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Resumo

Objetivo — Verificar a resisténcia antibacteriana em cepas de Pseudomonas aeruginosa das Unidades de Tratamento Intensio (UTI’s) do
Hospital 28 de agosto, Hospital Universitario Francisca Mendes e Hospital e Pronto Socorro Jodo Ldcio Pereira Machado. Métodos — A
partir de 12 cepas de Pseudomonas aeruginosa foi realizado o teste de Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), para verificar a suscetibi-
lidade as cefalosporinas, de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI. Resultados — Dentre os 12 isolados, 8 (67 %)
apresentaram resisténcia na concentragao superior a 256 pg/mL na cefalosporina da 12 geracdo (cefalotina); quanto a cefalosporina da 42
geracdo (cefepima), cerca de 4 (33%) das amostras isoladas foram sensiveis ao antibiético. Conclusao — Elevadas amostras foram resistentes
a cefalotina, enquanto na cefepima, mostraram sensibilidade.

Descritores: Pseudomonas, Cefalosporinas; Cefalotina

Abstract

Objective — To verify the antibacterial resistance in Pseudomonas aeruginosa strains of the Intensive Care Units (ICUs) of Hospital 28
de agosto, Hospital Universitario Francisca Mendes and Hospital e Pronto Socorro Jodo Licio Pereira Machado. Methods — From 12
strains of Pseudomonas aeruginosa, the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) test was performed to verify the susceptibility of cep-
halosporins, according to the Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI. Results — Among the 12 isolates, 8 (67%) presented
resistance in the concentration above 256 pg/mL in cephalosporin of the first generation (cephalothin); for cephalosporin of the 4" ge-
neration (cefepime), about 4 (33%) of the isolated samples were sensitive to the antibiotic, at the concentration of 4 pg/mL. Conclusion

— High samples were resistant to cephalothin, whereas in cefepime, they showed sensitivity.

Descriptors: Pseudomonas; Cephalosporins; Cephalothin

Introducao

Dentre os microrganismos multirresistentes regular-
mente isolados em ambiente hospitalar, destaca-se
Pseudomonas aeruginosa, presente designadamente em
Unidades de Tratamento Intensivo (UTI), a qual é rela-
cionada ao fenétipo MDR (do inglés Multi-drug-resis-
tance — resisténcia a maltiplas drogas) e circunstancial-
mente, ao fendtipo PDR (do inglés Pan-drug-resistance
— resisténcia a todas drogas)'. A P. aeruginosa é um dos
relevantes agentes de infecgao nosocomial em hospitais,
onde diversos estudos tém ligado sua presenca a uma
disseminacdo clonal da espécie. A importancia clinica
da infeccdo por P. aeruginosa caracteriza-se pela ex-
pressdo diversificada a resisténcia a antibacterianos as-
sociada a uma séria erradicacdo da doenca, consequen-
temente com altos indices de morbidade e mortalidade.
Esse microrganismo pode apresentar resisténcia natural
ou adquirida a desordenado némero de antibidticos
aplicados na pratica clinica?.

Para um antibiotico tornar-se eficiente, ele deve al-
cancar seu alvo e obstinar-se a ele, interferindo com
sua fungdo. Os antibidticos atingem tanto as bactérias
patogénicas como os microrganismos da microbiota
normal, a principio, os antibiéticos podem seletar cepas
resistentes desde que sua concentragdo local exceda a
Concentragao Inibitéria Minima (CIM) para a populagao
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bacteriana sensivel, abaixo da CIM para o clone resis-
tente. A P. aeruginosa pode causar infec¢des nosoco-
miais graves, com elevada letalidade. Ha relatos da re-
dugdo de suscetibilidade, o que a torna um grande
problema terapéutico.

A cefalotina (12 geragdo) e a cefepima (4 geracdo)
sdo cefalosporinas utilizadas como tratamento empirico
em pacientes seriamente doentes, no qual a adminis-
tragdo do antibidtico eficaz é indispensavel. Sendo as-
sim, o objetivo desse trabalho foi analisar a resisténcia
das Cefalosporinas de 12 e 42 geragdo e comparar a efi-
cacia em cepas de Pseudomonas aeruginosa.

Métodos

A pesquisa utilizou uma abordagem indutiva com
experimentos empiricos controlados laboratorialmente
e foi realizada no Laboratério Multidisciplinar da Uni-
versidade Paulista — UNIP.

No campo técnico, a analise das cefalosporinas foi
realizada a partir de cepas isoladas de Pseudomonas
aeruginosa provindas da Colegdo Microbiolégica do
Instituto Lednidas e Maria Deane — Fundagdo Oswaldo
Cruz — Amazénia (FIOCRUZ-AMAZONIA), nas quais
foram coletadas dos hospitais: Hospital e Pronto Socorro
28 de agosto (HPS28), Hospital Universitario Francisca
Mendes (HUFM) e Hospital e Pronto Socorro Jodo Lucio



Pereira Machado (HPSJL). Obtiveram crescimento bac-
teriano caracteristico de P. aeruginosa, como a presenca
de colbnias azul-esverdeada observada sobre UV, o
odor frutado, analises bioquimicas que confirmaram a
incapacidade de fermentar a lactose, uma reagdo posi-
tiva da oxidase e a morfologia através da técnica de
coloragao de Gram, que possibilitou a visualizagdo de
bacilos avermelhados (rosados), além disso, houve for-
necimento de documentos informando os dados sobre
a suscetibilidade dos antibiéticos. Foram analisados os
resultados do Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana
(TSA) fornecidos pela FIOCRUZ e selecionadas as cepas
bacterianas resistentes aos p-lactamicos (Cefalosporinas).

As cepas foram reativadas através de uma aliquota
do meio definitivo e transferida para o caldo LB (Miller
“’Luria-Bertani) contendo 3 mL. As dilui¢des das amos-
tras reativadas consistiram em transferir 100 pL do caldo
LB, para um novo caldo do mesmo, contendo 3mL,
ajustou-se com a Escala 0.5 de Mac Farland, que equi-
vale a concentracdo de 1x108 UFC/mL verificando a
compatibilidade de turvagdo, conforme as orientagoes
do Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI.

De acordo com as recomendacdes do Clinical and
Laboratory Standards Institute — CLSI, o perfil de susce-
tibilidade das amostras foi determinado por meio de
teste de microdiluicdo em agar Mueller-Hinton (MH),
com os antimicrobianos: cefalotina (256 pg) e cefepima
(256 pg), usou-se 6 microplacas.

Foi utilizado como controle a Gltima linhagem, sendo,
controle negativo, positivo, MH e antibi6tico e MH e
Resazurina (corante indicador de oxirredugao em en-
saios de viabilidade celular para células bacterianas).

Resultados

Foram analisadas 12 cepas de Pseudomonas aerugi-
nosa, provindas da Colecdo Microbiolégica do Instituto
Lednidas e Maria Deane — Fundacdo Oswaldo Cruz —
Amazoénia (FIOCRUZ-AMAZONIA).

A Concentragdo Inibitéria Minima foi determinada
pelo emprego da Resazurina. A interpretacdo consistiu
na mudanga da cor do corante, ou seja, o que perma-
neceu roxo, foi considerado a auséncia de bactérias
viaveis. Qualquer evidéncia na mudanca da coloragao
considerou crescimento bacteriano. A analise foi con-
firmada através dos controles.

As 12 amostras resistentes as Cefalosporinas foram
submetidas ao teste de CIM, onde foram comparadas a
relacdo da resisténcia entre cefalotina (Cefalosporina
de 1¢ geracao) e a cefepima (Cefalosporina de 4° gera-
¢do), a tabela 1, mostra os valores de CIM para Cefalo-
tina e Cefepima.

Posteriormente, a CIM de cada um dos isolados re-
sistentes a cefalotina foi determinada as seguintes con-
centracoes de antimicrobiano: 256, 128, 64, 32, 16, 8
e 4 pg/mL. A cefalotina apresentou CIM superior a 256
pg/mL para a maioria dos isolados (67%), o que de-
monstra um alto nivel de resisténcia a cefalotina nas
amostras estudadas. Quanto a cefepima, observou-se
que os isolados apresentaram 33% de sensibilidade e
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resisténcia em 67% a cefalosporina da 4% geracgao.

Discussao

Dentre as 12 amostras estudadas, 33% apresentaram
CIM de 256 pg/mL para a cefalotina e 67% obtiveram
CIM superior a 256 pg/mL. O grafico 1 mostra a distri-
buicdo da CIM dos isolados de P. aeruginosa resistentes
a cefalotina pelo teste de microdiluicao padronizado
pelo CLSI.

Neste estudo foi constatado que isolados de Pseudo-
monas aeruginosa apresentaram resisténcia a cefalotina
(cefalosporina 12 geracdo), prevaléncia também obser-
vada em isolados de bactérias gram-negativas por Nas-
cimento et al. (2011)%; fato preocupante, pois, compro-
vam que a cefalosporina da 1?2 geragdo, ap6s anos,
ainda apresenta baixa atividade antibacteriana contra
bactérias gram-negativas, o que gera um grande pro-
blema para o tratamento de infec¢des graves causadas
por cepas suscetiveis desse grupo (gram-negativos).

Do total de 12 amostras de P. aeruginosa, 33% foram
sensiveis a cefepima e 67% mostraram resisténcia a
cefalosporina da 42 geracdo. O grafico 2 demonstra a
distribuicdo a CIM das 12 amostras analisadas, sensiveis
e resistentes, conforme a padronizacdo do teste de mi-
crodilui¢do do Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute — CLSI .

Esses dados sdo semelhantes aos resultados encon-
trados por Figueiredo (2007)*, que detectou sensibili-
dade a cefepima de 48,6% em cepas de Pseudomonas
aeruginosa. No estudo realizado por Akhabue (2011)°,
encontrou apenas 8,4% de resisténcia a cefepima em
isolados de Pseudomonas aeruginosa. Esse resultado é
significativo, uma vez que essa cefalosporina de 42 ge-
ragdo é utilizada para o tratamento de infecgoes de
bactérias gram-negativas.

Sendo assim, a cefepima pode ser utilizada como
uma opgao de tratamento contra as infec¢des causadas
por esses isolados.

Conclusao

A grande preocupagdo com o surgimento de bactérias
multirresistentes, gerou a necessidade de buscar novos
compostos com atividade antibacteriana, com a fun-
damental importancia de determinar a sensibilidade,
no qual foi utilizado o teste de microdiluigdao: Concen-
tracdo Inibitéria Minima (CIM).

Posteriormente, com isso, devido ao alto nivel de re-
sisténcia dos isolados de Pseudomonas a cefalotina,
observou-se que essa cefalosporina da 12 geragdo ne-
cessita de uma concentragdo superior a 256 pg/mL,
desta forma, ndo é indicada para o tratamento de indi-
viduos com sistema imunolégico comprometido, in-
fecgdo no aparelho respiratério, sistema urinario, quei-
maduras, bacteremias, doengas causadas pelo patégeno
oportunista Pseudomonas aeruginosa.

A cefepima (4?2 geracdo), quando comparada a cefa-
lotina, apresentou maior eficacia, pois a P. aeruginosa
obteve sensibilidade ao antimicrobiano, variando das
concentragdes de 4pg/mL a 256 4pg/mL.

Cefalosporina em cepas de Pseudomonas aeruginosa



Tabela 1. Concentracao Inibitéria Minima para Cefalosporinas (1% e 4* geracao) em isolados de P. aeruginosa

Niamero de Amostra

Concentracao Inibitoria Minima (CIM) (pg/mL)

Cefalotina Cefepima

PA 256 pg/mL 4 pg/mL
PA12 256 pg/mL 4 pg/mL
PA17 256 pg/mL 4 pg/ml
PA20 256 pg/mL 4 pg/mL
PA35 > 256 pg/ml 256 pg/mL
PA36 > 256 pg/mL 128 pg/mlL
PA39 > 256 pg/mL 128 pg/mlL
PA42 > 256 pg/mL 128 pg/mL
PA50 > 256 pg/mlL 128 pg/mL
PA51 > 256 pg/mL > 256 pg/mL
PA54 > 256 pg/mL 256 pg/mL
PA56 > 256 pg/mL > 256 pg/mL

* A'tabela mostra acima a Concentracao Inibitéria Minima de sensibilidade ou resisténcia aos antimicrobianos: Cefalotina e Cefepima
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Grafico 1. Perfil de suscetibilidade a cefalotina em isolados de
Pseudomonas aeruginosa. As porcentagens representam a taxa de re-
sisténcia a cefalotina

Tendo em vista essa comparacdo, a cefepima, cefa-
losporina da 42 geragdo, € a que possuiu maior eficacia,
sendo a melhor indicada para infecgdes causadas pela
bactéria gram-negativa, Pseudomonas aeruginosa.
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Gréfico 2. Perfil de suscetibilidade a cefepima, em cepas de Pseudo-
monas aeruginosa. As porcentagens descrevem as taxas de sensibili-
dade e resisténcia a cefepima
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