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RESUMO

As infecces relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) sdo aquelas que aparecem durante
a hospitalizacdo do paciente e ndo estavam presentes ou em incubacdo no momento da
admissao, elas sdo geralmente produzidas por microrganismos com resisténcia multipla a
antibioticos, desses destacam-se os bacilos gram-negativos nao fermentadores (BGN-
NF), tais como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Stenotrophomonas
maltophilia. Portanto, o objetivo desta pesquisa foi realizar estudo genémico para identi-
ficacdo dos genes bla-kpc2, bla-oxa143 € mcr-1 responsaveis por padrdes de resisténcia an-
timicrobiana em BGN-NF isolados de IRAS no Hospital Regional Norte (HRN) em So-
bral-CE. A coleta das amostras microbioldgicas ocorreu de margo de 2021 a mar¢o de
2022, a identificacdo e o perfil de sensibilidade dos BGN-NF foram realizados pelo sis-
tema automatizado VITEK®2 no laboratorio S&o Carlos em Fortaleza — CE, laboratorio
de referéncia do HRN. Os isolados foram coletados de amostras clinicas de sangue, de
infeccdes do trato respiratorio, ponta de cateter e urina. A confirmacéo da identidade bac-
teriana e a analise gendmica foi realizada por técnicas de biologia molecular no laboraté-
rio de microbiologia da UFC em Sobral. Verificamos que no periodo do estudo foram
identificados 119 BGN-NF de pacientes com IRAS no HRN, sendo P. aeruginosa (n=51;
42,9%), A. baumannii (n=48; 40,3%) e S. maltophilia (n=20; 16,8%). Tendo sido obser-
vado uma maior prevaléncia de IRAS por A. baumanni (58,4%) em pacientes do género
masculino e de S. maltophilia (65%) em mulheres. Do total de BGN-NF, somente 59
(49,5%) foram caracterizados em relacdo aos genes de resisténcia. Desses, 20 (33,8%)
eram A. baumannii, sendo que 12 (60%) albergavam os genes bla-kpc2 € bla-oxa143 € 3
(15%) o gene mcr-1; dos 20 isolados de P. aeruginosa analisados, em 9 (45%) foram
identificados os genes bla-kpc2 € bla-oxa143 € em 3 (15%) o mcr-1, e de 19 espécimes de S.
maltophilia, 9 (47,3%) apresentaram o gene bla-kpc2 € 10 (52,7%) 0 bla-oxa143. Observou-
se ainda que todas as cepas de P.aeruginosa foram resistentes a gentamicina, cefepime,
piperacilina+tazobactan, tigeciclina e trimetoprima/sulfametazol e apresentaram padréo
de resisténcia varidvel para os demais antimicrobianos testados. Por outro lado, todos 0s
isolados de A. baumanni também apresentaram resisténcia a piperacilina+tazobactan e
tigeciclina, além de meropenem e imipenem. Enquanto que a maioria das cepas de S.
matophilia foram resistentes a levofloxacina e trimetoprima/sulfametazol. Em relacdo ao
desfecho clinico dos pacientes, constatou-se que 58,9% dos pacientes infectados por esses
microrganismos foram a Obito. Portanto, os resultados desse estudo apontam que P. ae-
ruginosa e A. baumanni estdo entre as principais causas de IRAS por BGN-NF no HRN,
além disso a maioria deles é multidroga resistente e alberga os genes de resisténcia bla-
kpc2 € bla-oxa143 reforgando a ideia de como é importante conhecer a epidemiologia local
para que, a partir dela, seja possivel trabalhar de forma integrada com a Servico de Con-
trole de Infeccdo Hospitalar para a elaboragdo de orientacGes adequadas e regimes tera-
péuticos direcionados, visando diminuir a frequéncia de IRAS e obter um melhor prog-
nostico para 0s pacientes.

Palavras Chaves: Bactérias MDR, Carbapenemases, Infeccdo nosocomial, Resisténcia
antimicrobiana.



ABSTRACT

Health care-associated infections (HAIS) are those that appear during the patient's hospi-
talization and were not present or incubating at the time of admission, they are usually
produced by microorganisms with multiple resistance to antibiotics, among which non-
fermentative gram-negative bacilli (NF-GNB), such as Pseudomonas aeruginosa, Aci-
netobacter baumannii and Stenotrophomonas maltophilia. Therefore, the aim of this re-
search was to carry out a genomic study to identify the bla-kpc2, bla-oxa1azand mcr-1 genes
responsible for patterns of antimicrobial resistance in NF-GNB isolated from HAIs at the
North Regional Hospital (NRH) in Sobral - CE. The collection of microbiological sam-
ples took place from March 2021 to March 2022, the identification and sensitivity profile
of the NF-GNB were performed by the VITEK®2 automated system at the Sdo Carlos
laboratory in Fortaleza - CE, NRH's reference laboratory. The isolates were collected
from clinical samples of blood, respiratory tract infections, catheter tip and urine. Confir-
mation of bacterial identity and genomic analysis was performed using molecular biology
techniques at the UFC microbiology laboratory in Sobral. We found that during the study
period, 119 NF-GNB of patients with HAI were identified at the NRH, with P. aeruginosa
(n=51; 42.9%), A. baumannii (n=48; 40.3%) and S. maltophilia (n=20; 16.8%). A higher
prevalence of HAI due to A. baumanni (58.4%) was observed in male patients and S.
maltophilia (65%) in female patients. Of the total NF-GNB, only 59 (49.5%) were char-
acterized in relation to resistance genes. Of these, 20 (33.8%) were A. baumannii, with
12 (60%) harboring the bla-kec2 and bla-oxa143 genes and 3 (15%) the mcr-1 gene; of the
20 isolates of P. aeruginosa analyzed, in 9 (45%) bla-krc2 and bla-oxa143 Were identified
and in 3 (15%) mcr-1, and of 19 specimens of S. maltophilia, 9 (47 .3%) had the bla-kpc2
and 10 (52.7%) had the bla-oxa143. It was also observed that all strains of P. aeruginosa
were resistant to gentamicin, cefepime, piperacillin+tazobactan, tigecycline and trime-
thoprim/sulfamethazole and showed a variable resistance pattern for the other antimicro-
bials tested. On the other hand, all A. baumannii isolates also showed resistance to pipe-
racillin+tazobactan and tigecycline, in addition to meropenem and imipenem. Whereas
most strains of S. matophilia were resistant to levofloxacin and trimethoprim/sulfametha-
zole. Regarding the clinical outcome of the patients, it was found that 58.9% of the pa-
tients infected by these microorganisms died. Therefore, the results of this study indicate
that P. aeruginosa and A. baumannii are among the main causes of HAI due to NF-GNB
in the NRH, in addition most of them are multidrug resistant and harbor the bla-kpc2 and
bla-oxa143 resistance genes reinforcing the idea of how important it is to know the local
epidemiology so that, based on it, it is possible to work in an integrated manner with the
Hospital Infection Control Service to develop adequate guidelines and targeted therapeu-
tic regimens, aiming to reduce the frequency of HAIs and obtain a better prognosis for
patients.

Keywords: MDR bacteria, Carbapenemases, Nosocomial infection, Antimicrobial resis-
tance.
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1. INTRODUCAO

As infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo aquelas que aparecem
durante a hospitalizacdo do paciente e ndo estavam presentes ou em incubagdo no mo-
mento da admissao. Tais infeccGes podem se manifestar durante o periodo de internacao
ou apos sua alta (WHO, 2011).

As IRAS atualmente demostram ser um dos principais problemas de salde, e que
tendem a colocar em risco tanto a seguranca dos pacientes, quanto a dos profissionais que
trabalham diretamente na assisténcia a saude, podendo gerar danos aos envolvidos no
processo. Pesquisas demonstram que a vigilancia ativa no controle das infec¢es, através
dos Servicos de Controle de Infec¢do Hospitalar (SCIH), podem gerar uma reducao sig-
nificativa das IRAS e da propagacdo dos microrganismos, constituindo um desafio para
os servicos de saude (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014; GOMES; MOARES, 2018).

De acordo com dados do Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade em Ser-
vicos de Saude n° 20 (Avaliacdo dos indicadores nacionais da IRAS e Resisténcia micro-
biana do ano de 2018), Enterobacteriaceae, Acinetobacter ssp. e Pseudomonas aerugi-
nosa estdo entre os principais microrganismos causadores de infeccfes relacionadas a
assisténcia a saude em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) adulto. Corroborando o pa-
norama mundial, em nosso pais, a resisténcia aos carbapenémicos é o principal desafio
entre esses microrganismos, sendo que aproximadamente 79%, 44,3% e 41,4% das espé-
cies de Acinetobacter, Enterobacteriaceae e P. aeruginosa, respectivamente, mostraram-
se resistentes a esses antibacterianos, conforme dados do Boletim citado anteriormente
(BRASIL, 2018).

P. aeruginosa € classificada como o quinto agente causador mais comum de IRAS
em pacientes hospitalizados nos eixos adulto e pediatrico, um dado importante é que
quase 35% das cepas encontradas sdo resistentes aos carbapenémicos, uma classe de an-
timicrobianos amplamente utilizada para tratar infeccdes por P. aeruginosa. Na verdade,
individuos infectados com P. aeruginosa multidroga resistente (MDR) tém uma taxa de
mortalidade mais alta (44,6%) em comparacdo com aqueles infectados com clones nao
MDR (24,8%) (MATOS et al., 2018a).

Outro gram-negativo nosocomial listado é Stenotrophomonas maltophilia, con-

forme descreve Assis (2015), esse microrganismo € um importante patdgeno hospitalar
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emergente, naturalmente resistente aos carbapenémicos, que possui sulfametoxazol/tri-
metoprima (SMX-TMP) como opcéo terapéutica. Porém, relatos de resisténcia a essa
droga comecaram a aparecer, além disso ha uma prevaléncia desses microrganismos iden-
tificados em pacientes que estdo em uso de ventilacdo invasiva na unidade de terapia
intensiva, isso se demonstra pela capacidade de colonizacéo desse sitio respiratorio, uso
de traqueostomia, exposi¢do prévia a fluoroquinolona e terapia prolongada com carbape-
némicos ou cefalosporina de quarta geracdo (CORZO-DELGADO et al., 2006).

A. baumannii faz parte do rol das bactérias gram-negativas que causam pneumo-
nia, infecgdes do trato urinario, infecgdes respiratorias € meningite. E comumente encon-
trado na microbiota da pele humana. Contudo, infec¢bes causadas por esses microrganis-
mos sdo dificeis de tratar por causa de sua alta resisténcia a muitos antibiéticos. Embora
carbapenémicos continuem a ser os farmacos de escolha para o tratamento de infeccGes
por este patdgeno, a disseminacdo de espécies multirresistentes colocou em risco a utili-
dade destes farmacos, passando-se a utilizar Ampicilina/Sulbactram como op¢éo terapéu-
tica para o tratamento de cepas carbapenémicos-resistentes (PELEG, SEIFERT, PATER-
SON, 2008).

A. baumannii tem como principal alvo pacientes hospitalizados, principalmente
0s que necessitam de maiores cuidados, como 0s que estéo internados nas UTI, principal-
mente aqueles que estdo bastantes debilitados, com quebra de integridade da pele e com
comprometimento das vias aéreas. A pneumonia ainda € a infeccdo mais prevalente cau-
sada por esta bactéria, no entanto, infeccdes envolvendo a pele, partes moles, 0ssos e
sistema nervoso central, surgiram como problematicas para algumas instituicbes (VI-
ANA, et al., 2013).

Em IRAS, P. aeruginosa, S. maltophilia e A. baumannii se destacam como opor-
tunistas e tem sua viruléncia aumentada pelo estado imunoldgico dos pacientes que sao
submetidos a procedimentos invasivos sendo que as taxas de colonizagdo podem exceder
0s 60% (ELABBADI et al., 2019).

No panorama de IRAS demonstrado por programas de vigilancia de resisténcia
antimicrobiana, como é o caso do Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY), per-
cebe-se que os bacilos gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF) se destacam como
mais frequentes em infecgdes do trato respiratorio tanto nos Estados Unidos quanto na
Europa. No Brasil, segundo o Boletim Informativo de Seguranca do Paciente e Qualidade

em Servigos de Saude n°20 de dezembro de 2018 da Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria (ANVISA) e publicado em janeiro de 2020, os bacilos gram-negativos, P. ae-
ruginosa e Acinetobacter spp. resistentes a carbapenémicos, S. maltophilia resistente a
fluoroquinolonas, Escherichia coli resistente aos carbapenémicos e cefalosporinas da 32
geracdo, e Klebsiella pneumoniae sensivel aos cabapenémicos e resistente as cefalospo-
rinas de 3? geracdo, estdo entre os cinco principais microrganismos associados as infec-
¢Oes de corrente sanguinea em pacientes hospitalizados (BRASIL, 2020).

A importancia das infecc¢des por bacilos gram-negativos torna-se maior pela falta
de opc¢bes para o tratamento. Essa caréncia € decorrente da lenta inovacéo cientifica no
que concerne aos antibidticos e ao aumento da resisténcia aos tratamentos ja existentes.
A vigilancia epidemioldgica do aumento da resisténcia antimicrobiana é um papel das
Comiss@es de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH).

O Hospital Regional Norte (HRN) é o maior hospital do interior da Regido Nor-
deste, com mais de 54 mil m2 quadrados de area construida, sendo responsavel por atender
uma populagdo estimada em 1,6 milhdo de pessoas, dos 55 municipios integrantes da
macrorregido Norte do Estado. Terciario (atende casos de média e alta complexidade) e
conta com atendimento 24h em urgéncia e emergéncia, sendo referéncia em pediatria,
cirurgias tordcicas, cirurgias vasculares e otorrinolaringologia (ISGH, 2021).

Os relatérios referentes a 2022 do servigco de controle de infeccdo hospitalar -
SCIH do HRN demonstraram que entre 0s microrganismos gram-negativos nao fermen-
tadores associados as IRAS com padrdo de multirresisténcia antimicrobiana, a maior pre-
valéncia foi de P. aeruginosa (34,5%), A.baumanni (31,6%) e S. maltophilia (23,1%),
respectivamente.

Considerando que cada unidade hospitalar guarda uma microbiota bacteriana es-
pecifica e que o estudo dos microrganismos em seus aspectos mais pormenorizados con-
tribui com o reconhecimento situacional no que concerne a resisténcia bacteriana, a ob-
servacdo do nimero de infecgbes por BGN-NF desperta o interesse de realizar o estudo
da resisténcia aos antimicrobianos e da diversidade gendmica associada a esses fatores de
resisténcia como um modo de fornecer subsidios para a escolha da terapéutica adequada
aos pacientes contribuindo para o uso racional dos antimicrobianos e um melhor prog-

noéstico.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 IRAS no contexto hospitalar

Anteriormente denominadas como infec¢cdes hospitalares, a partir da década de
1990, foi substituido por infeccdes relacionadas a assisténcia em satde (IRAS), sendo
uma definicdo mais ampla, que incorpora aquelas adquiridas e relacionadas & assisténcia
em qualquer ambiente (BRASIL, 2017; MATOS et al., 2018a).

As infeccBes hospitalares podem ser causadas por procedimentos durante a assis-
téncia a salde, podendo desenvolver-se em feridas apos cirurgia ou ocorrerem quando
microrganismos se disseminam através da transmissao vertical, passadas de um individuo
para outro. As IRAS representam um problema de salde publica em todo o mundo
(EHRENTRAUT et al., 2018).

Portanto, IRAS séo infecc¢bes adquiridas durante o cuidado assistencial a pacientes
submetidos a procedimento ou ndo de risco, que ndo estavam presentes ou em incubacéo
na admissdo do paciente. Sua origem acontece a partir de 72h da admissdo, podendo ocor-
rer por meio da internacdo, cirurgias, procedimentos ambulatoriais e inclusive apos as
altas hospitalares (BRASIL, 2017; MATOS et al., 2018b).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), as IRAS estdo entre as maiores
causas de morte e aumento da morbidade entre os hospitalizados. Estima-se que no Brasil,
a cada 1.000 pacientes, 16 a 37 irdo adquirir alguma IRAS, onde a taxa média de infeccdo
hospitalar € de 9%, com uma letalidade de 14,35% (OMS, 2016).

Apresentam um impacto consideravel quanto a letalidade, duragdo da internacgéo,
além do aumento significativo dos custos de hospitalizacdo. As condi¢bes de gravidade
em que 0s pacientes se encontram como imunocomprometidos, somado ao surgimento da
resisténcia a antimicrobianos facilitam esse aumento da letalidade (PITTET et al., 2018).

Esse tipo de infeccdo tem sido uma grande preocupacéo, principalmente aquelas
causadas por microrganismos multirresistentes, ou seja, aqueles que apresentam resistén-
cia a pelo menos duas classes de antimicrobianos, reduzindo as alternativas de tratamento
e prolongando internacdes, além de ocasionar Obitos e onerar a assisténcia (BRASIL,
2017).

A falta de higienizagcdo das méos, uso indiscriminado de antibioticos, quebra de

protocolos assistenciais e contaminagdes ambientais estdo entre as principais causas de
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IRAS. Entre as medidas profilaticas, a higienizacdo das méos é a mais eficiente e consen-
sual para o controle nos servicos de satde. Além de atender as exigéncias legais dos or-
gaos regulamentadores em nivel nacional e mundial, esta pratica contribui também para
melhoria da qualidade no atendimento e assisténcia ao paciente (WHO, 2011).

A resisténcia bacteriana é um problema atual, mundialmente preocupante. O cres-
cimento da resisténcia entre as bactérias multirresistentes ttm culminado no aparecimento
cada vez mais frequente de espécies agressivas ao ser humano, exigindo esforco multi-
disciplinar para prevencéo e controle, além de uma deteccéo laboratorial eficiente (AN-
GLES, 2018).

A histéria recente do controle de IRAS no Brasil sofreu impacto de eventos epi-
démicos. Os surtos de micobactérias de crescimento rapido em procedimentos invasivos
trouxeram a tona falhas importantes no reprocessamento de artigos, agravadas pela de-
teccdo de resisténcia de micobactérias de crescimento rapido ao glutaraldeido (NO-
GUEIRA et al., 2014).

Surtos de K. pneumoniae produtoras da carbapenemase e Enterococcus spp. resis-
tentes a vancomicina repercutiram na imprensa, culminando na proibi¢do da compra de
antimicrobianos sem receituario e na obrigatoriedade do uso de preparagéo alcodlica nas
instituicdes. Quanto a area de suporte de laboratério e resisténcia microbiana, houve a
formacdo de comités assessores compostos por especialistas (NOGUEIRA et al., 2014).

Nesse interim, percebe-se a necessidade de um trabalho multissetorial para o com-
bate a resisténcia que incluam um plano nacional abrangente, capacidade laboratorial para
realizar a vigilancia de microrganismos resistentes, acesso a antimicrobianos seguros e
controle do uso indevido, sensibilizacdo e compreensdo do publico em geral e programas
eficazes de prevencéo e controle de infecgdes. A consolidacdo de um sistema ou programa
nacional também é de extrema importancia, uma vez que existem apenas a¢des locais em
alguns estados. E preciso também estabelecer o monitoramento e a avaliagio periodica
dos programas existentes, propondo prazos e condic¢des para superar as barreiras de im-
plementacdo de algumas estratégias (BRASIL, 2017).

Diante desse cenario, no Brasil (2017) houve publicagdes para servirem como uma
base técnico-cientifica. Dentre essas, os “Critérios Diagnosticos de Infec¢do Relacionada
a Assisténcia a Satde”, que trata das Infecgdes de Sitio Cirurgico (ISC), Infecgéo da Cor-

rente Sanguinea (ICS), Infeccdo do Trato Respiratorio (ITR) e Infeccdo do Trato Urinario
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(ITU); e “Medidas de Prevencdo de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude”, que
discute sobre as orientacdes basicas para a prevencdo e o controle de infecgéo.

Na pratica, ha recursos humanos insuficientes para 0 manejo dessas infeccdes e
ndo ha um financiamento especifico para o Programa Nacional de Prevencdo e Controle
de IRAS. WHO (2011) reforga que somente o arcabouco teérico ndo € suficiente paraum
controle adequado, sendo necessérias acbes homogéneas e eficazes de combate. Sendo
assim, medidas intersetoriais mais eficazes sdo fundamentais para a prevencao e controle
de IRAS, com a acdo conjunta entre as esferas governamentais, principalmente com cam-

panhas voltadas aos profissionais de saude e a populagdo em geral.

2.2 Acinetobacter baumannii

A. baumannii € um bacilo ndo fermentador, gram-negativo, imével, oxidase-ne-
gativo, cujo reservatorio natural ainda néo foi determinado. E membro da familia Mora-
xidae da ordem Gammaproteobacteria, seu género possui 26 espécies nomeadas e 9 es-
pécies gendmicas, das quais quatro Acinetobacter (Acinetobacter calcoaceticus, Acineto-
bacter baumannii, Acinetobacter piti e Acinetobacter hospitalis) sdo conhecidos como
Acinetobacter baumannii complexo de acetato de Bacillus-célcio por causa de suas ca-
racteristicas fenotipicas semelhantes. Das espécies citadas, A. baumannii é a mais preva-
lente clinicamente (HOWARD et al., 2012).

Nos ultimos 30 anos, o género Acinetobacter sofreu grandes mudancas taxonémi-
cas, sendo A. baumannii o principal representante deste género. No ambiente hospitalar
ele é encontrado na colonizacdo da pele dos profissionais e paciente internados em Uni-
dade de Terapia Intensiva (UTI), além disso ha fatores que podem contribuir para o de-
senvolvimento de multirresisténcia antimicrobiana extremamente rapida, como o uso ina-
dequado dos antimicrobianos e a ndo higienizacdo das maos dos profissionais de salde.
Portanto, a colonizacdo e/ou infec¢do por esse agente deve ser detectada precocemente
no ambiente hospitalar para que medidas preventivas e terapéuticas adequadas possam
ser instituidas. A. baumannii € capaz de sobreviver a longos periodos em superficies secas
e esta habilidade, pode contribuir para a sua persisténcia no cenario hospitalar bem como

desenvolver resisténcia a multiplas drogas (PONTES et al., 2016).
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A. baumannii é um patégeno oportunista frequentemente associado a surtos de
infeccdes hospitalares. A bactéria possui gene de resisténcia com expressao de carbape-
nemases de ocorréncia natural, inerente a esta espécie. O primeiro relato deste evento
genético descreveu o gene bla-oxas1. Posteriormente, foi relatada a existéncia de variantes
semelhantes a esse gene, e essas variantes foram denominadas como genes bla-oxasi-like.
Testes fenotipicos de rotina em laboratérios ndo conseguem identificar efetivamente as
espeécies de Acinetobacter quando néo correlacionados com testes moleculares como PCR
(reacdo em cadeia da polimerase) (TURTON et al., 2006).

Ha& consideravel controvérsia sobre se as infecgdes causadas por esse organismo
levam a desfechos desfavoraveis. No entanto, alguns dados clinicos acreditam que a iden-
tificacdo de A. baumannii no paciente hospitalizado seja um indicador de doenca grave,
com mortalidade associada a aproximadamente 30% (HUANG, Y. et al., 2019). Uma
ocorréncia de pneumonia adquirida na comunidade associada a alta mortalidade em pa-
cientes no Norte da Austrélia e no Sul da Asia foi descrita. Uma porcentagem significativa
dos pacientes nesse estudo (31,6%) apresentava sindrome do desconforto respiratério
agudo e coagulacdo intravascular disseminada. Essas vinhetas clinicas levantam a possi-
bilidade de que alguns isolados possam ter adquirido fatores de viruléncia que normal-
mente ndo sdo encontrados na maioria dos Acinetobacter spp. (CHOI et al., 2015).

Essa bactéria fornece mecanismos para facilitar a colonizacéo de pacientes e equi-
pamentos hospitalares, como a formacao de biofilmes por meio da acdo de proteinas na
membrana externa bacteriana, fator chave na descricdo da patogénese desse microrga-
nismo. Além disso, sua capacidade de sobreviver a uma ampla gama de condigdes ambi-
entais e persistir em superficies o torna uma causa comum de surtos de infeccéo hospitalar
(PONTES et al., 2016).

Conforme descrito Abbo et al., (2015), ha uma prevaléncia de infec¢des causadas
por Acinetobacter ssp multirresistente demostrando perfis epidemiolégicos complexos
através da coexisténcia de varios tipos de cepas. Conforme estudo descrito em Israel por
Peleg et al. (2008), foram encontrados 10 clones de Acinetobacter multirresistentes iden-
tificados por testes moleculares e foi identificado entre pacientes que residem em instala-
cOes de reabilitacéo e cuidados de longa duracdo, bem como em hospitais principalmente
nas UTT’s. Vérios fatores trabalham juntos para manter a presenca de espécies de Acine-

tobacter multirresistentes no ambiente de salde, incluindo a presenga de pacientes susce-
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tiveis, a presenca de pacientes ja colonizados ou infectados pelo organismo, pressdo se-
letiva do uso de antimicrobianos e adesdo incompleta a infec¢do procedimentos de con-
trole.

Até a decada de 1970, a maioria dos isolados clinicos desse patdégeno era susceti-
vel a muitos antibioticos, incluindo os beta-lactamicos, como carbapenémicos. No en-
tanto, esse microrganismo possui uma forte capacidade de desenvolver resisténcia a anti-
bioticos, o que levou a um aumento na incidéncia de cepas multirresistentes dessa bactéria
na ultima década e esta associado a alta mortalidade (FOURNIER et al., 2016).

O aumento global da resisténcia aos carbapenémicos neste microrganismo é preocu-
pante, podendo ser verificado na assisténcia a pacientes hospitalizados na UTI, além disso
limita significativamente o leque de opc¢es de tratamento. Uma vez que a producdo de
carbapenemases € 0 mecanismo de resisténcia mais relevante no contexto do surgimento
de cepas multirresistentes de A. baumannii, torna-se necessario elucidar aspectos clinicos
e epidemioldgicos da infecgcdo causada por esse patdgeno para poder desenvolver o con-
trole e a prevencao de futuros surtos (SMITH et al., 2007).

2.3 Pseudomonas aeruginosa

Definida como um bacilo gram-negativo, aerébico que apesar da sua ampla distri-
buigdo no ambiente, raramente coloniza seres humanos. Outrossim, em pacientes hospi-
talizados, a chance de colonizacdo aumenta exponencialmente (ROCHA et al., 2019).

Esta espécie normalmente habita o solo, agua e vegetais, e faz parte da microbiota
humana, encontrando comumente na garganta, na pele e nas fezes de individuos sauda-
veis. Pode ser considerado oportunista, pois pode causar doencgas graves em individuos
imunocomprometidos (SILVA, 1999).

A faixa de temperatura de crescimento desse patdgeno (4°C a 42° C) contribui
para sua viruléncia ao permitir a sobrevivéncia dele em superficies inanimadas e ambien-
tes aquaticos, além de sua facil colonizacdo em hospedeiros humanos e animais. A litera-
tura aponta para o crescimento dessa bactéria no ambiente comunitario, como em pisci-
nas, banheiras, solugdes de lentes de contato, umidificadores, solos e produtos agricolas.
Essa contaminac&o justifica a descricdo de infec¢bes comunitarias em pele e tecidos mo-

les, alem de ceratites (infeccdes de cornea) associadas ao uso de lentes de contato e otites
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externas que tem o patégeno como causador (SUZUKI et al., 2018; VANDEPLASSCHE
etal., 2019).

Em hospitais, essa bactéria é frequentemente encontrada em pias, solugdes antis-
sépticas e receptaculos de urina. O processo de transmissibilidade pode acontecer especi-
almente nos casos de queimadura e em unidades de terapia intensiva neonatais, a menos
que préticas de controle de infecgdo sejam rigorosamente seguidas (LOPES et al., 2020).

Assim como algumas enterobactérias, também é considerada um patégeno opor-
tunista, pois mais de 70% das infec¢fes sdo nosocomiais ou associadas a saude, sobretudo
em pacientes queimados, imunossuprimidos e naqueles internados em UTIs (LOPES et
al., 2020).

A patogenicidade dos bastonetes gram-negativos ndo fermentadores depende da
resisténcia aos fatores bactericidas do soro, da aderéncia a células hospedeiras, producao
de polissacarideos, presenca de lipopolissacarideo de parede celular e toxinas extracelu-
lares (MACHADO et al., 2019).

Naturalmente resistente a muitos tipos de antibidticos, especialmente as penicili-
nas. Por isso, constantemente é descoberta em um cultivo depois de um tratamento malsu-
cedido. Em caso de suspeita de multirresisténcia, o recomendado é elencar um farmaco
para a terapia medicamentosa por meio de um teste de laboratorio para descobrir qual
antibiético responde melhor em uma infec¢édo especifica (ROCHA et al., 2019).

Destarte, a resisténcia aos agentes antimicrobianos tem maior expressao devido a
reducdo da permeabilidade de sua membrana externa, a expressdo constitutiva de varias
bombas de ejecdo e producdo de enzimas que inativam antibidticos. Sendo que apresenta
capacidade de adquirir resisténcia por mutacdo e transferéncia horizontal (FANDINO-
MENDEZ et al., 2017).

A transferéncia de material genético, que ocorre naturalmente intra ou interespé-
cies entre os bacilos gram-negativos, é apontado como um dos principais meios respon-
sdveis pela aquisi¢do de caracteristicas de resisténcia. Assim, a capacidade que P. aeru-
ginosa possui de tornar-se resistente aos tratamentos é inerente a espécie e muitas vezes,
impossivel de ndo ocorrer (LINCOPAN; TRABULSI, 2008).

Além de mecanismos que favorecem a resisténcia intrinseca a antibidticos como
beta-lactmamicos, quinolonas e aminoglicosideos, as cepas frequentemente apresentam

mutacdes que promovem uma resisténcia adquirida, as quais conferem resisténcia a novos
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antibioticos. A transferéncia desses genes de resisténcia, como as enzimas de B-lactama-
ses de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases, vem sendo identificada com maior
frequéncia, sendo comum identificar uma sensibilidade reduzida a multiplas classes de
antibioticos (SUZUKI et al., 2018).

O espectro de doencas causadas por este agente, compreende desde infeccfes su-
perficiais da pele a sepse fulminante, podendo causar infeccdo aguda pela producédo de
toxinas e infeccdo cronica pela acdo da camada espessa que consiste no seu biofilme, e
ainda, pode resultar no somatério dos tipos de infeccdo pela acdo concomitante desses
componentes (VANDEPLASSCHE et al., 2019).

2.4 Stenotrophomonas maltophilia

S. maltophilia é um patégeno oportunista de origem ambiental, que causa infec-
cOes graves na unidade hospitalar, infecta principalmente individuos gravemente debili-
tados, tendo como consequéncia uma alta taxa de mortalidade. As infecgGes por S. mal-
tophilia séo dificeis de tratar porque esse patdgeno apresenta baixa sensibilidade a varios
antimicrobianos, demostrando ser intrinsecamente resistente a antibidticos comumente
usados, associado a longos periodos de internacdo nas unidades de terapia intensiva (ES-
POSITO, et al., 2017).

Conforme descreve Adegoke (2017) S. maltophilia é o patégeno gram-negativo
resistente a carbapenémicos mais prevalente entre as infecgdes da corrente sanguinea em
hospitais nos EUA e esté associado a significativa morbidade e mortalidade. Além disso,
o0 tratamento é particularmente desafiador devido a producdo de multiplos mecanismos
intrinsecos e adquiridos de resisténcia que tornam ineficazes muitos antimicrobianos de
primeira linha, particularmente os p-lactamicos (STENSTROM, 2017).

A suscetibilidade reduzida de S. maltophilia a agentes antimicrobianos é ampla-
mente dependente da presenca de genes que codificam bombas de efluxo e enzimas ina-
tivadoras de antibioticos em seus cromossomos. Assim, as opcOes terapéuticas para o
tratamento de infeccOes por S. maltophilia sdo limitadas, portanto, entender as caracteris-
ticas subjacentes desse patdgeno que pode abranger diferentes distribuicdes ecoldgicas,
desde seu habitat natural até a infeccdo em seres humanos, podem ajudar a desenvolver
estratégias para melhorar o tratamento de infec¢Bes causadas por este microrganismo
(JEON et al., 2016).
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S. maltophilia é uma bactéria cosmopolita e ubiqua que existe em uma variedade
de habitats ambientais, incluindo ambientes extremos, embora na natureza esteja princi-
palmente associada a plantas. S. maltophilia desempenha importantes funcbes ecossisté-
micas na ciclagem de enxofre e nitrogénio, degradacdo de compostos complexos e polu-
entes e promocéo do crescimento e saude das plantas. Stenotrophomonas sp. também po-
dem colonizar nichos artificiais extremos em Onibus espaciais e salas limpas. S. maltophi-
lia emergiu como um patdégeno humano oportunista global que normalmente nédo infecta
hospedeiros saudaveis, mas esta associado a alta morbidade e mortalidade em individuos
gravemente imunocomprometidos e debilitados (TERESA; PAULA BLANCO, 2020).

Em relacdo ao tratamento de infeccBes por S. maltophilia, incluimos trimetoprim-
sulfametoxazol (TMP-SMZ) como opcao de tratamento, tradicionalmente considerado o
tratamento de escolha devido a sua previsivel alta suscetibilidade in vitro. No entanto, ha
relatos crescentes de resisténcia antimicrobiana, reag0es adversas e falta de dados farma-
cocinéticos-farmacodinamicos (PK-PD) confiaveis para otimizar a dosagem, fatores es-
ses gue limitam sua aplicacéo clinica. As fluoroguinolonas sdo geralmente consideradas
a alternativa preferida ao TMP-SMZ, e a maioria dos dados existentes sdo sobre a levo-
floxacina. No entanto, os efeitos das fluoroquinolonas, incluindo a levofloxacina, também
sdo limitados pela resisténcia inicial e emergente a terapia, além de preocupacdes cres-

centes de seguranca e interacbes medicamentosas (BADWAL et al., 2019).

2.5 Betalactamicos

As infecgdes que séo causadas por microrganismos produtores de beta-lactamases
de espectro estendido (ESBL) estdo aumentando em proporc¢des endémicas e atualmente
representam uma ameaca para a assisténcia a satide (RUPPE et al., 2015).

Os betalactamicos é um grupo de antimicrobianos que tem por caracteristica con-
ter um anel beta-lactamico em sua estrutura basica. O anel beta-lactamico tem como prin-
cipal funcéo a de inibir a formacdo da parede celular bacteriana, sendo o principal res-
ponsavel pelo mecanismo de ag&o desses antibioticos. O anel-beta-lactamico é composto
por trés atomos de carbono e um de nitrogénio, mas para que tenha atividade ele deve
estar ligado a um radical presente na estrutura quimica, geralmente outro anel (ARRUDA
etal., 2019).
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Apesar de todas as estruturas desses antibidticos possuirem um anel beta-lacta-
mico, suas estruturas quimicas séo diferenciadas, convertendo varias cadeias e se fundido
a outro anel em sua estrutura e diferenciando o mecanismo de acdo conforme cada estru-
tura é formada. Nas penicilinas o anel beta-lactdmico se junta com o anel tiazolidina, nas
cefalosporinas com o anel dihidrotiazina, e nos carbapenémicos com o pirrélico. Os mo-
nobactdmicos ndo possuem outro anel em sua estrutura quimica, sdo monociclicos e ca-
racterizados por conter o grupo 2-oxoazetidina-1-sufoni (WILLIAMS, 1999; ARRUDA
etal., 2017).

Figura 1: Representacdo da estrutura quimica de cada classe da subfamilia dos Beta-Lacta-
micos.
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Fonte: Williams, 1999; Arruda et al., 2017.

As beta-lactamases podem ser encontradas de forma extracelularmente em bacté-
rias Gram-positivas, ou no espaco periplasmatico em bactérias Gram-negativas. Os genes
gue produzem essas enzimas podem estar localizados no cromossomo bacteriano ou em
plasmideo. As beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) sdo um grupo de enzimas
mediadas por plasmideo, que codificam resisténcia a diversos beta-lactamicos, e a outros
agentes antimicrobianos, como aminoglicosideos e quinolonas, e se diversificam de

forma répida em sua evolucao, pois sdo capazes de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas
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de amplo espectro, monobactamicos e carbapenémicos, havendo altera¢cdes quimicas em
cada grupo que transformam as caracteristicas dos antibi6ticos como afinidade por recep-
tor, espectro de acdo, e diferentes formas de resisténcia desenvolvidas pelas bactérias
(BRADFORD, 2001; FERNANDO et al., 2017).

Quadro 1: Caracteristicas dos antibioticos beta-lactamicos.

Penicilinas Esses antibidticos (a maioria dos quais termina no sufixo -cilina)
contém um nucleo de anel de acido 6-animopenicilanico (lactama
mais tiazolidina) e outras cadeias de anéis. O grupo inclui penicili-
nas naturais, agentes resistentes a beta-lactamase, aminopenicilinas,
carboxipenicilinas e ureidopenicilinas.

Cefalosporinas Eles contém um nicleo de &cido 7-aminocefalosporanico e uma ca-
deia lateral contendo anéis de 3,6-di-hidro-2H-1,3-tiazano. As cefa-
losporinas séo tradicionalmente divididas em cinco classes ou gera-
¢Oes, embora a aceitacdo dessa terminologia ndo seja universal.

Carbapenémicos Sua estrutura definidora é um carbapenem acoplado a um anel beta-
lactdmico que confere protecdo contra a maioria das beta-lactama-
ses, embora a resisténcia a esses compostos seja um problema sig-
nificativo e ocorra principalmente entre patdgenos Gram-negativos
(por exemplo, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii) que produzem diferentes classes de beta-
lactamases denominadas como carbapenemases.

Monobactamicos O anel beta-lactamico fica sozinho e ndo é fundido a outro anel.

Fonte: Pandey; Cascella, 2021

A resisténcia aos beta-lactdmicos tem sido descrita cada vez mais na literatura e
demostrada nos perfis de sensibilidade das unidades hospitalares. A resisténcia a esses
antimicrobianos é um fenémeno preocupante pelo crescimento presente nas unidades de
salde, fazendo-se necessario verificar os principais mecanismos de resisténcia, pois isso
ajudara nas préticas clinicas, pois além da producgéo de beta-lactamases, ha outros meca-
nismos como diminuicdo de penetracdo da droga, alteracdo do sitio alvo e dos mecanis-
mos de bombeamento especificos (ECKBURG et al., 2019).

A produgdo enzimatica € o principal mecanismo para obten¢do de resisténcia a f3-
lactamicos. A afinidade estrutural do anel B-lactdmico ¢ partilhado com as enzimas [3-
lactamases, que se tornam capazes de se ligar, acilar ¢ hidrolisar o anel B-lactamico, ina-
tivando-o. Segundo a classificagdo de Ambler, ha 4 classes de [3-lactamases estabelecidas:

Classe A, B, C e D, sendo que as classes A, C, D ttm o seu nucleo a base de serina
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enquanto que a classe B necessita de um ion metélico no seu centro ativo para conseguir
hidrolisar o seu substrato (DRISCOLL et al., 2007; TAVARES, 2020).

a)

b)

d)

B-lactamases de Largo Espetro (ESBL) — sdo B-lactamases de classe A e re-
presentam a maior classe em adquirir resisténcia, em relagdo as demais p-lac-
tamases. Essas enzimas sdo consideradas hidroliticas e demonstram atividade
contra todos os B-lactamicos, exceto aos carbapenémicos, sendo inibidas em
grande parte pelo acido clavulénico e tazobactam (STRATEVA; YORDA-
NOV, 2009; TAVARES, 2020).

Classe B: Metalo-B-Lactamases (MBLs) - sdo carbapenemeases de classe B,
foram inicialmente encontradas em cepas de Klebsiella pneumoniae, e depois
em Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. As MBLs depen-
dem de zinco, pois o utilizam para hidrolisar o anel azetidinona dos beta-lac-
tamicos, podendo promover resisténcia a beta-lactamicos como penicilinas e
cefalosporinas (TOKAR; BEDENIC, 2018).

Classe C: AmpC B-Lactamase - A AmpC é uma beta-lactamase com caracte-
risticas de resisténcia a multiplos farmacos, tendo origem cromossomal ou em
plasmideos, que podem ser transferidos entre bactérias diferentes, principal-
mente da familia Enterobacteriaceae, que sdo caracterizados pela presenca do
gene blaampc (AKINYEMI et al., 2017).

Classe D: Oxa-beta-lactamase — Também chamada de oxacilinases, fazem
parte de um grupo bastante heterogéneo de B-Lactamases, entretanto apenas
uma pequena parcela é capaz de hidrolisar carbapenémicos. Normalmente séo
encontradas em cepas de Acinetobacter baumannii, porém ja foi descrita em
enterobactérias (LAHEY, 2017).

2.6 Carbapenemases

Na década de 70, a descoberta por meio da fermentagcdo de um fungo, Strep-

tomyces cattleya, deu origem a uma nova classe de antimicrobianos que agrupam com-

postos que variam na estrutura quimica, resisténcia a acdo beta-lactamica, espectro de

acao e na habilidade em inibir ou induzir a producéo de beta-lactamases, os carbapené-
micos (LIMA et al., 2021).
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Os carbapenémicos podem ser utilizados para o tratamento de infecgdes graves,
como infeccdes intra-abdominais e do trato urinario complicadas, infeccdes de pele, pneu-
monias, meningites e neutropenia febril (FERNANDES, 2016).

A epidemiologia molecular das bactérias resistentes aos carbapenémicos tem sido
amplamente investigada. No entanto, a maioria das informagfes disponiveis vem de es-
tudos que avaliaram bactérias especificas ou tipos especificos de infeccdo. Ha trés tipos
de carbapenémicos utilizados na clinica medica, o imipenem, meropenem e ertapenem.
Os beta-lactdmicos dessa classe possuem maior espectro de acdo, sendo indicados para o
tratamento de infeccBes causadas por gram-negativos, gram-positivos, anaerébicos, orga-
nismos produtores de beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e AmpC, embora
ndo tenham eficacia contra Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina e Stenotrophomonas maltophilia (LIMA et al., 2021).

Sao farmacos bem tolerados e devem ser administrados por via endovenosa ou via
intramuscular, pelo fato de ndo serem absorvidos por via oral. O imipenem-cilastatina
pode reduzir o limiar convulsivo, levando ao aparecimento de convulsdes, principalmente
em pacientes idosos, com alteracdo da fungéo renal ou cuja doenca de base predisponha
a convulsdes (BRASIL, 2017).

Tais efeitos sdo menos identificados durante o uso de meropenem. Dentre as alte-
racdes laboratoriais, estudos apontam aumento de transaminases, alteracdes hematoldgi-
cas, sendo as mais comuns trombocitose e eosinofilia, reacdes gastrintestinais, principal-
mente nauseas e vomitos. Pode ainda, acontecer uma reagdo cruzada em pacientes alér-
gicos a penicilina. Com um amplo espectro de acdo para uso em infecgdes sistémicas e
estaveis a maioria das beta-lactamases, também conseguem atuar nos tecidos abdominais,
respiratorios, bile, trato urinario, liquor e 6rgdos genitais (BRASIL, 2017).

Com base em sua estrutura molecular, as carbapenemases séo classificadas em
enzimas de classe A, B ou D. As tabelas 1 e 2 resumem o espectro de agdo dos principais

representantes dos carbapenémicos e a descri¢do das trés classes, respectivamente.

Tabela 1 — Relacdo do espectro de agdo dos principais representantes dos carbapenémicos

Carbapenémicos

Microrganismo i
Meropenem Imipenem Ertapenem

Streptococcus X X X
Staphylococcus X X X
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MRSA

Enterococcus/VRE

ESBL X X X
KPC

Pseudomonas X X

Acinetobacter X X

Anaerdbios X X X

Fonte: Moellering, et al., 2018.

Entre os gram-positivos, tém acdo apenas contra Staphylococcus sp. e Streptococ-
Cus sp. sensiveis, ou seja, S. aureus resistente a meticilina-oxacilina estdo de fora, assim
como 0s Enterococcus sp., sejam resistentes a vancomicina ou ndo. Entre os gram-nega-
tivos, possuem acdo contra praticamente todas as enterobactérias, algumas das nao-ente-
robactérias como Neisseria sp., Haemophilus influenzae, parte dos ndo fermentadores,
como P. aeruginosa, A. baumannii e anaerébios como os Bacteroides sp. e Fusobacte-
rium sp. (MOELLERING et al., 2018).

Os cabapenémicos tendem a ter uma acgdo efetiva contra bactérias gram-negativas,
porém, o imipenem apresenta atividade antimicrobiana um pouco superior contra gram-
positivos. O meropenem € mais ativo contra bactérias gram-negativas, ao passo que, 0
ertapenem nédo tem atividade contra P. aeruginosa e A. baumannii. Assim cada antimi-

crobiano deve ser avaliado de acordo com o foco e 0 agente etiolégico da infecéo.

Tabela 2 — Classificacdo das trés classes de carbapenemases

Classes Subclasses Exemplos Inibicéo pelo clavulanato
NMC-A Sim
IMI-1, IM1-2 Sim
SME-1, SME-2, SME-3 Néo
A KPC-2, KPC-3 Sim
GES-2, GES-4, GES-5, Sim
GES-6
5 B1 NDM, IMP, VIM, GIM, N3o
SPM, CcrA
B2 CphA Néo
B3 L1, FEZ-1, GOB-1, Néo
CAU-1
OXA-23, OXA-40, .,
5 OXA-48,  OXA-50, Variavel

OXA-51, OXA-55,
OXA-58, OXA-60,
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OXA-62

Fonte: adaptado do estudo de Machado et al.,2019.

2.6.1 Carbapenemases classe A

As carbapenemases dessa classe molecular, sdo consideradas serina carbapene-
mases e correspondem ao grupo funcional 2f. Possuem capacidade de hidrolisar penici-
linas, carbapenémicos, cefalosporinas, e monobactamicos, pois tem como principal ca-
racteristica uma serina como seu principal residuo catalitico, localizada no seu sitio ativo,
e contém os tipos KPC (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase), NMC (Nao Metalo car-
bapenemase), IMI (Imipenem hydrolyzing carbapenemase), SME (Serratia marcescens
enzyme) e GES (Guiana extended spectrum). Os varios tipos de carbapenemases de classe
A comecaram a ser notificados a partir de 1982 (SME), 1984 (IMI), 1990 (NMC), 1996
(KPC) e 2000 (GES). As GES, carbapenemases da classe A, tém sua capacidade hidroli-
tica aumentada dependendo do seu subtipo GES-1/2/3/4/5 (POIREL et al., 2001; SMITH
etal., 2012).

Algumas enzimas de carbapenemases de classe A, apresentam um maior espectro
de acdo, incluindo todas as penicilinas e cefalosporinas, além dos monobactamicos, e sdo
inibidas normalmente pelo &cido clavulanico. Outra principal caracteristica relevante da
classe é a sua inibicdo pelo &cido fenilbordnico, o qual tem sido utilizado para a deteccéo
fenotipica dessas enzimas (BAE et al., 2007).

Modificagbes nos aminodacidos, fizeram com que suas variantes passassem a ter
maior afinidade pelos carbapenémicos, especialmente imipenem. Nas enterobactérias, a
variante com atividade de carbapenemase mais relevante é a GES-5, sendo que, no Brasil,

ela ja foi descrita nos ambientes hospitalares (RIBEIRO et al., 2014).

2.6.2 Carbapenemases classe B

As carbapenemases da classe B tem como principal fator enzimatico a dependén-
cia de zinco (Zn+2), sdo denominadas, portanto, metalo -lactamases (MBLs). Com sub-
tipos GIM (German Imipenemase), VIM (Verona Imipenemase), IMP (Imipenemase),
SPM (S&o Paulo Metalobetalactamase), AIM (Australian Imipenemase) e NDM (New
Deli Metalobetalactamases) (QUEENAN, BUSH, 2007; CHARAN, et al., 2012).
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As MBLs podem ter origem plasmidial ou cromossomal. As plasmidiais descritas,
tém-se: VIM (Verona imipenemase), IMP (imipenemase), SPM (Sao Paulo metalo B-lac-
tamase), SIM (Seoul imipenemase), GIM (German imipenemase)e NDM-1. Tendo maior
destaque e reporte mundial IMP, VIM e NDM (ANDRADE, 2011). Ja as cromossomais
que foram relatadas inicialmente, estavam presentes em Bacillus cereus, Aeromonas spp.
e S. maltophilia (LOPEZ, 2014).

A primeira MPL plasmidial descrita foi (IMP-1), em 1988 no Jap&o que foi isolada
de P. aeruginosa (WATANABE et al., 1991). Desde entdo, IMP propagou-se mundial-
mente, sendo detectada em P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e Varias enterobactérias
(MARTINEZ-MARTINE et al., 2014). A importincia das MBLs na familia Enterobac-
teriaceae aumentou rapidamente, apds o isolamento da primeira K. pneumoniae produ-

tora de NDM, em um paciente sueco que havia estado na india (YONG et al, 2009).

2.6.3 Carbapenemases classe D

E, por ultimo, as Oxacilinases que sdo encontradas na Classe D, pertencem ao
subgrupo funcional 2df, que hidrolisam oxacilina ou cloxacilina e carbapenémicos, para
estes Gltimos apresentam uma taxa de hidrolise muito baixa, quando comparada as outras
classes, além disso o acido clavulanico ou tazobactam possuem atividade variavel na ini-
bicdo das OXAs (DJAHMI et al., 2014).

Da mesma forma das carbapenemases da classe A, as de classe D apresentam se-
rino-enzimas. Em enterobactérias, as carbapenemases de classe D mais conhecidas sdo
do subtipo OXA-48, o qual, esta difundido em outros paises, apesar de ndo ser prevalente
no Brasil (SMITH et al., 2012; POIREL et al., 2001). As Oxacilinases podem estar asso-
ciadas a outros mecanismos de beta-lactamases, como CTX-M. Além da OXA-48 exis-
tem muitos outros subtipos, como OXA-23, OXA-146, OXA-40, OXA-58, OXA-24 e
OXA-40, normalmente sdo encontradas em cepas ndo fermentadoras, como €é o caso de
P. aeruginosa. As diferencas entre elas sdo estruturais e acabam refletindo em niveis di-
ferentes de resisténcia (KAITANY et al., 2013).

Algumas dessas enzimas da classe D sdo apenas B-lactamases de espectro esten-
dido, ndo apresentando a capacidade de hidrolise de carbapenémicos. Ja as que possuem
esta atividade sdo principalmente: OXA-23, OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA 27, em
especial, OXA-48 (DJAHMI et al., 2014).
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2.7 mcr-lemcr -2

As polimixinas, colistina e polimixina B, sdo os antibidticos de “altima escolha”
para o tratamento de infeccGes por bactérias multirresistente, e em 2012 a colistina foi
reclassificada pela OMS como criticamente importante para a medicina humana (NEW-
TON et al., 2017).

O gene mcr-1 é especialmente temido porque torna as bactérias resistentes a co-
listina, a ocorréncia do gene de resisténcia a colistina mediado por plasmideo mcr-1 foi
relatada em todo o mundo, observado em uma variedade de espécies de enterobactérias
de amostras humanas, ambientais, animais e alimentos. Segundo Xavier (2016), foi iden-
tificado um novo gene que codifica a fosfoetanolamina transferase mediado por plasmi-
deo, mcr-2, com prevaléncia ainda maior do que a de mcr-1 entre E. coli. Portanto, os
cientistas tém monitorado a disseminacdo desses genes em todo o mundo desde que ele
foi descoberto em humanos, aves e suinos na China em 2015 (POIREL, JAYOL, NOR-
DMANN, 2017).

A colistina é uma molécula policatiénica que atua diretamente na membrana bac-
teriana externa deslocando cations divalentes dos grupos fosfatos carregados negativa-
mente pelo lipidio A da membrana do lipopolissacarideo, resultando na ruptura da mem-
brana celular, que tradicionalmente induz a resisténcia a colistina, pois foi considerada
ativa, devida a raras mutacdes cromossdmicas nos genes que codificam os sistemas de
sinalizacdo de dois componentes PmrA / PmrB e PhoP / PhoQ ou o regulador negativo
MgrB (OLAITANET, MORAND et al., 2014; NEWTON et al., 2017).

Os genes mcr-1 e mcr-2, foram caracterizados em uma variedade de origens ge-
ndmicas. Até o momento, mcr-1 foi observado em uma ampla variedade plasmidial (MA-
TAMORO et al., 2017). Buscas intensas em descobrir o gene mcr-1 e mcr -2, mostraram
que sdo prevalentes em reservatorios ambientais, como em &guas recreativas, praias ur-
banas publicas, e amostras fecais de individuos saudaveis. Embora o Brasil ja tenha ba-
nido o uso de colistina na agricultura, ha evidéncia de que o mcr-1 pode se disseminar
dentro de ambientes hospitalares, por conta do uso do antimicrobiano, assim como na
comunidade (WANG et al., 2017).

Esses mecanismos de resisténcia em plasmideos se mantém estaveis em sua forma
de adaptacdo, podendo ser transferidos entre cepas bacterianas e, portanto, representam

um risco para o tratamento de infec¢cbes gram-negativas graves. A distribuicdo desses
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plasmideos entre 0s organismos resistentes aos carbapenémicos, especialmente no ambi-
ente hospitalar, pode catalisar um retorno da “era pré-antibidtica” para o tratamento de
infeccdes por patdgenos bacterianos gram-negativos (LIU et al., 2016).

Dessa forma, a descoberta de resisténcia a colistina mediada por plasmideo des-
pertou preocupacdo mundial, pois a disseminagdo dessa resisténcia poderé prejudicar tra-
tamentos eficazes com esse farmaco em seres humanos. Sabe-se que 0s genes de resis-
téncia mediados por plasmideo tém capacidade de se disseminar internacionalmente,
principalmente em locais onde ja ha altas taxas de disseminacédo de microrganismos mul-
tirresistentes, tornando-se um problema de satde publica. Assim, as infecgdes humanas
para as quais as opcOes terapéuticas foram esgotadas, terdo apenas a colistina como tra-
tamento, caso haja resisténcia a esse antimicrobiano, ndo haveria mais como tratar essas

infeccdes em ambientes nosocomiais (REBELO et al., 2018).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Realizar estudo genémico para identificacdo de genes responsaveis pelo padréo
de resisténcia a antibioticos Beta-lactdmicos e Polimixinas em bacilos gram-negativos
ndo fermentadores isolados de pacientes com IRAS assistidos no Hospital Regional Norte
(HRN) em Sobral — CE.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar a frequéncia de IRAS por P. aeruginosa, A. baumannii e S. mal-
tophilia no HRN;

e Verificar os setores hospitalares do HRN com maior prevaléncia desses
patogenos, descrever os sitios de coleta, o perfil e o desfecho clinico dos
pacientes infectados por P. aeruginosa, A. baumannii e S. maltophilia;

e Investigar o perfil de resisténcia antimicrobiana de P. aeruginosa, A. bau-
mannii e S. maltophilia isolados de pacientes com IRAS no HRN;

e Identificar a ocorréncia dos genes de resisténcia de bla-kpc2, bla-oxa143 €
mcr—1 em P. aeruginosa, A. baumannii e S. maltophilia isolados de paci-
entes com IRAS no HRN.
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacao dos Isolados Bacterianos

A coleta e identificacdo dos isolados bacterianos ocorreu entre 0s meses de
marco de 2021 a margo de 2022, sendo realizada em parceria com os profissionais do
laboratério de referéncia (Séo Carlos Imagem) para o HRN. Os isolados foram coletados
de amostras clinicas de sangue, de infec¢des do trato respiratorio, ponta de cateter percu-
taneo, secrecdo de abscesso e de ferida cirargica, dentre outros materiais biolégicos que
surgiram como demanda do préprio hospital, isso porque essas amostras foram oriundas
de solicitagdes da equipe médica. A identificacdo foi realizada através do sistema auto-
matizado Vitek® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca).

Nesse sentido, é valido ressaltar, que nao foi feita coleta de material no paciente
em razdo da pesquisa. Logo, a quantidade e manipulacdo de qualquer amostra coletada,
bem como a manipulagéo e armazenamento seguiram o protocolo operacional padréo do
hospital que ja € amplamente utilizado e se mostra eficaz, assim como 0 método de des-
carte das amostras bioldgicas que seguiu o plano de gerenciamento de residuos de servico
de saude de acordo com a Resolu¢do RDC N°306 de 07 de dezembro de 2004.

De forma periddica foi realizado contato com a equipe de microbiologistas do
referido laboratério para a separacdo dos isolados bacterianos, que foram armazenados
em tubos contendo Brain Heart Infusion (BHI) com glicerol a 20% em condic¢des de tem-
peratura adequada (2 a 8°C) de forma a preservar a sua integridade e estabilidade, bem
como a seguranca do pessoal envolvido durante o processo de transporte das espécies
bacterianas para o laboratério de Microbiologia da UFC em Sobral. A coleta das amostras
se deu sob a responsabilidade do pesquisador, bem como o armazenamento durante o
percurso que obedeceu as normas de biosseguranga, de forma a prevenir riscos de expo-
sicdo direta, dos transportadores, da populacéo e do ambiente, de acordo com a RDC N°
20 de 10 de abril de 2014.

4.2 Critérios de Inclusdo e Excluséo
Para os critérios de inclusdo foram considerados:

e Todos os isolados previamente identificados como P. aeruginosa, A. bau-
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mannii e S. maltophilia por meio do sistema automatizado VITEK®?2 (Bi-
oMeérieux, Marcy-I'Etoile, Franca) no laboratério de destino habitual (S&o
Carlos imagem, Fortaleza - CE) a partir das amostras de pacientes atendi-
dos no HRN;

e Cepas processadas adequadamente que mantiveram a viabilidade apropri-
ada para os estudos genéticos;

e Culturas de pacientes que aceitaram em participar do estudo, mediante
TCLE (Apéndice 1) assinado pelo proprio ou seu responsavel;

e Culturas de infecgdes nosocomiais: infecgdes adquiridas em ambiente

hospitalar segundo critérios medicos e laboratoriais;

J& para os critérios de exclusdo foram os isolados que ndo corresponderam aos
critérios supracitados, ou seja, que ndo apresentaram viabilidade para a execucao dos ex-
perimentos moleculares, e aqueles cujos 0s pacientes ou seus responsaveis ndo assinaram

0 TCLE dando consentimento para a participacdo na pesquisa.

4.3 Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (TSA)

O teste de suscetibilidade antimicrobiana foi executado utilizando o método de Mi-
crodiluicdo no sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, Franca) de
acordo com as instrucdes do fabricante. Os isolados foram cultivados em Agar MacCon-
key e incubados a 37°C durante 24 horas. Apds crescimento bacteriano, foi realizado pre-
paro padronizado da suspensdo bacteriana e o inoculo, logo apés introduzido no equipa-
mento através de uma microtubulacdo por aspiracdo. A suspensdo foi automaticamente
dirigida para um cartdo plastico fechado com 64 poc¢os contendo concentracdes especifi-
cas de antimicrobianos liofilizados que disponibilizava o resultado de Concentracéo Ini-
bitéria Minima (CIM). O VITEK®2 possui software especifico que emite relatorio das
analises (BRAGA, 2016; BRITO, 2018).

4.4 Reativacao dos isolados bacterianos

A reativacdo dos espécimes armazenados em freezer -80°C foi realizada acrescen-
tando-se uma aliquota 50pl da cultura em glicerol em um tubo de ensaio contendo 5,0 ml
de caldo BHI e mantido em estufa bacteriologica por 18 horas a 37°C, um tubo para cada

amostra e mais um tubo de controle positivo e um controle negativo. Apds crescimento,
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o inoculo foi semeado em placa com Agar MacConkey utilizando-se uma alga bacterio-
I6gica estéril e colocado em estufa novamente a 37°C, por 24h, juntamente com uma placa
sem semeadura como controle negativo de contaminacdo dos meios ou da propria estufa.
Apbs crescimento, foi confirmada a pureza da amostra com a observagéo das caracteris-
ticas morfo-tintoriais atraves da coloracdo de Gram (ROCHA, 2015; BRAGA, 2016;
BRITO, 2018).

4.5 Estudo Gendmico

4.5.1 Extrag@o do DNA cromossémico

Apo6s o crescimento do microrganismo em um meio liquido, estes foram recu-
perados por centrifugacao a 4.500 g por 2 min e ressuspensos em 200 ul do tampéo 1 (2%
Triton X 100, 1% SDS, 10 mM Tris / HCI (pH 8), 1 mM EDTA, 100 NaCl mM). Final-
mente, 200 ul de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico (25: 24: 1) foi acrescentado no re-
cipiente. Apos agitacdo das amostras durante 4 min, 200 pl do tampdo 2 foram adiciona-
dos (10 mM Tris / HCI (pH 8), EDTA 1 mM). As amostras foram centrifugadas (12.000
g) por 6 min e 0 DNA extraido, o sobrenadante foi precipitado pela adi¢do de etanol (1
ml) e centrifugado a 12.000 g por 2 min. O sedimento foi ressuspenso em 400 ul de
tampé&o 2 e 0 RNA foi removido pela adi¢do de 30 pul de RNAse (1 mg / ml) e incubacéo
por 5 min a 37°C. A reacdo foi interrompida com a adi¢éo de 10 pl de acetato de aménio
(4 M) e o DNA novamente precipitado como descrito anteriormente. O sedimento foi
seco no ambiente e dissolvido em 50 pl de tampdo 2. O rendimento do DNA foi determi-
nado espectrofotometricamente usando um Biofotdmetro (Eppendorf, Hamburgo, Ale-
manha) - (AUSUBEL et al., 2002).

4.5.2 Extracdo do DNA plasmidial

Apbs 18 h de incubacéo, 0,5 ml de cultura bacteriana foi transferida para um
tubo Eppendorf de 1.500 pl para extragdo do plasmideo, e o restante foi armazenado a -
20° C apds a adicéo de glicerol a 40%. Todas as manipulagdes foram realizadas em tem-
peratura ambiente, a menos que indicado de outra forma. O tubo foi centrifugado por 15
segundos. O sobrenadante foi cuidadosamente removido com um aspirador de ponta fina
e o pellet celular foi completamente suspenso em 100 pl de solugdo I. Apos 30 min de

incubagdo a0 ° C, 200 ml de solugéo Il foram adicionados e o tubo foi suavemente agitado
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em vortex. A suspensdo deverd ficar quase limpida e ligeiramente viscosa. O tubo foi
mantido por 5 min a0 °C e entdo 150 ul de solucéo Il para pesquisa de &cidos nucléicos
foi adicionada. O contetido do tubo foi misturado suavemente por inversdo por alguns
segundos durante os quais um coagulo de DNA se formou. O tubo foi mantido a 0 °C por
60 min para permitir que a maior parte da proteina, RNA de alto peso molecular e cro-
mosomal pudesse precipitar. Centrifugacéo por 5 min rende um sobrenadante quase claro.
Quatro décimos de um ml do sobrenadante foram removidos e transtransferidos para um
segundo tubo de centrifuga. Pequenas quantidades de material flutuante puderam ser
transferidos neste momento. 1ml de etanol frio foi adicionado e o tubo foi mantido a -20°
C durante 30 min. O precipitado foi coletado por centrifugacao por 2 min e o sobrenadante
removido por aspiracdo. O pellet foi dissolvido em 100 pl de acetato de sédio 0,1 M /
Tris-HCI 0,05 M (pH 8) e reprecipitado com 2 volumes de etanol frio. Apds 10 min a -
20°C, o precipitado foi novamente coletado por centrifugagdo como antes. O sedimento
foi dissolvido em 40 pl agua e, em seguida, 10 pl de 5 x tampao de amostra foram adici-
onados. 10 a 20 pl foi aplicado a um gel de agarose para analise eletroforética (BIRN-
BOIM; DOLY, 1979).

4.6 Deteccao e identificacdo dos genes de resisténcia por Reacdo em Cadeia da Poli-
merase (PCR)

Os espécimes P. aeruginosa, A. baumannii e S. maltophilia foram analisados para
a deteccdo dos genes pla Kpc-2, bla OXA-143 € mer — 1. OS primers e protocolos que foram

usados sdo descritos no Quadro 2 sendo usados para amplificacdo desses genes que ja
foram previamente relatados por Liu et al., (2015), Nicoletti, (2014) e Higgings et al.,

(2010), em seguida foram visualizados por meio de Eletroforese em gel de agarose.

Quadro 2 — Primers utilizados para amplificacdo dos genes de resisténcia deste estudo.

Primer Sequéncia de Nucleotideos (5’ - 3°) | Tamanho do ampL | Referéncias
blakPC_2 - F TCGCTAAACTCGAACAGG 762pb NICOLETTI,
2014

blakPC_2- R TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC
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mer_1-F CGGTCAGTCCGTTTGTTC
308 pb LIU et al.,
mer_ 1- R CTTGGTCGGTCTGTAGGG 2015
blaOXA 143 -F TGGCACTTTCAGCAGTTCCT
149 pb HIGGINGS et
blaOXA 143 - R TAATCTTGAGGGGGCCAAG L. 2010

4.7 Andlise Estatistica

A analise estatistica para a avaliacdo quantitativa nominal dos dados foi realizada
através do teste do Qui-Quadrado (Software GraphPad, San Diego California USA), e
quando nao possivel, exato de Fisher (Software SPSS v20.0, 2022). Diferencas foram
consideradas significativas quando p < 0,05 e o intervalo de confianca utilizado para ava-

liacdo do risco relativo for de 95%.

Todos os resultados sobre as caracteristicas genéticas de resisténcia das bactérias

de interesse desse estudo foram demonstrados através de tabelas.

4.8 Aspectos éticos

Para atender aos aspectos éticos da pesquisa envolvendo seres humanos e partindo
da compreensdo que para o desenvolvimento de estudos em salde requer rigor metodo-
I6gico e ético, a pesquisa foi orientada conforme a resolugdo N° 466/12 do Conselho Na-
cional de Saude (CNS), que estabelece as normas e diretrizes de pesquisa em seres hu-
manos. Foram obedecidos os principios éticos do respeito pela pessoa (autonomia e pro-
tecdo de grupos vulneraveis), beneficéncia, ndo maleficéncia e justica. Dessa forma, a
pesquisa foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Regional
Norte (HRN) e obteve Parecer Aprovado (4.313.543) — Anexo 01.

Os sujeitos da pesquisa tiveram suas identidades preservadas e eles ou seus res-
ponsaveis assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) sobre sua

participacao neste trabalho de pesquisa. O procedimento incorreu em riscos minimos para
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0s pacientes, uma vez que foi assegurada a confidencialidade e a privacidade, e a néo
estigmatizacdo, garantindo a ndo utilizacéo das informacdes em prejuizo das pessoas e/ou
das comunidades, e que o material bioldgico e os dados obtidos na pesquisa foram utili-
zados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo e conforme acordado
no TCLE (Apéndice I).

E valido ressaltar que os pacientes foram beneficiados, na medida em que os mi-
crorganismos multirresistentes foram identificados a partir das amostras coletadas. Além
disso, a equipe médica tomou conhecimento do patégeno e do seu perfil de resisténcia a

antibidticos, facilitando o tratamento desses individuos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

De marc¢o de 2021 a mar¢o de 2022 foram isolados 119 bacilos gram-negativos
ndo fermentadores (BGN-NF) de infeccGes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) de
pacientes internados no Hospital Regional Norte em Sobral/CE. As amostras foram pro-
cessadas no laboratorio Sdo Carlos Imagem e analisadas no laboratorio de microbiologia
da UFC (LM/UFC) em Sobral. Dentre os BGN-NF foram identificados P. aeruginosa, A.
baumannii e S. maltophilia, com uma maior prevaléncia de P. aeruginosa (42,9%). Con-
tudo, néo foi observado diferenca estatisticamente significante na frequéncia dos BGN-
NF isolados a partir de IRAS no HRN (Tabela 3).

Tabela 3 — Frequéncia de BGN-NF isolados de pacientes com IRAS no HRN

. . P-
Microrganismo n %
valor

Pseudomonas

aeruginosa 51 42,9 0,139
Acinetobacter 48 40,3

baumannii
Stenotrophomonas

maltophilia 20 16,8

Total 119 100

Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).

P. aeruginosa tem sido descrita na literatura como agente causador de IRAS em
unidades de terapia intensiva e esta diretamente envolvida no desenvolvimento de necrose
tecidual e pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAV) (MENDONCA et al.,
2019).

Além disso, como observado com os achados dessa pesquisa, A. baumannii, ante-
riormente considerado de baixa viruléncia, recentemente se destacou como um dos prin-
cipais microrganismos identificados como causa de IRAS. Esse microrganismo tem se
destacado frequentemente nas infec¢Ges hospitalares devido a sua grande resisténcia a
medicamentos, podendo causar muitas infeccGes em pacientes na UTI, como sepse, bac-
teremia, meningite e infecgdes de feridas. Ainda segundo Silva et al., (2021), os carbape-
némicos sdo as primeiras drogas de escolha para o tratamento dessas infecgdes, mas de-

vido a resisténcia desses microrganismos a colistina, tem sido a Unica opgao terapéutica.
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Os patdgenos predominantes verificados em pacientes internados nas unidades
hospitalares s@o os bacilos gram-negativos, P. aeruginosa esta entre os principais, além
disso ha uma prevaléncia também de espécies de Enterobacteriaceae, como Klebsiella,
Proteus, Serratia e Escherichia coli, considerando que esses microrganismos sao 0s mais
presentes quando se analisam os estudos e dados do perfil epidemioldgico brasileiro
(MARTINS et al., 2008).

Tabela 4 — Perfil epidemiolégico dos pacientes com IRAS infectados com BGN-NF no

HRN
Total A. P- P. P- S. P-
baumannii  valor  aeruginosa valor maltophilia valor
n % n % n % n %
Género
Feminino 57 479 20 41,6 0,895 24 47,1 0,648 13 65 0,699
Masculino 62 52,1 28 584 27 52,9 07 35
Total 119 100 48 100 51 100 20 100
Idade
0-20 18 151 7 145 0519 8 15,6 0,710 3 15 0,413
21-40 8 5 3 64 3 67 2 10
41-60 24 21 10 20,8 10 19 4 20
61-80 45 37,8 18 375 19 37,2 8 40
>80 24 211 10 20,8 11 215 3 15
Total 119 100 48 100 51 100 20 100

Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).

Dos 119 individuos, 62 (52,1%) eram homens e 57 (47,9%) mulheres. Tendo sido
observada uma maior ocorréncia de infecgfes por BGN-NF entre pacientes do género
masculino. Em rela¢do aos microrganismos identificados, A. baumanni foi isolado em
58,4% e P. aeruginosa em 52,9% de pacientes do género masculino, enquanto foi obser-
vado uma maior prevaléncia de S. maltophilia (65%) no género feminino, embora esses
dados ndo tenham sido estatisticamente significantes (Tabela 4).

Em relacdo a idade, houve uma maior deteccdo de BGN-NF em IRAS de pacientes
na faixa etaria de 61 a 80 anos (37,8%), tendo sido esse fato comum para os diferentes
patdgenos analisados. Verificando-se dessa forma, que 0s mais idosos estdo mais vulne-
raveis a essas infecgdes nosocomiais (Tabela 4).

Conforme Elliott, et al. (2020), no idoso, estas infec¢des assumem uma importan-

cia maior em decorréncia da gravidade do quadro clinico destes quando internados. Um
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estudo realizado por Silva (2021) na Irlanda no final de abril e inicio de maio de 2020,
identificou que a infec¢do nosocomial foi 0 evento mais prevalente, ocorrendo em 21,8%
da amostra analisada, a frente de acidentes e lesdes, observados em 11,6% dos casos.
Importante destacar que as infec¢bes mais comuns eram relacionadas ao trato respiratorio
e urinario, acometidas por Klebisiella ssp, A. baumanni e P. aeruginosa.

No Brasil, dados do Antimicrobial Surveillance Program - SENTRY demostra-
ram que o patégeno P. aeruginosa foi mais frequentemente isolado em pacientes interna-
dos nas unidades de terapia intensiva e o sétimo patégeno mais comum em infeccGes da
corrente sanguinea. Durante as ultimas quatro décadas, P. aeruginosa foi responsavel por
10% de todas as infec¢bes nosocomiais (FERRAREZE, 2007).

Tabela 5 — Diagnostico de Admissdo dos pacientes com IRAS infectados com BGN-NF

no HRN
Total A. P - P. P- S. mal- P -
baumannii valor  aeruginosa valor  tophilia  valor

n % N % n % n %
Abdomen agudo 1 0,8 1 2 0,939 0 0 0736 0 0 0312
AVC* 1 0,8 0 O 1 1,9 0 0
DPOC** 15 126 11 229 4 2,9 0 0
DCR aguda*** 9 75 4 8.3 5 9,8 0 0
Desidratacédo 1 0,8 0 O 1 1,9 0 0
Dor abdominale 16 13,4 5 104 8 15,6 3 15
pélvica
GECA**** 14 11,7 4 83 8 15,6 2 10
Infeccdo por 38 319 14 291 11 215 13 65
COVID-19
Pneumonia bac- 18 15,1 7 145 9 17,6 2 10
teriana
Prematuridade 4 3,3 2 45 2 3,9 0 0
Tumor cerebral 2 2,1 0 O 2 3,9 0 0
Total 119 100 48 100 51 100 20 100

* Acidente Vascular Cerebral

** Doenga Pulmonar Obstrutiva Crénica
*** Doenca Renal Aguda
****Gastroenterocolite aguda

Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).

Na Tabela 5 verificamos que entre os diagndsticos de admissdo hospitalar, a in-
feccdo por COVID-19 foi prevalente (n=38; 31,9%), seguida por pneumonia bacteriana
(n= 18; 15,1%) e gastroenterocolite aguda (GECA) (n= 16; 13,4%). Em relacdo aos mi-
crorganismos identificados, houve um menor nimero de pacientes diagnosticados com

COVID-19 que apresentaram coinfeccdo por P. aeruginosa (n=11; 28,9%), da maioria
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foi isolado A. baummanii (n=14; 36,8%) ou S. maltophilia (n=13; 34,2%). Por outro lado,
metade dos pacientes internados com diagnostico de pneumonia bacteriana tiveram in-
feccdo por P. aeruginosa (n=9; 50%). Entretanto, ndo houve uma relacdo estatisticamente
significante entre o diagnostico de admissao dos pacientes no HRN com o isolamento dos
BGN-NF.

No periodo do estudo, ainda estavamos vivenciando o auge da pandemia de CO-
VID- 19, dessa forma observou-se que muitos pacientes internados foram admitidos com
a forma moderada ou grave da doenca. Com isso, foram submetidos a longos periodos de
internacdo, consecutivamente aumentando a probabilidade de colonizagdo bacteriana
hospitalar e o risco para desenvolvimento de infeccédo relacionada a assisténcia a satde.

Segundo Abreu e Silva et al., (2021), para verificarmos uma coinfec¢do ou infec-
cdes consecutivas é necessario a apropriada identificacdo do agente infeccioso por meio
de testes laboratoriais. Ademais, a adequada identificagéo dos microrganismos e do perfil
de sensibilidade, tornam-se essenciais para o tratamento adequado.

Segundo Chen et al., (2020) em pacientes com COVID-19, a coinfec¢do primaria
ou pneumonia bacteriana secundéria foi responsavel por 11% a 35% dos disturbios rela-
cionados a doenca, além da patogénese do virus. A coinfec¢do bacteriana desempenha
um papel importante na complicacdo do diagndstico, tratamento e prognéstico da CO-
VID-19 e até mesmo no aumento da mortalidade (CHEN et al., 2020).

Nossos dados estdo em conformidade com os achados de Rawson et al., (2020)
que relatam que entre os patdgenos mais encontrados em pacientes com diagndstico de
COVID-19 com coinfeccdo bacteriana estdo P. aeruginosa e A. baumannii, além de ou-

tros microrganismos da familia Enterobacteriaceae.

Tabela 6 — Setor hospitalar do isolamento de BGN-NF em pacientes com IRAS

no HRN
Total A. bauman-  P- P. aerugi- P- S. mal- P-

nii valor nosa valor tophilia valor
Setor n % n % n % n %
Clinica Cirargica 15 12,6 7 145 0113 5 98 0401 3 15 0329
Clinica Médica 3 2,5 2 4,1 1 19 0 O
UTI Adulto Cli- 20 16,8 8 16,6 9 176 3 15
nico
UTI Neo 11 9.2 4 8,3 5 98 2 10

UTI Covid 18 151 7 14,5 9 17,6 2 10
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Observacdo Inter- 33 27,9 14 29,8 15 29,7 4 20
mediéria |

Unidade de Cui- 9 7,5 2 4,1 4 78 3 15
dados Especiais

Clinica pediatrica 5 4,2 1 2 2 39 2 10
Hospital campa- 3 2,5 2 4,1 1 19 0 O
nha

UCI Neo 2 1,7 1 2 0 O 1 5
Total 119 100 48 100 51 100 20 100

Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).

Dos setores de identificacdo dos isolados foi observado que na Observacéo Inter-
mediaria | (OIA 1) foi o ambiente hospitalar com maior isolamento de BGN-NF (n=33,
27,9%). Vale ressaltar, que esse setor no momento da coleta desta pesquisa era conside-
rado unidade de internacdo por COVID-19, provavelmente esse fato explica a maior fre-
quéncia de infeccBes por esses bacilos nesse setor especifico, seguido pelos setores de
UTI adulto clinico e UTI adulto COVID-19, com 20 (16,8%) e 18 (15,1%), respectiva-
mente (Tabela 6).

Na (tabela 6) observamos também que entre 0s BGN-NF, P. aeruginosa e A. bau-
manni, foram os microrganismos mais frequentemente isolados entre os pacientes inter-
nados na OIA | com uma prevaléncia de 45,4% e 42,4%, respectivamente.

Harding et al. (2018) afirmam que pacientes internados em UTI colonizados por
microrganismo multirresistente tém 24,4% mais chance de virem a ébito durante a hos-
pitalizacdo do que pacientes nao colonizados por esses microrganismos. Além disso, pa-
cientes infectados por microrganismo multirresistente tém complicagdes, como infecgédo
do trato respiratério que desencadeia dispneia intensa e angina; pode também ocorrer in-
feccbes na corrente sanguinea provocando infeccdo priméaria de corrente sanguinea, re-
sultando em sepse generalizada, hipotensdo grave, podendo ter como consequéncia final
0 6bito (MELO et al., 2021).

Pacientes que necessitam de unidades de terapia intensiva podem ser infectados
durante a hospitalizacdo. Fatores intrinsecos e extrinsecos sdo preditores de suscetibili-
dade ao desenvolvimento de IRAS, como imunodeficiéncia, idade avancada, diabetes,
tabagismo, estado nutricional e tempo de internacdo, caracteristicas comumente observa-
das em unidades de terapia intensiva (CARIOCA, 2019).
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Tabela 7 — Sitio do isolamento de BGN-NF em pacientes com IRAS no HRN

Total A. P- P. P- S. mal- P-
baumanni  valor  aeruginosa  valor  tophilia  valor
Material n % n % n % n %
Sangue 25 21 12 25 0,368 10 196 0670 3 15 0,539
Fragmento 16 134 6 12,5 8 15,6 2 10
Tecido
Urina 16 134 0 0 5 9,8 11 55
Aspirado 50 420 26 54,1 22 43,1 2 10
Traqueal
LBA* 8 6,7 3 6,2 4 7,8 1 5
Ponta cateter 4 3,5 1 2,2 2 4,1 1 5
Total 119 100 48 100 51 100 20 100

*Lavado bronquico-alveolar
Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).

Conforme visto na (Tabela 7), em pacientes com IRAS hospitalizados no HRN,
os sitios com maior frequéncia de isolamento de BGN-NF foram aspirado traqueal (42%)
e sangue (21%). Sendo que A. baumannii foi isolado da maioria das amostras de aspirado
traqueal (52%) e teve a maior frequéncia nas amostras de sangue (48%).

Adicionalmente, o sitio com maior isolamento de P. aeruginosa foi aspirado tra-
queal (n=22; 44%) e de S. maltophilia foi a urina (n=11; 68,7%) (Tabela 7).

As infec¢des do trato respiratorio (IRT) causadas por microrganismos ndo fermen-
tadores, como A. baumannii e P. aeruginosa estao entre as principais IRAS nas unidades
hospitalares, e tendem a levar a uma alta morbidade e mortalidade. Estes patdgenos exi-
bem maultiplos mecanismos de resisténcia aos antibidticos. Ceftolozane-tazobactam (C/T)
é um farmaco com um agente inibidor de beta-lactamase que pode ser considerado uma
opcéo clinica para pneumonia hospitalar em pacientes graves principalmente pelo risco
aumentado de isolados resistentes a meropenem e piperacilina-tazobactam (SANTOS,
2022).

Os microrganismos multirresistentes vem assumindo importante papel nos pro-
cessos infecciosos, e inimeros sao os relatos de surtos de infec¢do hospitalar em todo o
mundo. No nosso estudo, observa-se que a maioria dos casos de isolamento de BGN-NF
foram a partir de cultura de trato respiratédrio. Esses resultados corroboram com os acha-
dos do Center for Disease Control (CDC), de que microrganismos como P. aeruginosa e
A. baumannii estéo entre os patdgenos mais comuns nas unidades criticas e sao encontra-
dos principalmente nas secrecfes traqueais, com perfil de multidroga resisténcia (RO-
CHA et al., 2017).
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Tabela 8 — Genes de resisténcia detectados em BGN-NF isolados de pacientes
com IRAS no HRN

blakPC 2 p- blaOXA-143 p- mcr-1 p-

Microrganismo  Total Presente Ausente Valor Presente Ausente Valor Presente Ausente Valor
A. baumannii 20 12 8 0,496 12 8 0,437 3 17 0,205

(100%)  (60%) (40%) (60%) (40%) (15%) (85%)
P. aeruginosa 20 9 11 9 11 3 17

(100%)  (45%) (55%) (45%) (55%) (15%) (85%)
S. maltophilia 19 9 10 10 9 0 19

(100%)  (47,3%)  (52,7%) (52,7%)  (47,3%) (0.0%)  (100%)

Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).

Em relacdo ao estudo gendmico, nem todos os isolados estavam viaveis. Portanto,
s0 foi possivel realizar a analise de 59 (49,5%). Desse total, 20 (33,9%) eram A. bauman-
nii, 20 (33,9%) P. aeruginosa e 19 (32,2%) S. maltophilia. Os trés genes analisados foram
detectados em isolados de A. baumannii e P. aeruginosa, enquanto o gene mcr-1 nao foi
encontrado em nenhum isolado de S. maltophilia (Tabela 8).

Adicionalmente, em 4 (20%) isolados de P. aeruginosa, em 6 (30%) de A. bau-
mannii e em 7 (36,8%) de S. maltophilia foram identificados simultaneamente os genes
bla-kpc2 € bla-oxa143. Além disso, 2 (10%) espécimes de A. baumannii albergavam os trés
genes do estudo de forma simultanea.

Dessa forma, este estudo demonstrou uma maior prevaléncia dos genes bla-krcz €
bla-oxa143 €m isolados de A. baumannii quando comparado aos demais microrganismos
analisados. Sendo que 60% dos espécimes de A. baumannii albergavam esses genes e
apenas 15% tinham o gene mcr-1. Nos isolados de P. aeruginosa também foram detecta-
dos esses genes embora em menor proporcao. Todavia, ndo houve correlacdo estatistica-
mente significante entre a detec¢éo dos genes estudados e os BGN-NF identificados, pos-
sivelmente isso pode ser elucidado pelo pequeno nimero de isolados analisados.

O surgimento do bla-kpc2 tornou-se uma ameaga mundialmente estabelecida a sa-
ude, além de apresentar um grande desafio para o tratamento de infec¢cGes nosocomiais.
Esse gene ja foi descrito em isolados de Klebsiella spp. (TUMBARELLO et al,
2012), Pseudomonas spp. (POIREL et al., 2010), Enterobacter spp. (NAAS et al., 2011),
Acinetobacter spp. (ROBBLEDO, 2010).

Estudos realizados na China, demostraram isolados de P. aeruginosa produtores

de carbapenemase expressando o gene KPC que parecem estar se disseminando por todo



48

o mundo. A presenga de bla-kpc2 em isolados de P. aeruginosa é preocupante em uma
espécie sabidamente propensa a se tornar resistente a carbapenémicos por maltiplos me-
canismos (GE et al., 2011). Além disso algumas analises realizadas na América do Sul
de isolados de A. baumannii produtores de bla-kpc2 de diferentes hospitais também de-
mostraram um potencial de disseminagdo mundial (CUZON et al., 2011).

Um estudo realizado no norte da China por YANG, et al., (2016), verificou a pre-
valéncia e o destino de genes de carbapenemases em uma estacéo de tratamento de aguas
residuais, tendo identificado através do sequenciamento de genes e suas similaridades,
clones de resisténcia, dentre eles foi identificado a presenca do gene bla-kpc2 em isolados
de S. maltophilia. Na amostra dessa pesquisa, 47,3% dos isolados dessa bactéria apresen-
tavam o gene bla-kpca.

No que diz respeito ao gene bla-oxa143, GIRIJA et al., (2019) relatam a expressao
de carbapenemases e oxacilinase que sdo mundialmente reconhecidas como principais
mecanismos responsaveis pela resisténcia hidrolisante de carbapenémicos (CHDL). Se-
gundo ROMANIN et al., (2019), esse gene foi identificado primeiramente no Brasil, com
similaridade de 88% com 0 bla-oxas0.

Um estudo realizado nos hospitais da Universidade de Zagani no Egito Verificou
caracterizacdo dos genes de resisténcia a carbapenémicos em A. baumannii e P. aerugi-
nosa, de- mostrando que o gene bla-oxal43 foi identificado em 50% dos isolados de A.
baumannii enquanto esteve ausente em P. aeruginosa (RAMADAN, 2018). Diferente
dos resultados encontrados nesse estudo, nos quais 45% dos isolados de P. aeruginosa
albergavam esse gene. Embora, Sevillano et al., (2009), tenham identificado o gene bla-
oxa40 €m isolados clinicos de P. aeruginosa resistentes a imipenem na Espanha, além
disso reforcam a similaridade do gene bla-oxas0 cOM bla-oxa143.

Em relacdo a S. matophilia existem opcOes terapéuticas limitadas para infeccéo
causada por esse microrganismo, pois este costuma apresentar resisténcia a maioria dos
antibioticos B-lactdmicos, inclusive carbapenémicos, aléem de macrolideos e aminoglico-
sideos (WANG, 2016). Nesta pesquisa, ha maioria dos espécimes dessa bactéria foi de-
tectado o gene bla-oxa143. Durante a pesquisa ndo foram encontradas outras investigacoes
cientificas publicadas sobre a ocorréncia de bla-oxa143 €m isolados de S.maltophilia.

A colistina é uma das Ultimas opcGes de escolha para tratamento de infec¢des por
patdgenos Gram-negativos multirresistentes nas unidades hospitalares. Klebsiella pneu-

moniae, P. aeruginosa e A. baumannii, estdo entre eles. Um estudo realizado na China
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descreve que o gene mcr-1 de resisténcia a colistina foi inicialmente identificado em um
plasmideo Incl2 de 64,1 kb denominado pHNSHP45 (LIU, 2016).

Investigacdes subsequentes revelaram que ha uma disseminacdo mundial do gene
mcr-1 (HASMAN, 2015). Um estudo realizado na Dinamarca verificou transferéncia de
resisténcia a colistina através de plasmideos de clones com padréo de resisténcia porta-
dores do gene mcr-1 (ou seja, que tém plasmideo que medeia resisténcia a colistina) para

P. aeruginosa (LIU et al, 2016). Foi detectado em 15% dos isolados de P. aeruginosa e

A. baumannii o gene mcr-1, comprovando essa disseminacdo mundial. Mais recente-
mente, genes mcr-2, mer-3, mcr-4 e mer-5 que medeiam resisténcia a colistina também
foram relatados (BOROWIAK, et al., 2017).

As infecgBes por S. maltophilia comumente séo dificeis de tratar devido ao padrdo
de multidroga resisténcia desse microrganismo, embora eles sejam frequentemente sus-
cetiveis a fluoroquinolonas e polimixinas. E de fato, nesta pesquisa ndo detectamos o gene
mcr-1 em espécimes dessa bactéria. Entretanto, um estudo chinés com esse patégeno
isolado de infecdes de trato respiratorio demonstrou altos padrdes de resisténcia a maioria
dos antimicrobianos, incluindo fluoroguinolonas e polimixinas, além de resisténcia por
mecanismos moleculares causados por plasmideo contendo o gene mcr-1 (HE et al.,
2015).

Tabela 9 — Perfil de sensibilidade antimicrobiana de BGN-NF isolados de paci-
entes com IRAS no HRN seguindo recomendacdes do BrCAST

A. P- P. P- S. P-

Antibiéticos baumannii  yglor  aeruginosa  yglor  maltophilia  valor
n=48 n=51 n=20
R S R S R S
Amicacina 83% 17% 0,316  93% 7% 0,863 - -
Gentamicina - - 100% - 0,046 - -
Ceftolozane/Tazobactam - - 70% 30% 0,819 - -
Ceftazidima - - 100% - 0,436 - -
Cefepime - - 100% - 0,749 - -
Pipe-Tazo* 100% 0% 0,775 100% 0% 0,036 - -
Imipenem 100% 0% 0,736 80% 20% 0,525 - -
Meropenem 100% 0% 0,867 90%  10% 0,348 - -
Aztreonam 4% 96% 0,526 - 100% 0,921 - -
Colistina 96% 4% 0,378 70% 30% 0,648 - -

Levofloxacina 65% 35% 0,669 - - 90%  10% 0,094
Tigeciclina 100% 0% 0,658 100% 0% 0,527 - -

Ertapenem 58%  42% 0,532 - 100% 0,443 - -
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Tobramicina 88%  13% 0,520 - - - -
Trimetoprima/Sulfametazol 44% 56% 0,699 100% - 0,863 70% 30% 0,139

*Piperacilina+tazobactan
Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0 (2022).

A (tabela 9) demonstra que todos os isolados de A. baumannii testados foram re-
sistentes aos carbapenémicos (Imipenem e Meropenem) a Tigeciclina e & Piperaci-
lina+tazobactan, e a maioria foi resistente a Colistina (96%), a Tobramicina (88%) e a
Amicacina (83%).

Por outro lado, todos os isolados de P. aeruginosa apresentaram resisténcia a Gen-
tamicina, Ceftazidima, Cefepime, Piperacilina+tazobactan, Tigeciclina e a Trimeto-
prima/Sulfametazol, mas foram sensiveis ao Aztreonam e ao Ertapenem. Adicionalmente,
a maioria foi resistente aos demais antimicrobianos testados e esses dados foram estatis-
ticamente significantes em relacdo a Gentamicina (p = 0,046) e a Piperacilina+tazobactan
(p = 0,036), ou seja, P. aeruginosa apresentou a mais alta taxa de resisténcia em relacao
aos antibidticos testados do que os demais BGN-NF isolados de IRAS no HRN (Tabela
9).

Vale ressaltar ainda, que a maioria dos espécimes de S. maltophilia apresentaram

sensibilidade a Levofloxacina (90%) e a Trimetoprima/Sulfametazol (70%) (Tabela 9).

Tabela 10— Correlacéo da presenca dos genes mcr-1 e bla kpc-2 em BGN-NF com resis-
téncia a colistina e a carbapenémicos

microrganismos

Gene A baumannii P- P. aeruginosa P-
n=3 valor n=9 valor
mcr-1 Colistina 0,808 - 0,041
2 (66,6%)
blakpc-2 - Meropenem Imipenem Ertapenem

9 (100%)  9(100%) 3 (33,3%)
Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0 (2022).

Importantemente, os dados dessa pesquisa revelaram que 66,6% dos isolados de
A. baumannii que apresentavam o gene mcr-1 eram resistentes a colistina. E que todos 0s
espécimes de P. aeruginosa que albergavam o gene blakpc> eram resistentes ao merope-
nem e imipenem, e 33,3% resistentes ao ertapenem, dados estes estatisticamente signifi-

cantes (p = 0,041), conforme descrito na (tabela 10).
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Os aminoglicosideos, muitas vezes em combinagdo com beta-lactamicos de largo
espectro, tém sido utilizados para tratar infeccGes bacterianas por Gram-negativos. Os
carbapenémicos e fluoroquinolonas isoladamente ndo estdo sendo suficiente para o trata-
mento de pacientes com esses microrganismos, devido a enzima modificadora acetiltrans-
ferase, que esta diretamente envolvida na resisténcia antimicrobiana desses bacilos, por
apresentarem resisténcia intrinseca aos aminoglicosideos. Ainda assim, tem sido visto o
uso de amoxicilina e &cido clavulanico para tratamento de infec¢fes por essas bactérias,
devido a crescente taxa de resisténcia aos aminoglicosideos que € atribuida ao uso exa-
cerbado desses farmacos na terapia de infeccdes nosocomiais por A. baumannii multi-
droga resistente (QUARESMA et al, 2016).

P. aeruginosa vem se destacando cada vez mais em relagdo ao aumento das taxas
de resisténcia no ambiente hospitalar, principalmente quando se retrata as UTIs. Nossa
pesquisa corrobora com esses dados, uma vez que observamos resisténcia desse micror-
ganismo & maioria dos antimicrobianos analisados, mas ainda com a possibilidade do uso
terapéutico de Aztreonam e Ertapenem para tratar IRAS por esse patdgeno.

Os dados apresentados nessa pesquisa, reforcam os achados de LEMOS et al.
(2021) que realizaram um estudo no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de
Pernambuco e evidenciaram taxa de resisténcia de P. aeruginosa ao Imipenem de 81,8%
e a0 Meropenem de 79,3%, em relacdo a este Gltimo antimicrobiano a taxa observada nos
nossos isolados foi maior (90%). Outro dado preocupante, € que no mesmo estudo, a taxa
de resisténcia a Colistina foi de 40%, bem menor do que a observada nesta pesquisa (70%)
(LEMOS et al. 2021).

Silva (2018) nos alerta que o tratamento de IRAS por S.maltophilia ndo pode ser
feito de forma imprudente, devido aos altos niveis de resisténcia desse microrganismo, a
facilidade de gerar multirresisténcia e a alta taxa de mortalidade, relatando 95% de resis-
téncia a Levofloxacina, semelhantes aos dados encontrados nesse estudo com resultados
(90%) e apenas 43% a Trimetoprima/Sulfametazol, dado este bem menor do que o obser-
vado no nosso estudo. Além disso, nossos dados demonstraram que essa bactéria estava

relacionada com maior prevaléncia de obito (Tabela 11).
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Tabela 11- Desfecho clinico dos pacientes com IRAS por BGN-NF no HRN

Total A. baumannii P. aeruginosa S. maltophilia
Obito P P- P-
valor valor valor

49 20 25 4
Nao (41,1%) (41,6%) 0,712 (49%) 0573  (20%) 0,903

70 28 26 16
Sim (58,9%) (58,4%) (51%) (80%)
Total 119 48 51 20

(100%) (40,3%) (42,8%) (16,8%)

Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0 (2022).

Neste estudo, 70 (58,9%) dos pacientes com IRAS foram a ébito. Ao fazermos a
correlacdo da infeccdo com o microrganismo isolado percebemos uma alta taxa de mor-
talidade para todos as IRAS pelos BGN-NF. Porém, observamos que 80% dos pacientes
infectados com S. maltophilia, foram a 6bito, apresentando o pior desfecho clinico, evi-
denciando um elevado grau de viruléncia desse microrganismo (Tabela 11).

As IRAS causadas por A. baumannii e P. aeruginosa especialmente, em pacientes
internados nos ambientes hospitalares, tém sido associadas a altos indices de gravidade e
mortalidade, podendo chegar a 70% ap06s sua identificacdo, essa condicao ira depender
do periodo de internacdo, diagndstico de admissao e dispositivos invasivos que o paciente
usa (ELLIOTT et al., 2020).

Em relacdo a S. maltophilia, o microrganismo vem se destacando na Ultima década
como causador de IRAS, atuando principalmente em individuos imunocompetentes, as-
sociado a uma alta morbidade e mortalidade sendo que em muitas unidades hospitalares
é considerada o terceiro gram-negativo ndo fermentador de maior importancia, perdendo
apenas para P. aeruginosa e A. baumannii (ESPOSITO et al., 2017).

Esse estudo apresenta limitagcOes, uma vez que permite considerar o quantitativo
dos isolados, entretanto, os resultados obtidos nesta pesquisa podem ser uteis como dados
epidemioldgicos, e destacam-se a necessidade de estudos futuros com a realiza¢do de

métodos que possam melhorar esses resultados e prevenir a disseminacao desses isolados.
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6 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo nos permitem concluir que P. aeruginosa foi o
BGN-NF mais frequentemente isolado de IRAS no HRN; que os pacientes mais afetados
eram do género masculino na faixa etaria de 61-80 anos. Além disso, entre os diagnosticos
de admisséo hospitalar, a infeccdo por COVID-19 foi prevalente e o setor hospitalar onde
houve o maior isolamento de BGN-NF foi na Observacao Intermediaria I, ambiente este
que na época da pesquisa ficavam internados pacientes adultos com COVID-19. O sitio
com maior frequéncia de isolamento de BGN-NF foi aspirado traqueal, onde também foi
observada uma maior prevaléncia de P. aeruginosa isolada deste sitio.

Em relacdo ao estudo gendmico, observou-se uma maior prevaléncia dos genes
bla-kpc2 € bla-oxa143 €m isolados de A. baumannii quando comparado a P. aeruginosa e S.
maltophilia. Quanto a resisténcia antimicrobiana, P. aeruginosa apresentou um perfil
MDR, além da mais alta taxa de resisténcia aos antimicrobianos testados, e por fim os
pacientes infectados com S. maltophilia apresentaram o pior desfecho clinico, apresen-
tando a mais alta taxa de mortalidade.

Dessa forma, ressalta-se a importancia de se conhecer a epidemiologia local para
que, a partir dela, seja possivel trabalhar de forma integrada com o Servico de Controle
de Infeccdo Hospitalar para a elaboracéo de orientacdes adequadas e regimes terapéuticos
direcionados, visando diminuir a frequéncia de IRAS e obter um melhor progndstico para

0S pacientes.
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APENDICE |

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
Campus Sobral

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Caro participante:

Sou enfermeiro e estou desenvolvendo uma pesquisa cientifica intitulada “Estudo
da diversidade genémica associada a resisténcia antimicrobiana em enterobacteriacereae
e Pseudomonas ssp. isoladas de pacientes assistidos num hospital de grande porte no
Norte do Ceara”, sobre a ocorréncia de bactérias que causam infec¢bes hospitalares e na
comunidade e que séo resistentes a muitos antibidticos. Neste sentido, solicito sua cola-
boracdo na participacdo da pesquisa, aceitando participar da coleta.

Os dados serdo apresentados na Universidade Federal do Ceara — Sobral e divul-
gados junto a comunidade académica, respeitando o carater confidencial das identidades,
sob a responsabilidade do pesquisador. Garanto-lhe que sua participacdo ficara no anoni-
mato, ndo sera divulgado seu nome. Objetivamos com esta pesquisa verificar a resisténcia
de bactérias que causam diversas infeccOes e sdo prevalentes na comunidade e no ambi-
ente hospitalar.

Vocé tem o direito de ndo participar dessa pesquisa se assim o desejar, mas seria
importante sua participacdo. Aceitando participar, se por qualquer motivo, durante o an-
damento da pesquisa, resolver desistir, tem toda liberdade para retirar seu consentimento
a qualquer momento. Reforco que sua colaboracéo e participacéo poderdo trazer benefi-
cios para o desenvolvimento cientifico. O procedimento incorrerd em riscos minimos,
uma vez que serd assegurada a confidencialidade e a privacidade, e a ndo estigmatizacéo,
garantindo a ndo utilizagdo das informacGes em prejuizo das pessoas e/ou das comunida-

des, e que o material bioldgico e os dados obtidos na pesquisa serdo utilizados exclusiva-
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mente para a finalidade prevista no seu protocolo. Além disso, vocé poderé ser benefici-
ado na medida que a equipe medica tomara conhecimento do patdgeno isolado e do seu
perfil de resisténcia a antibioticos, facilitando o seu tratamento.

Ressalto que ndo sera realizada coleta adicional de sangue ou qualquer outra amos-
tra bioldgica, ou seja, o isolamento bacteriano sera realizado a partir da amostra solicitada
e ja coletada pela equipe médica do Hospital Regional Norte.

Para possiveis esclarecimentos entrar em contato comigo no enderego: Rua pro-
fessora Hilma Girdo Borges, 205 — Campos dos Velhos — CE, 62030-187, telefone (88)
99604-7090 ou contato com o laboratério de microbiologia da UFC/Sobral, no endereco:
Avenida Comandante Maurocelio Rocha Pontes, 100 - Derby Clube - 62042-280.

Atenciosamente,

Assinatura do participante

Pesquisador: Carlos Victor Fontenele Pinheiro
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Consentimento Pés-Informado

Declaro que tomei conhecimento do estudo que pretende avaliar a ocorréncia de bactérias
que causam infecgdes hospitalares e a sensibilidade dessas bactérias a diferentes antibié-
ticos cujo titulo ¢ “ESTUDO DA DIVERSIDADE GENOMICA ASSOCIADA A RE-
SISTENCIA ANTIMICROBIANA Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter ssp e Ste-
notophomonas maltophilia ISOLADAS DE PACIENTES INTERNADOS NO HOSPI-
TAL REGIONAL NORTE EM SOBRAL - CE”, realizado pelo pesquisador Carlos Vic-
tor Fontenele Pinheiro. Compreendi seus propdsitos e, concordo em participar da pes-
quisa, ndo me oponho a coleta da amostra bioldgica, e também sei que em qualquer mo-

mento posso retirar meu consentimento em participar da mesma.

Sobral, de de 2021.

Ciente:

Assinatura do Sujeito, responsavel ou testemunha

Assinatura do Pesquisador
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APENDICE II
Protocolo de extracdo de DNA-plasmidial (Adaptado)

1. Bata com os dedos nas laterais do tubo de cultura para ressuspender as células da bactéria.

2. Marque um tubo de microcentrifuga com a letra da turma e nimero do grupo.

3. Transfira 1.500 ul da suspenséo da bacteria para o tubo.

4. Feche a tampa e coloque o tubo em uma configuracdo equilibrada no rotor da microcentri-
fuga. Centrifugue por 15 segundos para precipitar as células.

5. Descarte o sobrenadante em um Erlenmeyer de descarte para posterior autoclavagem.

6. Adicione ao tubo 100 ul da solucdo GTE gelada. Ressuspenda o precipitado pipetando a solu-
cao varias vezes. Olhe o tubo contra a luz para verificar se a suspensao estd homogénea, ou seja,
se ndo ha grumos de células visiveis.

7. Adicione ao tubo 200 pl da solugdo de SDS/NaOH a temperatura ambiente. Feche a tampa e
misture as solucdes invertendo o tubo cerca de 5 vezes.

8. A suspensdo vai se tornar relativamente transparente.

9. Adicione ao tubo 150 pl da solugéo de acetato de potassio/acido acético (KOAc) gelada. Fe-
che a tampa e misture as solu¢des invertendo o tubo por 5 vezes. Um precipitado branco apare-
cerd imediatamente.

10. Coloque o tubo no gelo por 5 minutos.

11. Coloque o tubo em uma configuragdo equilibrada no rotor da microcentrifuga e centrifugue
por 5 minutos para obter um precipitado.

12. Transfira 400 ul do sobrenadante para um tubo limpo de 1,5 ml. Evite pipetar o precipitado.
Retire qualquer precipitado que tenha ficado aderido a parede externa da ponteira antes de trans-
ferir o sobrenadante. Descarte o tubo usado contendo o precipitado.

13. Adicione ao tubo contendo o sobrenadante, 400 ul de isopropanol. Feche a tampa e misture
as solucdes invertendo o tubo por 5 vezes. Deixe o tubo a temperatura ambiente por apenas dois
minutos.

14. 15. Coloque o tubo em uma configuracao equilibrada no rotor da micro-centrifuga e centri-
fugue por 5 minutos para precipitar os &cidos nucléicos. Alinhe o tubo no rotor de modo que a
alca da tampa fique voltada para fora. O residuo de acido nucléico, visivel ou ndo, ficara no
fundo do tubo sob a al¢a, durante a centrifugacéo.

15. Descarte o sobrenadante do tubo. Tome cuidado para ndo ressuspender o precipitado de aci-
dos nucléicos. Retire 0 maximo possivel do alcool remanescente com uma toalha de papel.

16. Adicione ao tubo 200 ul de etanol 70% e feche a tampa. Bata com os dedos na lateral do
tubo por varias vezes para lavar os precipitados.

17. Coloque o tubo em uma configuragdo equilibrada no rotor da microcentrifuga e centrifugue
por 2-3 minutos para coletar de novo o precipitado de acidos nucléicos.

18. Descarte o sobrenadante do tubo.

19. Assegure-se de que o precipitado de acidos nucléicos esta seco e que todo o etanol evapo-
rou.

20. Adicione 40-100 ul de TE a cada tubo. Ressuspenda o precipitado pipetando varias vezes a
solucdo. Lave as paredes do tubo varias vezes, principalmente na area em que o precipitado
deve ter-se formado durante a centrifugagéo (abaixo da alca da tampa). Certifique-se de que
todo o DNA esta dissolvido e de que ndo restam particulas na ponteira ou na parede do tubo.
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APENDICE 11
Protocolo de extracdo de DNA-cromossomico (Adaptado)

1) Limpar superficie com alcool 70% e prepara materiais;

2) Reativa amostras em caldo BHI (50 pL de amostras em 5 mL de caldo BHI);

3) Ap6s crescimento do microrganismo colocar de 2000 a 1500 pL da suspencdo bacteriana ou
fangica no microtubo, centrifugar por 4. 500 g por 3 minutos e descartar sobrenadante (pode so-
mente verter o microtubo cuidadosamente);

4) Adicionar ao pellet, obtido no passo 3, 200 uL de Tampéo 1 e 200 pL da solucdo A (Fenol
[25 mL] + Cloroformio [24 mL] + Alcool isomilico [01 mL] na proporc¢do 25:24:1, respectiva-
mente) e ressuspender pellet;

5) Adicionar 3 a 4 beads de silica e agitar em dissipador por 5 minutos;

6) Adicionar 200 pL do Tampéo 2 e agitar suavemente por 30 segundos;

7) Centrifugar por 12.000 g por 5 minutos;

8) Transferir cuidadosamente sobrenadante para novo microtubo (de modo algum tira

fase oleosa ou branca);

9) Adicionar 1000 pL de alcool etilico 100% levar ao freezer -20 °C por 30 minutosminimos
(pode ficar até o dia seguinte em overnight);

10) Centrifugar por 12.000 g por 5 minutos e desprezar sobrenadantes (pode somenteverter o
microtubo cuidadosamente);

11) Deixar os microtubos virados para baixo e esperar secar TOTALMENTE pode ser

10 minutos ou mais;

12) Adicionar 100 a 400 puL de Tampao 2, misturar com a ponteira e incubar em “banho Maria”
a 60 °C por 30 minutos;

13) Realizar quantificacdo de DNA na amostras;

14) Armazenar em freezer -20 °C até realizar procedimentos de PCr.

Observacdo: Procedimento dura em média 2 a 3 horas a depender do manipulador e da quantidade
de amostras.
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