UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
FACULDADE DE MEDICINA
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA E MEDICINA LEGAL
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM MICROBIOLOGIA MEDICA

MARILIA SILVEIRA MAIA

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM CEPAS
DE Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS DE PACIENTES EM UNIDADE DE
TERAPIA INTENSIVA DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DE FORTALEZA,
CEARA, BRASIL

FORTALEZA
2023



MARILIA SILVEIRA MAIA

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM CEPAS
DE Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS DE PACIENTES EM UNIDADE DE
TERAPIA INTENSIVA DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DE FORTALEZA,
CEARA, BRASIL

Tese apresentada ao Programa de POs-
Graduacdo em Microbiologia Meédica da
Universidade Federal do Ceara, como requisito
a obtencdo do titulo de doutora em
Microbiologia Médica. Area de concentragio:
Microbiologia Humana e Animal.

Orientador: Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira
Lima.

FORTALEZA
2023



Dados Intemacionais de Catalogacdo na Publicagio
Universidade Federal do Ceara
Sisterna de Bibliotecas
Gerada automaticamente pelo madulo Catalog, mediante os dades fornecidos pelofa) autoria)

MI1£7d  Maia, Marilia.
hagnostice molecular de resisténcia antimicrobiana em cepas de Pseudomenas acruginosa isoladas de

pacientes em unidade de terapia intensiva de um hospital universitario de Fortaleza, Ceara, Brasil. /
Marilia Maia. — 2023
89 £ 1l color.

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceard, Faculdade de Medicing, Programa de Pas-Gradoagio
em Microbiologia Médica, Fortaleza, 2023
Crnentagdo: Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira Lima.

1. P. aeruginosa. 2. Resisténcia. 3. Biologia molecular. 1. Titulo.
CDD 6169




MARILIA SILVEIRA MAIA

DIAGNOSTICO MOLECULAR DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM CEPAS
DE Pseudomonas aeruginosa ISOLADAS DE PACIENTES EM UNIDADE DE
TERAPIA INTENSIVA DE UM HOSPITAL UNIVERSITARIO DE FORTALEZA,
CEARA, BRASIL

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Microbiologia Médica da
Universidade Federal do Ceard, como requisito
a obtencdo do titulo de doutora em
Microbiologia Médica. Area de concentrac3o:
Microbiologia Humana e Animal.

Aprovadaem: [/ |/

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira Lima (Orientador)
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Prof. Dr. Marco Antdnio de Freitas Clementino
Universidade Federal do Ceara (UFC)

Dr. Lauro Vieira Perdigdo Neto

Hospital Sdo José de Doencas Infecsiosas (HSJ)

Dr. Paulo César Pereira de Sousa
Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC)

Dra. Véania Marilande Ceccatto
Universidade Estadual do Ceara (UECE)



A DEUS, por me conceder o dom da vida.
Ao0s meus pais Tadeu e Neuma,

por todo amor e dedicagéo.

E as minhas filhas Nicolle e Giovanna,

sem elas eu nada seria.



AGRADECIMENTO

Ao meu orientador, Prof. Dr. Aldo Angelo Moreira Lima, pelo exemplo de
profissionalismo e comprometimento com o conhecimento cientifico, pelos ensinamentos
transmitidos, compreensdo e apoio ao longo dessa jornada, e, principalmente pela
oportunidade de realizacdo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Alexandre Havt, pelos momentos em que se dedicou a esclarecer minhas
duvidas e a me auxiliar durante a execucgao dessa pesquisa.

Ao Lavouisier e ao Marco Clementino pela enorme ajuda no desenvolvimento deste
trabalho, muito obrigado pelas discuss@es cientificas ao longo destes anos de forma a elucidar
as minhas davidas.

A toda familia do Laboratério de Doencas Infecciosas e Laboratério de Toxinologia
Molecular Ana Karolina Santos, Herlice Veras, Pedro Henrique, Xhaulla, Samilly Ribeiro,
Cléber Ferreira, Thiago Miranda, Dayara, Rafhaella Gondim e Lyvia Carneiro por todo apoio,
incentivo e auxilio de maneira direta e indireta na realizacdo desse trabalho.

Aos participantes que integraram a banca de qualificacdoe de defesa, pelas discussdes
construtivas e sugestdes para a melhoria deste trabalho.

Aos professores do programa em Microbiologia Médica pela dedicacdo, transmissao
de todo conhecimento que contribuiu para a minha evolucdo académica e cientifica, muito
obrigada.

Aos colegas da turma de doutorado em Microbiologia Médica, pelas reflexdes, criticas
e sugestdes recebidas.

Ao funcionario, José Amadeus, pela dedicacdo ao funcionamento desta unidade e,
consequentemente, de todos os trabalhos nela desenvolvidos.

Ao Charles Melo e Kétia Lima Nogueira, pelo esfor¢co e paciéncia na administracao
deste e de todos os outros estudos em curso na UPC/IBIMED.

Aos funcionarios do Sistema de Seguranca e Gerenciamento de Dados (SSGD), da
UPC/IBIMED, José Quirino Filho e Francisco de Sousa Junior, pela digitacdo, verificagéo e
analise parcial dos dados coletados.

As técnicas Terezinha de Jesus, Luciana Franca e Charliene Melo por seu auxilio na
preparacdo de soluces, cuidado e organizacdo do laboratério.

A FUNCAP, pelo apoio financeiro com a manutengéo da bolsa de auxilio.



“Na vida, ndo existe nada a temer, mas a compreender.”

(Marie Curie)



RESUMO

Pseudomonas aeruginosa € um patdgeno oportunista de grande relevancia clinica em
unidades de terapia intensiva (UTI), principalmente devido a sua alta resisténcia a diversos
antimicrobianos, o que por vezes impossibilita um tratamento eficaz, levando a alta
morbidade e mortalidade de pacientes em situagdes criticas. O objetivo desse estudo foi
determinar os principais fenoétipos e gendtipos relacionados a resisténcia antimicrobiana em
cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes internados em (UTI) de um hospital
universitario em Fortaleza, Ceara, Brasil. Este estudo descritivo analisou cepas isoladas destes
pacientes, coletadas no periodo de abril de 2019 a maio de 2021, nas quais foram realizados
testes fenotipicos para 15 drogas utilizadas no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos
(TSA) empregado no hospital em questdo. Atraves de gPCR foram avaliados 14 genes que
codificam [B-lactamases e 13 genes de codificam bombas de efluxo, para identificacdo do
perfil genético de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados. Durante o periodo deste
estudo, foram isoladas 258 cepas de bactérias Gram negativas resistentes a pelo menos um
antimicrobiano, dessas 20,9% (54/258) foram identificadas como P. aeruginosa, esses
isolados mostraram um perfil fenotipico de resisténcia que variou de 100% a 28,3% dentre as
drogas testadas, excetuando a colistina, a ceftazidima/avibactam e ceftolozone/tazobactam
para as quais ndo foi verificada resisténcia. Os genes relacionados a B-lactamases mais
presentes em todos os isolados foram os genes blaKPC 81,49% (44/54), blaCTXM-2 72,22%
(39/54), blaCTXM-1 66,66% (36/54), blaCTXM-5 59,25% (32/54), blaSHV 40,74% (22/54), e
por fim, blaTEM e blaOXA-23 38,89% (21/54). Houve associagdo entre a presenca dos genes:
blaTEM e resisténcia a ceftazidima, cefepima, ao imipenem e meropenem (P=0,017; P=0,017;
P=0,018 e P=0,034, respectivamente); blaOXA-23 e resisténcia a ceftazidima e cefepima
(P=0,041) e blaOXA-51 e resisténcia ao meropenem (P=0,043). Foi observado 100% de
positividade para os genes que codificam as bombas de efluxo MEX-AB, MEX-EF, MEX- GH,
MEX-VW, MEX-XY, seguido por 96,3% de positividade para o gene MEX-CD, ndo houve
associacdo estatistica entre o perfil fenotipico e a presenca das bombas de efluxo. Conclui-se
que as cepas de P. aeruginosa isoladas neste estudo possuem um arsenal de genes
codificadores de B-lactamases capazes de induzir padrdes fenotipicos de resisténcia a varios
antimicrobianos comumente utilizados para essas infec¢ées, dificultando o tratamento para o

paciente.

Palavras-chave: P. aeruginosa. Resisténcia. Antimicrobianos



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen of clinical relevance in intensive care
units (ICUs), mainly due to its high resistance to several antimicrobials, which sometimes
prevents effective treatment, leading to high morbidity and mortality of patients in critical
situations. The aim of this study was to determine the main phenotypes and genotypes related
to antimicrobial resistance in strains of P. aeruginosa isolated from patients admitted to the
(ICU) of a teaching hospital in Fortaleza, Ceard, Brazil. This descriptive study analyzed
strains isolated from these patients, collected from April 2019 to May 2021, in which
phenotypic tests were performed for 15 drugs used in the antimicrobial susceptibility test
(AST) used at the hospital in question. Using qPCR, 14 genes encoding -lactamases and 13
genes encoding efflux pumps were evaluated to identify the genetic profile of resistance to
antimicrobials of the isolates. During the period of this study, 258 Gram-negative bacteria
resistant to at least one antimicrobial were isolated, of which 20.9% (54/258) were identified
as P. aeruginosa, these isolates showed a phenotypic profile of resistance that varied from
100% to 28.3% among the drugs tested, except for colistin, ceftazidime/avibactam and
ceftolozone/tazobactam, for which resistance was not verified. The genes related to -
lactamases most present in all isolates were the gene blaKPC 81.49% (44/54), blaCTXM-2
72.22% (39/54), blaCTXM-1 66.66% (36/ 54), blaCTXM-5 59.25% (32/54), blaSHV 40.74%
(22/54), and finally, blaTEM and blaOXA-23 38.89% (21/54). There was an association
between the presence of the genes: blaTEM and resistance to ceftazidime, cefepime,
imipenem and meropenem (P=0.017; P=0.017; P=0.018 and P=0.034, respectively); blaOXA-
23 and ceftazidime and cefepime resistance (P=0.041) and blaOXA-51 and meropenem
resistance (P=0.043). 100% positivity was observed for the genes that encode the MEX-AB,
MEX-EF, MEX-GH, MEX-VW, MEX-XY efflux pumps, followed by 96.3% positivity for the
MEX-CD gene, there was no statistical association between the phenotypic profile and the
presence of efflux pumps. It is concluded that the strains of P. aeruginosa isolated in this
study have an arsenal of genes encoding B-lactamases capable of inducing phenotypic patterns
of resistance to several antimicrobials commonly used for these infections, making treatment

difficult for the patient.

Keywords: P. aeruginosa. Resistance. Antimicrobials.
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1. INTRODUCAO

Bactérias Gram-negativas (BGN) resistentes a antimicrobianos séo
particularmente uma preocupacao a nivel mundial devido a sua alta morbidade e mortalidade,
principalmente em unidades de terapia intensiva (UTI) (WHO, 2017). O surgimento e
propagacdo da resisténcia microbiana € um problema global que possui profundas
consequéncias no &mbito da salde publica e da economia (FLEECE, 2018).

Por causa da pressdo seletiva exercida pelo grande uso de antimicrobianos e a
longa permanéncia de pacientes com sistema imunologico comprometido, infeccdes
relacionadas a microrganismos multirresistentes (MDRO, do inglés, multidrug-resistant
organisms) séo prevalentes nas dependéncias das UTIs (AMARAL et al., 2014; CARVALHO
et al., 2015; ANVISA, 2007). As infeccbes relacionadas a assisténcia a salde (IRASS)
causada por MDRO sao consideradas uma ameaca a salde publica, pois limitam ou até
mesmo inviabilizam as opcdes terapéuticas disponiveis, 0 que aumenta a gravidade e,
consequentemente, os indices de morbidade e mortalidade dos acometidos, elevando o tempo
de internacdo dos pacientes e os custos hospitalares (WHO, 2017).

Devido a constante evolucdo dos microrganismos, a Pseudomonas aeruginosa,
um importante patdgeno oportunista Gram-negativo que causa uma variedade de doencas
infecciosas, tem adquirido resisténcia a diversos antimicrobianos nos dltimos tempos, sendo
0S mecanismos enzimaticos e de bombas de efluxo os mais predominantes (BOTELHO et a.,
2019). Pelo menos oito mecanismos distintos de resisténcia antimicrobiana tém sido descritos
em bactérias, sendo os principais: mecanismo enzimatico, ativacdo das bombas de efluxo,
mudanga de conformacéo do receptor alvo e diminuigédo dos canais de porinas (OPAL; POP-
VICAS, 2020).

As bombas de efluxo relacionada a resisténcia a Vvarios antimicrobianos,
particularmente aquelas representadas pelas bombas AcrAB-TolC e Mex da superfamilia
divisdo de nodulacdo de resisténcia (RND, do inglés, resistance nodulation division), ndo
apenas medeiam a resisténcia microbiana intrinseca e adquirida, mas também estdo
envolvidas em outras fungdes, incluindo a resposta bacteriana ao estresse e a patogenicidade
(LI; PLESIAT; NIKAIDO, 2015; LV et al., 2020; NI et al., 2020).

Portanto, temos como objetivo determinar os principais fendtipos e gendtipos
relacionados a resisténcia antimicrobiana em cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes em

unidade de terapia intensiva (UTI) de um hospital universitario de Fortaleza, Ceard, Brasil.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Pseudomonas sp.

O género Pseudomonas faz parte da familia Pseudomonadaceae, e foi descrito
pela primeira vez em 1894 por Walter Emil Friedrich August Migula, ele era um boténico
dedicado a taxonomia vegetal, uma ciéncia que comegcou mais de um século antes da
taxonomia bacteriana quando o microscopio composto atingiu o poder de resolucdo
necessario para a observacdo desses organismos (PEIX; RAMIREZ-BAHENA;
VELAZQUEZ, 2009). Migula visualizou células moéveis com esporos, como o nanoflagelado
Monas spp. Assim, 0 nome Pseudomonas foi gerado a partir da identificacdo dessa falsa ou
“pseudo” Monas spp. (MIGULA, 1900).

As espécies que compde o género Pseudomonas sao bacilos Gram-negativos, ndo
fermentadores, geralmente moveis, retos ou ligeiramente curvados (0,5 a 1,0 por 1,5 a 5,0
pm) tipicamente dispostos em pares (Figura 1). Esses microrganismos utilizam carboidratos
por meio da respiracdo aerdbia, com o oxigénio como receptor final de elétrons. Embora
descrito como aerdbios, eles podem crescer anaerobicamente usando nitrato ou arginina como
alternativa de receptor de elétrons. A presenca de citocromo-oxidase, em espécies de
Pseudomonas, é usada para diferencia-las das Enterobacteriaceae e de Stenotrophomonas.
Algumas espécies sdo produtoras de pigmentos hidrossollveis e aproximadamente 200
espécies de Pseudomonas ja foram caracterizadas (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
72Ed., 2014).

Figura 1. Coloracdo de Gram de Pseudomonas aeruginosa envolta por material capsular

mucoide isoladas de paciente com fibrose cistica.

Legenda: P. aeruginosa disposta aos pares envolta por material capsular mucoide isoladas de paciente com fibrose
cistica. Fonte: MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 7°Ed., 2014.
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Esse género bacteriano é o mais diversificado e onipresente cujas espécies foram
isoladas por todo o mundo em todos os tipos de ambientes, da Antartica aos trdpicos,
presentes em sedimentos, amostras clinicas humanas, plantas, amostras de animais doentes,
agua, solo, rizosfera vegetal, mar, desertos etc. Ao longo dos anos, a medida que as técnicas
de caracterizacdo e classificagdo de microorganismos foram evoluindo, muitos taxons
bacterianos incluidos inicialmente no género Pseudomonas foram reclassificados em outros
géneros ou espécies de uma classe diferente de proteobactérias (JURADO-MARTIN; SAINZ-
MEJIAS; MCCLEAN, 2021).

Palleroni e colaboradores, em 1973, criaram critérios genotipicos para a
classificacdo do género Pseudomonas, esse critério consistia em subdividir as Pseudomonas
em cinco grupos por homologia do acido ribonucleico ribossémico (RNAr), tendo como base
os estudos de homologia do RNAr-DNA. No entanto, essas subdivisbes de RNAr eram
filogeneticamente muito distantes, e apenas os representantes incluidos no grupo | de RNAr
permaneceriam finalmente incluidos no género Pseudomonas.

As espécies de Pseudomonas clinicamente relevantes podem ser divididas em dois
grupos distintos com base em sua capacidade de produzir certos pigmentos fluorescentes. O
grupo fluorescente de Pseudomonas que inclui P. aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P.
monteilii, P. veronii e P. mosselii. O grupo ndo fluorescente inclui P. stutzeri, P. mendocina,
P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, P. luteola e P. oryzihabitans JAWETZ; MELNICK &
ADELBERG’S, 28" Ed., 2020). Destes, a P. aeruginosa é considerada o principal patdgeno
no grupo das Pseudomonas, no entanto, outras Pseudomonas também podem ser menos
frequentemente isoladas em laboratdrios clinicos como causadoras de doengas (PALLERONI,
2010).

2.2. Pseudomonas aeruginosa
2.2.1. Caracteristicas gerais
A especie P. aeruginosa foi descrita anteriormente, por Schroeter em 1872, por
causa da cor das colonias em certos meios de cultura, lembrando ferrugem de cobre ou
verdete, Schroeter anexou o nome ao género Bacterium, dando o nome a espécie de
Bacterium aeruginosum, e mais tarde, Migula transferiu a espécie para o recém-descrito
género Pseudomonas (SCHROETER, 1872; MIGULA, 1900).
As caracteristicas fundamentais para a identificacdo fenotipica de cepas P.
aeruginosa consistem no crescimento tipico de colénias em temperaturas de 35°C a 42°C,

producdo de pigmentos (pioverdina e piocianina), odor caracteristico e motilidade positiva.
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Em testes bioquimicos, apresentam oxidase positiva, lisina descarboxilase negativo, citrato
positivo, indol negativo, consome glicose apenas pela via oxidativa, ndo podendo fermentar
esse acucar, oxida a maltose e lactose e reduz nitrato a nitrito (TRABULSI; ALTERTHUM,
2004; LUCE, 2010; MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 7°Ed., 2014). A ampla
distribuicdo ambiental desse patdgeno se deve a sua baixa exigéncia e versatilidade
nutricional de crescimento. Elas sdo capazes de usar muitos compostos organicos como fontes
de carbono e nitrogénio, e algumas cepas podem até crescer em agua destilada usando
pequenas quantidades de nutrientes essenciais (MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 72Ed.,
2014).

P. aeruginosa estd comumente presente em ambientes Umidos, em hospitais e até
mesmo em desinfetantes. Embora ndo faca parte da microbiota humana normal, este patdgeno
¢ capaz de colonizar varios locais do corpo (por exemplo, membrana mucosa, trato
respiratorio e trato gastrointestinal). E conhecido por causar doencas em humanos,
especialmente em pessoas imunodeficientes ou imunosuprimidas, por se tratar de um
patdgeno oportunista (SPIERS; BUCKLING; RAINEY, 2000).

A P. aeruginosa é uma causa significativa de infeccGes associadas aos cuidados
de saude, sendo particularmente problematica em UTI. Suas infec¢des estdo associadas a alta
morbidade e mortalidade em muitos grupos, incluindo individuos com pneumonia associada a
assisténcia a saude, doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) ou fibrose cistica (FC)
(WINSTANLEY; O'BRIEN; BROCKHURST, 2016; WUNDERINK; WATERER, 2017).

2.2.2. Patofisiologia das infeccdes por Pseudomonas aeruginosa

Como um patoégeno bastante versatil, P. aeruginosa é capaz de causar infeccGes
agudas e cronicas. P. aeruginosa é uma das principais causas de infec¢fes hospitalares em
pacientes, causando pneumonia adquirida no hospital juntamente com pneumonia associada a
ventilagdo mecénica, infecgbes gastrointestinais, dermatite, infeccdo do trato urinario,
infeccOes de pele, tais como foliculite e otite externa, bacteremia, infecgdes de tecidos moles,
infeccdes do sistema respiratdrio em pacientes com FC, infecgbes Osseas e articulares e varias
outras infeccdes, especialmente em pacientes com queimaduras graves e pacientes
imunocomprometidos, como aqueles com cancer ou sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) (JURADO-MARTIN; SAINZ-MEJIAS; MCCLEAN, 2021; ROSSI et al., 2021).

Esse patdgeno apresenta um vasto repertorio de fatores de viruléncia que

contribuem para sua patogénese, sendo esses fatores controlados por circuitos reguladores e
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sistemas de sinalizacdo complexos e interconectados, que conferem a esse patégeno uma
grande plasticidade (JIMENEZ et al., 2012).

Dentre os fatores de viruléncia relacionados a patogenicidade de P. aeruginosa
estdo, os lipopolissacarideos (LPS), as lipoproteinas, a exotoxina A, as enzimas proteoliticas,
as porinas pertencentes a superfamilia OprF, OprH, e OprD e a piocianina que é um
metabolito secundario que confere coloracdo azul-esverdeada as col6nias e que esta associada
a gravidade da doenca e ao declinio da fungdo pulmonar devido aos seus efeitos pro-
inflamatdrios, esses fatores de viruléncia estdo abrigados no genoma da P. aeruginosa, que
conferem notavel flexibilidade metabodlica e capacidade de adaptacdo a multiplas condigdes,
incluindo a resposta imune do hospedeiro (JURADO-MARTIN; SAINZ-MEJIAS;
MCCLEAN, 2021; QIN et al., 2022).

O LPS é um importante componente estrutural de superficie e a endotoxicidade do
lipideo A decorre em dano tecidual, fixacdo e reconhecimento pelos receptores do hospedeiro
(PARK et al., 2002). As proteinas de membrana externa (OMPs, do inglés, out membrane
proteins) contribuem para a troca de nutrientes, adesdo e resisténcia a antimicrobianos. Além
disso, a resisténcia a medicamentos causada pela formacdo de biofilmes estd associada ao
flagelo, pili e outras adesinas. Por fim, a P. aeruginosa possuem alguns tipos de sistemas de
secrec¢do, incluindo flagelos (associados a T6SS), pili (T4SS) e sistema de secrec¢ao do tipo 3
(T3SS), que funcionam na colonizacdo, adesdo, dispersdo e sinalizacdo quimiotatica do
patdgeno no hospedeiro (CHAMBERS et al., 2022; OZER et al., 2021).

2.2.3. Impacto clinico da P. aeruginosa resistente a antimicrobianos no ambiente

hospitalar

A resisténcia antimicrobiana € uma das principais causas de mortalidade em todo
0 mundo, emergindo como uma das principais ameacas do século XXI. Estima-se que
somente no ano de 2019, aproximadamente 4,95 milhdes de Obitos foram associados a
infeccbes bactérianas, causadas por microrganismos resistentes a antimicrobianos.
(ANTIMICROBIAL RESISTANCE COLLABORATORS, 2022). A resisténcia aos
antimicrobianos tem sido particularmente detectada em patdgenos bacterianos, denominado
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter  baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter spp.), néo
coincidentemente estes patdgenos sdo os principais causadores de infeccBes nosocomiais
(OLIVEIRA et al, 2020; SANTAJIT et al, 2016).
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Um dos maiores problemas de salde publica global na atualidade é a patogénese
associada ao surgimento de bactérias infecciosas resistentes a antimicrobianos, sendo a
P.aeruginosa considerada um patdgeno problematico por ser bastante versatil e responsavel
por infeccBes relacionadas a assisténcia a saude (IRAs) com taxas elevadas de morbidade e
mortalidade, isso provavelmente se deve a administracdo de antibiéticos com efeito subdtimo
ou nenhum efeito contra esses microrganismos (KIM et al., 2018; CHOU et al., 2020;
MONTERO et al., 2020; BOTELHO; GROSSO; PEIXE, 2019; MORADALI; GHODS;
REHM, 2017).

No contexto epidemioldgico, a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos tém
sido classificada por terminologias padronizadas, como a descrita  por
Magiorakus et al. (2012), no qual microrganismos multirresistentes (MDR, do inglés
multidrug-resistant) sdo aqueles isolados que apresentam resisténcia a pelo menos um agente
em trés ou mais classes de antimicrobianos. Microrganismos extensivamente resistentes
(XDR, do inglés extensively drug-resistant) sdo aqueles que apresentam resisténcia a pelo
menos um antimicrobiano de todas as classes, podendo excluir no maximo duas classes. E,
por fim, microrganismos panresistentes (PDR, do inglés pandrug-resistant) sdo aqueles
microrganismos que apresentam resisténcia a todos os antimicrobianos de todas as classes
existentes.

De acordo com o mais recente relatorio de vigilancia de resisténcia antimicrobiana
do centro europeu de prevencao e controle de doencas (ECDC), que avaliaram isolados de P.
aeruginosa nos anos de 2013 a 2016, a média dos isolados de P. aeruginosa com resisténcia
combinada (resisténcia a trés ou mais grupos antibiéticos, incluindo carbapenémicos) foi de
12,9% (ECDC, 2016). Além disso, estudo realizado em Singapura observou um percentual de
11,5% de infec¢des relacionadas a sdude ocasionadas por P. aeruginosa, no qual 23% desses
isolados foram resistentes aos carbapenémicos (CAl et al., 2017).

Nos Estados Unidos, a P. aeruginosa € a principal causa de pneumonia associada
a ventilagdo mecénica (PAV) em hospitais de cuidados intensivos de longo prazo e em
enfermarias e a segunda causa mais comum de PAV em unidades de terapia intensiva.
Também € a terceira causa mais comum de infeccGes do trato urinario relacionadas ao cateter,
no geral, é reportado um percentual de 10-30% desses isolados resistentes a carbapenémicos
(TENOVER; NICOLAU; GILL, 2022; WEINER-LASTINGER et al., 2020).

No Brasil, diversos surtos ocasionados por esse microrganismo tém sido relatados
em varias regides do pais (JARA et al, 2020; RIBEIRO et al, 2020; SANTOS et al., 2019).



23

Um estudo retrospectivo descritivo realizado em patdgenos isolados de pacientes internados
na UTI de um hospital de S&o Paulo, conduzido de janeiro de 2010 a Dezembro de 2013,
analisaram 6.473 isolados, destes 14,5% (939 /6.473) foram identificados como sendo P.
aeruginosa, sendo 48,7% (457/939) destes classificados como MDR, tendo uma alta
prevaléncia nos anos de 2010 (51,2%) e 2013 (52,9%) (RIBEIRO et al, 2020).

Pesquisadores do instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), analisaram 88 cepas néo-
duplicadas de P. aeruginosa que foram randomizadas de um total de 615 cepas isoladas em
um periodo de 21 anos, dividindo-os em quatro periodos: anos de 1995-1999 (1° periodo),
2000-2005 (2° periodo), 2006-2010 (3° periodo) e 2011-2015 (4° periodo), em 10 hospitais da
cidade do Rio de Janeiro, no qual 31,8% foram identificadas como microrganismos MDR e
28,4% como microrganismo XDR, os pesquisadores concluiram que com o passar dos anos as
taxas de resisténcia aos antimicrobianos aumentaram, principalmente para os antimicrobianos
carbapenémicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas (SANTOS et al., 2019).

Em uma pesquisa realizada em um hospital localizado no Rio Grande do Sul, os
pesquisadores analisaram 286 testes de susceptibilidade antimicrobiana (TSA) de isolados
bacterianos e identificaram uma prevaléncia de 6,99% (20/286) de infeccdes por P.
aeruginosa multirresistentes, no qual 45% desse patdgeno foram isolados de infeccdes
pulmonares (JARA et al, 2020).

A P. aeruginosa estd incluida na categoria “critica” da lista prioritaria de
patdgenos bacterianos da Organizacdo Mundial da Saude (OMS), para 0s quais a pesquisa € 0

desenvolvimento de novos antimicrobianos sdo urgentemente necessarios (WHO, 2017).
2.3. Classes de antimicrobianos comumente utilizados

2.3.1. Classe dos g-lactamicos

Os antimicrobianos B-lactamicos possuem em sua composi¢ado quimica um anel -
lactdmico e tem como mecanismo de ac¢do a inibi¢do do crescimento bacteriano ao interferir
na reagdo de transpeptidacéo da sintese da parede celular bacteriana, ou seja, a parede celular
bacteriana € formada por peptideoglicanos que s@o compostos por ligaces cruzadas de N-
acetilglicosamina e acido N-acetilmuramico, no qual, existe um peptideo de 5 aminoacidos
ligado ao aclcar do &cido N-acetilmurdmico, chamado D-alanil-D-alanina. A proteina de
ligagéo a penicilina (PBP), uma enzima, remove a alanina terminal no processo de formagéo
de uma ligacdo cruzada com o peptideo adjacente, os B-lactamicos analogos do substrato D-

Ala-D-Ala se ligam de forma covalente ao sitio ativo da PBP inibindo essa reacdo de
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transpeptidacdo (OPAL; POP-VICAS, 2020). Os B-lactamicos sdo divididos em varias
subclasses, tais como as penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e monobactamicos, que
serdo expostos adiante.

2.3.1.1.  Penicilinas

As penicilinas foram descobertas por Alexander Fleming de um Penicillium
Notatum, agora conhecido como Penicillium chrysogenum, em 1928. Florey Chain e
colaboradores isolaram a penicilina, possibilitando a producdo e a comercializacdo da
penicilina G. Em meados da década de 1940, a penicilina G estava disponivel para uso geral
nos Estados Unidos, iniciando assim a era moderna dos antimicrobianos (CHAIN et al.,
1940).

As penicilinas podem ser divididas em cinco classes com base na atividade
antimicrobiana com consideravel sobreposicdo entre as classes: (1) penicilinas naturais:
penicilina G e penicilina V; (2) penicilinas resistentes a penicilinase: meticilina, nafcilina e
isoxazolil; (3) aminopenicilinas: ampicilina e amoxicilina; (4) carboxipenicilinas:
carbenicilina e ticarcilina; e (5) acil ureidopenicilinas: azlocilina, mezlocilina e piperacilina.
As carboxipenicilinas e ureidopenicilinas também sdo referidas como penicilinas
antipseudomonas. As diferencas dentro de uma classe sdo principalmente farmacoldgicas,
embora um composto em uma classe possa ser mais ativo do que outro, a depender do

microorganismo (DOI, 2020).

2.3.1.2.  Cefalosporinas

Embora a descoberta da classe de cefalosporinas tenha sido relatada em 1945,
levou quase duas décadas para que essa classe alcancasse utilidade clinica. O pesquisador
italiano Giuseppe Brotzu isolou o fungo Cephalosporin acremonium (agora Acremonium
chrysogenum) e demonstrou a atividade antimicrobiana de filtrados de cultura contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas, no qual ele também demonstrou a atividade in vivo desses
filtrados de cultura em modelos de infec¢do animal e em vérios pacientes (BO, 2000).

As cefalosporinas assemelham-se as penicilinas, porém possuem um espectro de
acdo mais estdvel a muitas p-lactamases, exibindo uma atividade mais ampla. Entretanto,
cepas bacterianas que expressam B-lactamases de espectro estendido conseguem hidrolisar a
maioria das cefalosporinas, representando um problema clinico crescente (CASTANHEIRA,
SIMNER; BRADFORD, 2021).

As cefalosporinas sdo classificadas em cinco gerages, dependendo

principalmente do espectro de atividade antimicrobiana. As cefalosporinas de primeira
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geracdo consistem na cefazolina, cefadroxila, cefalexina, cefalotina, cefapirina e cefradina.
Esses farmacos sdo muito ativos contra cocos Gram-positivos, Como pneumococos,
estafilococos (ndo sendo ativas contra aquelas cepas resistentes a meticilina) e estreptococos.
Esse grupo de farmacos possui pouca atividade contra cepas de P. aeruginosa (MANDELL,
DOUGLAS; BENNETT’S, 92 ed., 2020).

As cefalosporinas de segunda geragéo incluem o cefaclor, cefamandol, cefonicida,
cefuroxima, cefprozila, loracarbefe e ceforanida, bem como aquelas que possuem atividade
contra anaerdbios tais como cefoxitina, cefmetazol e cefotetana. Trata-se de um grupo
heterogéneo de farmacos com diferencas individuais, na atividade, farmacocinética e
toxicidade. Em geral, as cefalosporinas de segunda geracdo mostram-se ativas contra
microrganismos inibidos pelas de primeira geracdo, além disso, proporcionam uma cobertura
ampliada contra microrganismos Gram-negativos. Entretanto esses farmacos ndo sao ativos
contra enterococos e P. aeruginosa (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 12%d., 2014).

Os farmacos de terceira geracao incluem a cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima,
ceftizoxima, ceftriaxona, cefixima, cefpodoxima proxetila, cefdinir, cefditoreno pivoxila,
ceftibuteno e moxalactam. Esses antimicrobianos proporcionam uma cobertura mais ampliada
em comparacdo com o0s agentes de segunda geracdo, contra microrganismos Gram-negativos,
e alguns deles possuem a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica. A ceftazidima
e a cefoperazona sdo os Unicos farmacos de terceira geracdo com acdo em P. aeruginosa
(MANDELL; DOUGLAS; BENNETT’S, 9* ed., 2020).

A ceftazidima é a cefalosporina de terceira geracdo usada para infeccGes graves
nas quais a P. aeruginosa ¢ identificada ou altamente provavel. E um dos medicamentos
recomendados, isoladamente ou em combinacdo com um aminoglicosideo, para 0 manejo
empirico inicial da neutropenia febril causada por este patégeno (FREIFELD et al., 2011). No
entanto, B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e p-lactamases ampicilina C
cromossomica (AmpC) reduziram a utilidade da ceftazidima para monoterapia e, portanto, a
cefepima suplantou o seu uso para terapia empirica na febre neutropénica. A ceftazidima tem
sido eficaz no tratamento de exacerbagfes agudas de infeccGes pulmonares cronicas em
pacientes com fibrose cistica (BLUMER et al., 1985)

A cefepima e a cefpiroma sé@o as cefalosporinas de quarta geracdo, sendo mais
resistente a hidrolise por B-lactamases cromossémicas, entretanto é semelhante aos farmacos
de terceira geragdo, pois séo hidrolisados por B-lactamases de espectro ampliado. Estudo

aponta que 75% a 80% de enterobacteérias resistentes a cefalosporinas de terceira geragdo séo
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susceptiveis a cefepima, sendo o tratamento de escolha para infec¢fes causadas por bactérias
que produzem p-lactamases cromossomicas, aquelas AmpC positivas (SANDERS et al.,
1996). A cefepima, unica cefalosporina de quarta geracdo utilizada nos Estados Unidos,
possui boa atividade contra enterobactérias, cepas de P. aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Streptococcus pneumoniae, possuindo a capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica
(NEU et al., 1985).

Os farmacos da quinta geracdo sdo aqueles ativos contra cepas de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA). As cefalosporinas ativas para MRSA tém atividade
Unica em comparacdo com outras cefalosporinas. Elas também exibem atividade potente
contra pneumococos com multiplas mutaces nos genes que codificam as proteinas de ligagcdo
a penicilina: PBP1A, PBP2B e PBP2X. Por outro lado, a atividade dessas drogas contra
bacilos Gram-negativos é semelhante a de muitas das cefalosporinas de terceira geracdo. O
primeiro farmaco aprovado neste grupo (em alguns paises, mas ndo nos Estados Unidos) foi o
ceftobiprole medocaril, o pro-farmaco do ceftobiprole (MANDELL; DOUGLAS;
BENNETT’S, 9* ed., 2020). A cefalosporina ativa contra MRSA aprovada nos EUA ¢ a
ceftarolina fosamil, a pr6-droga da ceftarolina. Ceftobiprole é mais resistente que ceftarolina a
inativacdo pela pB-lactamase AmpC e tem atividade contra cepas de P. aeruginosa semelhante
a da ceftazidima (QUENNAN et al., 2007).

2.3.1.3.  Carbapenémicos

Os carbapenémicos sdo derivados da tienamicina, um antibiotico produzido pelo
microrganismo encontrado no solo Streptomyces cattleya. Eles diferem das penicilinas por um
atomo de carbono substituindo o enxofre na posi¢cdo 1 e uma ligacdo dupla entre C2 e C3 no
anel tiazolidinico de cinco membros (NUNEZ et al., 2003). Quatro carbapenémicos,
imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem sdo aprovados para uso clinico nos Estados
Unidos. Além disso, o panipenem esta disponivel no Japdo e na China, o tebipenem no Japéo
e 0 biapenem no Japéo, na China e na Tailandia. Os carbapenémicos sdo ativos contra uma
ampla gama de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas aerdbias e anaerdbias devido a sua
eficiente penetracdo através da membrana externa bacteriana, sua alta afinidade por multiplas
PBPs e sua estabilidade contra a maioria das -lactamases, incluindo p-lactamases ESBLs de
classe A e AmpCs (MANDELL; DOUGLAS; BENNETT’S, 9% ed., 2020).

O imipenem foi o primeiro farmaco desta classe, exibe amplo espectro, com boa
atividade contra bacilos Gram-negativos, inclusive P. aeruginosa, microrganismos Gram-

positivos e anaerdbios. O meropenem e doripenem assemelham-se ao imipenem, porém
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exibem uma atividade maior contra aerobios Gram-negativos € um pouco menor contra
microrganismos Gram-positivos. O ertapenem € menos ativo do que 0s outros
carbapenémicos contra P. aeruginosa e espécies de Acinetobacter (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 12%d., 2014; ZHANEL et al., 2007).

2.3.1.4.  Monobactamicos

O aztreonam € 0 Unico monabactamico disponivel e aprovado pela FDA (do
ingleés, Food and Drug Administration), sendo um farmaco que possui um anel p-lactamico
monociclico. O seu espectro de atividade limita-se a bacilos Gram-negativos aerdbios,
inclusive a P. aeruginosa. Diferente de outros B-lactdmicos ndo apresenta nenhuma atividade
contra microrganismos Gram-positivos ou contra anaerobios. Esse antimicrobiano é
susceptivel a hidrolise por p-lactamases AmpC e as ESBLs (BUSH; BRADFORD, 2016),
possuindo acdo contra microrganismos positivos para metalo-p-lacatmases (MBLS), no
entanto, a maioria das MBLs reside em cassetes de genes moveis inseridos em integrons que
abrigam genes adicionais de resisténcia a antimicrobianos para outras classes, limitando
severamente as opcgOes terapéuticas em infeccbes graves (MANDELL; DOUGLAS;
BENNETT’S, 9* ed., 2020).

2.3.1.5.  B-lactdmicos combinados com inibidores de S-lactamases

Os inibidores de B-lactamases sdo agrupados em compostos B-lactdmicos (tais
como, acido clavulanico, sulbactam e tazobactam) e compostos ndo B-lactdmicos (tais como,
avibactam e vaborbactam). Cinco inibidores de -lactamase estdo atualmente em uso clinico:
acido clavulanico, sulbactam, tazobactam e avibactam e vaborbactam (BUSH; BRADFORD,
2016).

Os inibidores &cido clavulanico, sulbactam e tazobactam sdo potentes inibidores
de B-lactamases de classe A, com uma notavel excegdo da KPC. O avibactam e vaborbactam
sdo inibidores de fB-lactamases de classe A, incluindo KPC e também inibem AmpC. Quando
combinados com antibioticos P-lactamicos que sdo substratos para essas [-lactamases e,
portanto, inativos contra as bactérias que as produzem, os inibidores impedem a hidrolise do
antimicrobiano, restaurando assim sua atividade (MANDELL; DOUGLAS; BENNETT’S, 9*
ed., 2020).

Ceftolozane ¢ uma cefalosporina de terceira geracdo antipseudomonal com
estabilidade melhorada contra AmpC em comparacdo com a ceftazidima. Ceftolozane em

combinagdo com o inibidor de B-lactamase tazobactam é ativo contra a maioria das cepas de
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P. aeruginosa, incluindo as multirresistentes. E ativo contra aproximadamente 60% das cepas
de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos quando usado o ponto de corte de
suscetibilidade aprovado pelo FDA dos EUA de 4 pg/mL para esta espécie (SADER;
FARRELL; CASTANHEIRA, 2014). A experiéncia clinica pds-comercializacdo deste
antimicrobiano sugere que o ceftolozane associado ao tazobactam pode ser uma opcao
razodvel para infeccBes graves, como pneumonia, devido a P. aeruginosa multirresistente
(HAIDAR, et al., 2017; MUNITA, et al., 2017).

Avibactam que € utilizado na clinica em associagdo com o p-lactamico
ceftazidima, é um inibidor ndo-B-lactamico de diazabiciclo[3.2.1]octanona em ponte com uma
estrutura distinta dos inibidores convencionais de -lactamases. Seu espectro de inibigdo de -
lactamase inclui B-lactamases classe A, incluindo ESBLs e KPCs, B-lactamases classe C e
algumas B-lactamases classe D, notadamente a carbapenemase OXA-48, no qual esse inibidor
possui a capacidade de inativar as 3-lactamases por meio de reacdo de acilagdo covalente com
0 residuo de serina do sitio dessas enzimas, ndo possui a capacidade de inibicdo de MBLs,

pois 0 sitio ativo dessas enzimas é 0 Zn** (DRAW?Z, et al., 2014).
2.3.2. Classe dos aminoglicosideos

Os antibidticos aminoglicosideos sdo usados desde a década de 1940, quando a
triagem sistematica de actinomicetos do solo foi utilizada para a elaboracdo de substancias
antimicrobianas produziu assim a estreptomicina (WRIGHT et al., 1998). Produzido por uma
espécie de Streptomyces, a estreptomicina foi o primeiro antibiético da familia dos
aminoglicosideos. Neomicina, canamicina e gentamicina sdo produtos de fermentacdo com
dois ou trés constituintes quimicos. Amicacina, netilmicina e outros sdo derivados
semissintéticos do produto natural, no qual todos os aminoglicosideos compartilham
propriedades fisicas, quimicas e farmacol6gicas semelhantes (BECKER; COOPER, 2013).

Os aminoglicosideos sdo inibidores irreversiveis da sintese protéica, dentro da
célula, os aminoglicosideos se ligam a proteinas ribossomais especificas da subunidade 30S
(12S no caso da estreptomicina). A sintese proteica é inibida pelo menos por trés maneiras: I-
interferéncia com o complexo de iniciagdo de formacdo do peptideo; Il- leitura errbnea do
acido ribonucleico mensageiro (RNAm), o0 que provoca a incorporagdo de aminoacidos
incorretos no peptideo e resulta em uma proteina afuncional ou toxica e Ill- clivagem dos
polissomas em monossomas nao funcionais (KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 12%d., 2014).
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Os aminoglicosideos sdo empregados amplamente em combinacdo com um
antimicrobiano B-lactamico para infec¢des graves envolvendo bactérias Gram-negativas, em
combina¢do com a vancomicina ou um B-lactamico para endocardite causada por Gram-

positivo e para o tratamento da tuberculose (CRAIG, 2011).

2.3.3. Classe das quinolonas

O primeiro membro da classe das quinolonas foi o acido nalidixico, identificada
por Lesher e associados em 1962 como um subproduto da sintese da cloroquina (LESHER et
al., 1962). O &cido oxolinico e a cinoxacina também foram desenvolvidos na década de 1970,
mas foi a identificacdo na década de 1980 dos derivados substituidos por fllor e piperazinil
com maior poténcia e espectro expandido que permitiu a expansdo dessa classe de compostos.
Um amplo espectro de atividade, boa absorcdo oral e geralmente uma boa tolerabilidade
resultaram no uso clinico extensivo das fluoroquinolonas mais recentes. Varias quinolonas, no
entanto, incluindo temafloxacina, esparfloxacina, grepafloxacina, trovafloxacina e
gatifloxacina, foram retiradas do uso clinico apds a aprovacdo devido a sua toxicidade, que
eram incomuns, mas graves em alguns casos (HOOPER; STRAHILEVITZ, 2020;
MCCHESNEY et al., 1964).

As quinolonas bloqueiam a sintese do 4&cido desoxirribonucléico (DNA)
bacteriano, ao inibir a topoisomerase Il (DNA-girase) e a topoisomerase IV bacteriana,
interferindo assim na atividade enzimatica. A inibicdo da DNA-girase impede o relaxamento
do DNA superespiralado, 0 que € necessario para a replicacdo e transcricio do DNA. A
topoisomerase 1V funciona para resolver (decatenar) moléculas de DNA filhas interligadas
(catenadas) que resultam da replicacdo do DNA circular, sendo assim, a inibicdo da
topoisomerase 1V impede a separacdo do DNA cromossomal replicado, ocasionando assim, 0
efeito bactericida do antimicrobiano. Assim, a DNA girase e a topoisomerase IV tém papéis
essenciais distintos na replicacdo do DNA bacteriano (DRLICA, ZHAO, 1997; WENTZELL,;
MAXWELL, 2000).

As quinolonas atuais sdo mais ativas contra bacilos Gram-negativos aerdbicos,
principalmente contra membros da familia Enterobacteriaceae, Haemophilus spp., e também
contra cocos Gram-negativos, como Neisseria spp. e Moraxella catarrhalis (ELIOPOULQS;
ELIOPOULOS, 2003). As fluoroquinolonas também apresentam atividade adicional contra
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, como P. aeruginosa e contra estafilococos. A

ciprofloxacina continua sendo a fluoroquinolona comercializada mais potente contra bacterias
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Gram-negativas, e ela e a levofloxacina nos Estados Unidos e a sitafloxacina no Japao séo as
Unicas quinolonas disponiveis com poténcia suficiente para uso contra cepas suscetiveis de P.
aeruginosa (JONES; FRITSCHE; SADER, 2008).

2.3.4. Classe das glicilciclinas

As glicilciclinas sdo uma nova classe de drogas antibacterianas que foram
desenvolvidas para combater o surgimento de organismos resistentes. A tigeciclina é um
derivado semisintético da minociclina sendo o primeiro membro da classe a ser aprovado pelo
FDA, em junho de 2005 (ELLIS-GROSSE et al., 2005). Foi originalmente aprovado para o
tratamento de infeccbes complicadas de pele e estruturas cutdneas e infecgOes intra-
abdominais complicadas, no entanto, em marco de 2009, a tigeciclina foi aprovada para o
tratamento de pneumonia bacteriana adquirida na comunidade com base em taxas de cura
comparaveis em pacientes tratados com levofloxacina (BABINCHAK et al., 2005; DARTOIS
etal., 2008; TANASEANU et al., 2008).

O mecanismo de acdo antibacteriano desse antimicrobiano é semelhante ao das
tetraciclinas mais antigas. Ele funciona inibindo a sintese de proteinas bacterianas pela ligacdo
as subunidades ribossomais bacterianas 30S, bloqueando a entrada de moléculas de acido
ribonucleico (RNA) de transferéncia no sitio A do ribossomo, evitando que os aminoéacidos se
incorporem em cadeias peptidicas alongadas, inibindo assim a sintese das proteinas
(PANKEY, 2005; BAUER et al., 2004). Como outras tetraciclinas, a tigeciclina é considerada
bacteriostatica porque sua interacdo com o ribossomo é reversivel (CHOPRA; ROBERTS,
2001). Como as glicilciclinas se ligam cinco vezes mais fortemente ao ribossomo do que as
tetraciclinas, elas sdo capazes de superar 0 mecanismo de protecéo ribossémica do resistoma
da tetraciclina (BAUER et al., 2004).

A tigeciclina tem atividade antibacteriana contra uma ampla variedade de
bactérias aerdbias e anaerobias, possuindo atividade contra espécies de Staphylococcus,
Enterococcus e Streptococcus, incluindo microrganismos resistentes a outras classes de
antimicrobianos, mostrando atividade contra cepas de S. aureus resistente a meticilina
(GALES; SADER; FRITSCHE, 2008).

Esse antimicrobiano possui uma boa atividade contra a maioria das
enterobactérias, com excecdo da maioria das cepas de Proteus spp., Providencia spp. e

Morganella spp. Apesar de possuir uma boa atividade antimicrobiana contra bacilos nao



31

fermentadores, a tigeciclina ndo possui atividade contra cepas de P. aeruginosa
(DOWZICKY; PARK, 2008; KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020).

2.4. Mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos

Muitos dos genes que conferem resisténcia aos antimicrobianos ja existiam bem
antes da introdugdo destes no tratamento dos processos infecciosos. Alguns desses genes
tendo sido encontrados em bactérias conservadas intocadas por mais de 30.000 anos no
permafrost da regido do Artico (D’COSTA et al., 2011).

Muitos compostos com acdo antimicrobiana sdo frequentemente sintetizados por
bactérias quando estdo entrando na fase tardia de crescimento estatico e estdo prestes a
tornarem-se dormentes ou esporulares. Portanto, os compostos antibiéticos deixados no
microambiente por bactérias dormentes sdo potencialmente toxicos para os competidores, e
também servem como uma fonte de carbono para a proxima geracdo da cepa bacteriana
produtora daquele antibidtico, uma vez que a fase de crescimento recomeca. Desta forma,
essas cepas bacterianas ambientais fornecem a potenciais patégenos humanos uma fonte de
novos genes de resisténcia a antimicrobianos (DANTAS et al., 2008).

Apos a introducdo dos farmacos antimicrobianos, foi possivel verificar que estes
exercem uma forte pressdo seletiva sobre as populacdes bacterianas, favorecendo e
selecionando organismos capazes de se adaptar a esse estresse ambiental. Este processo,
portanto da uma vantagem seletiva aos microrganismos portadores de genes que estdo
relacionados a mecanismos de escape da acdo dessas drogas, e elimina aqueles
microrganismos susceptives a acdo dos antimicrobianos, reduzindo a concorrencia por espacgo
e nutrientes no meio, gerando um ambiente propicio para a multiplicacdo dessas linhagens
resistentes (RICE; CHIPPINDALE, 2001).

As bactérias podem adquirir DNA exdgeno contendo genes relacionados a
resisténcia de outras bactérias por meio de sequencias transportadas através de plasmideos,
bacteriofagos ou elementos genéticos transponiveis especializados conhecidos como
elementos integrativos e conjugativos (ICE) (RICE; CHIPPINDALE, 2001; TOLEMAN,;
WALSH, 2011). Esses eventos sdo chamados de transferéncia genética horizontal e sdo
bastante frequentes entre bactérias naturalmente competentes para adsorver DNA exdgeno de
um ambiente, isso contribui para a sua capacidade de responder as pressdes de selecdo
impostas por agentes antimicrobianos (OPAL; POP-VICAS, 2020).
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Pelo menos oito mecanismos de resisténcia a antimicrobianos distintos foram
descritos em bactérias: |- inibicdo enzimatica; II- ativacdo das bombas de efluxo; IlI-
diminuicdo da permeabilidade da membrana bacteriana; 1V- alteracdo do receptor alvo; V-
alteracdo de enzimas alvo; VI- protecdo do local alvo; VII- superproducdo de alvos; VIII-
desvio da inibicdo enzimatica (HOEK et al., 2011). Os mecanismos de inibi¢do enzimatica e
bombas de efluxo que foram estudados neste trabalho serdo descritos nos paragrafos

seguintes.
2.4.1. Inibicao enzimatica por g-lactamases

A resisténcia aos B-lactamicos ocorre principalmente através da producdo de B-
lactamases, que sdo enzimas capazes de inativar esse antimicrobiano através da hidrolise da
ligacdo amida do anel B-lactamico (AMBLER, 1980). As B-lactamases sdo codificadas por
genes cromossémicos ou por genes transferiveis localizados em plasmideos e transposons.
Além disso, os genes de B-lactamases (bla) freqlientemente residem em integrons, que muitas
vezes carregam multiplos fatores relacionados a resisténcia (WELDHAGEN, 2004).

As pB-lactamases podem ser classificadas de acordo com sua estrutura de
aminoacidos em quatro classes moleculares, classe A a classe D, conforme sugerido pela
primeira vez por Ambler, e, de acordo com as diferencas em seus mecanismos cataliticos,
estas classes ainda podem ser classificadas dentro de dois grupos: as serina-f-lactamases
(classes A, C e D) que hidrolisam o anel p-lactamico através de um residuo de serina em seu
sitio ativo, enquanto as enzimas da classe B sdo as metalo-p-lactamases (MBLs) que usam o
zinco (Zn)** para quebrar a ligacdo amida (AMBLER, 1980).

Posteriormente, Bush, Jacoby e Medeiros criaram um novo sistema baseado na
classificacdo funcional da enzima B-lactamase, no qual essa classificacdo incluiu trés grupos
principais, definidos com base em seus perfis de substrato e inibidor, massa molecular e
pontos isoelétricos. Este esquema de classificacdo foi atualizado em 2010, com a adi¢do de
sequéncias peptidicas que descrevem novas B-lactamases (BUSH; JACOBY; MEDEIROS,
1995; BUSH; JACOBY, 2010).

A primeira B-lactamase foi descrita em 1940, por Abraham e Chain, como uma
penicilinase capaz de hidrolizar a penicilina em Escherichia coli, na mesma época em que 0
primeiro uso clinico de penicilina foi relatado na literatura (ABRAHAM, CHAIN, 1940).
Entre os organismos Gram-negativos, 0 aumento da resisténcia a ampicilina na década de

1960 foi atribuido ao surgimento de TEM-1, uma B-lactamase codificada por plasmideo que
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leva 0 nome de um paciente grego, Temoniera, em quem foi recuperado o primeiro isolado
(BRADFORD, 2001). A familia das p-lactamases do tipo TEM foi disseminada
mundialmente através de varias enterobactérias, além de P. aeruginosa, Haemophilus
influenzae e N. gonorrhoeae (BABIC; HUJER; BONOMO, 2006).

Com o passar do tempo e o advento de novos antimicrobianos, houve o
surgimento de novas p-lactamases, entre as mais de 890 [-lactamases que foram
caracterizadas atualmente (MOSQUITO et al., 2011). Ap6s o desenvolvimento de
cefalosporinas de terceira geracdo, que antes eram estaveis a acdo das B-lactamases do tipo
TEM e SHV, houve o surgimento e a disseminacdo global de enzimas ESBLs, capaz de
hidrolizar monobactamicos e cefalosporinas de amplo espectro (BAJAJ, SINGH, VIRDI,
2016).

TEM-1 é a B-lactamase mais comum em bactérias Gram-negativas e pode
hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de espectro estreito em enterobactérias, N. gonorrhoeae
e H. influenzae (MEDEIRQOS, 1997). O espectro estendido de atividade das ESBLs derivadas
de TEM ocorre por meio de alteragbes em um ou poucos aminoacidos que alteram a
configuracdo da enzima em seu sitio ativo, tornando-a mais resistentes a acdo das
cefalosporinas de terceira geracdo (GUPTA et al. 2011; KNOTHE, et al., 1983; MEDEIROS,
1997). A primeira ESBL derivada de TEM, a TEM-3, foi relatada em 1988 (SOUGAKOFF;
GOUSSARD; COURVALIN 1988). A maioria das ESBLs derivadas de TEM permanece
susceptivel a inibicdo pelo acido clavulanico, embora também tenham sido descritas variantes
de TEM resistentes a inibidores (LEFON-GUIBOUT et al., 2000).

A B-lactamase do tipo SHV-1 (sulfidrila varidvel) tem uma estrutura bioquimica
semelhante a do TEM-1 (68% dos aminoacidos sdao compartilhados), e suas variantes ESBL
também sdo produzidas por muta¢BGes pontuais (uma ou mais substituicdes de aminoacidos)
em seu sitio ativo (LEFON-GUIBOUT et al., 2000; JACOBY; MUNOZ-PRICE, 2005). O
primeiro gene blaSHV-1 foi identificado na década de 1970 em E. coli (PITTON, 1972),
entretanto, as p-lactamases SHV sdo encontradas em diversas espécies de bactérias Gram-
negativas, principalmente em cepas de K. pneumoniae. (LIAKOPOULOS; MEVIUS;
CECCARELLLI, 2016).

As B-lactamases Cefotaxima-M (CTX-M) ndo estdo evolutivamente relacionadas
as familias TEM e SHV, pois se acredita que tenham sido adquiridas através de plasmideos
das enzimas AmpC cromossémicas de Kluyvera spp., bacilos Gram-negativos ambientais de
baixo potencial patogénico (HUMENIUK et al., 2002).
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Em geral, a familia CTX-M hidrolisa melhor a cefotaxima e a ceftriaxona do que
a ceftazidima, e sdo mais inibidas pelo tazobactam do que pelo &cido clavulénico, embora
possam ocorrer mutagdes pontuais que levam ao aumento da atividade contra a ceftazidima
(JACOBY; MUNOZ-PRICE, 2005). As enzimas CTX-M se disseminaram rapidamente e
agora estéo entre as ESBLs mais prevalentes em todo o mundo. Relatos recentes de infeccGes
da corrente sanguinea adquiridas na comunidade com isolados de E. coli multirresistentes
contendo CTX-M na Espanha e Israel levantaram preocupacfes significativas de saude
publica (BEN-AMI et al., 2006; PITOUT; LAUPLAND, 2008). O clone ST131 (025:H4)
associado as enzimas CTX-M-15 surgiu como um importante patégeno multirresistente e
pode ter sido responsavel pela maioria das infec¢Bes por E. coli multirresistente na Europa e
nos Estados Unidos desde 2007 (JOHNSON, et al., 2010).

Além disso, existem as B-lactamases do tipo OXA que também sdo derivadas de
plasmideos e sdo capazes de hidrolisar a oxacilina e seus derivados de forma muito eficaz,
esse tipo de enzima sdo pouco inibidos pelo &cido clavulanico (CASTANHEIRA; SIMNER,;
BRADFORD, 2021). ESBLs derivadas de OXA, principalmente as do tipo OXA-1 e OXA-
10, foram descritas principalmente em P. aeruginosa, na qual conferem alto nivel de
resisténcia a cefalosporinas de tercira geracdo (YOON; JEONG, 2020). As carbapenemases
de classe D foram descritas entre 12 subfamilias de B-lactamases do tipo OXA, sendo as
principais: OXA-23, OXA-24, OXA-48, OXA-58 e OXA-146, especialmente em cepas de A.
baumannii (EVANS; AMYES, 2014).

A familia GES (do inglés, Guiana Extended Spectrum f-lactamase) € 0 grupo
mais prevalente das ESBLs que sdo menos comuns. O gene que codifica GES-1 nédo esta
relacionado com qualquer outra p-lactamase mediada por plasmideo, mas apresenta 36% de
homologia com uma enzima hidrolisadora de carbenicilina de Proteus mirabilis
(BRADFORD, 2001). Apesar de ter sido inicialmente relatado entre as espécies de
enterobactérias, as enzimas GES sdo mais comum entre isolados de P. aeruginosa e isolados
de A. baumannii (ZEKA, et al. 2014). As enzimas GES s&o notaveis por sua capacidade de
adquirir substituicbes de aminodcidos simples ou duplas e expandir seu espectro para
carbapenémicos (CASTANHEIRA, et al., 2014).

Por fim, as carbapenemases conferem o maior espectro de resisténcia a
antimicrobianos B-lactamicos, pois podem hidrolisar ndo apenas carbapenémicos, mas
também penicilinas de amplo espectro, cefalosporinas de terceira geragdo e cefamicinas
(BASSETTI, 2020; BONONO et al.,, 2018). A enzima KPC é atualmente a serina
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carbapenemase de classe A mais importante, no qual foram inicialmente relatados a partir de
isolados de K. pneumoniae em varios surtos no nordeste dos EUA (BRATU, et al., 2005).

Desde entdo, KPCs foram encontradas em todo o mundo, em varias outras
espécies Gram-negativas, tais como E. coli, Citrobacter, Enterobacter, Salmonella, Serratia e
P. aeruginosa (HAN et al., 2020; TENOVER; NICOLAU; GILL , 2022). No Brasil, o
primeiro caso de um isolado de P. aeruginosa KPC positivo foi em fevereiro de 2010, no qual
duas cepas de P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos foram isoladas em duas semanas
consecutivas de secrecdes traqueais de dois pacientes distintos em uma unidade de terapia
intensiva (UTI) de um hospital terciario localizado em Recife, Pernambuco, Brasil
(JACOME, et al., 2012).

As B-lactamases de classe B ou MBLs sdo comumente identificadas em
enterobactérias e P. aeruginosa (EDELSTEIN et al., 2013; TENOVER; NICOLAU; GILL ,
2022). As MBLs usam um cation Zn2+ para hidrélise do anel B-lactamico, entretanto, sdo
susceptiveis a quelantes de ions, como &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), mas sdo
resistentes ao &cido clavulénico, tazobactam e sulbactam. Conferem resisténcia a todos os
antibidticos p-lactamicos, exceto os monobactamicos (OPAL; POP-VICAS, 2020).

Entre as MBLs, a enzima Nova Delhi metalo-p-lactamase (NDM), Metalo-f-
lactamase codificada por integron de Verona (VIM) e imipenemase metalo-p-lactamase (IMP)
sdo as enzimas mais frequentemente identificadas (BONONO et al., 2018). Bactérias Gram-
negativas produtoras de IMP sdo detectadas principalmente na China, Japdo e Austrélia,
principalmente em A. baumannii. Os produtores de VIM sdo encontrados com mais
frequéncia na Itdlia e na Grécia (Enterobacteriaceae) e na Rdussia (P. aeruginosa)
(EDELSTEIN et al., 2013; WALSH; TOLEMAN; POIREL, 2005) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuigé@o dos genes produtores de carbapenemases em todo o0 mundo.
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Legenda: Distribui¢do de carbapenemases de classe A (KPC), de classe B (NDM) e de classe D (OXA-48-like).
Fonte: Adaptado de BONONO et al., 2018.

2.4.2. Bombas de efluxo bacteriano

Os mecanismos de bomba de efluxo de antimicrobianos que sdo codificados por
cromossomos ou adquiridos por plasmideos, presentes em bactérias Gram-negativas,
contribuem para a resisténcia a antimicrobianos e apresentam um grande desafio para o
desenvolvimento de antimicrobianos (LI; PLESIAT; NIKAIDO, 2015).

Além disso, as bombas de efluxo interagem sinergicamente com outros
mecanismos de resisténcia (por exemplos, com a barreira de permeabilidade da membrana
externa e B-lactamases) para aumentar os niveis de resisténcia. Desde a descoberta das
bombas RND no inicio da década de 1990, em cepas de E. coli e P. aeruginosa, notaveis
avancos cientificos e tecnolégicos permitiram uma melhor compreensdo da base estrutural e
bioquimica, perfis de substrato, regulacdo molecular e inibicdo dessas bombas de efluxo (MA
etal., 1993; POOLE et al., 1993; LI; LIVERMORE; NIKAIDO, 1994).

Com frequéncia, um Unico organismo pode possuir varias bombas de efluxo de

sistemas diferentes (por exemplo, os sistemas Mex de P. aeruginosa juntamente com 0s
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sistemas Acr de Enterobacteriaceae). Até o0 momento, existem quatro familias diferentes de
proteinas de bomba de efluxo MDR, séo elas: a familia RND, a superfamilia facilitadora
principal (MFS, do inglés, major facilitator superfamily), a familia multirresisténcia
estafilococica (SMR, do inglés, staphylococcal multiresistance) e a familia extrusdo de
compostos toxicos e multidrogas (MATE, do inglés, multidrug and toxic compound
extrusion) (PIDDOCK, 2006).

As bombas RND, que sdo todas exportadoras de antimicrobianos e cations
toxicos, estdo localizadas na membrana interna (MI) (membrana citoplasmatica), mas devem
interagir com a proteina adaptadora periplasmatica (também chamada de proteina de fusdo da
membrana) e o canal da membrana externa (ME), produzindo assim um complexo tripartido
abrangendo o MI, o periplasma e o ME. Os transportadores tripartidos excretam
antimicrobianos diretamente no meio de modo que a reentrada destes requer uma travessia
lenta na ME, uma barreira de permeabilidade bastante eficaz (NIKAIDO, 1989; 1996)
(Figura 3). Contudo, a eficacia das bombas RND esta intimamente ligada a resisténcia da
barreira da ME, no qual permeabilizando a ME destrdi o efeito do efluxo mediado pela bomba
RND quase téo efetivo quanto a inativacdo da propria bomba (NIKAIDO, 2001; NIKAIDO;
TAKATSUKA, 2009).

Figura 3. Localizagcdo da bomba de efluxo na membrana bacteriana e suas vias de influxo e

efluxo em bactérias Gram-negativas.
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Legenda: Localizacdo das bombas de efluxo e vias de influxo e efluxo de antimicrobianos através da ME e MI em bactérias
Gram-negativas. O influxo dos antimicrobianos através da ME ocorre em uma ou mais das trés vias a seguir: canais de
porina, canais de proteinas especificas e pelo LPS contendo regido de bicamada lipidica assimétrica. Apos sua entrada no
espago periplasmatico, as moléculas do farmaco podem penetrar ainda mais na MI por difusdo. No entanto, esses
antimicrobianos podem ser expelidos para fora da célula por transportadores de efluxo, que existem como bombas de
componente Unico ou bombas com sistemas de efluxo tripartido. Enquanto as bombas de sistema Unico podem captar o
farmaco do citosol e do periplasma e funcionar como porinas ou outros tipos de canais de proteinas para tornar o processo de
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efluxo eficaz, as bombas com sistema tripartido capturam os farmacos do periplasma e da Ml e os bombeiam diretamente
para o meio extracelular (Fonte: Adaptado de LI; PLESIAT; NIKAIDO, 2015).

O patégeno P. aeruginosa desenvolveu uma forte e seletiva barreira de
permeabilidade na ME cuja eficacia é reforcada por exportadores de amplo espectro. Nada
menos que 12 diferentes sistemas de bombas de efluxo do tipo RND foram reconhecidos e
caracterizados na cepa padrédo de P. aeruginosa PAOL(LI, POOLE, NIKAIDO, 2003; LlI;
NIKAIDO, 2009). P. aeruginosa €é caracterizada por sua permeabilidade de ME muito baixa
devido a presenca da porina lenta OprF em vez das classicas porinas triméricas OmpF/OmpC
(SUGAWARA et al., 2006). Entretanto, esse patdgeno possui canais especificos, como OprB,
especifico para captacao de glicose, e OprD, especifico para difusdo de aminoécidos basicos e
peptideos (NIKAIDO, 2003). O canal OprD é o canal primario para a entrada de
carbapenémicos através da ME, e a expressao reduzida ou perda de OprD tem sido
frequentemente observada em isolados clinicos resistentes a carbapenémicos (FOURNIER et
al., 2013).

Expressa constitutivamente, a bomba MexAB-OprM foi o primeiro sistema RND
caracterizado em P. aeruginosa (POOLE et al., 1993). A bomba MexAB-OprM exibe uma
especificidade de substrato incrivelmente ampla que abrange antimicrobianos estruturalmente
muito diferentes, por exemplo, B-lactdmicos (incluindo inibidores de B-lactamase e certos
carbapenémicos, exceto imipenem), aminoglicosideos, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
tigeciclina, macrolidos, anfenicéis, novobiocina, sulfonamidas, trimetoprim, cerulenina e
tiolactomicina (DEAN et al., 2003; DUPONT et al., 2005; MASUDA; OHYA, 1992;
NAKAE; SAITO; NAKAIJIMA, 2000; ZHANG; LI; POOLE, 2001).

Estudos mostram que a superexpresséo da bomba MexAB-OprM pode
potencializar outros mecanismos de resisténcia e, assim, aumentar a dificuldade na busca de
um tratamento eficaz contra P. aeruginosa. No entanto, interacdes entre a bomba de efluxo e
B-lactamases resultam principalmente em cooperacdo em vez de efeitos sinérgicos nos niveis
de resisténcia aos antimicrobianos (CAVALLO et al., 2007; MOYA et al., 2012; NAKAE et
al., 1999; RIERA et al., 2011; TAFTI et al., 2020).

As proteinas MexXY, codificadas por um locus de dois genes, mexX e mexY, no
qual essas proteinas precisam interagir com um componente de ME para formar uma bomba
tripartida funcional (Mine et al., 1999). Apesar do fato de MexXY ter a capacidade de
acomodar varios canais na ME (por exemplo, OpmB) para exportar ativamente substratos,
estudos mostram que o canal OprM configura ser o principal na maioria das cepas (Mine et
al., 1999; MURATA,; GOTOH; NISHINO, 2002). Estudos mostram que as proteinas MexXY
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cooperam com 0s canais OprM e OprA, pois cada uma pode compensar a Supresséo
geneticamente modificada da outra. J& o sistema MexXY-OprM/OprA ¢ capaz de transportar
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, macrolidos, tetraciclinas, tigeciclina e cefalosporinas
(cefepima e ceftobiprole) (BAUM et al. 2009; WESTBROCK-WADMAN et al. 1999).

Diante do exposto e considerando a complexidade e a gravidade das infecgdes de
P. aeruginosa resistentes a antimicrobianos, torna-se fundamental a importancia do estudo de
tais quadros infecciosos. Portanto, diagnosticar isolados de P. aeruginosa em pacientes
internados em leitos de UTI, assim como identificar os fendtipos de resisténcia, bem como os
mecanismos genéticos pelos quais eles se tornam resistentes € uma emergéncia publica, tendo
em vista a dificuldade de tratamento pela ineficacia das opcOes terapéuticas atuais, o elevado
impacto financeiro que eles representam no orgcamento dos servigos de salde e os altos

indices de morbidade e mortalidade associados aos mesmos.
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo geral

Determinar os principais fenétipos e genotipos relacionados a resisténcia

antimicrobiana em cepas de P. aeruginosa isoladas de pacientes em unidade de terapia

intensiva (UTI) de um hospital universitario de Fortaleza, Ceard, Brasil.

3.2.

Obijetivos especificos

Avaliar a prevaléncia da P. aeruginosa dentre 0s microrganismos Gram
negativos isolados na unidade de terapia intensiva (UTI), Hospital
Universitario em Fortaleza, CE, Brasil;

Avaliar os padrbes fenotipos de resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, polimixinas e glicilciclinas em cepas de
P. aeruginosa isoladas na unidade de terapia intensiva (UTI), Hospital
Universitario em Fortaleza, CE, Brasil;

Identificar as cepas MDR, XDR e resistentes a carbapenémicos baseando-se
nos padrdes fenotipicos de resisténcia aos antimicrobianos avaliados nas cepas
de P. aeruginosa isoladas na unidade de terapia intensiva (UTI), Hospital
Universitario em Fortaleza, CE, Brasil;

Desenvolver ensaios de diagndstico molecular utilizando gPCR, identificando
genes que codificam as bombas de efluxo e as B-lactamases em cepas de P.
aeruginosa isoladas na unidade de terapia intensiva (UTI), Hospital
Universitario em Fortaleza, CE, Brasil;

Determinar os genes relacionados a resisténcia aos antimicrobianos f-
lactdmicos em cepas de P. aeruginosa isoladas na unidade de terapia intensiva
(UTI), Hospital Universitario em Fortaleza, CE, Brasil,

Associar os padrdes fenotipicos de resisténcia a antimicrobianos B-lactamicos
aos genes de resisténcia detectados em cepas de P. aeruginosa isoladas na
unidade de terapia intensiva (UTI), Hospital Universitario em Fortaleza, CE,

Brasil;
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Obtencéo e identificacao dos isolados bacterianos

Para o seguinte estudo foram coletadas 259 cepas de bactérias Gram negativas
(BGNSs), no qual ndo houve crescimento de uma cepa, restando a identificacdo de 258 Gram-
negativos resistentes a um ou mais grupos dos antimicrobianos [-lactdmicos,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, polimixinas e glicilciclinas de pacientes internados na
UTI clinica do Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC), em Fortaleza-CE, no periodo
de 23 de abril de 2019 a 29 de maio de 2021 (Figura 4) que apresentaram quadro infeccioso
envolvendo diferentes sitios anatdmicos e cujo agente etiolégico envolvido foi identificado
por meio de técnicas de microbiologia classica. Foram incluidos isolados bacterianos
provenientes de:
1) infeccBes de corrente sanguinea e outros sitios de infecgdo considerados nobres, como
liquidos cefalorraquidiano (LCR), pleural, peritoneal, pericérdio, sinovial, entre outros;

2) infecgdes do trato urinario;

3) cultura de secre¢des, como lavado bronco-alveolar, aspirado traqueal, escarro, fragmentos
de pele, 6rgdos e 0ssos, drenagens e abscessos, ferida cirdrgica e outros sitios anatbmicos que
apresentaram indicios de infec¢do quando avaliados pelo clinico;

4) culturas de swab retal para vigilancia, sem infeccdo aparente.

Figura 4 Fluxograma de execucdo do Estudo.

Obtencao de aprovagio ética, preparo dos
i formularios de coleta e transporte.

Inicio de coleta das amostras — N = 259
23abr2019 —29mai2021

Coleta e identificagdo das bacteérias com teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Isolamento de
DNA, desenho dos miciadores e sintese dos controles.

Uma amostra ndo houve crescimento bacteriano e 21
amostras cresceram outras bactérias (N = 22).

! l

Outros Gram-negativos Pseudomonas aeruginosa
N=183 N=54
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As amostras de hemocultura e outros liquidos nobres foram inoculadas em frascos
especificos e incubadas no equipamento BacT/Alert® 3D (BioMérieux, Marcy 1’Etoile,
France), um sistema de deteccdo microbiana automatizado. Os outros materiais biologicos
foram semeados em meios de cultura especificos através de técnica de semeadura qualitativa
ou quantitativa, a fim de se obter colbnias isoladas. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37+2°C por 18-24 horas.

Os isolados bacterianos foram identificados e testados, no laboratorio de
microbiologia do HUWC quanto a sua susceptibilidade aos antimicrobianos pelo método
automatizado VITEK® 2 Compact (BioMérieux, Marcy 1’Etoile, France), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As concentracdes inibitorias minimas foram interpretadas de
acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020) e com o comité
brasileiro em testes de susceptibilidade antimicrobiana (BRCAST 2020; 2021). Para o
controle de qualidade dos testes de sensibilidade foram utilizadas cepas da American Type
Culture Collection (ATCC). Estas amostras foram disponibilizadas para o estudo por meio de

aprovacao do comité de ética (n° 3.276.113) (Anexo A).
4.2. Selecdo das cepas analisadas

Um total de 258 isolados foram identificados, dentre os quais foram encontradas
54 cepas de P. aeruginosa sobre as demais espécies. Empregaram-se nesse estudo isolados de
P. aeruginosa resistentes a um ou mais grupos dos antimicrobianos p-lactamicos,
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, polimixinas e/ou glicilciclinas para investigacdo do perfil
genético de resisténcia das mesmas. Foi utilizado a definicdo de MDR para os isolados que
apresentaram resisténcia a pelo menos um agente em trés ou mais classes de antimicrobianos
e os isolados XDR foram aqueles que apresentaram resisténcia a pelo menos um

antimicrobiano de todas as classes, podendo excluir no maximo duas classes.
4.3. Extracdo do DNA bacteriano

Os isolados mantidos em caldo de tripticase de soja foram incubados overnight
em estufa bacterioldgica a 37°C, a 200 rpm, passado o tempo de incubacdo, as amostras foram
centrifugadas a 10.000 rpm, por 10 minutos e o sobrenadante despejado, o precipitado foi

utilizado para extragdo do DNA bacteriano. Para a extragdo do material genético bacteriano,



43

foi empregado o kit de extracéo e purificagdo Wizard Genomic DNA Purification (Promega,
Madison, USA), de acordo com as recomendag0es do fabricante.

Em capela de fluxo laminar, foi realizada a ressuspenséo do isolado com 600ul do
tampé&o de lise nucleica fornecido no kit, logo apos, a suspensdo foi aquecida a 80°C por 5
minutos em aquecedor automatico e programada até diminuir a uma temperatura de 25°C.
Chegando a temperatura foi adicionado 3ul de RNAse e inverteu-se os tubos de 3 a 5 vezes.
Os tubos foram novamente aquecidos a 60°C por 60 minutos em aquecedor automatico,
passado o tempo foi adicionado 200 ul da solucdo de precipitacdo de proteina e agitados por
40 segundos.

Os tubos foram incubados em gelo por 5 minutos e logo apés foram centrifugados
a 14.000 rpm a 4°C por 5 minutos. Apos a centrifugacéo, foi transferido o sobrenadante para
um tubo contendo 600 ul de isopropanol, em seguida os tubos foram invertidos gentilmente
até a visualizacdo da névoa de DNA. Essa suspensdo foi centrifugada a 14.000 rpm a 4°C por
5 minutos e o sobrenadante foi gentilmente despejado. Posteriormente, foram adicionados 600
ul de etanol 70% e o tubo foi invertido algumas vezes para lavar o precipitado. Novamente 0s
tubos contendo o precipitado foram centrifugados a 14.000 rpm a 4°C por 5 minutos, passado
0 tempo o sobrenadante foi gentilmente despejado e os tubos ficaram abertos por 15 minutos
em temperatura ambiente para a completa secagem do mesmo.

Em seguida, foram adicionados 200 pl de solucdo de reidratacdo de DNA e os
tubos foram aquecidos a 65°C sob agitacdo de 400 rpm em aquecedor automatico por 60
minutos. Apds o aquecimento os tubos foram agitados vigorosamente até a completa
homogeneizacdo do precipitado.

Apo0s a extracdo, todas as amostras foram quantificadas por espectrofotometria
com a utilizacdo do NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA), diluidas a uma concentracdo de 50 ng/pL em agua miliQ e conservadas em freezer -

80°C ate sua utilizacdo nos experimentos.

4.4, Desenho dos iniciadores utilizados no estudo
Para uma maior cobertura do perfil genético de resisténcia aos B-lactamicos em
Gram negativos foram incluidas para o desenho dos iniciadores todas as sequencias
disponiveis na plataforma Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD) para cada
um dos genes alvo. Para o desenho dos iniciadores foram reunidas todas as sequencias
disponiveis das variantes de cada gene de B-lactamases incluido no estudo, o alinhamento das

sequencias foi realizado com o uso do software Clustal Omega, e os alinhamentos analisados
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por meio do software SnapGene. Em que, foram selecionadas regides consenso com
homologia >95% e estas foram utilizadas para o desenho dos iniciadores por meio da
plataforma Primer Blast do National Center for Biotecnology and Information (NCBI, USA).
Os iniciadores com poucas regides conservadas, para os quais ndo foi possivel obter
sequencias consenso com homologia >95%, foram separados em clados, no caso dos genes

blaCTX-M e do blaOXA, e esses foram desenhados para os integrantes de cada clado.

4.5. Extracdo de DNA bacteriano em gel de agarose e desenvolvimento de

controles positivos para os genes analisados

O DNA bacteriano de uma cepa sabidamente positiva para cada gene analisado foi
diluido para uma concentracdo de 50 ng/pL e realizou-se um gPCR (Master Mix: 7,5 uL de
enzima gotagq Promega, 1,5 uL de cada iniciador senso e anti-senso, 2 uL. do DNA bacteriano
e 2,5 uL de agua, compondo um total de 15 uL de reacdo) para amplificacdo dos genes. O
fragmento da banda referente ao amplicon esperado de acordo com o desenho dos iniciadores,
foi separado por eletroforese em gel de agarose a 2% e corados com brometo de etidio para
visualizacdo em transiluminador ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

A banda foi cortada do gel de agarose com bisturi e fragmentada em pequenos
pedacos para entdo ser colocada dentro de uma coluna de filtracdo de 1,5 mL contendo filtro
embebecido com tampdo Tris-EDTA (TE). O tubo contendo o gel foi centrifugado a 4000
rpom por 10 min. Ap6s a centrifugacdo o filtro foi descartado e a solucdo filtrada foi
transferida para um tubo de 2mL.

Seguiu-se entdo uma etapa de purificacdo utilizando o protocolo do kit Ribospin
™ VDR (GeneAll, Seoul, Coreia do Sul). No qual, 300 pL da amostra foi transferido para um
microtudo de 1,5mL, logo ap6s foi adicionado 500 pL do tampdo VL ao tubo e este foi
agitado por vortex. A amostra foi incubada em temperatura ambiente por 10 min e ap6s o
tempo de incubacdo foi adicionado 700 pL do tampdo RBI e o microtubo invertido por
algumas vezes ate completa homogeneizacéo da solugéo.

A solucéo foi transferida para um microtubo de 1,5 mL contendo uma coluna com
filtro e centrifugada a 10.000 x g por 30s em temperatura ambiente. Apds a centrifugagdo o
precipitado foi descartado e adicionado a coluna com filtro 500 pL do tampdo RBW. O
microtubo foi centrifugado a 10.000 x g por 30 s em temperatura ambiente e o precipitado foi
descartado. Em seguida, foi adicionado a coluna com filtro 500 pL do tampdo RNW e

centrifugado a 10.000 x g por 1 min e 30 s em temperatura ambiente e o precipitado foi
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descartado. A coluna contendo o filtro foi transferida para um novo microtubo de 1,5 mL e foi
adicionado 50 pL de agua livre de nucleasse a coluna com filtro e este foi centrifugado a
10.000 x g por 2 min. O acido nucléico purificado foi acondicionado em freezer para posterior
utilizacdo.

Uma PCR foi realizada para confirmar a presenca do fragmento de DNA
desejado, e amplificar a sua concentracdo, e este produto foi por fim padronizado & uma
concentracdo de 250 ng/uL e conservado em freezer -80°C até sua utilizacdo nos

experimentos.
4.6. Avaliacéo da curva de eficiéncia e limite de detecgdo dos iniciadores

Para a analise da curva de eficiéncia e limite de deteccdo dos iniciadores, 0 DNA
controle foi diluido para uma concentracdo de 1ng/uL (=7.820.000.000 cdpias) e foram
analisados nove pontos com fator de diluigdo 1:8 (2uL DNA + 14 uL H20). A gPCR da curva
padrdo foi realizada a 45 ciclos, apds a execucdo da curva, foi determinado o valor de
Threshold no qual os iniciadores apresentavam o maior valor percentual de eficiéncia, sendo
considerado como aceitaveis somente os iniciadores que atingissem valores de eficiéncia >
95% e < que 105%. Foi determinado o valor minimo de detec¢do em valores de CT para cada
iniciador baseado no ultimo ponto de diluicdo analisados da curva (Tabela 1 e 2). Os
iniciadores dos genes blaVIM, blaIMP, blaSIM e blaVEB foram retirados do estudo, pois ndo

obteve uma eficiéncia satisfatoria.

Tabela 1 Parametros para analise do qPCR para os genes codificadores de bombas de efluxo.



Tabela 2 Parametros para analise do qPCR para os genes codificadores de B-lactamases.

4.7.

Iniciador Threshold Eff% CT
MexA 0.5 101.1 33
MexB 0.5 99.32 0.99 34
MexC 0.45 98.8 30
MexD 0.3 96.45 29
MexE 0.25 95.4 0.99 27
MexF 0.8 97.0 0.98 34
MexG 0.67 95.99 34
MexH 0.44 95.45 33
MexV 0.1 98.16 0.99 33
MexW 0.3 95.69 22
MexX 0.011 95.32 0.99 30
MexY 0.025 96.15 33

AcrAB- 0.3 99.0 0.99 38
tolC

Eff%- eficiéncia; R?-Razdo; CT- Cycle Threshold

Iniciador Threshold Eff % R2 CT
blaSHV 0,6 96,15 0,99 36.57
blakPC 0,2 100,42 0,99 35,9
blaNDM 04 99,90 0,99 34,98
blaTEM 0,7 95,32 1 29,81
blaGES 0,2 100,21 0,99 34,83
blaCTXM-1 04 95,75 0,99 35,5
blaCTXM-2 0,3 100,82 0,99 35,33
blaCTXM-3 0,1 97,82 0,99 35,6
blaCTXM-4 0,1 95,32 1,0 25,82
blaCTXM-5 0,3 98,09 0,99 35,9
blaOXA-23-like 0,16 99,51 1 32,7
blaOXA-24/40-like 0,15 102,53 0,98 32,97
blaOXA-51-like 0,55 95,51 0,99 39,01

Eff%- eficiéncia; R%-Razao; CT- Cycle Threshold

Deteccéo dos genes relacionados a resisténcia por qPCR
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As cepas selecionadas de P. aeruginosa foram analisadas por PCR em tempo real

(gPCR) pelo QuantStudio 3® (Applied Biosystems, Massachusetts, USA) para a detecgéo de

13 genes codificadores de bombas de efluxo (Tabela 3) e 14 genes codificadores de -


https://www.google.com/search?rlz=1C1GCEA_enBR835BR835&q=Waltham&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LSz9U3MKoyzMkuUuIAsTOqjE21tLKTrfTzi9IT8zKrEksy8_NQOFYZqYkphaWJRSWpRcWLWNnDE3NKMhJzd7AyAgB_zvC8UQAAAA&sa=X&ved=2ahUKEwj-yZuz5uLyAhVTlJUCHQpZCFkQmxMoAXoECBwQAw
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lactamases (Tabela 4 e Tabela 5), atraves de iniciadores especificos conforme as tabelas. As
reacOes foram padronizadas com o uso de controles positivos e controle negativo (dgua miliQ)
para determinar as condi¢cdes de gPCR mais eficientes, de forma a reduzir a existéncia de
inespecificidade e facilitar a interpretacdo dos resultados. Tais condi¢fes incluiram a
determinacdo da melhor temperatura de anelamento (Ta) dos iniciadores, o nimero de ciclos e
a concentracdo dos iniciadores. As condi¢Bes das reacdes dos qPCR incluiram um passo
inicial de 2 min a 95°C; 35 ciclos a 95°C por 15s de desnaturacdo, temperatura de anelamento
a depender do iniciador utilizado por 1 min, ap6s cada reacao foi realizada uma curva de

melting para determinar a Tm (Temperatura de melting) de cada amplicon.



Tabela 3 Descrigdo dos genes relacionados a codificacdo de bombas de efluxo.

Tamanho do
roduto
Bombas de Efluxo ég?,s;gnaf Gene Funcéo iniciadores Sequéncia dos iniciadores (5°-3%) P Ta(°C)
(pb)
AE004091.2 mexA Proter:qr;%dber&flﬁzao da | MexAS GACAAGTGGCTGGTTACCGA 9% 63
MexAB-OprM MexA AS CACGGTCTTCACCTCGACAC
MexB S GTCGATTCCGTTCTCGGTGA
L11616.1 mexB Transportador de 158 65
membrana interna MexB AS ACTCCACGATGAGAATGGCG
i 1 M TGCAATAGGAAGGAT
U57960.1 mexC Proteina de fusio da exC S CGTGC GGAAGGATCGG 104 60
MexCD-ObprJ membrana MexC AS TCCACCGGCAACACCATTT
P U57960.1 mexD Transportador de MexD S TACACCCTGATCCCGTCCAT 170 64
' membrana interna | MexD AS ATGATCCGCTCGACGTTCTC
Proteina de fusdo da | MexE S CTGAGCTTCACCCGGATCAC
AE004091.2 mexE 140 64
MexEF-OrN X membrana MexE AS GCGTCGAAGTAGGCGTAGAC
P AE004091.2 mexF Transportador de MexF S TCATCAAGGTCAGCGACACC 169 64
' membrana interna MexF AS CACTCGTAGGTCATGCCGTT
MexG S TGCAGCGCTTCATCGATAACT
AE004091.2 G Proteinad b 120 64
MexGHLO0MD mex roteina de membrana T xG As GGCTGGCCTGATAGTCGAAC
P AE004091.2 mexH Proteina de fusio da | MexH S TCATCAAGGTCAGCGACACC 124 65
' membrana MexH AS CACTCGTAGGTCATGCCGTT
i 1 MexV TACTGTTCCTTT! Al
AE004091.2 mexy | Protenade fusioda | MexVS CTGTTCCTTTCCEGCCAC 170 61
MexVVW-OprM membrana MexV AS TTCGCTTTTCGAGATGGCCT
P NC _002516.2 mexW Proteina de membrana MexW S CCTCGGTCTACATCGGCATC 181 65
- ' MexW AS CCGAGGGTCTTCACCACTTC
MexX S TGCTGTTCCAGATCGACCCT
AB015853.1 X Proteinad b 127 60
MoxXY-On mex roteina de membrana i X As TCCTTGATCAGGTCGGCGTA
P ABOL535.1 oy | Proteinade fusio da | MexY's GTCAACCAAATGACCGCCAC 2 o
' membrana MexY AS ATGTTGTAGCTCACGCCCTC

47



AcrAB-tolC

AP018753.1

AcrAB-tolC

Sistema tripartido com
membrana
celular(AcrB),
membrana
externa(tolC) ligado
pelo periplasma
(acrAh)

ACFASB'tO'C GGTAGAGAACGTCGAGCGAG
ACfAA'Z'tO'C CGAAGAACGCCATCGGGATA

143

60

Ta= Temperatura de anelamento do iniciador
Pb= pares de bases; Iniciador S= Senso; Iniciador AS= Anti-senso
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Tabela 4 Descrigdo dos genes relacionados a codificacdo de p-lactamases.

49

Tamanho
x o do produto
B-lactamases Acesso ao GenBank Funcao Gene Varz\;lgc”)es Iniciadores Sequéncia dos iniciadores (5°-3’) P Ta(°C)
(pb)
p-lactamase sulfidrila SHV -S ATTATCTCCCTGTTAGCCACCC
SHV ARO:3000015 el blaSHV 156 70 61
variave SHV-AS | GTTTAATTTGCTCAAGCGGCTG
KPC ARO:3000059 Serino-Carbapenemase blaKPC 19 KpeC-s TCGCGGAACCATTCGCTAAA 128 61
KPC - AS GAATGAGCTGCACAGTGGGA
NDM ARO:3000057 | Metallo-p-lactamase blaNDM 97 NDM - S GAAGCTGAGCACCGCATTAG 86 64
NDM - AS CCATTTGCTGGCCAATCGTC
B-lactamase de espectro GES-S GCCCAGGAGAGAGATTACGC
GES ARO:3000066 rendido da Guian blaGES 25 94 61
estendido 0a uana GES - AS CTTGACCGACAGAGGCAACT
. TEM -S ACCCAGAAACGCTGGTGAAA
TEM ARO:3000014 B-lactamase temoneira blaTEM 167 110 61
TEM - AS GGGGCGAAAACTCTCAAGGA
TXM-1 ATT AAAAGCACGTCA
CTXM-1 blaCTXM-1 40 ¢ S © cee6 GCACGTC 87 61
CTXM-1 AS TTCATCGCCACGTTATCGCT
CTXM-2 blaCTXM-2 16 CTXM-2S CGCCGCTGATTCTGGTCA 90 61
B-lactamases de espectro CTXM-2AS | TGACGATTTTAGCCGCCGAC
. CTXM-3S CGTGGCTCAAAGGCAATACG
CTXM-3 ARO:300001 estendido com agdo em blaCTXM-3 49 180 61
¢ a CTXM-3 AS TCTGTTGCGGCTGGGTAAAA
cefotaxime
CTXM-4 blaCTXM-4 14 CTXM-4S CGCTCAACACCGCGATCC 197 61
CTXM-4 AS ATCCCCGACAACCCACGAT
TXM- AT AGA TGAAAAA
CTXM-5 blaCTXM-5 23 c 5S GGCGCAGACCCTG 155 61
CTXM-5 AS CTGCCGGTTTTATCGCCCA

Ta= Temperatura de anelamento do iniciador
Pb= pares de bases; Iniciador S= Senso; Iniciador

AS= Anti-senso




Tabela 5 Descrigdo dos genes relacionados a codificacdo de pB-lactamases do grupo OXA.
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Tamanho
B-lactamases  |Acesso ao GenBank Funcéo Gene N° Variagdes | Iniciador | Sequéncia dos iniciadores (5°-3”) pro(iiclilto Ta (°C)
(pb)
. OXA23L-F | GCTCTAAGCCGCGCAAATAC
2234l ARO:3000017 Oxacilinase 1a0OXA-23-lik 12 1
OXA-23-like PlaOXA-23 ke > [OXA23L-R| TGACCTTTTCTCGCCCTTCC > °
OXAZF‘”"'OL' TGCCGATGACCTTGCACATA
OXA-24/40-like ARO:3000017 Oxacilinase b|aOXﬁ(—24/40- ) 177 61
e OXAZF:”“OL' CCATTAGCTTGCTCCACCCA
. . XA48L-F TAGCAAAGGAATGGCAA
OXA-48-like ARO:3000017 Oxacilinase blaOXA-48-like 17 OXAdSL-F [CCOTACCAAAGGAATCCCAAG| g5 61
OXA48L-R | GGGCGATCAAGCTATTGGGA
. OXA51L-F | GATCGGCCTTGAGCACCATA
OXA-51-like ARO:3000017 Oxacilinase blaOXA-51-like 153 199 61
OXA51L-R | GCCATAACCAACACGCTTCA

Ta= Temperatura de anelamento do iniciador
Pb= pares de bases; Iniciador S= Senso; Iniciador AS= Anti-senso



51

4.8. Analise dos dados

Todos os dados gerados foram codificados em planilha Excel, MICROSOFT®
(Nova York, EUA) e adicionados por dois digitadores independentes. O teste de Fisher foi
empregado para comparar a propor¢do de ocorréncia de uma variavel entre os grupos. O
intervalo de confianga foi de 95% e o teste foi considerado estatisticamente significante
quando P < 0.05, utilizando o programa IBM SPSS Statistics Versdo 21 (SPSS Statistics
Software, Nova York, EUA).

As figuras foram obtidas utilizando-se o programa GraphPad Prism versao 6.00
para Windows (GraphPad Software, San Diego, EUA).

Outra analise empregada neste estudo foi através do CART® (Classification and
Regression Trees) pelo programa IBM SPSS Statistics Versdo 21, que possibilita uma
moderna classificacdo de dados baseado em arvores de decisdo. Neste estudo, 0 CART pdde
indicar associacGes da presenca de genes relacionados a resisténcia com os fenétipos de
resisténcia ou susceptibilidade aos antimicrobianos testados.
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5. RESULTADOS
5.1. Prevaléncia de P. aeruginosa no estudo

Durante o periodo deste estudo, foram isoladas 258 bactérias Gram negativas
resistentes a pelo menos um antimicrobiano, desses 20,9% (54/258) foram identificadas como
P. aeruginosa que foram isoladas de diferentes sitios anatdmicos dos pacientes internados. O
aspirado traqueal foi a amostra que obteve um maior numero de isolados de P. aeruginosa
com 74,1% (40/54), seguido de amostras de sangue com 11,11% (6/54), de lavado
broncoalveolar 7,40% (4/54), de abddémen 1,85% (1/54), de fragmento de tecido 1,85%
(1/54), de escara sacral 1,85% (1/54) e de tenddo 1,85% (1/54), conforme Figura 5.

Figura 5 Origem das cepas de P. aeruginosa isoladas da Unidade de Terapia Intensiva —
HUWC, UFC.
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5.2. Fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos testados nos isolados de P.

aeruginosa

Foram testados 14 antimicrobianos de diferentes classes, no qual, pelo menos
um fendtipo de resisténcia aos antimicrobianos testados foi encontrado em 96,3% (52/54)
nos isolados de P. aeruginosa. Os isolados de P. aeruginosa obteve uma taxa de resisténcia
de 100% para cefoxitina (32/32), ceftriaxona (25/25), cefuroxima axetil (32/32) e
tigeciclina (32/32), confirmando assim a resisténcia intrinseca do patdgeno a esses
antimicrobianos. A combinacédo de piperacilina com tazobactam obteve uma taxa de 74,4%
(32/43), sequida por ceftazidima e cefepime ambos com o mesmo percentual de 63,4%
(33/52), imipenem com 61,2% (30/49), meropenem com 56,2% (27/48), ciprofloxacina
54,9% (28/51), gentamicina 41,5% (22/53) e, por fim, amicacina com 28,3% (15/53),
conforme Tabela 6 e 7. Todos os isolados testados ndo demostraram fen6tipo de resisténcia

a colistina, ceftazidima com avibactam e ceftolozone com tazobactam.

Tabela 6 Fenotipo de resisténcia aos p-lactdmicos das cepas de P. aeruginosa isoladas dos

pacientes na Unidade de Terapia Intensiva— HUWC, UFC.

Antimicrobianos % - (N/Total)
B-lactamicos
reneline Cefalosporina Cefalosporina Carbapenémicos
Inibidor 3* Geracao 42 Geragao P
T;Zeggggtigfn/ Ceftazidima Cefepima Imipenem Meropenem
74,4 562
(32/43) 63,4 (33/52) 63,4 (33/52) 61,2 (30/49) (27148)

Tabela 7 Fendtipo de resisténcia aos aminoglicosideos e fluoroquinilonas das cepas de P.
aeruginosa isoladas dos pacientes na Unidade de Terapia Intensiva— HUWC, UFC.

Antimicrobianos % - (N/Total)

Aminoglicosideos Fluoroquinolona

Gentamicina Amicacina Ciprofloxacina
41,5 (22/53) 28,3 (15/53) 54,9 (28/51)
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Os isolados testados de P. aeruginosa obtiveram um percentual de 61,11%
(33/54) para microrganismos MDR, seguido de um percentual de 55,5% (30/54) para
microrganismos XDR e um percentual de 46,2% (25/54) para microrganismo resistente a

carbapenémicos.

5.3. Deteccdo dos genes de resisténcia nos isolados de P. aeruginosa por
gPCR

Para a deteccdo dos genes que codificam as B-lactamases o maior percentual
encontrado foi do gene blaKPC com 81,49% (44/54), seguido por blaCTXM-2 com 72,22%
(39/54), blaCTXM-1 com 66,66% (36/54), blaCTXM-5 com 59,25% (32/54), blaSHV com
40,74% (22/54), blaTEM e blaOXA-23-like com 38,89% (21/54), blaNDM com 29,6%
(16/54), blaGES e blaOXA-51-like com 24% (13/54), blaOXA-24/40-like  com 20,4%
(11/54), blaCTXM-3 com 11,11% (6/54), blaCTXM-4 com 9,26% (5/54) e ndo houve

deteccdo do gene blaOXA-48-like nos isolados, conforme mostra a Figura 6-8.

Figura 6 Percentual dos genes codificadores de B-lactamases de espectro estendido da

classe A de Ambler encontrados nos isolados de P. aeruginosa.
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TEM: Temoneira; SHV: variavel sulfidrila; CTXM: B-lactamases de espectro estendido com agdo em

cefotaxime.

54



Figura 7 Percentual dos genes codificadores de carbapenemases de classe A e B de Ambler
encontrados nos isolados de P. aeruginosa.
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KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM: Nova Deli Metallo-B-lactamase; GES: p-lactamases de
espectro estendido da Guiana.

Figura 8 Percentual dos genes codificadores de P-lactamases da classe D de Ambler
encontrados nos isolados de P. aeruginosa.
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Genes codificadores de carbapenemases do grupo D de Ambler

OXA: gene de resisténcia a oxacilina.

Foram avaliados 14 genes codificadores de B-lactamases nos isolados de P.
aeruginosa, no qual estes foram associados com os antimicrobianos testados da classe dos
B-lactdmicos. A Tabela 8 mostra a distribuicdo do percentual dos genes detectados nos
isolados testados para o antimicrobiano cefepima e ceftazidima, no qual esses
antimicrobianos foram apresentados em uma mesma tabela pois apresentaram o mesmo

percentual de fendtipo de resisténcia e positividade dos genes codificadores de [3-
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lactamases, apresentando um maior percentual de positividade para os genes blaKPC,
blaCTXM-2, blaCTXM-1, blaCTXM-5, blaSHV com percentuais de 82,7% (43/52), 75%
(39/52), 69,2% (36/52), 61,5% (32/52) e 42,3% (22/52), respectivamente. A presenca dos

genes blaTEM e blaOXA-23-like foram associados a

resisténcia fenotipica ao

antimicrobiano cefepima e ceftazidima (P= 0,017; OR 5,66; IC 95% 1,38-23,21) e
(P=0,041; OR 3,98; IC 95% 1,08 — 14,58), respectivamente.

Tabela 8 Percentual de positividade dos genes codificadores de B-lactamases nos isolados de

P. aeruginosa nos grupos resistente e susceptivel ao antimicrobiano cefepima e ceftazidima.

Genes
codificadores Total Resistente  Susceptivel
lnctamagss | N5206) NSO N=1906)  Pyalor  OR  95%1C
blakPC ~ 43(827)  27(8L8)  16(842) 10000 0,84 018385
blaCTXM-2  39(75)  25(758)  14(737) 10000 111 0,230—4,07
blaCTXM-1  36(692)  24(727)  12(632) 05405 155 0,46-5,20
blaCTXM-5 32 (615)  19(57,6)  13(684) 05579 0,62 0,19—2,05
blaSHV ~ 22(423)  13(39.4)  9(4737) 03969 058 0,18—1,82
blaOXA-23-like 21 (404) 17 (515) 4 (21) 0,041* 3,98 1,08— 14,58
blaTEM  20(385)  17(515)  3(158) 0017 566 1,238-2321
blaNDM  16(30,7)  10(303)  6(3L6) 10000 0,94 027319
blaGES 13 (25) 8 (24,2) 5(263) 10000 089 0,24-327
blaOXA-51-like 13 (25) 11(333)  2(105) 00987 4,25 0,82 21,79
b'aoﬁﬁ(f‘” 40 10092  8(242) 2(105) 02925 272 051 14,42
blaCTXM-3 6 (11,5) 3(9) 3(158) 06563 053 0,09-2,95
blaCTXM-4  5(9,3) 4 (12,1) 1(53) 06410 248 0,25— 24,02
blaOXA-48-like 0 0 0 0 0 0

OR= 0dds ratio; IC= Intervalo de confianca.

Os genes detectados nos isolados testados para o antimicrobiano piperacilina

em combinacdo com inibidor de B-lactamase tazobactam apresentaram um maior percentual
de positividade para os genes blaKPC, blaCTXM-2, blaCTXM-1, blaCTXM-5, blaSHV e
blaOXA-23-like com percentuais de 81,4% (35/43), 74,4% (32/43), 67,4% (29/43), 65,1%
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(28/43), 41,8% (18/43) e 41,8% (18/43), respectivamente (Tabela 9). Nao houve
significancia estatistica entre 0s genes pesquisados e o fenétipo.

Tabela 9 Percentual de positividade dos genes codificadores de B-lactamases nos isolados
de P. aeruginosa nos grupos resistente e susceptivel ao antimicrobiano piperacilina com

tazobactam.

Genes ) i
Total Resistente  Susceptivel

N=43(%)  N=32(%)  N=11(%) Pvalor OR 95%IC

codificadores

B-lactamases

blakPC 35(81,4)  25(78,1)  10(90,9) 06563 0,35 0,03-3,29
blaCTXM-2 32 (74,4) 24 (75) 8 (72,7) 1,0000 1,12 0,23-5,30
blaCTXM-1 29 (67,4) 22 (68,7) 7 (63,6) 05405 1,25 0,29-5,29
blaCTXM-5 28 (65,1) 21 (65,6) 7 (63,6) 05579 1,09 0,26 4,55

blaSHV ~ 18(418)  14(437)  4(363) 07362 1,36 033559
blaOXA-23-like 18 (41,8) 16 (50) 2(182) 00856 450 0,83- 2419
blaTEM  17(395)  15(468)  2(182) 01539 397 073-21,36
blaNDM  13(30,2)  11(343)  2(182) 04559 235 0,43 12,87
blaOXA-51-like 12(27,9) 11 (34.3) 191 01393 523 0594642
blaGES 11 (25) 7(21.8)  4(363) 04301 049 0,11-2,16
b'aoﬁﬁ(f‘” 40- 5(19.2) 4 (24.2) 2(182) 06367 064 010-4,11
blaCTXM-3  4(9,3) 3(9,3) 191 10000 1,03 0,09-11,12
blaCTXM-4  4(9,3) 3(9,3) 191  1,0000 1,03 0,09- 11,12
blaOXA-48-like 0 0 0 0 0 0

OR= Odds ratio; IC= Intervalo de confianca.

A distribuicdo do percentual de positividade dos genes codificadores de f-
lactamases detectados nos isolados testados para 0 antimicrobiano imipenem apontou uma
maior taxa para os genes blakPC, blaCTXM-2, blaCTXM-1, blaCTXM-5 e blaSHV com
percentuais de 79,6% (39/49), 71,4% (35/49), 67,3% (33/49), 57,1% (28/49) e 38,7%
(19/49), respectivamente (Tabela 10). A presenca do gene blaTEM obteve significancia
estatistica com a resisténcia fenotipica ao antimicrobiano imipenem (P=0,018; OR 5,33; IC
95% 1,28-22,20).
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Tabela 10 Percentual de positividade dos genes codificadores de B-lactamases nos isolados

de P. aeruginosa nos grupos resistente e susceptivel ao antimicrobiano imipenem.

Genes ) i
. Total Resistente  Susceptivel
codificadores
N=49(%) N=30(%0) N=19(%) Pvalor OR 95% IC
B-lactamases
blakPC 39 (79,6) 24 (80) 15 (78,9) 1,0000 1,06 0,25-4,41
blaCTXM-2 35(71,4) 20 (66,6) 15 (78,9) 0,5185 0,53 0,13-2,03
blaCTXM-1 33 (67,3) 19 (63,3) 14 (73,7) 0,5412 0,61 0,17-2,18
blaCTXM-5 28 (57,1) 15 (50) 13 (68,4) 0,2467 0,46 0,13-1,53
blaSHV 19 (38,7) 10 (33,3) 9 (47,3) 0,3774 0,55 0,17-1,80
blaOXA-23-like 18 (36,7) 13 (43,3) 5 (26,3) 0,3621 2,14 0,61-7,48
blaTEM 18 (36,7) 15 (50) 3(15,7) 0,018* 5,33 1,28-22,20
blaNDM 15 (30,6) 7 (23,3) 8 (42,1) 1,0000 0,87 0,27-2,81
blaOXA-51-like 12 (24,5) 10 (33,3) 2 (10,5) 0,0948 4,25 0,81-22,14
blaGES 12 (24,5) 6 (20) 6 (31,6) 0,4975 0,54 0,14-2,02
b'aoxlﬁ('ez‘” 40- g(163) 6 (20) 2(105) 04583 212 0,38 11,83
blaCTXM-3 5(10,2) 3 (10) 2 (10,5) 1,0000 0,94 0,14-6,25
blaCTXM-4 3(6,1) 3(10) 0 0,2730 4,96 0,24 -101,7
blaOXA-48-like 0 0 0 0 0 0

OR= Odds ratio; IC= Intervalo de confianca.

A distribuicdo do percentual de positividade dos genes codificadores de B-

lactamases detectados nos isolados testados para o antimicrobiano meropenem demosntrou
uma maior taxa para os genes blakKPC, blaCTXM-2, blaCTXM-1, blaCTXM-5 e blaSHV
com percentuais de 79,6% (39/49), 71,4% (35/49), 67,3% (33/49), 57,1% (28/49) e 38,7%
(19/49), respectivamente (Tabela 11). A presenca dos genes blaTEM e blaOXA-51-like
obteve significancia estatistica com a resisténcia fenotipica ao antimicrobiano meropenem
(P= 0,034; OR 4,57; IC 95% 1,21-17,23) e (P=0,043; OR 5,58; IC 95% 1,06 — 29,20),

respectivamente.
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Tabela 11 Percentual de positividade dos genes codificadores de B-lactamases nos isolados

de P. aeruginosa nos grupos resistente e susceptivel ao antimicrobiano meropenem.

Genes )
o Total Resistente  Susceptivel
codificadores
N=48(%) N=27(%) N=21(%) Pvalorr OR 95% IC
B-lactamases
blakPC 38(79,1) 21 (77,7) 17 (80,9) 1,0000 0,82 0,19-3,40
blaCTXM-2 35 (72,9) 18 (66,6) 17 (80,9) 0,3377 047 0,12-181
blaCTXM-1 35 (72,9) 19 (70,3) 16 (76,2) 0,7502 0,74 0,20-2,72
blaCTXM-5 28 (58,3) 13 (48,1) 15 (71,4) 0,1437 0,37 0,11-1,24
blaSHV 21 (43,7) 10 (37) 11 (52,4) 0,3820 0,53 0,16-1,70
blaOXA-23-like 19 (39,5) 13 (48,1) 6 (28,6) 0,2369 2,32 0,69-7,79
blaTEM 18 (37,5) 14 (51,8) 4 (19) 0,034* 457 1,21-17,23
blaNDM 16 (33,3) 7 (25,9) 9 (42,8) 0,2373 0,46 0,13-1,58
blaOXA-51-like 12 (25) 10 (37) 2(9,5) 0,043* 558 1,06 -29,20
blaGES 13 (27) 6 (22,2) 7(33,3) 0,5161 0,57 0,15-2,06
b'aoxlﬁ('ez‘” 40- g (16,6) 6 (22.2) 2(95) 04371 271 048—1511
blaCTXM-3 6 (12,5) 3(11,1) 3(14,3) 1,0000 0,75 0,13-4,16
blaCTXM-4 2(4,2) 2(7,4) 0 0,4973 4,21 0,19-92,73
blaOXA-48-like 0 0 0 0 0 0

OR= Odds ratio; IC= Intervalo de confianca.



Os genes que codificam as bombas de efluxo da familia MEX foram avaliados
por operon, no qual a distribuigdo do percentual de positividade encontrada nos isolados
testados foi de 100% para os genes MEX-AB, MEX-EF, MEX-GH, MEX-VW, MEX-XY,
seguido por um percentual de 96,3% para o gene MEX-CD e ndo houve positividade para o
gene acrAB-tolC. N&o foram realizados testes estatisticos em relacdo as bombas de efluxo

devido & alta positividade dos genes.

Para investigar se uma combinacéo especifica de genes relacionado a resisténcia
pode ser correlacionada com o fendtipo de resisténcia, usamos a analise CART, que
constroi um modelo em forma gradual e o resultado é uma combinacdo de fatores
associados com cepas resistentes ou suscetiveis ao antimicrobiano analisado. Foram
analisados os antimicrobianos cefepima, ceftazidima, imipenem, meropenem e piperacilina
associado ao tazobactam com os genes relacionados as -lactamases e as bombas de efluxo.
Entretanto, ndo houve associacdo estatistica entre os fendtipos de resisténcia aos

antimicrobianos analisados e a combinacéo de genes analisados (Figura 9-13).
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Figura 9 Arvore de decisio mostrando a combinagdo de fatores genéticos associados ao

fendtipo de resisténcia a ceftazidima em cepas de P. aeruginosa.
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Figura 10 Arvore de decisdo mostrando a combinacio de fatores genéticos associados ao fendtipo de resisténcia a cefepima em cepas de P.
aeruginosa.
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cefotaxime; GES: B-lactamases de espectro estendido da Guiana; OXA: gene de resisténcia a oxacilina; MexC: bomba de efluxo MexCD.
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Figura 11 Arvore de decisdo mostrando a combinacio de fatores genéticos associados ao
fenotipo de resisténcia a imipenem em cepas de P. aeruginosa.
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SHV: variavel sulfidrila; CTXM: B-lactamases de espectro estendido com acdo em cefotaxime; GES: B-
lactamases de espectro estendido da Guiana; OXA: gene de resisténcia a oxacilina.
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Figura 12 Arvore de decisdo mostrando a combinacao de fatores genéticos associados ao fen6tipo de resisténcia a meropenem em cepas de P.

aeruginosa.
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KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; TEM: Temoneira; SHV: variavel sulfidrila; CTXM: B-lactamases de espectro estendido com agdo em cefotaxime; GES: B-lactamases de espectro
estendido da Guiana; OXA: gene de resisténcia a oxacilina; MexC: bomba de efluxo MexCD.
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Figura 13 Arvore de decisdo mostrando a combinacao de fatores genéticos associados ao

fenotipo de resisténcia a piperacilina/tazobactam em cepas de P. aeruginosa.
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KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; NDM: Nova Deli Metallo-B-lactamase; TEM: Temoneira; SHV: varidvel
sulfidrila; CTXM: B-lactamases de espectro estendido com agdo em cefotaxime; GES: B-lactamases de espectro estendido da
Guiana; OXA: gene de resisténcia a oxacilina.
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6. DISCUSSAO

A P. aeruginosa é um patdgeno oportunista com bastante importancia clinica em
unidades de terapia intensiva, principalmente devido a sua alta resisténcia a diversos
antimicrobianos, impossibilitando um tratamento eficaz, levando a alta morbidade e
mortalidade desses pacientes em situacao critica (URZEDO et al., 2020).

O presente estudo analisou cepas de P. aeruginosa resistentes a antimicrobianos
isoladas de diversos sitios anatdmicos em pacientes internados na UTI de um hospital
universitario, no qual foram detectadas altas taxas de resisténcia para os [-lactamicos
piperacilina com tazobactam, ceftazidima, cefepime, imipenem e meropenem com taxas de
74,4%, 63,4%, 63,4%, 61,2% e 56,2%, respectivamente, as cepas analisadas ndo apresentaram
resisténcia para a colistina e para as cefalosporinas combinadas com inibidores de pB-
lactamases.

A andlise do genotipo detectou uma alta presenca da carbapenemase KPC
(81,49%), em relacdo a anélise dos demais genes correlacionados ao fenétipo de resisténcia,
houve associacdo entre a presenca dos genes: blaTEM e resisténcia a ceftazidima, cefepima,
ao imipenem e meropenem (P=0,017; P=0,017; P=0,018 e P=0,034, respectivamente);
blaOXA-23 e resisténcia a ceftazidima e cefepima (P=0,041) e blaOXA-51 e resisténcia ao
meropenem (P=0,043).

Nosso estudo encontrou uma prevaléncia de 20,9% de infecgbes por esse
patdgeno, dentre os Gram-negativos isolados resistentes a pelo menos um antimicrobiano, que
representa um percentual similar com outros estudos. De acordo com relatério emitido pela
ANVISA (2021), a P. aeruginosa foi o terceiro microrganismo mais isolado dentre as
bactérias Gram-negativas notificadas em infeccdes de corrente sanguinea, com percentual de
16,2%. Nos Estados Unidos, Sader e colaboradores analisando amostras de bactérias Gram-
negativas isoladas de pacientes em UTI e ndo UTI, coletadas em 70 centros hospitalares, no
periodo de 2018 a 2020, encontrou uma prevaléncia de 23,5% de P. aeruginosa isoladas em
pacientes internados em UTI (SADER et al., 2022). Dunphy e colaboradoes realizaram um
estudo em ambientes ambulatoriais e hospitalares em regides da Virginia, Estados Unidos, no
periodo de um ano (2019-2020), coletando diversas amostras, no qual identificaram uma
prevaléncia de 60% de isolados de P. aeruginosa de diversos sitios anatdmicos, sendo
analisados 971 isolados coletados de 590 pacientes (DUNPHY et al., 2021), no qual esses

estudos demonstram uma variabilidade na taxa de deteccdo desse patdgeno.
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Neste estudo, o maior nimero de isolados de P. aeruginosa foi obtido atravées de
secrecOes de lavado bronquico com um percentual de 74,1%, resultados semelhantes foram
reportados em outros estudos no qual a P. aeruginosa foi o patdgeno mais isolado em
secre¢des pulmonares (lavado brénquico e aspirado traqueal) (DUNPHY et al., 2021; NUNES
et al., 2023). InfeccBes respiratorias ocasionadas por esse patdgeno sdo bastante frequentes,
principalmente em ambientes hospitalares, podendo estar relacionado & manipulacdo de
procedimentos invasivos nos pacientes, tais como intubacdo traqueal, aspiracbes e a
necessidade de ventilacdo pulmonar mecanica (TENOVER; NICOLAU; GILL, 2022;
URZEDO et al., 2020).

A fim de identificar o perfil fenotipico de resisténcia antimicrobiana das cepas de
P. aeruginosa isoladas no ambiente hospitalar, foram testados 15 antimicrobianos de
diferentes classes, no qual, a maior taxa de resisténcia dos isolados de P. aeruginosa foi de
100% para as cefalosporinas de segunda e terceira geragdo cefoxitina, ceftriaxona e
cefuroxima axetil em que estudos mostram que a Unica cefalosporina de terceira geracdo com
acdo em cepas de P. aeruginosa ¢ a ceftazidima (BABICH et al., 2020; FREIFELD et al.,
2011). O percentual de resisténcia para a tigeciclina também foi de 100%, o que corrobora
com a literatura, pois apesar da tigeciclina ser utilizada para o tratamento de bactérias Gram-
negativas ndo fermentadoras multiresistentes, esse antimicrobiano ndo possui a¢do contra P.
aeruginosa, confirmando a resisténcia intrinseca deste patdégeno frente as cefalosporinas de
segunda geracéo e tigeciclina (KARAKONSTANTIS; KRITSOTAKIS; GIKAS, 2020; ULU-
KILIC et al., 2015).

Em relacdo aos demais B-lactamicos testados, nosso estudo detectou uma alta taxa
de resisténcia da combinacdo de piperacilina com tazobactam de 74,4%, ceftazidima e
cefepime ambos com o mesmo percentual de 63,4% e em relacdo aos carbapenémicos
imipenem e meropenem apresentaram uma taxa de 61,2% e 56,2%, respectivamente. Em
concordancia com esses achados, pesquisa realizada nos Estados Unidos por Sader e
colaboradores (2022) em cepas P. aeruginosa coletadas no periodo de dois anos e um estudo
realizado no Rio de Janeiro em um periodo de 20 anos (SANTOS et al., 2019), encontraram
resultados semelhantes para os antimicrobianos piperacilina com tazobactam, ceftazidima,
cefepime e meropenem em cepas de P. aeruginosa, em que essas pesquisas indicaram um
crescente aumento da taxa de resisténcia aos antimicrobianos com o passar dos anos.

Os antimicrobianos ciprofloxacina e gentamicina apresentaram uma taxa

relativamente alta de resisténcia nas cepas isoladas (54,9% e 41,5%, respectivamente). O
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perfil de resisténcia a esses antimicrobianos, no Brasil, de acordo com o relatorio emitido pela
ANVISA (2009), no periodo de 2006 a 2008, mostra que a ciprofloxacina e a gentamicina
foram os principais antimicrobianos associados aos isolados com fenotipos de resisténcia,
apresentando apenas 47% de susceptibilidade.

Em relacdo as cefalosporinas de terceira geragdo em combinagdo com inibidores
de B-lactamases (ceftazidima com avibactam e ceftolozone com tazobactam) no nosso estudo
ndo houve deteccdo do fendtipo de resisténcia, no qual o ceftolozone com tazobactam é um
antimicrobiano antipseudomonal que possui acdo em cepas de P. aeruginosa multirresistentes
(HAIDAR, et al., 2017; MUNITA, et al., 2017), j& o antimicrobiano ceftazidima com
avibactam possui acdo em cepas de P. aeruginosa multirresistentes que sdo ESBL, AmpC e
KPC positivas, pois esse inibidor remove o residuo de serina que é a porcao ativa da enzima,
entretanto, esses antimicrobianos ndo agem em cepas MBLs positivas (DRAWZ, et al., 2014),
indicando a agdo dos inibidores de B-lactamases frente a alta positividade da presenca dos
genes codificadores de KPC em nosso estudo.

As taxas de susceptibilidade obtidas em nosso estudo se mostram em
concordancia com estudos que tém relatado uma boa atividade da ceftazidima associado ao
avibactam e da ceftolozone associado ao tazobactam. Lopez-Calleja e colaboradores (2019)
realizaram um estudo em um hospital universitério localizado na Espanha, em que analisaram
o perfil de susceptibilidade de 12 cepas MDR de P. aeruginosa e 117 cepas XDR de P.
aeruginosa frente ao ceftolozone associado ao tazobactam, e detectaram uma taxa de
susceptibilidade de 92,2% nestes isolados. No mesmo contexto, uma pesquisa efetuada pelo
programa de vigilancia global de lideranca e vigilancia em testes antimicrobianos (ATLAS,
do inglés, Antimicrobial Testing Leadership and Surveillance) coletou 2.521 isolados clinicos
de Pseudomonas aeruginosa de 41 centros médicos em 10 paises da América Latina, no
periodo de 2017 a 2019, no qual encontraram uma taxa de 86,9% dos isolados susceptiveis a
ceftazidima associado ao avibactam (KARLOWSKY et al., 2021). Portando esses estudos
corroboram com nossos resultados, mostrando que as cefalosporinas de terceira geragdo em
combinagdo com inibidores de B-lactamases sdo uma boa opg&o terapéutica.

N&o houve taxa de resisténcia, em nosso estudo, para o antimicrobiano colistina
foi encontrado, entretanto, relatério emitido pela ANVISA (2021) aponta uma taxa de
resisténcia de 25,2% deste antimicrobiano em cepas de P. aeruginosa isoladas da corrente

sanguinea de pacientes internados em UT]I adulta, indicando um alerta para os profissionais da
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salde. Esta diferenca verificada pode, entretanto ser resultado de medidas efetivas na
prevencdo da disseminacao de cepas resistentes no hospital universitario avaliado.

Com a finalidade de identificar a presenca e prevaléncia dos genes que codificam
B-lactamases no hospital universitario, analisamos 14 genes, em que 0 gene mais prevalente
foi o blakPC com 81,49% de positividade nos isolados. Estudo realizado por Hu e
colaboradores (2021), pesquisando cepas de P. aeruginosa resistente a carbapenémicos
isoladas de intestino, no periodo de 2014 a 2019, identificou a presenca do gene blaKPC-2 em
21,1% dos isolados. Do mesmo modo, um estudo coorte, prospectivo e observacional,
realizado no periodo de 2018 a 2019, analisou 972 pacientes internados com infec¢do
confirmada por P. aeruginosa resistentes a carbapenémicos em 44 hospitais, incluindo 16 nos
Estados Unidos, 10 na América do Sul e Central (Coldmbia n=cinco, Chile n=dois, Argentina
n=dois, Nicardgua n=um), nove na China, cinco na Australia, dois em Cingapura, um no
Libano e um na Arabia Saudita, identificando a presenca do gene blaKPC-2 em 49% nos
isolados, evidenciando a circulagcdo desse gene que confere resisténcia aos carbapenémicos
em varios locais do mundo (REYES et al., 2023). Os carbapenémicos tem o0 maior espectro de
acao para o tratamento de infeccdes por bactérias multirresistentes, por esse motivo o
surgimento e propagacao de carbapenemases tornou-se um grande problema de salde pablica.
O nosso estudo detectou uma taxa bem acima dos estudos citados, pois utilizamos um
iniciador blaKPC que detecta 19 variantes, ampliando a detec¢do dessa B-lactamase, em
contraste com apenas uma variante que os estudos acima pesquisaram.

Para compreendermos a associagdo do fenotipo de resisténcia dos B-lactamicos
aos genes relacionados as p-lactamases, correlacionamos o fenétipo e o gendtipo e
encontramos associagao estatistica entre resisténcia a ceftazidima e cefepima com a presencga
dos genes blaTEM e blaOXA-23-like. Isto pode ser explicado pelo fato do gene blaTEM
possuir diversas variantes que sdo ESBLs, capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira e
quarta geracdo (CASTANHEIRA; SIMNER; BRADFORD, 2021). No caso, 0 nosso estudo
utilizou iniciadores que possui a capacidade de detectar 167 variantes do gene blaTEM, no
qual muitas destas variantes sdo ESBLs. Em relagdo ao gene blaOXA-23-like, que codifica
uma enzima capaz de hidrolizar todas as cefalosporinas e carbapenémicos (EVANS; AMYES,
2014; KAITANY et al., 2013), foi a primeira carbapenemase de classe D a ser descoberta em
uma cepa de Acinetobacter baumannii, em 1985, coincidentemente no mesmo ano em que o
imipenem foi aprovado para o uso clinico (LYON , 1985). Os genes pertencentes ao grupo

blaOXA-23-like podem ser transmitidos por plasmideos entre espécies, em que estudos tem
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detectado o papel de plasmideos e transposons na disseminacao do gene blaOXA-23 e este ja
foi encontrado em muitas espécies de Acinetobacter, P. aeruginosa, bem como em espécies
pertencentes as Enterobacteriaceae (DIAS et al., 2016; EVANS; AMYES, 2014; LIU et al.,
2015; ZONG et al., 2020).

A presenca do gene blaTEM também obteve associacdo a resisténcia aos
carbapenémicos, imipenem e meropenem, ndo ha na literatura informacdes prévias que
corroborem esse resultado em P. aeruginosa. Contudo, um estudo realizado por Han e
colaboradores (2017), analisando cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos em um
hospital universitario na China, encontraram associacdo da presenca do gene blaTEM e
blaOXA-23-like com o fenétipo de resisténcia aos carbapenémicos. Uma pesquisa realizada
em um hospital Iraniano, no periodo de 2015 a 2017, isolaram cepas de P.aeruginosa
resistentes de pacientes com infec¢bes nosocomais e ndo-nosocomiais e identificou a presenca
do gene DblaOXA-23 em 11,19% dos isolados (ROUHI; RAMAZANZADEH, 2018),
evidenviando a circulacdo do gene do grupo OXA em outras espécies ndo Acinetobacter,
hipotetizamos que em P. aeruginosa esse padrdo de associacdo possa existir, pois ambos 0s
patdgenos sao Gram-negativos ndo fermentadores, e esses genes podem ser transferidos
através de conjugacdo por plasmideos entre os Gram-negativos.

Por fim, a presenca do gene blaOXA-51-like foi associado a resisténcia ao
meropenem. O blaOXA-51-like codifica uma carbapenemase pertencente a classe D de
Ambler, que sdo enzimas intrinsecas ao A. baumannii e sdo encontradas naturalmente no
cromossomo dessa espécie (EVANS; AMYES, 2014), contudo, em 2009, Lee e colaboradores
relataram a presenca do gene blaOXA-51 em uma espécie ndo Acinetobacter, no qual eles
identificaram este gene com uma inser¢do ISAbal, que foi codificado por plasmideo e as
sequéncias circundantes sugeriram que sua origem era de A. Baumannii. Nesse estudo a
enzima codificada pelo blaOXA-51 teve a capacidade de aumentar em até 256 vezes a
concentracdo inibitéria minima (MIC) do meropenem, conferindo assim resisténcia ao mesmo
(LEE, et al., 2009). Contudo, ha apenas um estudo na literatura que reporta a presenca do
gene blaOXA-51 em cepas de P. aeruginosa, no qual foram isoladas de pacientes
ambulatoriais no Maranhdo, Brasil (NITZ, et al., 2021). Esses estudos demonstram a
dispersdo do gene blaOXA-51 para além de cepas de A. baumannii, em que esse gene era tido
como um marcador para estas especies.

Com relacdo a presenca das bombas de efluxo da familia Mex nos isolados de P.

aeruginosa, nosso estudo apresentou uma positividade de 96,3% para o gene que codifica a
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bomba MexCD e uma positividade de 100% para o restante das bombas Mex testadas. Nao
houve associacdo estatistica das bombas de efluxo em relacdo ao fenotipo de resisténcia
devido a alta positividade nos isolados, mas estudos tem evidenciado que as bombas de efluxo
em P. aeruginosa estdo entre um dos principais mecanismos de resisténcia que levam ao
surgimento de cepas MDR e XDR. Este mecanismo primério de resisténcia é responsavel por
reduzir a concentragdo intracelular do farmaco a uma concentracdo subinibitéria na qual
outros mecanismos de resisténcia para classes especificas podem evoluir e ser selecionados,
aumentando a resisténcia antimicrobiana (LORUSSO, et al., 2022; OLIVEIRA, et al., 2020).
O presente estudo apresentou algumas limitaces, tais como: ndo foram incluidas
no estudo cepas de P. aeruginosa susceptiveis para uma andlise epidemiolégica mais
detalhada, ndo foi realizada pesquisa para a existéncia de clones de P. aeruginosa circulantes
na UTI, ndo foi realizado sequenciamento dos controles positivos para uma validacdo mais
precisa de todas as variantes que 0 nosso méetodo se propbe detectar e os isolados ndo foram
testados para todos os antimicrobianos de uma forma homogénea devido a implicagdes e
condutas clinicas adotadas pelo hospital analisado no estudo. Contudo, nosso trabalho inovou
na utilizacdo de iniciadores que pudessem detectar uma maior quantidade de genes

codificadores de B-lactamases, ampliando assim o diagnéstico dos mesmos.
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7. CONCLUSAO

Os isolados de P. aeruginosa resistentes a pelo menos um antimicrobiano que foram
coletados de pacientes internados na UTI do hospital universitario, apresentou uma
prevaléncia de 20,9% em relagdo as demais bactérias Gram-negativas isoladas.

A P. aeruginosa mostrou uma alta taxa de resisténcia a cefalosporinas de terceira e
quarta geracdo, bem como aos carbapenémicos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas.
Contudo, essas cepas apresentaram 100% de susceptibilidade a cefalosporinas de
terceira geracdo combinadas com os inibidores avibactam ou tazobactam, mostrando

uma boa opcéo terapéutica para essas infecgoes.

Foram detectadas cepas de P. aeruginosa MDR (61,1%) e XDR (46,2%),
evidenciando a problematica de disseminagdo de bactérias resistentes a varios

antimicrobianos causadoras de graves infec¢cdes hospitalares.

Foram desenvolvidos iniciadores para qPCR, capazes de identificar vérias variantes de
cada gene de resisténcia relacionados a -lactamases analisados, ampliando a detec¢éo

dessas variantes que estdo circulantes.

Detectamos uma alta taxa de positividade de isolados de P. aeruginosa para o gene
blakKPC (81,49%) que codifica enzimas carbapenemases e para 0s genes dos grupos
CTX-M, que codificam B-lactamases de espectro estendido. Foi detectado o gene
blaOXA-51-like nos isolados de P. aeruginosa, no qual até 0 momento ha apenas um

relato pela literatura da presenca desse gene em P. aeruginosa.

Houve associagdo entre a presenca dos genes blaTEM e resisténcia a ceftazidima,
cefepima, ao imipenem e meropenem, do gene blaOXA-23 e resisténcia a ceftazidima
e cefepima e do gene blaOXA-51 e resisténcia ao meropenem. Conclui-se que as cepas
de P. aeruginosa isoladas neste estudo possuem um arsenal de genes codificadores de
B-lactamases capazes de induzir padrdes fenotipicos de resisténcia a varios
antimicrobianos comumente utilizados para essas infecgdes, dificultando o tratamento

para o paciente.
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