 a 18 

horas. 

Os antibióticos testados foram: ceftazidima 30µg, ciprofloxacina 5µg, 

cefepime 30µg, tazobactan + piperacilina 100/10, imipenem 10µg, meropenem 10µg, 

aztreonam 30µg, gentamicina 10µg, amicacina 30µg e polimixina 300µg. A 

susceptibilidade foi verificada por leitura do diâmetro dos halos formados e 

interpretados de acordo com valores estabelecidos pelo CLSI (2006, 2007). Cepas 

de P. aeruginosa ATCC 27853 foram utilizadas como controle dos meios de cultura 

e dos discos utilizados. 

 

4.6.3 Detecção fenotípica de MBL 

 

A detecção de MBL foi realizada no laboratório de microbiologia do 

departamento de Farmácia e bioquímica da UFMS de acordo com metodologia 

proposta por Arakawa et al. (2000) com sugestões de Picão et al. (2008). 

Inicialmente cepas foram repicadas em ágar Muller Hinton e incubadas por 16 a 18 

horas em temperatura de 35ºC(±2).  

Após este período uma suspensão salina ajustada ao padrão 0,5 da escala de 

McFarland foi inoculada em ágar Muller Hinton por meio de swab estéril. Após 15 

minutos, foram colocados os discos de ceftazidima 30 µg e imipenem 10 µg, e dois 

discos sem antibiótico entre eles, conforme ilustrado na figura 3. Em um dos discos 

foi adicionado 5 µL de ácido 2-mercaptopropiônico diluído 1:8 (1,4mM) e no outro 

EDTA 0,5M. A distância entre os discos foi de 2 cm de centro a centro. A placa foi 

inoculada a 35º. C(±2) por 16 a 18 horas. Como controles positivos de Psa-MBL 

cepas produtoras de IMP e SPM foram gentilmente cedidas pelo Laboratório 

ALERTA.  
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4.6.4 Reação de polimerase em cadeia (PCR) 

 

A extração de DNA foi feita pelo Método de lise térmica. Os isolados 

bacterianos foram inoculados em tubos contendo 3 mL de caldo BHI e incubados a 

37°C por 18-24 horas. Um mL de cultura de cada isolado foi transferido para 

microtubo e centrifugado a 3000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado 

e o sedimento foi suspenso em 500 μl de água milli -Q e submetido a banho-maria 

fervente (100°C) por 15 minutos. Após esta etapa, a suspensão foi imediatamente 

congelada a –20°C. Este material foi posteriormente descongelado e centrifugado 

(14000 rpm por 15 segundos). O sobrenadante foi transferido para outro microtubo e 

armazenado a -20°C.  

Para realização da Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) foram 

amplificadas regiões específicas do genoma dos isolados de P. aeruginosa, 

conforme técnica consagrada (Mullis, 1987). Foi adicionado em cada eppendorf 

água esterilizada, tampão de reação 1X, 3 mM de MgCl2, 10 mM de cada dNTP 

(dNTP set [dATP, dCTP, dGTP, dTTP]), 1,5 U da enzima DNA polimerase  e 3 μL do 

DNA obtido pela extração por choque térmico, com volume total final de 50 

μL(CARVALHO, 2004). 

Os iniciadores foram selecionados a partir de estudos anteriores registrados 

na literatura (KIMURA et al., 2005; JEONG et al., 2006): 

• SPM  F 5´CCTACAATCTAACGGCGACC3´ 

• SPM  R 5´TCGCCGTGTCCAGGTATAAC3´ 

 Figura 3 – Representação esquemática da placa de ágar Mueller Hinton com 
discos de agentes quelantes e antimicrobianos utilizados no teste 
fenotípico de detecção de MBL (disco aproximação). 
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• IMP-1  F 5´CTACCGCAGCAGAGTCTTTTG3´ 

• IMP-1 R 5´AACCAGTTTTGCCTTACCAT3´ 

• IMP-2 F 5'GTTTTATGTGTATGCTTCCTTTGTAGC3' 

• IMP-2 R 5'CAGCCTGTTCCCATGTACG3' 

• VIM-1 F 5'GTTTGGTCGCATATCGCAAC3' 

• VIM-1 R 5'AGACCGCCCGGTAGACC3' 

• VIM-2 F 5´ATGAAAGTGCGTGGAGAC3´ 

• VIM-2 R 5'CTACTCAACGACTGAGCGATTTGT3 

As condições de reação utilizadas foram: pré-desnaturação a 94°C (5 min), 

seguido por 30 ciclos a 94°C (30 seg), 55°C (30 seg) e 72ºC (1 min). A amplificação 

pela PCR foi visualizada através de eletroforese em gel de agarose a 1,5% em TAE 

1X (Tampão Tris-Acetato). 

Eletroforese em Gel de Agarose – O gel foi preparado com agarose em 

tampão TAE 1X (concentração de 1,0 %). Foi adicionado tampão de corrida nas 

amostras de DNA (1/5 do volume da solução de DNA). Foram aplicados 7μL do 

produto da PCR e 1μL de marcador de peso molecular nos poços do gel. A 

eletroforese foi realizada em tampão de corrida TAE 1X sob uma corrente de 60 

Volts. Após a corrida o gel foi corado com brometo de etídio e observado sob luz 

ultravioleta e registrado em foto com o equipamento VDS (Pharmacia-Biotech).  

 

4.6.5 Eletroforese em campo pulsado (PFGE) 

 

A técnica de PFGE foi realizada no laboratório de Pesquisa em Infecção 

Hospitalar do IOC (Instituto Osvaldo Cruz) - FIOCRUZ. A preparação do DNA 

cromossomal foi realizada por meio de técnica “in situ” com blocos de agarose. Uma 

solução de crescimento bacteriano em fase exponencial (ágar TSB inclinado) foi 

suspensa em 400 µL de solução BSC (Tris 1M pH 8,0, EDTA 0,5M). À suspensão 

de células foi adicionado 5µL de proteinase K (Sigma) e 200 µL de agarose (low 

melting – BioRad) a 1%. A mistura foi distribuída em moldes de agarose. Os blocos 

foram transferidos para solução de lise (TRIS 1M pH 8,0; EDTA 0,5 M, pH 8,0 e N-

lauril sarcosil 10%+5µL de proteinase K) e incubados a 50 ºC por 24 horas. Em 

seguida foram feitas seis lavagens com tampão TE (TRIS-HCI l0mM pH 8,0; EDTA 
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0.1mM pH 8,0) a 37 ºC e incubadas com tampão da enzima por 1 hora a 5 ºC. Após 

a retirada do tampão, incubou-se os moldes com enzima de restrição SpeI 

(Invitrogen) a 37ºC durante 2h (CARVALHO, 2004).  

O procedimento de eletroforese foi realizado por meio de eletroforese de 

campo pulsado em gel de agarose 1,2% e corrido com tampão TBE (0.4X Tris 

Borato EDTA) no aparelho CHEF DR II (BioRad, California). As condições da corrida 

consistiram em tempo de pulso crescente de 5 a 25s, por 18h a 6V/cm na 

temperatura de 14 ºC, com ângulo de 120 ºC. Os fragmentos foram corados com 

brometo de etídeo e fotografados. O perfil das bandas foi analizado usando Gel 

Compar III (Applied Maths, Belgium).  

O dendrograma foi gerado usando o algoritmo UPGMA (Unweighted Pair 

Group Method with Arithmetic Mean). Inspeção visual dos perfis de fragmentação 

obtida foi interpretado conforme critério de Tenover et al. (1995). Foram 

considerados geneticamente distintos ou não relacionados padrões com diferença 

maior que 3 bandas, intimamente relacionadas, amostras com diferença de até 1 

banda e possivelmente relacionadas amostras com diferença de 2 bandas. 
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5 RESULTADOS 

 
 

5.1 Resistência global 

 
 

Levantamento dos dados no período de 01 de janeiro de 2007 a 31 de junho 

de 2008 demonstrou que foram isoladas 213 P. aeruginosa de pacientes internados 

no Hospital Regional (HRMS). Destas, 73 (34,3%) foram multiresistentes e 21 (9,9%) 

pan-resistentes.  

No Hospital Universitário (HU/UFMS), foram 196 culturas positivas para P. 

aeruginosa, das quais 73 (37,2%) foram multiresistentes e 25 (12,8%) pan-

resistentes. 

 Foram incluídos no estudo 70 isolados resistentes a ceftazidima e/ou 

imipenem, previamente armazenados na coleção de cepas dos laboratórios de 

microbiologia dos dois hospitais, para realização de estudos clínicos e laboratoriais. 

As cepas eram mantidas em criotubos congelados em “Skin Milk” a temperatura de - 

20º.C. Dentre estas 70 amostras, 49 foram provenientes do HRMS e 21 do 

HU/UFMS.  

 

5.2  Unidades de internação e espécimes clínicas 

 

A figura 4 ilustra a distribuição de P. aeruginosa com resistência a ceftazidima 

e/ou imipenem por unidade de internação, onde pode-se observar que a maioria dos 

isolados era proveniente de UTI de adulto (47,6% do HU/UFMS e 55,1% do HRMS) 

e enfermaria de Clínica médica (33,3% do HU/UFMS e 28,6% do HRMS).  

As 70 cepas de P. aeruginosa selecionadas eram provenientes de diferentes 

pacientes e foram isoladas principalmente de urina (25; 35,7%), aspirado traqueal 

(17; 24,3%) e outras secreções (19; 27,1%), tais como secreção de escara, úlcera 

sacral e úlcera trocantérica (Figura 5).   
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5.3 Dados demográficos e clínicos  

 

 P. aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou imipenem foram isoladas de 

pacientes com idade de 0 a 89 anos e foi mais freqüente em pacientes com mais de 

60 anos (47,14%).  

As principais características demográficas e clínicas estão elencadas na tabela 

3.  Doenças renais (insuficiência renal) e diabetes mellitus (DM) foram as 

comorbidades mais descritas no HRMS e doença neurológica e diabetes mellitus no 

HU/UFMS. Dos treze pacientes com doenças neurológicas, cinco apresentavam 

quadro de Acidente Vascular Encefálico (AVE).  

Dois pacientes eram portadores de imunodeficiência adquirida (AIDS) e seis de 

tumor sólido localizado em diferentes sítios (próstata, útero, bexiga, estômago, 

pâncreas e reto). 

O tempo médio de internação dos pacientes variou nas duas instituições. No 

HRMS, o isolamento de P. aeruginosa foi mais frequentes em pacientes de 40 a 59 

dias. No HU/UFMS, P. aeruginosa foram mais frequentes nos pacientes internados 

entre 20 a 39 dias.  

A comparação estatística de proporções entre as duas instituições, realizada 

pelo “teste z” demonstrou que entre as comorbidades, o maior isolamento deste 

microrganismo em pacientes com insuficiência renal no HRMS foi estatisticamente 

significante (p=0,03). 

Na figura 6 observa-se que entre os 70 pacientes selecionados, 60 (85,7%) 

foram submetidos a procedimentos invasivos. Dentre esses 50 (71,4%) estavam sob 

ventilação mecânica, 39 (55,7%) com sonda vesical de demora, 48 (68,5%) com 

cateter venoso central, 48 (68,5%) submetidos a procedimentos cirúrgicos, 8 

(11,4%) a diálise e 2 (2,9%) a quimioterapia.  

A análise do tempo de internação dos pacientes nos dois hospitais não foi 

considerada estatisticamente significante (Qui-quadrado=0,31). Porém quando 

comparado período de internação dos pacientes de perfil “A” e “B” (PFGE), o teste t-

student demonstrou que a idade mais elevada dos pacientes foi encontrada 

naqueles de perfil B (p=0,048), e os pacientes do perfil “A” permaneceram mais 

tempo internados (p=0,035) e desenvolveram infecções mais resistentes. 
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Quanto à utilização prévia de antimicrobianos, os carbapenêmicos foram os 

mais utilizados no HRMS, enquanto no HU/UFMS, as cefalosporinas, em particular, 

o cefepime foi o mais administrado.  

 

5.4 Exames laboratoriais 

 
O teste de susceptibilidade microbiana “in vitro” revelou que entre as 70 

cepas isoladas nos dois hospitais, a resistência de P. aeruginosa frente à 

ceftazidima foi de 77,1% (54/70), 90% (63/70) ao imipenem e 68,6% (48/70) 

apresentaram resistência cruzada aos dois antimicrobianos.  

Na tabela 4 observa-se a freqüência de resistência microbiana encontrada de 

acordo com a instituição hospitalar. 

No que diz respeito à resistência as cefalosporinas, cinqüenta e quatro cepas 

de P. aeruginosa apresentaram resistência a cefepime e ceftazidima, quatorze 

cepas foram resistentes a cefepime e sensíveis a ceftazidima e apenas duas 

amostras tiveram relação inversa.  

Todas as amostras do HU/UFMS foram resistentes a ciprofloxacina, enquanto 

os isolados do HRMS apresentaram 71,4 % de resistência a esta droga. A 

resistência a tazobactam+piperacilina foi de 71,4% no HRMS e de 47,6 % no 

HU/UFMS. De forma semelhante, a resistência ao aztreonam também foi maior no 

HRMS (91,8%) quando comparada ao HU/UFMS (76,2%). A análise pelo “teste z” 

demonstrou que somente o uso de tazobactam+piperacilina no HRMS foi 

significantemente diferente entre as duas instituições. 

Quanto à resistência aos aminoglicosídeos, resistência à gentamicina foi mais 

elevada do que à amicacina nas duas instituições.  

Dos 70 isolados, 46 foram resistentes tanto ao imipenem quanto ao 

meropenem e sete foram sensíveis aos dois antimicrobianos. Todas as amostras 

foram sensíveis a polimixina. 

Vinte e uma amostras (30,0%) foram consideradas pan-resistentes, pois 

foram resistentes a todos os antimicrobianos testados, com exceção a polimixina B e 

57 (81,4%) apresentaram perfil de multiresistência. Dentre estas, 13 foram de 

amostras provenientes de pacientes internados em UTI de adulto.  
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A tabela 5 mostra 31 de padrões de resistência microbiana dentre as 70 

cepas de P. aeruginosa estudadas. Em isolados do HRMS foram observados 24 

padrões de resistência distintos e doze no HU/UFMS. Cinco padrões de resistência 

(número 01, 07, 08, 11 e 22) foram encontrados nos dois hospitais estudados.  

 

5.4.1 Detecção de metalo-β-Lactamase 

 

5.4.1.1 Teste de disco aproximação utilizando ácido 2-mercaptopropiônico e 

EDTA 

 

Três cepas de P. aeruginosa tiveram resultado positivo para pesquisa de MBL 

pelo método de disco aproximação (Figura 7). Em duas amostras ocorreu a inibição 

de crescimento com a utilização de ácido 2-mercaptopropiônico (2-MPA) frente à 

ceftazidima. Uma amostra foi positiva com o uso de 2-MPA frente ao imipenem.  

A figura 8 ilustra os controles positivos com utilização de ceftazidima e 

imipenem frente a 2-MPA e EDTA.  

 

5.4.1.2  Reação de polimerase em cadeia (PCR) 

 

Para confirmação de produção de MBL, as amostras de P. aeruginosa positivas 

no teste fenotípico foram submetidas à técnica de PCR. Esta técnica não detectou a 

presença de nenhum subtipo de MBL nestes isolados. 

 

5.4.2 Análise de perfis de DNA cromossômico por meio de eletroforese em 

campo pulsado (PFGE) 

 
A análise da similaridade genética das 70 P. aeruginosa realizada pela técnica 

de PFGE revelou 22 padrões distintos de fragmentos de DNA cromossômico 

designados arbitrariamente por letras de “A” a “V”. Foram encontrados quatro perfis 

predominantes, sendo eles os perfis “A” (n=14), “B” (n=11), “C” (n=9) e “D” (n=6).  
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P. aeruginosa com perfil genético “A” foi observado nos dois hospitais em 

cepas de pacientes internados na UTI de adulto, CM e UCO do HRMS e em isolados 

da UTI adulto e CM do HU/UFMS (Tabela 6). Dos quatorzes isolados com este perfil 

molecular, onze foram pan-resistentes e três isolados foram sensíveis somente a 

dois antimicrobianos dos 10 testados.  

A média de idade dos pacientes dos quais foram isoladas P. aeruginosa  perfil 

“A” foi de 51,29 ± 22,54anos (média ± dpm). Estes pacientes tiveram tempo de 

internação de 57,79 ± 37,25dias. Sete pacientes deste perfil (50%) foram a óbito. Os 

perfis “B”, “C”, “D”, “E”, “K”, “R” e “V” também apresentaram amostras pan-

resistentes. 

 De onze cepas do perfil “B”, oito apresentaram padrão de multiresistência e 

um isolado foi pan-resistente (Tabela 7). Este perfil genético foi observado na UTI de 

adulto e CM do HRMS e um isolado da CM do HU/UFMS. A média de idade dos 

pacientes dos quais foram isoladas P. aeruginosa com este perfil foi de 68,64 ± 

17,84a com tempo de internação de 31,27 ± 13,70d . Oito pacientes (72,7%) foram a 

óbito. 

 Outros padrões genéticos de PFGE foram detectados em menor número de 

amostras, tais como quatro isolados dos perfis “E” e “J”, três com genótipo “F” e dois 

de perfis “G”, “K”, “Q” e “R”. Os demais genótipos (“H”, “I”, “M”, “N”, “P”, “S”, “T”, “U” e 

“V”) foram representados por uma única amostra,  não relacionadas entre si.  

Os perfis “D”, “H”, “I”, “M”, “O”, “P”, “R”, “S”, “T”, “U” e “V” foram encontrados 

apenas em amostras do HRMS e os padrões “K”, “L” e “N” somente em isolados do 

HU/UFMS. Os perfis “A”, “B”, “C”, “E”, “F”, “G”, “J” e “Q” foram comuns nas duas 

instituições hospitalares. 

A figura 9 ilustra os padrões de bandas obtidos por PFGE. O dendrograma 

ilustrado, mostra grande variabilidade genética entre as 70 P. aeruginosa 

selecionadas. O padrão genético “E” apresentou 85% de similaridade genética com 

“K”. Outros isolados apresentaram pouca similaridade genética. 
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Figura 4 – Distribuição de 70 P.aeruginosa resistentes a ceftazidima e/ou imipenem de acordo com unidade de internação  

isoladas entre 01/01/2007 a 30/06/2008 em dois hospitais públicos de Campo Grande – MS. 
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Figura 5 – Espécimes clínicas de onde foi isolada P. aeruginosa em pacientes internados em dois hospitais de Campo Grande de 

01/01/2007 a 30/08/2009. 
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Figura 6 – Condições de risco que podem estar relacionadas à colonização/infecção por P. aeruginosa resistente a ceftazidima 

e/ou imipenem. 

0,0%

10,0%

20,0%

30,0%

40,0%

50,0%

60,0%

70,0%

80,0%

Procedimentos invasivos

71,4%
68,6%

68,6%

55,7%

11,4%

2,9%

Ventilação mecânica

Cateter venoso central

Procedimento cirúrgico

Sonda vesical de demora

Hemodiálise

Quimioterapia



53 
 

 
 

. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7 – Amostras positivas para produção de MBL no teste fenotípico de disco aproximação. A e C – Ceftazidima frente ao 2-

MPA; B – ácido 2-MPA frente à imipenem. 

 

 
Figura 8 – P. aeruginosa produtora de SPM-1(controle positivo) em teste fenotípico pelo método de disco-aproximação. 
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Figura 9 – Padrões gerados por PFGE de 70 P. aeruginosa isoladas de pacientes internados dois hospitais de 

Campo Grande entre 01/01/07 a 30/06/08. λ- marcador molecular (Kb), A (1689, 1694-96, 1701, 

1709, 1712, 1713, 1718, 1726, 1753, 1754, 1770, 1775),B (1687, 1688, 1700, 1703, 1704, 1708, 

1743, 1746, 1750, 1771, 1778), C(1699, 1742, 1749, 1766, 1768, 1769, 1773, 1776, 1781), D ( 

1720, 1721, 1723, 1728, 1740, 1747), E (1690, 1722, 1765, 1782 ), F (1715, 1719, 1751), G ( 1691, 

1731), H (1717), I (1725), J (1711, 1756, 1758, 1762), K (1752, 1772 ), L (1757), M ( 1697), N 

(1759), O (1698), P (1705), Q (1706, 1764), R (1779, 1780), S (1732), T (1716), U (1727), V (1730). 
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Figura 10 – Dendrograma de padrões gerados por PFGE de 70 cepas de P. aeruginosa isoladas em pacientes 

internados em dois hospitais de Campo Grande – MS de 01/01/07 a 30/06/08. 
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Tabela 3 – Características demográficas e clínicas de 70 pacientes com P. 

aeruginosa internados no HU/UFMS e HRMS de 01/01/2007 a 

30/06/2008. 

 Variáveis  HRMS  

(n=49) 

HU/UFMS 

(n=21) 

p 

 Média de idade (anos) 58,71 (±20) 57,50(±21,16)  

Tempo de 

internação 

 

 

 

 

0-19 dias 14,3% (7) 14,3% (3) 0,71 

20-39 dias 22,5% (11) 47,6% (10) 0,07 

40-59 dias 32,6% (16) 13,8% (4) 0,18 

60-80 dias 16,3% (8) 9,5% (2) 0,71 

>80 dia 14,3% (7) 9,5% (2) 0,87 

Comorbidades Doença neurológica 

         AVE 

         Alzheimer 

         Encefalopatia 

         Edema cerebral 

16,3% (8) 

6,1 % (3) 

4,0 % (2) 

4,0% (2) 

2,0% (1) 

23,8% (5) 

9,5% (2) 

9,5% (2) 

4,3% (1) 

0,0% (0)  

0,69 

1,0 

0,89 

0,89 

0,65 

Doença cardíaca 4,0 %(2) 9,5% (2) 0,73 

Doença pulmonar 18,4% (9) 9,5% (2) 0,56 

Tumor sólido 10,2% (5) 4,8% (1) 0,78 

Diabetes mellitus 20,4% (10) 14,3%(3) 0,79 

Insuficiência renal 24,4% (12) 0,0% (0) 0,03 

Cirrose hepática 2,0% (1)  4,8% (1) 0,89 

AIDS 2,0% (1) 4,8% (1) 0,89 

Antimicrobiano 

prévio a pelo 

menos 5 dias 

Quinolonas 22,4% (11) 14,3% (3)  0,65 

Aminoglicosídeos 6,0% (3) 14,3% (3) 0,50 

Cefalosporinas terceira e 

quarta geração 

38,8% (19) 52,4% (11) 0,43 

Carbapenêmicos 49,0% (24) 42,8%(9) 0,83 

Piperacilina+tazobactam 32,5% (16) 0,0% (0) 0,008 

Clindamicina 16,3 (8) 28,6% (6) 0,39 

Vancomicina/teicoplanina 30,6% (15) 38,1% (8) 0,74 
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Tabela 4 – Perfil de resistência microbiana de amostras de P. aeruginosa isoladas 

em dois hospitais públicos de Campo Grande – MS entre 01/01/2007 a 

30/06/2008. 

 

Antimicrobiano Resistência HRMS 
n = 49 

Resistência HU/UFMS 
n= 21 

Ceftazidima 75,5% (37) 81,0% (17) 

Cefepime 93,9% (46) 95,2% (20) 

Gentamicina 91,8% (45) 90,5% (19) 

Amicacina 57,1% (28) 85,7% (18) 

Aztreonam 91,8% (45) 76,2% (16) 

Ciprofloxacina 71,4% (35) 100,0% (21) 

Tazobactam+piperacilina 71,4% (35) 47,6% (10) 

Imipenem 87,8% (43) 95,2% (20) 

Meropenem 57,1% (28) 81,0% (17) 

Polimixina B 0,0% (0) 0,0% (0) 
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Tabela 5 – Resistência microbiana e padrões de PFGE de P.aeruginosa isoladas no 

período 01/01/2007 a 30/06/2008 em hospitais públicos de Campo Grande - 

MS. 

 Perfil de resistência microbiana Hosp Perfil de PFGE N. cepas 

1.   
  

PPT/AMI/ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER 
  

HRMS A/B/C/D/E/R/V 7/1/2/1/1/1/1 
HU/UFMS A/C/K 4/2/1  

2.   PPT/AMI/ATM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HRMS F 1 
3.   PPT/CPM/ATM/CAZ/CIP/GEN/IPM HRMS A 1 
4.   PPT/CPM/ATM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HRMS A/B/R  1/1/1 
5.   PPT/AMI/ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN HRMS  B 1 
6.   CIP/GEN/IPM HRMS B 1 
7.   AMI/ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HRMS A 1 

HU/UFMS E/C 1/1 
8.   PPT/AMI/ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM HRMS B/C  1/1 

HU/UFMS Q 1 
9.   AMI/CPM/CIP/GEN/IPM HRMS B 1 
10. CPM/GEN/CIP/IPM HRMS B 1 
11. 
  

AMI, CPM, ATM, CIP, GEN, IPM, MER HRMS B/C  1/1 
HU/UFMS C/J 2/1 

12.  ATM/CPM/GEN/IPM/MER HRMS S/T 1/1 
13.  PPT/ATM/CPM/CAZ/IPM/MER HRMS U 1 
14.  PPT/ATM/CPM/CAZ/IPM HRMS D/I 1/1 
15.  PPT/AMI/ATM/CPM/CAZ/GEN/IPM  HRMS D 1 
16.  PPT/ ATM/CPM/CAZ/GEN/IPM HRMS D 2 
17.  PPT/ ATM/CPM/CAZ/GEN HRMS M/Q  1/1 
18.  PPT/ATM/CPM/CAZ/CIP/IPM/MER HRMS E 1 
19.  ATM/CPM/CAZ/GEN/ CIP/IPM/MER HU/UFMS B 1 
20.  ATM/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM HRMS B 2 
21.  PPT/AMI/ATM/CPM/CIP/GEN/IPM/MER HRMS F/J/H/D  1/1/1/1 

HU/UFMS J 1 
22. AMI/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HU/UFMS L 1 
23. ATM/CPM/CAZ/GEN/IPM HRMS P 1 
24. CPM/CAZ/CIP/IPM/MER HU/UFMS N 1 
25. AMI/ATM/CPM/CAZ/GEN HRMS O 1 
26. CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM/MER HU/UFMS F 1 
27. ATM/CPM/CAZ/GEN HRMS G 1 
28. AMI/CPM/CAZ/CIP/IPM HU/UFMS G 1 
29. AMI/ATM/CAZ/CPM/CIP/GEN HU/UFMS K 1 
30. PPT/AMI/CPM/CAZ/CIP/GEN/IPM HU/UFMS J 1 
31. ATM/GEN/CAZ HRMS E 1 
     

AMI – amicacina; ATM – aztreonam; CAZ – ceftazidima; CIP – ciprofloxacina; CPM – cefepime; GEN 

– gentamicina; IPM – imipenem; MER – meropenem; PPT – piperacilina + tazobactam; POL – 

polimixina B. HRMS – Hospital Regional de Mato Grosso do Sul; HU/UFMS – Hospital Universitário 

de Mato Grosso do Sul. 
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Tabela 6 – Características clínicas e laboratoriais de pacientes colonizados ou infectados por P. aeruginosa multiresistentes 

pertencentes ao perfil “A” determinado por técnica de PFGE. 

 ASTRA – aspirado traqueal; U – urina; SG – sangue ; PCAT – ponta de cateter; SECULC – secreção de úlcera; ESC – Escara; HRMS – Hospital Regional; 

HU – Hospital Universitário; UTI AD – Unidade de terapia intensiva de adultos; CM – Clínica médica. 

N˚ do 

isolado 

Hospital Data de 

coleta 

Clínica Comorbidades Material Idade 

(anos)  

Tempo de 

internação (dias) 

Sensibilidade Evolução 

1689 HRMS 09/01/07 UTI AD Doença renal U 20 120 POL Óbito 

1694 HRMS 21/02/07 UTI AD Doença neurológica ASTRA 32 120 POL Alta 

1695 HRMS 07/03/07 UTI AD Doença neurológica ASTRA 60 30 POL Óbito 

1718 HRMS 23/03/07 UTI AD AIDS PCAT 38 36 POL, MER Óbito 

1696 HRMS 17/04/07 UTI AD Diabetes mellitus U 80 60 POL Óbito 

1754 HU/UFMS 18/04/07 CM Diabetes mellitus U 82 60 POL Óbito 

1753 HU/UFMS 18/05/07 CM Doença neurológica ESC 58 31 POL Alta 

1770 HU/UFMS 26/06/07 UTI AD Doença cardíaca U 82 20 POL Óbito 

1701 HRMS 11/07/07 UCO Doença respiratória ASTRA 52 35 POL Alta 

1713 HRMS 01/10/07 CM Osteomielite SECULC 44 70 POL, AMI Alta 

1726 HRMS 08/11/07 UTI AD Doença respiratória ASTRA 78 59 POL Alta 

1712 HRMS 27/11/07 UTI AD Doença hepática SG 40 18 POL Óbito 

1775 HU/UFMS 29/12/07 CM Doença neurológica U 20 30 POL Alta 

1709 HRMS 24/01/08 UTI AD Encefalopatia SECULC 32 120 POL, PPT Alta 
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Tabela 7 -  Características clínicas e laboratoriais de pacientes colonizados ou infectados por P. aeruginosa multiresistentes 

pertencentes ao perfil “B” determinado por técnica de PFGE. 
 

ASTRA – aspirado traqueal; U – urina; SG – sangue ; PCAT – ponta de cateter; SECULC – secreção de úlcera; ULSAC – úlcera sacral; HRMS – Hospital 

Regional; HU – Hospital Universitário; UTI AD – Unidade de terapia intensiva de adultos; CM – Clínica médica; Ca - câncer. 

 

N˚ do 
isolado 

Hospital Coleta Clínica Comorbidade Material Idade 
(anos)  

Tempo de 
internação 

(dias) 

Sensibilidade Evolução 

1687 HRMS 02/01/07 UTI AD Ca próstata U 88 30 POL, PPT, AMI,ATM, CPM, 

CAZ, MER Óbito 

1688 HRMS 03/01/07 UTI AD Diabetes mellitus ASTRA 75 30 POL, PPT, ATM, CAZ, MER Óbito 

1778 HRMS 23/01/07 CM ----- PCAT 68 35 POL, PPT, AMI, MER Óbito 

1700 HRMS 13/06/07 UTI AD Doença respiratória ASTRA 47 10 POL,  PPT, AMI, ATM, 

CPM, CAZ, MER 

Óbito 

1703 HRMS 17/07/07 UTI AD Diabetes mellitus ASTRA 77 44 POL, IPM, MER Óbito 

1771 HU/UFMS 17/07/07 CM ------ ASTRA 70 20 POL, PPT, AMI Alta 

1708 HRMS 14/08/07 CM Doença renal U/SG 75 45 POL Óbito 

1704 HRMS 17/12/07 CM Doença renal SECULC 75 45 POL, MER Óbito 

1746 HRMS 20/01/08 CM Doença renal U 71 50 POL, PPT, AMI, MER Alta 

1743 HRMS 20/03/08 CM ------ ULSAC 25 15 POL, AMI Alta 

1750 HRMS 07/04/08 UTI AD Diabetes mellitus ASTRA 84 20 POL, PPT, CAZ Óbito 
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6 DISCUSSÃO 
 
 

P. aeruginosa é um agente oportunista e pode colonizar superfícies e mucosas 

de pacientes imunodebilitados. Dados da literatura reportam que a presença de 

comorbidades, tempo de internação prolongado e utilização de procedimentos 

invasivos como cateteres e aparelhos de ventilação mecânica tornam as UTI´s, um 

local propício para a disseminação deste microrganismo (GALES et al., 2003; 

LIBISH et al., 2006; TSAKRIS et al., 2006). 

 Na presente investigação, P. aeruginosa foi mais frequentemente isolada em 

pacientes de UTI de adultos seguida do setor de clínica médica. O que pode 

justificar esta prevalência é a maior quantidade de pacientes críticos internados na 

UTI e maior número de leitos no setor de clínica médica. Além disso, muitos 

pacientes internados na clínica médica estiveram anteriormente internados na UTI 

de adultos estabelecendo relação entre estes dois setores. 

 Consistente com esta observação, estudo realizado no Hospital Geral de 

Fortaleza  reporta maior número de isolamentos de P. aeruginosa na UTI de adulto 

daquele hospital (TORRES et al., 2006). 

 Corroborando com dados da literatura que relatam trato respiratório inferior e 

trato urinário como mais acometidos por P. aeruginosa (FURTADO et al., 2006; 

PITOUT et al., 2007; RAJA & SINGH, 2006; SADER et al, 2001), neste estudo este 

microrganismo foi isolado principalmente de urina (35,7%) e aspirado traqueal 

(24,3%) . 

Inúmeros são os fatores que contribuem para colonização e infecção por P. 

aeruginosa multiresistentes. Pacientes pediátricos, especialmente até um ano de 

idade, apresentam maior predisposição a este agente (CHANG et al., 2003), 

principalmente quando possuem doença de base importante, como fibrose cística ou 

tumor (CHATZINIKOLAOU et al., 2007; GILIO et al., 2000; GRISARU-SOEN et al., 

2000). Em nossa casuística apenas um caso foi de paciente pediátrico, recém 

nascido com infecção perinatal que foi a óbito após 65 dias de internação. 

Nossos resultados evidenciam a importância de infecções por P. aeruginosa 

em pacientes idosos, pois a média (58,11 ± 21,08) e mediana (63,50 ± 44,25 e 75) 

das idades dos pacientes foram próximas aos 60 anos. Algumas alterações físicas 
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ocorridas com a idade, aliadas a maior prevalência de doenças graves e subclínicas, 

principalmente após os 60 anos podem causar grande vulnerabilidade.  

Entre as comorbidades mais observadas nesta investigação, doença 

neurológica, em especial o AVE foi mais freqüente em pacientes internados no 

HU/UFMS e com insuficiência renal e diabetes mellitus no HRMS.  Doentes com 

comprometimento neurológico grave e acamados podem apresentar diversos fatores 

de risco para o desenvolvimento de infecções por P. aeruginosa, como internações 

prévias, tempo de internação prolongado e utilização de procedimentos invasivos 

(LISBOA et al., 2007; LODISE et al., 2007a).  

Pacientes com insuficiência renal são geralmente submetidos a 

procedimentos de hemodiálise, conduta que aumenta a exposição a microrganismos 

patogênicos. Isto pode ter colaborado com maior isolamento de P. aeruginosa em 

pacientes com doenças renais no HRMS, hospital referência em nefrologia de Mato 

Grosso do Sul. 

O isolamento deste microrganismo em pacientes com DM descrita neste 

estudo corrobora com relatos da literatura (VARAYIA et al., 2008). O DM consiste 

em síndrome de etiologia múltipla que pode ser causa de incapacidade e morte 

prematura. Sabe-se que esta patologia também aumenta o risco de doenças 

cardiovasculares e neurológicas. 

Doenças depressoras do sistema imunológico, tais como AIDS e tumores, 

também podem ser condições predisponentes de infecções oportunistas. Pacientes 

imunocomprometidos ficam extremamente propensos a infecções bacterianas com 

grave comprometimento da barreira cutâneo-mucosa e alto índice de mortalidade.  

Hirakata et al. (2003) relataram quimioterapia e uso de corticóides como 

fatores associados a ocorrência de infecções por P. aeruginosa . 

Estudo realizado por Zavascki & BARTH (2006b) com P. aeruginosa 

multiresistentes isoladas de pacientes com doenças crônicas, neoplasias, 

transplante e uso de imunossupressores revelou que insuficiência renal crônica foi o 

principal fator de risco relacionado a infecções por este agente.  

O tempo de internação prolongado também pode estar relacionado com a 

ocorrência de IH´s (LISBOA et al., 2007). Na presente investigação, quando 

comparado período de internação dos pacientes dos perfis “A” e “B” (PFGE), os de 

perfil “A” permaneceram mais tempo internados e desenvolveram infecções mais 
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resistentes. A maioria dos doentes dos quais foram isoladas Pseudomonas com este 

perfil estiveram internados por mais de 30 dias (85,7%). Diante do exposto acredita-

se que a maior permanência no hospital pode predispor infecções por 

microrganismos multiresistentes. 

A utilização de procedimentos invasivos ocasiona quebra de barreira 

anatômica, carrea microrganismos e facilita infecções hospitalares (BRASIL, 2000). 

Nesta casuística, muitos pacientes dos quais foram isolados P. aeruginosa utilizaram 

procedimentos invasivos, principalmente uso de ventilação mecânica, sonda vesical 

de demora e cateter venoso central, semelhante a relatos da literatura (OBRITSCH 

et al., 2004). Dados recentes referem que P. aeruginosa é o segundo patógeno mais 

importante em pneumonias associadas à ventilação (VAP) e o quarto em infecções 

urinárias associadas à sonda vesical de demora (HIDRON et al., 2008). 

A utilização indiscriminada ou inadequada de antimicrobianos parece 

favorecer a seleção de microrganismos multiresistentes (ALOUSH et al., 2006). 

Dados da literatura descrevem relação significativa entre utilização prévia de 

antimicrobianos e desenvolvimento de multiresistência (LODISE et al., 2007a). A 

exemplo disto, Paramythiotou et al. (2004) relataram uso prévio de drogas anti-

pseudomonas como importante fator de risco para o desenvolvimento de cepas 

multiresistentes.  

Reforçando esta idéia, estudo do tipo caso controle (FORTALEZA et al., 2006), 

realizado em hospital de 400 leitos entre 1992 a 2002, também sugeriu que o uso 

prévio de antimicrobianos é um dos principais fatores de risco para infecções por P. 

aeruginosa. Além disto, os autores concluiram que período de internação e 

realização de hemodiálise foram estatisticamente significantes para desenvolvimento 

de resistência ao imipenem. Estes autores recomendam o uso limitado deste 

antibiótico no ambiente hospitalar.  

Nesta casuística, os principais antimicrobianos utilizados antes do isolamento 

de P. aeruginosa foram carbapenêmicos em pacientes do HRMS e cefalosporinas, 

em especial o cefepime no HU/UFMS.  

Apesar de todos os avanços tecnológicos para o diagnóstico e o tratamento de 

infecções causadas por P. aeruginosa, esta continua sendo associada à altos 

índices de morbi-mortalidade (LODISE et al., 2007b; ZAVASCKI, 2006c).  
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Zavascki et al. (2006a) descreveram 37,3% de óbito (30 dias) em pacientes 

com infecções por P. aeruginosa, sendo que cepas produtoras de MBL 

apresentaram taxas mais elevadas de mortalidade. Torna-se importante ressaltar 

que a gravidade das infecções e não adequação da terapia empírica parece ter 

contribuído para estes resultados.  

Outro estudo, coorte prospectivo reporta que não houve associação entre 

produção de MBL e mortalidade de pacientes com infecções causadas por P. 

aeruginosa, porém fatores como exposição prévia a antibióticos e terapia empírica 

inadequada foram decisivos para a má evolução destes pacientes (ZAVASCKI et al., 

2006c). Pinheiro et al. (2008) reportaram 51,1% de mortalidade (30 dias) em 

pacientes com infecção por este agente, não encontrando relação estatisticamente 

significante entre a presença de multiresistência e a evolução. Entre os pacientes 

estudados na presente investigação a ocorrência de óbito foi de 60,7% (30 dias), 

índice mais elevado provavelmente pela seleção de amostras mais resistentes. 

Marra et al. (2006) reportaram que mortalidade em 14 dias após infecção de 

pacientes com bacteremias causadas por Psa-MBL foi de 71,4%. Uso de terapia 

inadequada nestas infecções também parece ter contribuido para alta mortalidade. 

Estudo de coorte retrospectivo estimou efeito da terapia empírica na 

mortalidade de pacientes com bacteremia por P. aeruginosa. Segundo os 

pesquisadores, houve uma redução de 7% na mortalidade quando utilizada droga 

apropriada, reforçando a importância do emprego correto do antimicrobiano (OSIH et 

al., 2007). Outra investigação conduzida com pacientes com bacteremia por P. 

aeruginosa, sugere que introdução de terapia apropriada dentro de dois dias após 

admissão hospitalar diminui significantemente o risco de mortalidade em 30 dias 

nestes pacientes (LODISE et al.,2007b). 

Resistência microbiana é um grande desafio enfrentado pelos serviços de 

saúde no Brasil e em todo mundo. Prolonga o tempo e o custo de internação dos 

pacientes dificultando também o tratamento destas infecções (GALES et al., 2001; 

LOUREIRO et al., 2002).  

Apesar do surgimento de novos antimicrobianos, a exposição de P. aeruginosa 

a novas drogas fez com que este agente desenvolvesse mecanismos de resistência 

para a sua sobrevivência. O que se observa é que a capacidade das bactérias 

adquirirem resistência parece estar além do desenvolvimento de novos antibióticos.  
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Dados do estudo SENTRY entre 1997 a 1999 mostraram 8,2% de P. 

aeruginosa multiresistentes na América Latina (GALES et al., 2001). Revisão 

sistemática realizada por Obritsch et al. (2004) revelou aumento de 10% nos 

padrões de multiresistência deste microrganismo de 1993 a 2002 em UTI´s 

americanas. Da mesma forma, dados do sistema NNISS (1986 – 2003) revelaram 

aumento gradual de resistência de P. aeruginosa ao imipenem e ceftazidima nestas 

unidades (GAYNES & EDWARDS, 2005). A comparação destes dados entre 

diversos estudos tem sido prejudicada por falta de padronização na definição de 

multiresistência.  

A frequência de P. aeruginosa multiresistentes, definida aqui como resistente 

a pelo menos seis antimicrobianos, e de isolados pan-resistentes foi muito próxima 

nos dois hospitais estudados. Isso pode ser explicado pela semelhança entre as 

duas instituições públicas que são hospitais terciários de alta complexidade e 

prestam atendimento público. 

Em nossa investigação foi observada resistência acima de 60% a maioria dos 

antimicrobianos testados, valores mais elevados do que os descritos por outros 

autores (GALES et al., 2001; ZAVASCKI et al., 2006b). Estes resultados se devem 

provavelmente a inclusão somente de amostras de P. aeruginosa resistentes a 

ceftazidima ou imipenem. Dados semelhantes aos encontrados neste estudo foram 

reportados por Varayia et al. (2008), que em isolados previamente resistentes a 

carbapenêmicos, descreveu 91,7% de resistência a ceftazidima, gentamicina e a 

ciprofloxacina, 81,7% a piperacilina+tazobactam e 77% amicacina. Agodi et al.(2006) 

também descreveram índices elevados de resistência microbiana em isolados de 

UTI´s italianas. 

Pitout et al. (2007) relataram índices de resistência menos preocupantes entre 

amostras hospitalares resistentes a imipenem no Canadá, tais como 34% de 

resistência a ceftazidima, 62% a gentamicina 49% a ciprofloxacina e 9% 

piperacilina+tazobactam. 

Outros autores reportam taxas de resistência menos elevadas quando incluem 

todos os isolados de P. aeruginosa. Como exemplo, podemos citar o estudo 

SENTRY que relatou 40,5% de amostras de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima, 

41,3% a ciprofloxacina, 29,2% piperacilina+tazobactam, 37,9% amicacina e 69,8% a 

imipenem (SADER et al.,2001).  
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Nas instituições hospitalares sulmatogrossenses avaliadas, cefepime e 

ceftazidima apresentaram resultados concordantes em 77,14% das amostras. Altos 

níveis de resistência a estas drogas podem indicar a produção de betalactamase de 

espectro estendido (classe A de Ambler). As maiores taxas de resistência foram 

frente ao cefepime (HRMS: 93,9%; HU/UFMS: 95,2%), gentamicina (HRMS: 91,8%; 

HU/UFMS: 90,5%) e imipenem (HRMS: 87,8%; HU/UFMS: 95,2%), sendo que a 

resistência a ceftazidima (HRMS: 75,5%; HU/UFMS: 81%) foi menor do que o 

cefepime nas duas instituições. Estes dados divergem de alguns relatos da literatura 

que demonstram sensibilidade maior ao cefepime quando comparado a ceftazidima 

(RODRIGUES et al., 2006; VARAYIA et al., 2008). Isto acontece porque o cefepime 

penetra mais rápidamente na membrana, sendo assim mais estável a ß-lactamases 

AmpC. A hiperprodução desta ß-lactamase é o principal mecanismo de resistência 

das cefalosporinas de amplo espectro (HANCOCK & BELLIDO, 1992; LIVERMORE, 

1995). Na presente investigação, somente um isolado apresentou este 

comportamento. 

A maior sensibilidade a ceftazidima, quando comparado ao cefepime, 

encontrada neste estudo pode ser efeito de um tipo de oxacilinase que tem como 

substrato preferencial o cefepime, tais como OXA-31 (AUBERT et al., 2001). Esta 

divergência demonstra que não podemos extrapolar resultados de uma 

cefalosporina para outra, pois resultados “in vitro” dependerão dos mecanismos de 

resistência existentes. 

A resistência a aztreonam, ciprofloxacina e em algumas ocasiões aos 

aminoglicosídeos pode ocorrer com a combinação de pelo menos dois mecanismos: 

alteração na permeabilidade de membrana e expressão de sistemas de efluxo.  O 

principal sistema de efluxo para resistência a aminoglicosídeos e quinolonas é 

denominado MexX-MexY, o que poderia justificar altos níveis de resistência a estas 

drogas.  

Nas instituições estudadas houve divergência entre susceptibilidade a alguns 

antimicrobianos. No HU/UFMS todas as amostras foram resistentes a ciprofloxacina 

e os níveis de resistência a meropenem e amicacina foram maiores quando 

comparados aos resultados do HRMS. De forma semelhante, houve maior taxa de 

resistência a tazobactam+piperacilina e aztreonam no HRMS. Estes dados 



67 
 

 
 

demonstram a importância de se conhecer os padrões de susceptibilidade em cada 

hospital. 

Como os principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de infecções 

graves por P. aeruginosa são os carbapenêmicos, cepas produtoras de 

carbapenemases, deixam os clínicos sem opção terapêutica. Dados nacionais 

relatam elevadas taxas de resistência à esta classe antimicrobiana. Sader et 

al.(2001) descrevem 30,2% de resistência frente ao imipenem. Estudo de LODISE et 

al., 2007a relata 56% frente ao meropenem. Resultados bastante elevados de 

resistência a imipenem (38,3% a 42,3%) também foram reportados em Hospital do 

Rio de Janeiro (PELLEGRINO et al., 2002). Desta forma, torna-se fundamental o 

monitoramento desta resistência. 

No presente estudo, foram observados níveis mais altos de resistência aos 

carbapenêmicos devido ao critério de seleção de amostras (resistentes a ceftazidima 

ou imipenem). O imipenem e o meropenem apresentam mecanismo de ação 

semelhante, por meio de inibição da síntese da parede celular bacteriana, porém o 

meropenem pode-se apresentar mais ativo do que o imipenem contra P. aeruginosa, 

justificando assim 24,28% de amostras resistentes a imipenem e sensíveis a 

meropenem. Este fato pode ser explicado porque a modificação no canal de OprD, 

que promove a passagem de aminoácidos, pequenos peptídeos e antimicrobianos, 

confere  vantagem seletiva para a passagem de antibióticos, como por exemplo 

meropenem (EPP et al., 2001).  

Na mesma linha de pensamento, a resistência aos dois carbapenêmicos, 

encontrada em 62,8% dos isolados pode acontecer quando há perda de porina OprD 

na parede bacteriana, geralmente combinado com superexpressão de bomba de 

efluxo (MexA-MexB-OprM/ MexE-MexF-OprN) ou produção de MBL (LIVERMORE, 

1992).  

Nenhuma cepa de P. aeruginosa foi resistente ao meropenem e sensível ao 

imipenem, o que sugere que o mecanismo de bomba de efluxo, promovido 

geralmente por MexAB-OprM não deve ser mecanismo de resistência prevalente 

entre as amostras testadas. 

As drogas mais eficientes “in vitro” para tratamento de infecções por P. 

aeruginosa nas instituições estudadas foram polimixina B, piperacilina+tazobactam 

no Hospital Universitário e meropenem no HRMS. Estes dados reforçam a 
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necessidade de se conhecer a epidemiologia destas infecções em cada instituição 

para conter potencial transmissão de pacientes infectados ou colonizados por P. 

aeruginosa.  

A classe dos polipeptídeos pode significar a última opção terapêutica para 

tratamento de infecções por P. aeruginosa pan-resistentes. Tendo em vista relatos 

de diminuição na sensibilidade a estes antimicrobianos e de falha terapêutica, 

principalmente em pacientes com fibrose cística, torna-se importante o 

monitoramento de susceptibilidade e de resposta clínica a esta droga (GALES et al., 

2002; HOGARDT et al., 2004). 

Vinte e uma amostras (30%) de P. aeruginosa foram pan-resistentes e todos os 

isolados foram sensíveis a polimixina. Essa observação corrobora com dados de 

Pelegrino (2002) que relatou 40% de P. aeruginosa pan-resistentes no Rio de 

Janeiro. Outra investigação, em hospitais de Porto Alegre, reportou taxa de apenas 

8% de pan-resistência (ZAVASCKI et al., 2006d), sugerindo que características dos 

pacientes e da instituição interferem nestes resultados. 

Entre as amostras pan-resistentes, treze foram isoladas em pacientes 

internados na UTI de adulto, o que reforça a importância de controlar infecções por 

este agente neste setor. A diversidade dos perfis de susceptibilidade encontrada 

demonstra grande variedade de P. aeruginosa e pode indicar a versatilidade deste 

microrganismo em adquirir mecanismos de resistência. 

Dados da literatura mostram que para testar à produção de MBL , a técnica 

fenotípica com disco aproximação utilizando ácido 2–MPA frente à ceftazidima é 

mais eficiente do que o EDTA e outros agentes tiólicos (ARAKAWA et al., 2000; 

PICÃO et al., 2008). Neste estudo, utilizamos este método incluindo também o 

EDTA como substrato frente à imipenem (ARAKAWA et al., 2000).  

O aparecimento e a disseminação de MBL têm contribuído para altas taxas de 

resistência entre P. aeruginosa que eram pouco observadas até o surgimento dessa 

enzima (LEE et al., 2001; GALES et al., 2003).  

Dados nacionais de investigação de MBL por métodos moleculares 

demonstram que a produção desta enzima por P. aeruginosa varia de acordo com a 

instituição e a região estudada. Como exemplo, podemos citar: 30,3% em São Paulo 

(MARRA et al., 2006), 10% e 38,4% em hospitais do Rio Grande do Sul (GRAF et 

al., 2008; ZAVASCKI et al., 2006d) e 17,1% no Rio de Janeiro – RJ (FIGUEIREDO 
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et al., 2009). Figueiredo-Mendes et al. (2005) descreveram índice ainda mais 

elevado de produção de MBL (77,8%) entre P. aeruginosa previamente resistentes a 

carbapenêmicos nos hospitais de São Paulo e Brasília.  

Alguns relatos brasileiros descreveram grande freqüência de P. aeruginosa 

produtoras de MBL. Sader et al. (2005b) estudando amostras da América Latina 

entre 2001 e 2003, testou isolados resistentes a imipenem, ceftazidima e 

meropenem por vários métodos, tais como disco aproximação, teste de hidrólise e 

PCR. Do total de 1186 isolados deste agente, 54% das amostras provenientes do 

estado de São Paulo foram positivas para produção de MBL também demonstrando 

grande diversidade clonal (IMP, VIM, SPM). 

Nesta investigação três amostras (4,28%) de P. aeruginosa foram identificadas 

como produtoras de MBL nos testes fenotípicos. Isso concorda com resultados de 

Santos Filho (2002), que descreveram 2% de Psa-MBL em João Pessoa (PB) com a 

utilização deste teste e dados da Korea de 6,2% de Psa-MBL entre amostras 

resistentes a cabapenens (YONG et al., 2006). Apesar da PCR ter sido realizada 

com iniciadores para detecção de SPM-1, VIM-1, VIM-2, IMP-1 e IMP-2, o resultado 

negativo desta técnica pode indicar que em nossa região este mecanismo de 

resistência ainda não é frequente.  

Técnicas de PCR e PFGE tem se mostrado poderosas ferramentas para o 

esclarecimento de infecções e surtos hospitalares e controle de infecções por 

agentes multiresistentes (CORNAGLIA, et al., 2000).  

O número de padrões distintos (22) revelados por PFGE entre as P. 

aeruginosa isoladas demonstra grande heterogeneidade genética. O perfil de PFGE 

A foi o mais frequente, estando presente nos dois hospitais, principalmente na UTI 

do HRMS e na CM do HU/UFMS. Este perfil foi isolado em diferentes períodos, 

sugerindo que Pseudomonas com esse perfil possam ser endêmicos nos dois 

hospitais. Não houve nenhuma relação entre ocorrência deste perfil, espécime 

clínica isolada, e idade ou evolução do paciente. 

Onze cepas (84,6%) com perfil A apresentaram pan-resistência, o que sugere 

que este clone tem característica multiresistente. Apesar do maior número de 

amostras, a pan-resistência não foi exclusiva deste genótipo, já que outros padrões 

(“B”, “C”, “D”, “E”, “K”, “Q”, “R”, “V”) também apresentaram a mesma peculiaridade. 

Da mesma forma o perfil genético “B” apresentou isolados multiresistentes e foi 
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observado nos mesmos setores onde o perfil “A” foi encontrado, o que reforça a 

disseminação de clones nas instituições. 

Pseudomonas aeruginosa com perfis “A” e “B” foram encontradas em 

pacientes de diferentes setores do mesmo hospital, sugerindo disseminação intra-

hospitalar. O rodízio de profissionais da saúde entre setores e a internação de 

pacientes em mais de um setor pode ter contibuido para estes resultados. Autores 

relatam que a disseminação intra-hospitalar parece ser um processo ativo e 

dinâmico que requer continua vigilância (PITOUT et al., 2007; ZAVASCKI et al., 

2006d). 

A ocorrência de sete perfis idênticos (“A”, “B”, “C”, “E”, “F”, “G”, “Q”) em 

instituições diferentes sugere disseminação inter-hospitalar. Em Campo Grande é 

comum profissionais da saúde trabalharem em mais de um hospital e isso pode ter 

colaborado com a disseminação de genes de resistência entre as duas instituições.  

Esta hipótese está de acordo com Lagatolla et al. (2006), que investigando 

amostras provenientes da Itália do ano de 2000 à 2002, demonstraram que um clone 

idêntico de VIM-1 circulou neste período em vários hospitais italianos. Do mesmo 

modo, seis tipos de PFGE idênticos em dois ou mais hospitais foram reportados por 

Sekiguchi et al. (2008) reforçando a possibilidade de disseminação inter-hospitalar. 

Corroborando ainda com estes dados, Figueiredo-Mendes et al. (2005) 

sugeriram disseminação clonal inter-hospitalar entre amostras multiresistentes de P. 

aeruginosa provenientes de UTI de instituições em São Paulo e Brasília. Para estes 

autores a transferência de pacientes infectados, troca de equipamentos entre 

instituições e deslocamento de trabalhadores em saúde poderiam ser hipóteses para 

explicar esta disseminação.  

A análise de similaridade genética no dendrograma não demonstrou cepas 

intimamente relacionadas, porém os padrões “E” e “K” apresentaram 85% de 

similaridade (parcialmente relacionadas). Os demais isolados formaram grupos 

distintos com grande polimorfismo, concluindo que há uma grande variabilidade 

genética entre P. aeruginosa nos dois hospitais. 

Considerando que infecções correspondem ao desequilíbrio no sistema 

parasita-hospedeiro-ambiente, as conquistas no campo da microbiologia tornaram 

possível seu controle. A identificação precoce de patógenos e a análise da 

resistência de microrganismos aos antimicrobianos constituem importante 



71 
 

 
 

ferramenta para auxiliar os clínicos no tratamento de infecções. Dessa forma, 

conhecer o perfil de susceptibilidade aos antibióticos de P. aeruginosa pode nortear 

a escolha de terapia empírica. Além disso o conhecimento dos mecanismos de 

resistência deste agente presentes em cada instituição é de extrema importância 

para conter a disseminação de microrganismos multiresistentes  reduzindo morbi-

mortalidade de pacientes internados em nossos hospitais.  
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7 CONCLUSÕES 

 

 

a) De modo geral, os índices de P. aeruginosa multiresistentes e pan-

resistentes nos dois hospitais estudados são semelhantes entre si e 

próximos a dados nacionais. Entre as amostras resistentes a 

ceftazidima ou imipenem, os índices de resistência aos 

antimicrobianos são bastante elevados. Todos os isolados são 

sensíveis a polimixina B. 

 

 

b) A UTI de adultos e CM são os setores com maior número de isolados 

de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima ou imipenem e este 

microrganismo é mais isolado em espécimes do trato urinário e trato 

respiratório. 

 

 

c) A instituições estudadas, P. aeruginosa resistente a ceftazidima ou 

imipenem foi isolada com maior frequencia de pacientes com idade 

de 60 anos, portadores de doenças crônicas, submetidos a 

procedimentos invasivos e com mais de 20 dias de internação. As 

principais comorbidades para ococrrência de infecções por este 

agente são doenças neurológicas no HU/UFMS e doenças renais no 

HRMS.  

  

 

d) O perfil de susceptibilidade a cada antimicrobiano é variável nas duas 

instituições. Os antimicrobianos com menores índices de resistência 

são meropenem no HRMS e tazobactam+piperacilina no HU/UFMS. 

Entre as cepas de P. aeruginosa selecionadas há maior sensibilidade 

a ceftazidima do que o cefepime. O perfil de resistência destas 

insituições pode ser útil para avaliar a pressão antimicrobiana seletiva 



73 
 

 
 

em cada hospital e pode ser critério de comparação com outras 

regiões do país. 

 

 

e) Nesta casuística não foram encontradas cepas de P. aeruginosa 

produtoras de MBL, por meio de técnica de PCR, porém estudos com 

amostragem maior devem ser realizados, sendo que esta é a 

primeira investigação deste mecanismo de resistência na região. 

 

 

f) Grande diversidade clonal foi observada entre as P. aeruginosa 

estudadas, os perfis A e B de PFGE são os mais prevalentes nos 

dois hospitais e apresentam multiresistência. A ocorrência de perfis 

idênticos de PFGE em setores e instituições distintas com resistência 

elevada reforça a importância de se controlar a disseminação intra-

hospitalar e inter-hospitalar deste patógeno. 

 

  

g) Após divulgação dos resultados para o corpo clínico e para Comissão 

de Controle de Infecção Hospitalar, sugere-se que o monitoramento 

contínuo da resistência bacteriana e do uso de antimicrobrianos 

possa minimizar a disseminação de P. aeruginosa e de seus genes 

de resistência. Estudos mais amplos devem ser realizados para 

verificar quais mecanismos de resistência são prevalentes nestes 

microrganismos no estado de Mato Grosso do Sul. 
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