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RESUMO

Pacientes com COVID-19 podem estar em risco de infeccGes bacterianas concomitantes,
incluindo bactérias gram-negativas multidroga resistentes (MDR) adquiridas em ambiente
hospitalar, e a administracdo imediata de antibioticos de acordo com os relatorios de
sensibilidade antimicrobiana sdo essenciais para reduzir a gravidade, complicacdes e a
morbimortalidade. O objetivo desse estudo foi avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana
e detectar a presenca de genes de resisténcia em bacilos gram-negativos (BGN) isolados de
pacientes com diagnostico de COVID-19 assistidos em um hospital terciario da Regido Norte
do Cearad. Dados microbiologicos de pacientes com coinfeccBes bacterianas foram coletados
pela Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar do referido hospital no periodo de abril/2021
a mar¢o/2022 e um total de 46 BGN foram isolados. A identificacdo bacteriana e o perfil de
sensibilidade foram realizados pelo sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux) e a anélise
molecular para detecgdo dos genes bla kpc, bla nowm-1, bla oxa-23 € bla oxa-4s foi feita por Reagéo
em Cadeia da Polimerase (PCR), seguida de corrida eletroforética em gel de agarose. Do total
de BGN analisados, a maior frequéncia foi de Klebsiella pneumoniae (n = 18; 39,1%), seguida
de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa com 12 (26,1%) isolados de cada.
Quanto a hospitalizacdo, 58,7% se encontravam no setor da Unidade de Terapia Intensiva (UTI)
e metade dos isolados foram caraterizados como agentes de Infeccdes Relacionadas a
Assisténcia a Saude (IRAS). Para a sensibilidade antimicrobiana, a maior taxa de resisténcia
foi encontrada para Imipenem (60,9%), seguido de Piperacilina/Tazobactam (54,3%).
Entretanto, 58,7% dos BGN foram sensiveis ao Aztreonam. Dentre 0s genes que codificam
Betalactamases de espectro Estendido (ESBL), o blakec foi 0 mais frequente, detectado em 31
(67,4%) dos isolados com prevaléncia em K. pneumoniae, e 0 bla oxa-23 em espécimes de A.
baumannii (n = 26; 56,5%). Por outro lado, sete amostras apresentaram a coexisténcia de trés
genes simultaneamente. Portanto, esses dados poderéo ser Uteis para a geracao de informacdes
importantes no controle da disseminacgao desses patdgenos no ambiente hospitalar, implicando

diretamente nos eixos de seguranca do paciente e melhorando a qualidade da assisténcia.

Palavras-chave: SARS-CoV-2; Coinfecgdes bacterianas; Multidroga resistente (MDR);

Resisténcia antimicrobiana; Betalactamases.



ABSTRACT

Patients with COVID-19 may be at risk of concomitant bacterial infections, including hospital -
acquired multidrug resistant (MDR) gram-negative bacteria, and prompt administration of
antibiotics in accordance with antimicrobial susceptibility reports is essential to reduce severity,
complications and morbidity and mortality. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial sensitivity profile and detect the presence of resistance genes in gram-negative
bacilli (GNB) isolated from patients diagnosed with COVID-19 treated at a tertiary hospital in
the Northern Region of Ceara. Microbiological data from patients with bacterial co-infections
were collected by the Hospital Infection Control Committee of the aforementioned hospital
from April/2021 to March/2022 and a total of 46 GNB were isolated. Bacterial identification
and sensitivity profile were performed by the automated system VITEK®2 (bioMérieux) and
molecular analysis to detect the genes bla kpc, bla nowm-1, bla oxa-23 and bla oxa-ag was performed
by Chain Reaction Polymerase (PCR), followed by electrophoretic run in agarose gel Of the
total GNB analyzed, the highest frequency was Klebsiella pneumoniae (n = 18; 39.1%),
followed by Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa with 12 (26.1%) isolates
of each. Regarding hospitalization, 58.7% were in the Intensive Care Unit (ICU) sector and half
of the isolates were characterized as agents of Healthcare-Associated Infections (HAIs). For
antimicrobial sensitivity, the highest resistance rate was found for Imipenem (60.9%), followed
by Piperacillin/Tazobactam (54.3%). However, 58.7% of GNB were sensitive to Aztreonam.
Among the genes encoding ESBLs, bla kpc was the most frequent, detected in 31 (67.4%) of
the isolates prevalent in K. pneumoniae, and bla oxa-23 in specimens of A. baumannii (n = 26;
56 .5%). On the other hand, seven samples showed the coexistence of three genes
simultaneously. Therefore, these data could be useful for generating important information to
control the spread of these pathogens in the hospital environment, directly affecting patient

safety and improving the quality of care.

Keywords: SARS-CoV-2; Bacterial co-infections; Multidrug resistant (MDR); Antimicrobial

resistance; Betalactamases.
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1 INTRODUCAO

Anova doenca coronavirus 2019 (COVID-19), doenca respiratoria aguda, causada
por um novo coronavirus (SARS-CoV-2, anteriormente conhecido como 2019-nCoV), se
espalhou pela China e recebeu atencdo mundial (Guo et al., 2020). Em 30 de janeiro de 2020,
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) declarou oficialmente a epidemia de COVID-19 como
uma emergéncia de salde publica de importancia internacional (Sohrabi et al., 2020). Em maio
de 2023 a Instituicdo declarou o fim da "Emergéncia de Satde Publica", permanecendo ainda o titulo de
Pandemia (OMS, 2023).

O coronavirus pertence a familia dos Coronavirinae. Ele infecta principalmente o
sistema respiratorio e é transmitido por meio de goticulas respiratdrias por contato proximo. O
virus pode resultar em doenca leve até uma condicgao de cuidado critico, que requer tratamento
especializado em unidades de terapia intensiva (Zhu et al., 2020).

Pacientes com COVID-19 podem estar em risco de infeccOes bacterianas
concomitantes que exijam tratamento antibacteriano (Lansbury et al., 2020). A coinfec¢éo
bacteriana e fungica em pacientes hospitalizados com COVID-19 é mal compreendida e a
diferenciacdo entre a infeccdo viral por COVID-19 e a possivel presenca de infeccdo
bacteriana ou flngica secundaria na base clinica € um desafio (Rawson et al., 2020).

Para casos de pacientes com diagnostico de COVID-19 que apresentam
coinfec¢des com outros patdgenos respiratorios, a administracdo imediata de antibidticos de
acordo com os relatérios de sensibilidade antimicrobiana, bem como a aplicacdo estrita de
estratégias de controle de infeccdo sdo essenciais para reduzir a gravidade, complicagdes,
mortalidade e disseminacdo nosocomial alcancada por essas superbactérias (Rawson et al.,
2020).

Conforme a Portaria n.° 2.616 de 12 de maio de 1998 do Ministério da Salde, a
infeccdo hospitalar no Brasil é definida como toda aquela adquirida ap6s a admissao do paciente
em um hospital, podendo se manifestar durante a internacdo ou apds a alta, desde que
relacionada a permanéncia do paciente na institui¢do ou a procedimentos hospitalares. Também
sdo consideradas infeccdes hospitalares as que se manifestam antes de 72 horas da internacao,
quando associadas a procedimentos diagnosticos e/ou terapéuticos realizados durante este
periodo.

Dentre as unidades hospitalares, a unidade de terapia intensiva (UTI) representa um
ambiente favoravel a presenca desses agentes patogénicos, sendo que cerca de 30% das

infeccbes nosocomiais ocorrem nesse local. Ha varios fatores que favorecem a presenca de
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microrganismos na UTI, como a diversidade e disseminacdo desses agentes ocasionadas pelo
fluxo de pacientes submetidos a cirurgias, o longo tempo de internacéo, doenca de base, uso de
cateteres urinarios e venosos, ventilacdo mecanica, estado imunoldgico, idade e uso de
medicacdes imunossupressoras; com isso, 0S pacientes se tornam mais susceptiveis a adquirir
infeccdes. Além disso, o tratamento empirico com antibiéticos pode contribuir para uma
elevada taxa de resisténcia aos antimicrobianos, dificultando o tratamento do paciente (Arcanjo
etal., 2017).

Avresisténcia antimicrobiana é considerada uma ameaca significativa aos sistemas
de salde publica ndo apenas nos paises em desenvolvimento, mas em todo o mundo
(Prestinaci et al., 2016; Fornou et al., 2017). Ocorre quando microrganismos, incluindo
bacteérias, virus, fungos e parasitas, se tornam capazes de se adaptar e crescer na presenca de
medicamentos que antes os impactavam (CDC, 2019). A infeccdo por microrganismos
multidroga resistentes (MDR) leva a doencas graves e internacdes prolongadas, aumento dos
custos de saude e falhas no tratamento (Shrestha et al., 2018; Centro Europeu de Prevencao e
Controle de Doengas, ECDC 2019; Departamento de Saude e Servicos Humanos dos EUA,
CDC, 2019).

Durante a Gltima década, a resisténcia antimicrobiana (RAM) tornou-se uma das
principais preocupacdes de satde publica no mundo devido ao surgimento de patégenos que
apresentam novos mecanismos de resisténcia. ARAM é uma crise crescente que afeta a saude
global e exige acOes urgentes (OMS, 2018).

Dentre 0s mecanismos de resisténcia nas bactérias, destacam-se a reduzida
permeabilidade da membrana externa bacteriana, perda de porinas, alteracdo nos sitios de
ligacdo dos antibidticos, hiperexpressdo de bombas de efluxo e producdo de Betalactamases.
No entanto, 0 mecanismo que mais contribui para a rapida disseminacdo de cepas
multirresistentes dentro de ambientes hospitalares € a aquisicdo de genes de resisténcia e
producdo de enzimas Betalactamases, as quais se propagam principalmente por plasmideos,
transposons ou integrons, e do elemento de inser¢do ISAbal localizado entre os genes de
resisténcia como bla oxa-23, bla oxa-24 € bla ampc que tém sido associados a um aumento na
resisténcia aos carbapenémicos (Martins et al., 2013).

O grupo dos Betalactdmicos inclui os antimicrobianos pertencentes as subclasses:
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos, monobactam e os inibidores de betalactamases.
Essa denominacédo € uma referéncia a presenca de um anel beta-lactimico na molécula desses
farmacos, que confere a atividade bactericida. As betalactamases agem degradando o anel -

lactamico desses antibidticos, o que neutraliza sua atividade bactericida, uma vez que esse
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anel € o principio ativo da molécula que se liga as Proteinas Ligadoras de Penicilina (PBP)
(Faria, et al.,2022).

A coexisténcia de varios genes de resisténcia é notadamente observada em isolados
Gram-negativos, como MBL (Metalo-g-lactamases) do tipo NDM-1 e ESBL (f-lactamases
Extended Spectrum) como CTX-M em Klebsiella pneumoniae e KPC em enterobactérias. A
producdo dessas enzimas (ESBL e MBL) em conjunto permite que as bactérias resistam a
diversos antibioticos, incluindo os carbapenémicos, e é a principal causa de falha do
tratamento (Lincopan et al., 2005).

Considerando os principais patdgenos associados as infec¢dfes nosocomiais,
destacam-se as bactérias, principalmente os bacilos Gram-negativos (BGN) fermentadores,
do grupo das enterobactérias, como K. pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter spp. e
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF), principalmente Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Stenotrophomonas spp. (Exner et al., 2017).

No Brasil, segundo o Boletim Informativo de Seguranca do Paciente e Qualidade
em Servigos de Saude n° 20 de dezembro de 2018 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) e publicado em janeiro de 2020, os bacilos gram-negativos, P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. resistentes a carbapenémicos, S. maltophilia resistente a fluoroquinolonas,
E. coli resistente aos carbapenémicos e cefalosporinas da 32 geracdo, e K. pneumoniae sensivel
aos cabapenémicos e resistente as cefalosporinas de 3? geracao, estdo entre 0s cinco principais
microrganismos associados as infec¢des de corrente sanguinea em pacientes hospitalizados
(Brasil, 2020).

O Hospital Regional do Norte (HRN) € o maior hospital do interior da Regido
Nordeste, com mais de 54 mil m? quadrados de area construida, sendo responsavel por atender
uma populagdo estimada em 1,6 milhdo de pessoas, dos 55 municipios integrantes da
macrorregido Norte do Estado. Terciario (atende casos de média e alta complexidade), conta
com atendimento 24h em urgéncia e emergéncia. E referéncia em pediatria, cirurgias toracicas,
cirurgias vasculares e otorrinolaringologia. Tem como missdo prover a assisténcia, ensino e
pesquisa através do cuidado excelente, inovador, integrado a Rede de Saude do Estado do Ceara
(https://isgh.org.br/hospital-regional-norte). Em 2020 e 2021 foi referéncia como hospital de
campanha na pandemia de COVID-19, na Regido Norte do Ceara.

Portanto, este estudo tem como objetivo avaliar o perfil de sensibilidade
antimicrobiana e detectar a presenca de genes de resisténcia em bactérias gram-negativas
isoladas de pacientes com diagnostico de COVID-19 assistidos em um hospital terciario da

Regido Norte do Ceara.



19

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenca Coronavirus-19 (COVID-19)

A emergente sindrome respiratéria aguda causada pelo SARS-CoV-2 resultou em
um efeito devastador em todo o0 mundo, tornando-se um dos grandes desafios do século XXI
para a humanidade. Atualmente, acomete mais de 188 paises e territdrios nos cinco continentes.
Seus impactos ainda sdo inestimaveis, mas afetam direta e/ou indiretamente a saude e a
economia da populacdo mundial (OMS, 2022). No Brasil, o primeiro relato ocorreu em 26 de
fevereiro de 2020, ap6s a confirmacdo de que um homem de 61 anos de Sdo Paulo que retornou
da Italia testou positivo para 0 SARS-CoV-2, agente etiol6gico da COVID-19, com a primeira
morte anunciada em 17 de mar¢o do mesmo ano (Brasil et al., 2021).

O Coronavirus 2 é o sétimo coronavirus humano, foi descoberto em Wuhan,
provincia de Hubei, na Republica Popular da China durante a recente epidemia de pneumonia
em janeiro de 2020 (Zhou et al. 2019). SARS-CoV-2, bem como 0 SARS-CoV e 0 coronavirus
da sindrome respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV) causam pneumonia grave com uma
taxa de mortalidade de 2,9%, 9,6% e ~36%, respectivamente (Wang et al., 2020; Hui, et al.,
2019). Osoutros quatro coronavirus humanos, OC43, NL63, HKU1 e 229E, geralmente causam
doenca autolimitada com sintomas leves (Corman et al., 2018).

Os coronavirus estdo por toda parte. Eles sdo a segunda principal causa de resfriado
comum (apds rinovirus) e, até as Gltimas décadas, raramente causavam doencas mais graves em
humanos do que o resfriado comum. Assim como outros virus respiratérios, a transmissdo do
SARS-CoV-2 ocorre com alta eficacia e infectividade principalmente pela via respiratéria. A
transmissdo por goticulas é a principal via reconhecida, embora os aerosséis possam representar
outra via importante (Leung et al., 2020; Han et al., 2020). O RNA do SARS-CoV-2 também
foi detectado em superficies inanimadas, como macanetas de portas e na superficie de telefones
celulares em locais residenciais de pacientes com COVID-19 confirmado. Assim, individuos
que entraram em contato com superficies infectadas podem ser infectados se tocarem seus olhos,
boca ou nariz (Han, et al., 2020).

Com base em uma distribuicdo Weibull, estimou-se que o periodo médio de
incubacdo é de 6,4 dias (intervalo de confianca de 95% (IC): 5,6—7,7), com um intervalo de
2,1-11,1 dias (percentil 2,5-97,5) (Backer, et al., 2020). Estimativas semelhantes foram feitas
por outros autores. Em um estudo de Lauer et al. 2019, estimou-se que o periodo médio de
incubacdo foi de 5,1 dias (IC 95%, 4,5-5,8 dias), e que 97,5% dos individuos infectados

desenvolveriam sintomas dentro de 11,5 dias (IC, 8,2-15,6 dias) apds a infeccdo. Portanto, o
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periodo de 14 dias de monitoramento ativo recomendado pelas autoridades de saude é
justificado pelas evidéncias, segundo o Centro Europeu de Prevencdo e Controle de Doengas
(ECDC, 2020).

O SARS-Cov-2 € um virus de RNA, membro da familia Coronaviridae da ordem
Nidovirales, que causa manifestacdes clinicas em um amplo espectro, geralmente resulta em
febre, tosse e dispneia. Os pacientes com comorbidades evoluem com pneumonia intersticial e
desenvolvimento rdpido de insuficiéncia respiratoria aguda, choque séptico, coagulacdo
intravascular disseminada (CIVD), disfuncdo hepética e renal, sendo altamente letal neste
estagio da doenca. Ao ser infectado, as particulas virais entram nos pneumatdcitos via
receptores da enzima conversora de angiotensina Il (ACE2), sendo reconhecidas pelos
macrofagos alveolares e células dendriticas, e desenvolvem uma resposta imune mediada por
células T CD4, ativando plasmacitos que geram uma disfuncdo imune e uma tempestade de
citocinas, que leva a dano tecidual (Raoult et al., 2020; Raoult et al., 2020). O diagndstico
laboratorial da COVID-19 é baseado principalmente na deteccdo de anticorpos IgM e 1gG
contra o Coronavirus atraveés de teste rapido; e a confirmacdo da infeccdo é realizada por meio
das técnicas de RT-PCR em tempo real e sequenciamento parcial ou total do genoma viral (Yi
etal., 2020).

2.2 Coinfeccéo e COVID-19

Sabidamente infeccBes virais podem estar associadas a infec¢bes bacterianas de
forma concomitante. A coinfeccdo bacteriana pode desempenhar um papel importante no
aumento da taxa de morbidade e mortalidade durante surtos e pandemias virais anteriores. A
maioria das mortes de pacientes durante a pandemia de influenza de 1918-1919 estava
relacionada com patdgenos bacterianos e ndo ao proprio virus. Durante as pandemias de HIN1,
varios estudos registraram a alta prevaléncia de coinfeccdo secundaria e bacteriana (Morens et
al., 2020).

Para Lansbury et al. (2020) a coinfeccdo do SARS-CoV-2 com outros
microrganismos, como virus, bactérias e fungos, € um fator importante na COVID-19, e pode
aumentar as dificuldades de diagnostico, tratamento, prognostico da doenca e até mesmo
sintomas e mortalidade. Atualmente muitas investigacGes indicam a forte relacdo entre outros
virus, bactérias, fungos com SARS-CoV-2 (Shenetal., 2020). Ainfeccdo secundaria pode inibir
significativamente o sistema imunolégico do hospedeiro, aumentando assim a intolerancia a
terapia antibacteriana, sendo prejudicial para o progndéstico da doenca (Ramadan et al., 2020).

Netea et al. (2020) descobriram que na maioria dos individuos, a infeccdo por


https://pebmed.com.br/covid-19-versus-influenza-quais-as-diferencas-entre-essas-doencas-virais/
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/coinfection
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/influenza-a-virus-h1n1
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SARS-CoV-2 é leve, enquanto a coinfeccdo pode aumentar a suscetibilidade dos pacientes a
doencas graves, afetando a funcdo imunolégica do corpo. Wang (2020) relatou coinfeccbes de
SARS-CoV-2 na China onde acrescentou detalhes sobre infeccdes combinadas de bactérias e
fungos. No entanto, os tipos de patdgenos co-infectados e a proporgdo de coinfeccdo em
pacientes com SARS-CoV-2-positivos ndo sao claros.

Considerando dados anteriores de outras doencas virais respiratorias,
como sindrome respiratoria aguda grave (SARS-CoV-1), sindrome respiratéria do Oriente
Médio (MERS), alguns autores apontaram que pacientes com COVID-19 também podem ser
mais suscetiveis a coinfeccdo (Lansbury et al., 2020). Rawson et al. (2020), realizaram uma
revisdo sistematica e encontraram uma prevaléncia de 8% de coinfec¢Bes bacterianas ou
fungicas em pacientes diagnosticados com COVID-19. Os autores destacam que esse nUmero
é menor do que o encontrado em estudos com outros coronavirus: para 0 SARS-CoV-1, a
prevaléncia de coinfeccdes foi de 31% e para outros coronavirus, de 13%.

Garazzino et al. (2020) citam que atualmente, dados clinicos mostram que a taxa
de coinfeccdo bacteriana ou fangica de pacientes infectados por SARS-CoV-2 € menor do que
de outras infeccdes pelo virus influenza. Isso pode ser devido aos relativamente poucos
relatorios clinicos relevantes e ao uso extensivo de antibioticos no diagnostico precoce da
infeccéo da infeccdo por SARS-CoV-2. No entanto, é certo que a taxa de coinfec¢do bacteriana
com SARS-CoV-2 é proporcional a gravidade da doenca e essa coinfec¢do pode aumentar a
mortalidade (Bengoechea; Bamford, 2020).

Muitos estudos de pacientes hospitalizados com COVID-19 observam o uso
empirico de antibidticos na maioria dos pacientes (Wu et al., 2020; Wang et al., 2020; Du et al.,
2020). As diretrizes nacionais e internacionais da COVID-19 variam em suas recomendacoes
sobre terapia antimicrobiana empirica — algumas recomendam terapia antimicrobiana empirica
na doenga grave (OMS, 2021; Alhazzani et al., 2020), enquanto outras ndo (Diretrizes de
tratamento da Doenga Coronavirus-2019, 2020). A OMS (2020) desaconselha a terapia
empirica, sem evidéncias especificas de infeccdo bacteriana em pacientes com COVID-19,
indicando sua prescricdo somente em casos graves da doenga.

Em um estudo prospectivo multicéntrico realizado em pacientes internados com
COVID-19 realizado por Ramadan et al. (2020), cerca de 10,7% dos pacientes com COVID-
19  apresentaram  infeccOes  bacterianas e/ou  fungicas. K.  pneumoniae, A.
baumannii e Staphylococcus aureus foram as bactérias isoladas predominantes, enquanto entre
os fungos, Candida albicans e Candida glabrata foram predominantes. Os isolados Gram-
negativos eram multirresistentes e carregavam diferentes genes associados a resisténcia,
incluindo NDM-1, KPC, TEM, CTX-M e SHV.


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/respiratory-virus
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/severe-acute-respiratory-syndrome
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https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/middle-east-respiratory-syndrome
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/coinfection
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antimicrobial-therapy
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S2666524721000902#bib3
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Pacientes mais graves, estdo mais propensos a receber tratamento com cateteres
invasivos, resultando em maior sensibilidade a infec¢bes secundarias com patdgenos
multirresistentes, como A. baumannii, E. coli, P. aeruginosa e Enterococcus spp. (Rawson et
al., 2020).

2.3 Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS)

A Organizacdo Mundial da Saude define infecgdo relacionada a assisténcia a satde
(IRAS) como “infecgdo que ocorre em um paciente durante o processo de atendimento em um
hospital ou outro estabelecimento de salde, que estava presente ou incubado no momento da
admissdao” (OMS, 2011). Para o Ministério da Satde (1998), também sdo consideradas
infeccOes hospitalares as que se manifestam antes de 72 horas da internacéo, quando associadas
a procedimentos diagndsticos e ou terapéuticos realizados durante este periodo. As infecgdes
no recém-nascido sdo hospitalares, exceto as transmitidas de forma transplacentéria e as
associadas a bolsa rota superior a 24 horas (Brasil, 1998). As IRAS sdo uma ameaca global a
seguranca dos pacientes. Estdo entre os eventos adversos mais comuns no atendimento ao
paciente e sdo responsaveis por morbidade e mortalidade substanciais (Kritsotokis et al., 2017;
Koch et al., 2015; OMS, 2011).

Infeccdo nosocomial é um problema grave em hospitais em todo o mundo e sua
prevaléncia é duas a trés vezes maior nos paises em desenvolvimento em relacdo a Europa ou
aos Estados Unidos da América. A incidéncia é particularmente elevada em unidades de terapia
intensiva (UTI) em comparacdo com outros setores hospitalares (Naidu et al., 2014; Santos et
al., 2016).

As taxas de infecc@o hospitalar em hospitais de ensino frequentemente sdo maiores
do que em outros equipamentos de saude, ressalta-se ainda que infec¢des hospitalares causadas
por bactérias multirresistentes estdo associadas com aumento dos custos de internacdo,
hospitalizagdo prolongada e, principalmente, aumento das taxas de morbidade e mortalidade
(Jiaetal., 2015).

Os principais microrganismos envolvidos nas IRAS sdo: E. coli, S. aureus, A.
baumannii, Klebsiella spp., P. aeruginosa, Acinetobacter spp., Enterococcus spp.,
Candida spp., Enterobacter spp., e Proteus spp. (ECDC 2020; CDC, 2019). Muitos desses
microrganismos sdo multidroga resistentes (MDR) (Cristina et al., 2018; Spagnolo, et al.,
2014).

Pacientes hospitalizados com COVID-19 também estdo em risco de adquirir

infeccdes relacionadas a assisténcia a saude. Garcia et al. (2021) relataram sua experiéncia de
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coinfeccéo e superinfeccdo em pacientes hospitalizados com COVID-19, sendo que a infeccdo
hospitalar ocorria na maioria dos casos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Enquanto,
pneumonia associada a ventilagdo mecanica, pneumonia adquirida no hospital e bacteremia
eram as infecgdes comuns entre esses pacientes com predominio de organismos nosocomiais

habituais, como P. aeruginosa, A. baumannii, E. coli, Klebsiella spp. e S. aureus.

2.4 Principais Patdgenos de Importanciaem IRAS

2.4.1 Acinetobacter baumannii

O género Acinetobacter € um grupo grande e diversificado de bactérias bioquimicas,
fisiol6gicas e naturalmente polivalentes. Acinetobacter spp., um género de cocobacilos ubiquos,
¢ caracterizado como bactérias gram-negativas ndo fermentativas, ndo moveis, catalase-
positivas, oxidase-negativas e ndo fermentadoras de glicose (Lee et al., 2017; Lin et al., 2014).
Este género compreende 26 espécies nomeadas e nove espécies gendmicas. Dentre as principais
espécies, A. baumannii é a mais prevalente clinicamente (Vieira; Picoli, 2015).

Acinetobacter baumannii € um aerdébio obrigatorio gram-negativo, e uma das
causas mais prevalentes de infeccbes nosocomiais. Sua crescente resisténcia as terapias
antimicrobianas primarias criou uma combinacdo mortal de patogenicidade e resisténcia
antimicrobiana que assola os hospitais (Martin; Aspas et al., 2018). Classificado como um
patdgeno ESKAPE (Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa e Enterobacter spp.), A. baumannii resistente a carbapenémico é considerado o
patdgeno de prioridade critica nimero um da Organizacdo Mundial da Satde (OMS) para o
qual novas terapéuticas sdo urgentemente necessarias (Shlaes; Bradford, 2018).

Fatores de risco associados a infecgbes por A. baumannii incluem internagoes
hospitalares prolongadas, imunossupressdo, idade avangada, presencga de doencas comorbidas,
grandes traumas ou queimaduras, uso prévio de antibioticos, procedimentos invasivos, presenca
de cateteres de demora ou ventilagdo mecanica, residéncia em asilo e colonizagéo prévia com A.
baumannii (Zhou et al., 2019; Wong et al., 2017). A. baumannii resistente a drogas e seus
padrdes de sensibilidade tornaram as decisGes empiricas e terapéuticas ainda mais complexas.
Altas taxas de resisténcia antimicrobiana sdo observadas na Europa Oriental e Meridional,
América Latina e muitos paises asiaticos. Este patdgeno apresenta resisténcia intrinseca a
diferentes classes de antibidticos, principalmente resisténcia aos carbapenémicos, o que é uma
preocupacdo mundial porque esse tipo de antimicrobiano é uma das Gltimas opg¢des terapéuticas

usada para tratar infeccGes causadas por bactérias Gram-negativas multirresistentes (Wong et
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al., 2017).

A coinfeccdo com A. baumannii secundaria a infec¢cbes por SARS-CoV-2 foi
relatada varias vezes na literatura durante a pandemia de COVID-19, incluindo Wuhan (China),
Franca, Espanha, Ird, Egito, Nova York (EUA), Italia e Brasil. No entanto, ndo ha dados

definitivos sobre o papel do A. baumannii na COVID-19 (Rangel et al., 2021).

2.4.2 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é um bacilo Gram-negativo, encapsulado, em forma de
bastonete, ndo esporulado, anaerdbio facultativo com melhor crescimento em condicdes
aerdbias. Seu tamanho varia de 0,3 a 1,0 um de didmetro e 0,6 a 6,0 um de comprimento, sendo
imovel. S&o H»S negativo, fenilalanina negativo, indol negativo, motilidade negativa, citrato
positivo, urease positivo, lisina positivo, lactose positivo e formacéo de gas positivo (Brooks et
al., 2012; Levy, 2004).

O género Klebsiella faz parte da familia Enterobacteriaceae. E uma classe de
bactéria encontrada ubiquamente na superficie da mucosa em animais ou no ambiente (como
agua, solo etc.). Em humanos, concentra-se no trato gastrointestinal e algumas poucas na
nasofaringe, por onde a bactéria pode entrar na circulacdo sanguinea ou em outros tecidos e
causar infeccdo (Wang et al., 2020). Possui muitos genomas acessorios de plasmideos e loci de
genes cromossdmicos. De acordo com 0 genoma acessorio, as cepas de K. pneumoniae sdo
divididas em trés tipos: oportunistas, hipervirulentas e multirresistentes (MDR). Recentemente,
a maioria das infecgdes de K. pneumoniae foi causada pelas cepas classicas de K.
pneumoniae (cKp) que permaneceram nos hospitais, e entdo causaram infeccdo em pacientes
debilitados (Martin et al., 2018).

Muitas das infecgOes por K. pneumoniae em todo o0 mundo sdo infec¢des oportunistas
associadas a IRAS, as vezes chamadas de infec¢es por K. pneumoniae ‘classicas'’. A bactéria
pode residir no trato gastrointestinal como componente fisioldgico da microbiota intestinal, na
pele e na cavidade oral. Infelizmente, em pacientes imunocomprometidos, pode causar
infeccdes graves, incluindo infecgBes do trato urinario, infeccdes respiratérias, infecgbes de
tecidos moles, peritonite e sepse (Podschun; Ullmann, 2018). A capsula, os lipopolissacarideos
(LPS) e os receptores proteicos da parede celular sdo responsaveis pela patogenicidade da K.
pneumoniae. Esses fatores determinam o processo de ligacdo as células hospedeiras e fornecem
protecdo contra a resposta do sistema imunoldgico humano (Yuling et al., 2014; Czekaj et al.,
2015). Recentemente, essas bactérias tém demonstrado cada vez mais resisténcia aos

carbapenémicos, que tém sido usados como drogas de ultimo recurso (DoLR) no curso de
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infeccbes graves causadas por bacilos gram-negativos (Kotb et al., 2020). Para Arcari et
al. (2021) espécies de Klebsiella multirresistentes permanecem como um patdégeno comum em

pacientes gravem ente enfermos com COVID-19.

2.4.3 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria gram-negativa, em forma de bacilo
(tamanho de 0,5 a 3,0 um), com metabolismo aerébico e um unico flagelo que auxilia na
locomocdo. E uma bactéria ndo fermentativa que, em situacdes aerdbicas, utiliza a via
glicolitica para degradacdo da glicose, tendo o oxigénio como seu aceptor final de elétrons
(Palleroni et al., 2010). No entanto, sob condicbes anaerdbicas, o nitrogénio pode ser usado
como um aceptor de elétrons. E uma bactéria adaptavel a diferentes ambientes e
metabolicamente versatil, abrangendo uma grande variedade de habitats, incluindo o corpo
humano, solo, 4gua, ambiente hospitalar, drenos, mas também outros locais ricos em agua
(piscinas), bem como ambientes ndo domésticos (como a agua do rio), e também podem ser
isolados de vegetais (Crone et al., 2020).

Uma caracteristica clinica critica de P. aeruginosa é sua capacidade de interagir e
coexistir com outros microrganismos em comunidades multi espécies. Do ponto de vista clinico,
essas interacOes geralmente sdo prejudiciais ao paciente, pois infec¢bes causadas por multiplas
espécies estdo frequentemente associadas a pior progndéstico (Peters, 2012). Devido ao desafio
clinico dos biofilmes de P. aeruginosa e as infeccdes recalcitrantes que eles causam, a ciéncia
avancou no desenvolvimento de estratégias antimicrobianas eficientes e alternativas para
erradicar biofilmes de P. aeruginosa (Guillon et al., 2018; Mwangi et al., 2019; Ibaraki et al.,
2020).

Pseudomonas. aeruginosa vive como um organismo comensal e ambiental, mas
pode ocasionalmente mudar para um estado patogénico, causando infeccdes de dificil
tratamento (Palmer et al., 2015). E a principal causa de infecces, como pneumonia associada
a ventilacdo mecénica, trato urinario, corrente sanguinea e infec¢des crénicas (Parkins et al.,
2018).

Segundo Cabassi et al. (2017), P. aeruginosa apresenta uma resisténcia natural a
muitas classes de antibioticos e sua capacidade de desenvolver rapidamente novos mecanismos
de resisténcia durante o tratamento representa uma das razdes mais comuns para falhas
terapéuticas. Essa bactéria € uma das seis patogénicas “ESKAPE” pertencentes a lista de
“patdgenos prioritarios” da Organizagdo Mundial da Satde de resisténcia a antibioticos (OMS,

2020). Ataxa de resisténcia de P. aeruginosa a antibidticos estd aumentando em todo o mundo
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e por isso é necessario aumentar o monitoramento de infec¢cbes em animais e humanos para
minimizar possiveis transferéncias entre hospedeiros (Haenni et al., 2015).

Pseudomonas. aeruginosa € um patdgeno oportunista formador de biofilme que
causa infeccBGes cronicas em pacientes imunocomprometidos e leva a uma alta taxa de
mortalidade. E identificado como um patdgeno co-infectante comum em pacientes com
COVID-19, causando exacerbacdo da doenca (Gellatly e Hancock, 2020). Embora a coinfeccao
por P. aeruginosa tenha sido relatada, sua modificacdo adaptativa para colonizacdo e invasao

prolongada em pacientes com COVID-19 ainda ndo esté clara.

2.4.4 Stenotrophomonas maltophilia

Stenotrophomonas maltophilia, anteriormente conhecido como Bacterium bookeri,
foi isolado pela primeira vez em 1943 e posteriormente classificado como membro do
género Pseudomonas em 1961 e depois Xanthomonas em 1983, finalmente chegando a
denominacdo de Stenotrophomonas em 1993 (Denton; Kerr, 1998; Gilligan et al., 2003). O
género Stenotrophomonas atualmente consiste de quatro espécies, das quais apenas uma, S
maltophilia, é conhecida por causar infecgdo em seres humanos (Coenye et al., 2008).

Stenotrophomonas maltophilia é um bastonete Gram-negativo ndo fermentador que
é ubiquo na natureza (ocorrendo predominantemente em ambientes aquaticos e em plantas).
Bioguimicamente, é catalase positivo e oxidase negativo, e produz &cido a partir da maltose
(dai 0 nome “maltofilia”) (Adegoke et al., 2017). E considerado um MDRO gram-negativo
emergente global ambiental que € mais comumente associado a infec¢bes respiratorias em
humanos, podendo causar vérias infeccdes graves, no entanto, apresenta baixa viruléncia e
invasividade limitada (Brooke, 2014). Esse patdgeno é frequentemente responsavel por surtos
nosocomiais, principalmente em unidades de terapia intensiva (UT1) (Looney 2005; Rajkumari
etal., 2017).

Para Gil-Gil et al. 2020, S. maltophilia € um prototipo de bactéria intrinsecamente
resistente a antibidticos. A reduzida sensibilidade desse microrganismo aos antimicrobianos
depende principalmente da presenca em seu cromossomo de genes que codificam bombas de
efluxo e enzimas inativadoras de antibidticos, razdo importante para a baixa suscetibilidade a
antibidticos desta espécie bacteriana.

As infeccBes por S. maltophilia em individuos gravemente imunocomprometidos e
debilitados estdo associadas a alta morbidade e mortalidade, com taxas de mortalidade geral
variando de 21% a 69% (Paez et al., 2008; Hashimoto et al., 2020). A admisséo na unidade de

terapia intensiva e o atraso no tratamento efetivo sdo fatores de risco independentes para
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mortalidade (Kwa et al., 2013).

A incidéncia de infecgOes oportunistas como S. maltophilia pode ter aumentado
durante a pandemia da doenga de coronavirus 2019 (COVID-19) devido ao aumento do numero
de internacGes prolongadas em unidades de terapia intensiva para oxigenacao por membrana

extracorpérea (ECMO) e ventilacdo (Kuwahara et al., 2022).

2.5 Resisténcia Antimicrobiana (RAM)

A resisténcia antimicrobiana é considerada uma ameaca significativa aos sistemas
de saude publica ndo apenas nos paises em desenvolvimento, mas em todo o mundo (Fornou et
al., 2017; Prestinaci et al., 2016). Ocorre quando microrganismos, incluindo bactérias, virus,
fungos e parasitas, se tornam capazes de se adaptar e crescer na presenca de medicamentos que
antes os impactavam (CDC, 2019). Aiinfeccdo por microrganismos MDR leva a doengas graves
e internagdes prolongadas, aumento dos custos de saude e falhas no tratamento (Shrestha et al.,
2018; ECDC, 2019; CDC, 2019).

A resisténcia de bactérias aos antibidticos e outras drogas antimicrobianas é um
fendmeno natural e de pressao seletiva, mas que devido ao seu uso indiscriminado e recorrente,
tornou-se um problema de satde publica (Oliveira, 2016).

O aparecimento de episodios de microorganismos multirresistentes passou a
oferecer risco a saude dos individuos, pois essas infeccdes ndo controladas no ambiente
hospitalar podem prolongar o periodo de hospitalizagdo dos pacientes dificultando o estado
clinico e sua devida recuperacédo (Alvarez et al., 2004).

De acordo com a OMS (2018), a RAM esta entre as dez principais ameacas a salde
global. O uso indevido e excessivo de diferentes agentes antibacterianos no ambiente de salde,
bem como na inddstria agricola, é considerado a principal razdo por tras do surgimento da
resisténcia antimicrobiana. A evolucdo espontanea, a mutacdo de bactérias e a passagem dos
genes de resisténcia através da transferéncia horizontal de genes séo contribuintes significativos
para a resisténcia antimicrobiana (Aghapour et al., 2019).

Além disso, as bactérias gram-negativas multirresistentes (MDR-GNB) tornaram o
tratamento de diferentes infec¢es, como pneumonia e infecgbes do trato urindrio, mais
desafiadoras (Russo et al., 2021; Annavajhala et al., 2019). Para Boolchandani et al. (2019)
monitorar e compreender a prevaléncia, os mecanismos e a disseminacdo da RAM sdo
prioridades tanto para o atendimento individual ao paciente quanto para as estratégias globais
de controle de infecg&o.

O impacto da COVID-19 na RAM deve ser cuidadosamente
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considerado. Preocupagfes com o aumento do uso de antimicrobianos e superlotacdo de
hospitais, e reducdo das oportunidades de isolar pacientes com organismos multirresistentes
podem ter um impacto negativo na RAM (Rawson et al., 2020). Um grande numero de estudos
mostrou que, durante a pandemia de COVID-19, as prescrigdes de antibioticos foram extensas
e excessivas durante o tratamento, e para 90% dos pacientes foram prescritos antibiéticos
empiricos (Lai et al., 2020). A justificativa para a prescri¢do de antibi6ticos em pacientes com
COVID-19 pode ser devido a experiéncia anterior com aumento da mortalidade em pacientes
devido a superinfeccdo bacteriana na gripe, onde muitos estudos demonstraram coinfeccdo
inicial ou pneumonia bacteriana secundaria em pacientes hospitalizados (Klein et al., 2020).
No entanto, as taxas de coinfec¢do bacteriana aumentam em pacientes internados em unidades
de terapia intensiva e essas doencas podem ser decorrentes de superinfeccbes por bactérias
nosocomiais resistentes a antibiéticos (Jia et al., 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2020), apenas 15% dos
infectados pelo SARS-CoV-2 desenvolvem coinfeccdo bacteriana que justificaria o uso de
antibioticoterapia. Outros estudos afirmam que os antibioticos foram prescritos em cerca de 59%
dos casos de internagédo por COVID-19, independentemente da presenca de infec¢do bacteriana,
0 que, mediante a capacidade de adaptacdo e producdo de mecanismos de resisténcia destes
microrganismos, embasa a preocupagdo dos profissionais de salde quanto ao aumento da
ameaca de uma nova pandemia, desta vez causada por bactérias pan-resistentes, ou seja,
resistentes a todas as classes de antimicrobianos disponiveis no mercado (Wei et al., 2020).

Para Ardal et al. (2020) o tratamento empirico deve ser recomendado com base nos
sintomas clinicos dos pacientes com coronavirus, escolhendo o agente antibacteriano mais
apropriado de acordo com as diretrizes locais e os modelos locais de sensibilidade aos
medicamentos, tendo como base complementar achados laboratoriais e de imagem. Portanto,
monitorar e compreender a prevaléncia, 0s mecanismos e a disseminacdo da RAM sdo
prioridades tanto para o atendimento individual ao paciente quanto para as estratégias globais

de controle de infecgé&o.

2.6 Antibioticos Betalactamicos

Betalactamicos é uma das classes de medicamentos antibacterianos mais
relevantes em todo o mundo. A descoberta e o mercado do primeiro antibiotico 3-lactdmico
(Penicilina G) é um marco simbdlico da quimioterapia moderna. Desde entdo, varios outros
antibidticos betalactdmicos foram introduzidos na terapia, revolucionando o tratamento de

infeccdes bacterianas (Lima et al., 2020).
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Sao antimicrobianos que tem por caracteristica um anel beta-lactimico em sua
estrutura basica. Esse anel tem como principal funcdo inibir a formacdo da parede celular
bacteriana, sendo o principal responsavel pelo mecanismo de acdo desses antibioticos. O anel
betalactamico é composto por trés atomos de carbono e um de nitrogénio, mas para que tenha
atividade ele deve estar ligado a um radical presente na estrutura quimica, geralmente outro
anel (Arruda et al., 2019). A associacdo deste anel com um radical especifico (radicais do
carbono 6 do anel Blactimico) da origem a diferentes grupos de antimicrobianos f-lactdmicos
(penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos) (Figura 1). Vale ressaltar que
as diferentes cadeias laterais proporcionam diversos perfis farmacodinamicos, distintos
espectros de a¢do antibacteriana e diferentes niveis de resisténcia as [3-lactamases (Caselli et al.,
2001; Suérez & Gudiol, 2009).

Os antimicrobianos B-lactamicos interferem de modo especifico na sintese dos
peptideoglicanos, inibindo as transpeptidases (proteinas de ligacdo da penicilina [PBP]) que
fazem a juncdo dos agucares N-acetilglicosamina (NAG) e acido N-acetilmuramico (NAM),
blogueando a sintese de peptideoglicana que resulta na ativacdo de autolisinas que degradam a

parede celular e causam a lise osmotica da célula (Chambers, 2010; Petri, 2006).

Figura 1. Estrutura quimica dos antibidticos betalactamicos.
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Fonte: Williams, 1999.

A resisténcia aos beta-lactdmicos tem sido descrita cada vez mais na literatura e

demonstrada nos perfis de sensibilidade das unidades hospitalares. A resisténcia a esses
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antimicrobianos € um fendmeno preocupante pelo crescimento presente nas unidades de salde,
fazendo-se necessario verificar os principais mecanismos de resisténcia, pois isso ajudara nas
praticas clinicas, pois além da producdo de beta-lactamases, ha outros mecanismos como
diminuicdo de penetracdo da droga, alteracdo do sitio alvo e dos mecanismos de bombeamento

especificos (Eckburg et al., 2019).

2.7 Betalactamases

As betalactamases podem ser encontradas extracelularmente em bactérias Gram-
positivas, ou no espaco periplasmatico em bactérias Gram-negativas. Os genes que codificam
a producdo dessas enzimas podem estar localizados no cromossomo bacteriano ou em
plasmideos (Bush, 1988).

A producdo de betalactamases € o mecanismo de resisténcia mais comum aos
antibidticos B-lactamicos em bactérias Gram-negativas clinicamente importantes. Essas
enzimas podem ser divididas com base em seu espectro hidrolitico em: betalactamases,
betalactamases de espectro estendido (ESBL) e betalactamases que hidrolisam carbapenémicos,
também conhecidas como carbapenemases (Bush, Jacoby, 2010). Nas ultimas oito décadas, as
betalactamases entraram em foco como fatores de resisténcia a antibioticos. Para qualquer -
lactimico atualmente disponivel na clinica, existe uma betalactamase que pode inativa-lo
(Oelschlaeger et al., 2021).

2.7.1 Mecanismo de acdo das betalactamases

A hidrélise do anel beta-lactamico do nucleo estrutural das penicilinas - o acido 6-
aminopenicilamico - provoca a formacdo do &cido penicildico desprovido de atividade
antimicrobiana. Consequentemente a quebra deste anel nas diversas penicilinas forma
derivados do &cido penicildico, igualmente inativos. De forma similar, ocorre com as

cefalosporinas e carbapenémicos (Tavares, 2001).

2.7.2 Classificacao das betalactamases

A primeira B-lactamase foi descrita em 1940 por Abraham e Chain antes mesmo do
uso da penicilina para o tratamento de infeccGes bacterianas (Bush, 1989). Desde entdo,
inimeras B-lactamases foram identificadas e varios esquemas de classificacdo foram propostos

para agrupar estas enzimas de acordo com suas caracteristicas bioquimicas e pela analise de
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suas estruturas moleculares (Bush, 1989, 2001; Livermore, 1995).

Segundo Ambler (1980), as beta-lactamases foram divididas de acordo com suas
estruturas primarias em quatro classes: A) Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL),
penicilinases e carbenicilinases; B) Metalo-betalactamases (MBL); C) Cefalosporinases
cromossomais (AmpC); e D) Oxacilinases. As enzimas das classes A, C e D sdo serino-p-
lactamases, pois requerem um residuo de serina no sitio ativo da enzima para hidrolisarem seus
substratos. Ja as enzimas da classe B necessitam de um ion zinco (Zn) para hidrolisarem seus
substratos e sdo denominadas metalo-betalactamases (MBL).

O esquema proposto por Bush-Jacoby-Medeiros baseia-se na preferéncia de
substrato da enzima e na inativagdo por inibidores de f-lactamases. Nesta classificacéo, as
ESBLs pertencem ao subgrupo 2be que inclui as enzimas que hidrolisam penicilinas e 0s
oxyimino-betalactamicos tais como cefotaxima, ceftazidima e aztreonam a uma taxa
geralmente >10% do que as benzilpenicilinas, além de inibi¢do por acido clavulanico (Bush,
1989; Bush, Jacoby & Medeiros, 1995; Bush & Jacoby, 2010).

2.7.3 Beta-lactamases de Espectro Estendido (ESBL)

Dentre as betalactamases, o grupo epidemiologicamente mais importante dessas
enzimas é o das betalactamases de espectro estendido. O surgimento destas enzimas veio em
resposta a introducdo das cefalosporinas de terceira geracdo no inicio dos anos 1980,
exemplificando a capacidade de adaptacdo apresentada por patdgenos causadores de infecgdes
hospitalares (Paterson, Bonomo, 2005).

As ESBLs sdo serina-B-lactamases, pertencentes a classificacdo molecular e
estrutural de Ambler (1980) como classe A e ao grupo 2be na classificacdo de Bush-Jacoby
(2010). Caracterizam-se bioquimicamente por sua capacidade de hidrolisar antibioticos -
lactamicos de espectro expandido e inibicao por inibidores de betalactamases, especificamente
clavulanato (Bush; Jacoby, 2010). ESBLs foram encontrados em muitos géneros de
Enterobacterales, bem como em P. aeruginosa. Elas conferem resisténcia a maioria dos
antibioticos B-lactdmicos, incluindo cefalosporinas de espectro expandido e monobactamicos,
mas ndo a carbapenémicos e cefamicinas (Castanheira et al., 2021). Os genes que codificam as
ESBLs séo frequentemente encontrados em elementos genéticos moveis, como plasmideos,
transposons e integrons junto com genes que codificam resisténcia aos aminoglicosideos e
sulfametoxazol-trimetoprim (Paterson et al., 2006; Silva; Lincopan, 2012). A maioria das
ESBLs sdo derivadas das betalactamases de espectro limitado TEM-1, TEM-2 e SHV-1, através

de mutagdes genéticas que alteram a sequéncia de aminoacidos que determinam o sitio ativo



32

dessas enzimas (Paterson et al., 2006).

2.7.3.1 Familia Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) € uma serina betalactamase,
pertencente a classe A de Ambler e ao grupo 2f de Bush. Essa enzima tem a capacidade de
hidrolisar a maioria dos betalactamicos, principalmente os carbapenémicos (Bush, 2010). As
enzimas KPC sdo as carbapenemases mais frequentemente encontradas, principalmente entre
enterobactérias (Peirano et al., 2009). Essas enzimas eram pouco conhecidas durante os anos
de 1980, porém tornaram-se uma das mais importantes carbapenemases desde a descoberta da
primeira KPC em um isolado clinico de K. pneumoniae nos Estados Unidos em 1996 (Yigit et
al., 2001).

Klebsiella pneumoniae produz varias carbapanemases pertencentes as serinas 3-
lactamase K de classe A de Ambler. Pneumoniae carbapanemase (KPC) melato f-lactamase de
classe B (MBL) da familia IMP, VIM ou NDM e betalactamase semelhante a OXA-48
pertencentes a classe D (Bonomo et al., 2018; Nordmann et al., 2019).

O KPC1/2 foi inicialmente encontrado em uma cepa resistente a carbapenémico na
Carolina do Norte em 1996. Mais tarde, espalhou-se pela costa leste dos EUA e depois se
disseminou em todo 0 mundo. Na Europa taxas particularmente altas de carbapenemases KPC
foram relatadas na Poldnia, Grécia, Italia e Israel (Nordmann et al., 2019).

Na América do Sul, o primeiro relato de deteccdo de uma KPC (KPC-2) ocorreu
em 2006, em dois espécimes de K. pneumoniae isolados em 2005 na Coldmbia (Villegas et al.,
2007). No Brasil, supostamente, o primeiro relato de uma KPC (KPC2) também ocorreu em
2006, referente a espécimes de K. pneumoniae isolados a partir de quatro pacientes internados
na UTI de um hospital da cidade de Recife, no Brasil (Monteiro et al., 2009). Apenas um més
apos, a deteccdo de KPC-2 também foi relatada em seis isolados de K. pneumoniae provenientes
de dois hospitais no Rio de Janeiro, sudeste do Brasil (Peirano et al., 2009).

Atualmente, as bactérias produtoras de KPC séo consideradas endémicas nos
Estados Unidos, Argentina, Brasil, Colémbia, China, Grécia, Israel, Italia, Pol6nia e Porto Rico.
As enzimas do tipo KPC séo frequentemente encontradas em K. pneumoniae associadas com
infeccdes nosocomiais, tais como infecces do trato urinario, sepse, pneumonia e infeccoes
intra-abdominais, porém nao é comum sua ocorréncia em infec¢fes adquiridas na comunidade
(Chen et al., 2017).
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2.7.4 Metalo-g-lactamases (MBL)

Metalo betalactamases pertencem a classe B de Ambler (1980) e 3 de Bush-Jacoby
(2010). Conferem resisténcia a todos os B-lactamicos, exceto ao aztreonam e ndo sdo inibidos
pelos inibidores de betalactamases, e sim por agentes quelantes como EDTA e acido
mercaptopropidnico. As MBLs possuem uma forte atividade de carbapenemase e sua atividade
contra 0s outros betalactamicos varia entre os diferentes tipos de enzimas (Cornaglia et al.,
2011). Essas MBLs séo geralmente codificadas por plasmideos. Dentre as familias mais comuns
estdo VIM, IMP, SPM e NDM. Séo detectadas principalmente em P. aeruginosa, porém, cada
vez mais tém sido encontradas também em espécies de Acinetobacter e enterobactérias
(Balasoiu et al., 2014).

2.7.4.1Familia NDM-1

Nova Delhi metalo-B-lactamase-1 (NDM-1), um novo tipo de metalo-
betalactamase, foi relatado pela primeira vez em K. pneumoniae e E. coli recuperados de um
paciente sueco que foi previamente internado em um hospital em Nova Delhi na india (Yong et
al., 2009).

A enzima NDM-1 se propaga atraves de um plasmideo que transporta 0 gene
blanom-1, €m conjunto com outros genes resistentes ao macrolideos, aminoglicosideos,
rifampicina, sulfametoxazol e aztreonam. Além disso, tém sido observadas infeccbes por
patdgenos resistentes a colistina, tornando-se panresistentes (Hong et al., 2015).

Desde 2009, o surgimento e disseminacdo de isolados NDM-positivos foram
relatados em quase todos os continentes, exceto na Antartida (Johson et al., 2013). O gene NDM
(bla npm) foi identificado em varias Enterobacteriaceae e também
em Acinetobacter e Pseudomonas spp. (Rolain et al., 2010).

No Brasil, o primeiro relato da NDM-1 ocorreu em 2013, em Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, também em Providencia rettgeri (Carvalho-assef et al., 2013). Desde a primeira
descricdo da NDM em Porto Alegre, a deteccdo dessa enzima no Brasil tem se tornado
emergente, especialmente nas regides Sul e Sudeste. Na cidade de S&o Paulo, a NDM foi
primeiramente detectada em P. rettgeri mostrando a necessidade de medidas para a prevencédo

da disseminagdo de bactérias produtoras dessa enzima no Brasil (Carmo et al., 2015).

2.7.5 Oxacilinases

As oxacilinases (OXAs) sdo enzimas que pertencem a classe D de Ambler e
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apresentam o residuo de aminoacido de serina no seu sitio ativo, inativam principalmente os
antimicrobianos carbapenémicos e algumas cefalosporinas, como a cefepima; no entanto, ndo
hd agdo hidrolitica quando o substrato € a ceftazidima (Brown; Amyes, 2006). Uma
caracteristica marcante deste grupo de enzimas € o fato de serem fracamente inibidas pelo acido
clavulanico, mas fortemente inibidas in vitro, pelo cloreto de sodio (Poirel; Naas; Nordmann,
2010).

A identificacdo de um gene que codifica para as betalactamases de classe D foi
relatada pela primeira vez em A. baumannii em 1955. Essa enzima, originalmente denominada
ARI-1, foi identificada na Escécia e foi encontrada em um plasmidio sendo renomeada como
OXA- 23 ap0s a sua caracterizacdo genética e bioquimica (Peleg et al., 2008; Abbott et al.,
2013). Um segundo grupo de betalactamases de classe D, que compreende OXA-24, OXA-25,
OXA-26 e OXA-40, compartilham 63% e 60% de identidade aminoacidica com OXA-51/69 e
OXA-23, respectivamente (Poirel; Nordmann, 2006).

2.7.5.1 blaoxa4s € blaoxa-23

As OXAs que sdo comumente produzidas por Acinetobacter sp., sdo codificadas
por genes localizados em plasmideos (Queenan; Bush, 2007). Essas enzimas tambem tém sido
detectadas em P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli (Thomson, 2010). Nas enterobactérias o
tipo de enzima mais comumente encontrado é OXA-48 e ainda OXA-163 que tém sido
identificadas em alguns paises da América do Sul (Mathers et al., 2015).

A prevaléncia de beta-lactamases OXA-48 é subestimada em todo o mundo. A
primeira identificagdo de Blaoxas foi num isolado de K. pneumoniae de um paciente com
infeccdo do trato urinario e queimaduras na pele na Turquia em 2001. (Poireal et al.2012).
OXA-48 e suas variantes sdo relatadas em diversas espécies bacterianas incluindo E. coli,
Serratia marcescens, Proteus mirabilis, Salmonella spp, Kluyvera spp., P. rettgeri,
Enterobacter spp. e Citrobacter freundii (Rivera-lzquierdo et al., 2021; Vatansever et al., 2020).
Cabe ressaltar que o tipo OXA-48 ndo ¢é encontrado em bactérias ndo fermentadoras, portanto
ndo esta relacionada com as OXAs encontradas em Acinetobacter sp. (Tangdén; Giske, 2015).

O gene Blaoxa-23 foi identificado mundialmente em A. baumannii e P. mirabilis
na Franca (Boo et al., 2006). Ele codifica a carbapenemase OXA-23 (e diversas variantes
menores dela) sendo difundido em isolados de A. baumannii compromometendo o tratamento
com antibioticos carbapenémicos. Em A. baumannii e outras espécies de Acinectobater, OXA-
23 é geralmente precedido por um IS, ISAba 1, que fornece o forte promotor necessario para

que o gene confira resisténcia clinicamente relevantes (Steven; Ruth, 2016).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar o perfil de sensibilidade antimicrobiana e detectar a presenca de genes de
resisténcia em bactérias gram-negativas isoladas de pacientes internados com diagnostico de

COVID-19 em um hospital terciario da Regido Norte do Ceara.

3.2 Objetivos Especificos:

e Determinar a frequéncia de bactérias gram-negativas em pacientes com diagnostico de
COVID-19 assistidos no Hospital Regional Norte (HRN);

e Analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana dos bacilos gram-negativos isolados de
pacientes com diagnostico de COVID-19 assistidos no HRN;

e Verificar a associacdo dos bacilos gram-negativos isolados de pacientes com diagnostico
de COVID-19 com o setor de internacéo, sitio de origem, IRAS, obito, perfil de resisténcia
e frequéncia dos genes analisados;

e Investigar a presenca dos genes de resisténcia blanowm-1, blakec, blaoxa-2s € blaoxa4s Nos bacilos
gram-negativos isolados de pacientes internados com diagnéstico de COVID-19 assistidos
no HRN;

e Correlacionar a presenca dos genes blanowm-1, blakec, blaoxa-2s € blaoxa4s  com a resisténcia aos

antimicrobianos testados.
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RESUMO

Pacientes com COVID-19 podem estar em risco de coinfeccdes bacterianas associadas, e o envolvimento de
microrganismos multidroga resistentes (MDR) nesses casos pode levar a um aumento nas taxas de
morbimortalidade. O objetivo deste estudo foi descrever a frequéncia dos principais microrganismos MRD
associados as coinfecges bacterianas em pacientes hospitalizados com COVID-19. Para tanto, realizou-se uma
busca nas bases de dados PubMed e Biblioteca Virtual em Sadde (BVS), no periodo de dezembro de 2019 a
setembro de 2023, com as palavras-chave COVID-19, coinfec¢do e microrganismo multidroga resistente. Dos 535
artigos encontrados, apenas 14 foram selecionados. As bactérias Gram-negativas foram mais frequentes em
coinfeccBes bacterianas em pacientes com COVID-19 (70%). Dentre essas, predominaram Klebsiella pneumoniae
e Acinetobacter baumannii, com 85,71% e 78,57%, respectivamente. Entre as bactérias gram-positivas,
Staphylococcus aureus (71,42%) foi a mais comum. Entre os microrganismos MDR, as espécies prevalentes foram
bacilos gram-negativos resistentes a carbapenémicos (32%) e S. aureus resistentes a meticilina (85,7%). Além
disso, foi observada maior frequéncia de microrganismos MDR em pacientes com COVID-19 em unidades de
terapia intensiva (UTI). Assim, os achados do presente estudo indicam a necessidade de atencdo as infecgdes
causadas por microrganismos MDR em pacientes criticos com COVID-19.

Palavras-chave: COVD-19; Coinfec¢do bacteriana; Microrganismos multi-resistentes.

ABSTRACT

Patients with COVID-19 may be at risk of associated bacterial co-infections, and the involvement of multidrug-
resistant (MDR) microorganisms in these cases can lead to an increase in morbidity and mortality rates. The
objective of this study was to describe the frequency of the main MDR microorganisms associated with bacterial
co-infections in patients hospitalized with COVID-19. To this end, we carried out a search in the PubMed and
Regional Portal of the Virtual Health Library (VHL) databases, from December 2019 to September 2023, with the
keywords COVID-19, co-infection and multidrug-resistant microorganism. Of the 535 articles initially found, only
14 were selected. Gram-negative bacteria were most frequently involved in bacterial co-infections in patients with
COVID-19 (70%). Among these, Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumannii predominated, with 85.71%
and 78.57%, respectively. Among gram-positive bacteria, Staphylococcus aureus (71.42%) was the most common.
Among MDR microorganisms, the prevalent species were carbapenem-resistant gram-negative bacilli (32%) and
methicillin-resistant S. aureus (85.7%). Furthermore, a higher frequency of MDR microorganisms was observed
in patients with COVID-19 in intensive care units (ICU). Thus, the findings of the present study indicate the need
for attention to infections caused by multidrug-resistant microorganisms in critically ill patients with COVID-19.
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1 INTRODUCTION

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) is a clinical condition caused by the novel
coronavirus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2), previously
known as 2019-nCoV. Belonging to the Coronaviridae family, it is a zoonotic RNA virus that
first emerged in late 2019 in Wuhan, China, with the hypothesis of bats and the Malayan
pangolin as potential sources due to the genetic proximity between CoVs found in these animals
and the current virus @3, It primarily infects the respiratory system and is transmitted through
respiratory droplets via close contact, leading to a spectrum of illness ranging from mild to

critical conditions requiring specialized treatment in intensive care units®,

Reports of secondary infections associated with COVID-19 have become increasingly
common. The presence of other microorganisms, such as bacteria, fungi, and viruses, is a
critical factor that can complicate the diagnosis, prognosis and treatment of the disease, as well
as exacerbate and increase morbidity and mortality ®). Coinfection is defined as the result of
two of more infectious agents acting simultaneously ©7). For cases of patients diagnosed with
COVID-19 who have coinfections with other respiratory pathogens, the immediate
administration of antibiotics in accordance with antimicrobial susceptibility reports, as well as
strict infection control strategies, are essential to reduce severity, complications, mortality, and
the nosocomial transmission facilitated by these superbugs ©).

The emergence of infections caused by multidrug-resistant microorganisms (MDRS) has
become a health risk, since uncontrolled infections in the hospital setting can prolong patients'
hospitalization period by complicating their clinical status and recovery ©.

The World Health Organization (WHQ) defines healthcare-associated infection as "an
infection occurring in a patient during the process of care in a hospital or other healthcare
facility that was not present or incubating at the time of admission” 9, Nosocomial infections
can also encompass those that manifest within 72 hours of admission when associated with
diagnostic and therapeutic procedures performed during this period 19.

Nosocomial infection is an event detected based on clinical and laboratory data, with
the time frame varying depending on the patient's care unit. In intensive care units (ICUs), for
example, the timeframe extends up to 48 hours after discharge ©.

Over the last decade, antibiotic resistance has become one of the major global public
health concerns due to the emergence of pathogens with new resistance mechanisms.
Antimicrobial resistance is a growing crisis that affects global health and demands urgent action
(D, Multidrug-resistant bacteria are microorganisms that are not susceptible to at least one

antibiotic from three or more classes of antibiotics. They usually arise due to improper use of
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antimicrobials or their uncontrolled spread through contamination vectors, posing difficulties
to clinical treatment (2),

Therefore, considering the relevance of multidrug-resistant bacteria in healthcare
and aiming to highlight their role in the pandemic scenario, we aimed to describe the
frequency of the main MDR microorganisms associated with bacterial coinfection in
hospitalized patients with COVID-19, based on the literature from December 2019 to
September 2023.

2 MATERIALS AND METHOD

This is an integrative literature review that utilized scientific literature to analyze the
prevalence of multidrug-resistant microorganisms in hospitalized patients with COVID-19
during the period from December 2019 to September 2023. Its methodological structure

consists of six vital phases, following the procedures described by Souza et al.1?),

In the first phase, the guiding question used to steer the research was: "Which multidrug-

resistant bacteria have been prevalent in hospitalized patients with COVID-19?"

In the second methodological phase, we conducted searches in the PubMed and
Regional Portal of the Virtual Health Library (BVS) databases for scientific articles published
between December 2019 and September 2023. The keywords used were: COVID-19, Bacterial
Coinfection, and Multidrug-Resistant Microorganism. Boolean operators "and" and "or" were
used as search tools, combining Health Sciences Descriptors (DeCS) in the regional BVS portal,
resulting in: ("COVID-19") and ("coinfection™) and ("bacteria or multiresistant™) along with
language filter (English) and publication year (2019 or 2023). The same combinations were
used for MeSH (Medical Subject Headings) in PubMed searches, resulting in: ("COVID-19")
AND ("coinfection™) AND ("bacteria” OR "multidrug resistance”). The articles were directly

related to the years 2019 to 2023, so no additional filters were necessary.

Each of the retrieved articles was analyzed according to the inclusion and exclusion
criteria. Inclusion criteria were: the period between December 2019 and September 2023,
studies investigating bacterial coinfection in hospitalized patients with COVID-19, studies
reporting coinfection with multidrug-resistant bacteria, articles in English or Portuguese, and
articles that addressed the guiding question. Exclusion criteria were: articles that did not address
the research question, articles focused on coinfections with other specific microorganisms that

were not bacteria, duplicates, literature reviews, and letters.

In the third phase, an adapted instrument from Souza et al. @3 was used for data
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extraction and recording of selected articles. This instrument was structured with the following
topics: article title, authors, year of publication, country, gender, age, department, material
analyzed, prevalent bacteria, and sample size/outcome. An Excel spreadsheet was created for

data storage and organization.

The fourth phase involved analysis of the selected articles. Titlesand abstracts were read,

and inclusion and exclusion criteria were applied to select the articles that were read in full.

The fifth phase involved the description and discussion of the results. Subsequently,

in the sixth phase, the review was written.

3 RESULTS

Initially, 535 articles were found as result of the search in the databases using the
associated descriptors and keywords. After analyzing the inclusion and exclusion criteria, 14
articles were chosen: 10 were identified in PubMed and 4 in the BVS Regional Portal (Figure
1). Of these, 37.71% (5/14) corresponded to the year 2023, and 37.71% (5/14) to 2022, with
the remaining ones pertaining to 2021 and 2020. Additionally, 50% of the studies were

conducted in Asia, followed by 29% in Europe, and the remainder in Africa.

Figure 1 - Flowchart of the search and selection procedure of the articles included in the sample.
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Twelve studies had more male patients, while the majority were female in only one study (14),
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and in another study the gender of the patients was not identified ) The median age of the studied

populations was similar, ranging from 50 to 70 years old. Regarding the ward where the patients

14,16,17,19-24,27 .
( ). In all articles, the

were hospitalized, 71.42% were in intensive care units (ICUs)
analyzed material was collected from electronic patient record management systems. Ten studies
provided details about the types of clinical samples cultured, including sputum, blood and urine,

while four study did not specify the source of the sample, indicating only "patient record

. ,,(16,17,19,22)
analysis :

Regarding the occurrence of multidrug-resistant microorganisms (MDRs) in coinfections,
gram-negative bacteria accounted for 70%. Among them, Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter

baumannii predominated with 85.71% and 78.57%, respectively. Among gram-positive bacteria

(30%), Staphylococcus aureus was the most frequent at 71.42% (1529, Among MDR microorganisms,
the most frequently isolated species were carbapenem-resistant gram-negative bacilli (32%),
followed by methicillin-resistant S. aureus (10%) among gram-positive bacteria.

The sample size varied from study to study, and the number of deaths was not reported in
some articles. The most common comorbidities among the participants in the different studies were

14-27
( ). Most

diabetes mellitus, systemic arterial hypertension, kidney disease, and respiratory diseases
patients received empirical antibiotic therapy upon admission to the ICU.

Table 1 presents a list of the selected articles from the databases, describing the article
title, authors, year of publication, country, gender, age, hospital sector, material analyzed,

prevalent bacteria, and sample size/outcome.



41

Table 1. Highlighted Results by Study for the Investigation of Bacterial Coinfections by MDR Microorganisms in Patients Diagnosed with COVID-19 Hospitalized in

Healthcare Units.

Title

Author/Year of

Publication/Country

Gender/age

Sector

Material Analyzed

Prevalent Bacteria

Total
Patients/Outcome

Characteristics and Risk
Factors of Secondary
Bacterial Infections in

Patients with COVID-19(4

Wu et al.; 2023; China.

51.2% were female;

average age of 68
years.

ICU; others.

Blood, urine, and

sputum cultures; data

extracted from the
electronic patient
record management
system.

Acinetobacter baumannii;
Klebsiella pneumoniae;
Escherichia coli;
Enterococcus faecium;
Staphylococcus aureus (MRSA)

43; not specified.

Bacterial Coinfection at
Hospital Admission in
Patients with COVID-1919

Moreno-Garcia et al.;
2022; Spain.

64.5% were male;
average age of 54
years.

Not specified.

Blood cultures;
urinary antigen test
(pneumococcal);
sputum culture;
patient record data.

Streptococcus pneumoniae;
Pseudomonas aeruginosa;
Staphylococcus aureus;
K. pneumoniae; E. coli

122; not
specified

Coinfection and
Superinfection in Critically
Il ICU Patients with Severe
Pneumonia due to COVID-

19 and Influenza Pneumonia:
Are the Profiles Different?(®

Chen et al.; 2023;
China.

80.5% were male;
average age of 69
years.

ICU

Electronic patient
record management
system.

P. aeruginosa;
A. baumannii;
K. pneumoniae;

Enterococcus faecium

27; not specified

Epidemiology of Bacterial
Coinfections and Risk Factors
in Patients Hospitalized for
COVID-19 in Spain: A
National Study"

Lopez et al.; 2020;
Spain.

66.55% were male;
average age of 67
years.

ICU

Patient records.

Pseudomonas spp.;
S. pneumoniae;
Staphylococcus spp.;

Streptococcus spp.;
Enterococcus spp.

4,754; 1,590 deaths.

Incidence of Coinfections
and Superinfections in
Hospitalized Patients with
COVID-19: A Retrospective
Cohort Study®

Garcia-Vidal et al.;
2020;
Spain.

55.8% were male;
average age of 62
years.

Not specified.

Clinical samples of
sputum, blood
cultures, urine

cultures, urinary
antigen tests; data

extracted from patient

records.

P. aeruginosa;
K. pneumoniae;

S. pneumoniae

61; 13 deaths.
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q Author/Year of ; q Total
Title Publication/Country Gender/age Sector Material Analyzed Prevalent Bacteria Patients/Outcome
Multidrug-Resistant
Infections by Acinetobacter 66% were male; Patient records and in Acinetobacter baumannii
baumannii in COVID-19 Russo et al.; 2022; ltaly. average age of 62 ICU hospital computerized  multidroga resistente (MDR- 32; 26 deaths.
Patients Hospitalized in years. databases. AB).
ICU®)
Clinical samples
Bacterial Infections 60% were male: detected by cultures Staphylococcus spp.;
Associated with COVID-19 Kagmaz et al.; 2023; 0 y and/or molecular tests Acinetobacter spp.; .
; - L average age of 71 ICU . - . 3 - . 67; 18 deaths.
in the Intensive Care Unit: A Turkey. ears in the first episode; Klebsiella spp.;
Case-Control Study® years. data extracted from P aeruginosa
patient records.
Secondary Infections in - . .
Snmmed e
COVID-19-Associated : . . 50.8% were male; P . ) L
. ) Taysi et al.; 2023; aspirate; blood culture E. coli; i -
ARDS in the ICU: average age of 70 ICU d uri lture: d . . 61; not specified.
Frequency, Microbiological Turkey years and urine culture; _ata P. aeruginosa;
L ? ' extracted from patient S. aureus;
Characteristics, and Risk
21 records. Enterobacter aerogenes
Factors®?
The Impact of the COVID-19 A. baumannii;
Pandemic on Healthcare- - . . 82% were male, E. coli;
Associated Infections: A Obeldeztoer:jgrl{, 2023 average age of 72 ICU; others. Patient records. K. pneumonia; 17; 15 deaths.
University Hospital ' years. P. aeruginosa;
Experience®? S. aureus

Profile of Coinfections and
Secondary Infections in
COVID-19 Patients at a

COVID-19 Dedicated
Facility in an Indian Tertiary
Care Hospital: Implications
for Antimicrobial
Resistance®

Khurana et al.; 2021;
India.

62.5% were male
(ICU); 63% were
male (Wards);
average age of 50
years.

ICU (n= 56); Wards
(n=95).

Clinical samples of
blood, urine,
respiratory samples,
pus; patient records.

K. pneumoniae;
A. baumannii;
E. coli;

P. aeruginosa.

151; 51 deaths.
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Title

Author/Year of
Publication/Country

Gender/age

Sector

Material Analyzed

Prevalent Bacteria

Total
Patients/Outcome

Profiles of Bacterial
Coinfection and Antibiotic
Resistance among
Hospitalized Patients with
COVID-19?4

Bazaid et al.; 2022;
Saudi Arabia.

55% were male;

average age 60 years.

ICU (n= 49); Wards
(n=24).

Clinical samples of
blood, urine, sputum,
and wound smears;
patient records.

K. pneumoniae; A. baumannii;
P. aeruginosa

73; not specified.

Preditores de gravidade e
perfil de resisténcia a
coinfeccdo em pacientes com
COVID-19: primeiro
relatério do Alto Egito®®)

Radaman et al.; 2020;
Egypt.

55.4% were malg;
the most common
age range was 51 to
70.

Not specified.

Blood samples,
sputum, endotracheal
aspirates; culture,
genetic tests,
antibiogram, and
statistical analysis.

K. pneumoniae; A. baumannii;
P. aeruginosa; S. aureus; S.
pneumoniae; E. faecalis

260; 24deaths.

Prevalence and Clinical
Impact of Coinfection in
Patients with Coronavirus
Disease 2019 in Korea@®)

Jeong et al.; 2022;
South Korea.

51.4% were male;
average age 70 years.

Not specified.

Clinical samples of
sputum, nasal swab,
and tracheal
aspiration; patient
records.

A. baumannii (CRAB);
P. aeruginosa (CRPA);
S. aureus (MRSA),
K. pneumonia;
E. coli. (produtoras de ESBL)

30; not specified.

A Comparative Study on
Bacterial Coinfections and
the Prevalence of Multidrug-
Resistant Organisms among
Patients in COVID and Non-
COVID Intensive Care
Units®”

Sathyakamala et al;
2022; India.

Not specified.

ICU.

Clinical samples of
blood, urine, and
sputum; patient
records.

E. coli, Klebsiella spp.;
Pseudomonas spp.;
Acinetobacter

spp.; Citrobacter spp.; Proteus

spp.

203; not specified.

Source: Authors, 2023.
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4 DISCUSSION

Microbial coinfection plays a significant role in the occurrence and development of

SARS-CoV-2 infection, increasing the challenges in diagnosing, treating, and predicting

COVID-19, and even exacerbating the disease's symptoms and mortality 9,

In this study, the rate of bacterial coinfection ranged from 9.6% to 29.8%. Ripa et al

® found a coinfection rate of 9.3% in hospitalized COVID-19 patients. Yu et al. 0
investigated the rate of secondary infection in 226 critically ill COVID-19 patients, and found
a coinfection rate of 21.7%. A meta-analysis conducted in 2020 concluded that 7% of patients
had bacterial coinfection, a rate that increased to 14% for patients admitted to the ICU @b,
Huang et al. @Y reported that four cases (9.8%) had secondary bacterial infections among 41
hospitalized COVID-19 patients. In the case of COVID-19 coinfections, the mechanisms
leading to a low incidence are not well understood. Several hypotheses have been raised,
including prophylactic antibiotic therapy upon hospital admission and the presence of an
immune factor such as macrophage hyperactivation 3,

The results of this study showed that bacterial coinfections can affect the progression
of COVID-19 and mortality, especially in patients in intensive care units (ICUs) (14.16.17.19-24.27)
Other studies have reported similar results, with only 7% of hospitalized patients presenting
bacterial coinfections and a high degree of heterogeneity, increasing to 14% in ICU
patients435),

According to Sharifipour et al @8, the observed prevalence of bacterial coinfection
among COVID-19 patients in ICUs can be attributed to various factors, including
compromised immunity, low adherence to self-protection measures by healthcare
professionals and patients, weak infection control in wards, high workload, and staff shortages.

Additionally, we observed that the majority of COVID-19 patients with coinfections
were male, reaching up to 80% in some studies (1622), Studies suggest that most coinfections
involve male patients, which is an additional independent risk factor in the more severe cases

of this condition, in addition to the major comorbidities and the use of immunosuppressive

medications that favor this outcome (37'39).

Regarding the prevalent microorganisms found in hospitalized COVID-19 patients in

our study, gram-negative bacteria stood out (70%), among which Klebsiella pneumoniae

(85.71%) and Acinetobacter baumannii (78.57%) predominated (-161827) Among gram-
positive bacteria, Staphylococcus aureus had the highest frequency at 71.42% (14'17’18’20'22’25’26),
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15,17,18,25,

followed by Streptococcus pneumoniae (35.71%) ( ) In line with these findings,

Obeidat et al. *? reported, in a study involving the distribution of reported microorganisms,
that gram-negative and gram-positive bacteria were isolated in 72% and 8.5% of cases,
respectively. This finding differed from a Chinese study, where gram-negative bacteria
accounted for 87.5%, and gram-positive isolates were identified in 12.0% of cases (9.

A study conducted in Bahrain demonstrated the prevalence of gram-negative isolates
in over 1,380 COVID-19 patients, distributed as follows: Klebsiella pneumoniae (23.8%),
Pseudomonas aeruginosa (23.2%), Acinetobacter baumannii (22.0%), and Escherichia coli
(17.1%) ©Y. Furthermore, among 1,495 COVID-19 patients hospitalized in Wuhan with
secondary bacterial infections, the most commonly isolated bacteria were Acinetobacter
baumannii (35.8%) and Klebsiella pneumoniae (30.8%) (2. Conversely, an international
retrospective study showed that gram-positive bacteria were the most commonly isolated
microorganisms in COVID-19 patients, with Streptococcus pneumoniae and Staphylococcus
aureus each occurring in 16.2% of patients. These studies suggest that drug resistance and the
distribution of these pathogenic microorganisms vary among countries (%),

In this integrative review, multidrug-resistant microorganisms were reported in 85.7%
of cases. The most frequently isolated species were carbapenem-resistant gram-negative
bacteria and methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA). The most prevalent
resistant microorganisms in the analyzed studies were methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA; 64.00%), followed by carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii
(CRAB; 57.14%) and extended-spectrum beta-lactamase-producing Klebsiella pneumoniae
(ESBL+;42.85%). However, in the study by Mahmoudi (3 and the one conducted by Khurana
et al. *9, there were higher occurrences of multidrug-resistant species of Klebsiella, followed
by Acinetobacter spp. On the other hand, the study by Rezasoltani et al. 4> observed a higher
prevalence of Staphylococcus aureus (MRSA).

Obeidat et al. ?? reported several resistance mechanisms among microorganisms.
However, extended-spectrum beta-lactamase (ESBL) production was the leading cause of
antimicrobial resistance among Klebsiella spp. and E. coli, reaching 67% and 52%,
respectively. Moreover, a high occurrence of carbapenem-resistant gram-negative bacteria
was observed, with 97% for A. baumannii (CRAB) and 44% for P. aeruginosa. This fact
certainly is important and can lead to severe complications in cases of coinfection in COVID-

19 patients. Although these data are higher than those reported in a Chinese study, where the
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rates of occurrence of coinfections by E. coli (ESBL), K. pneumoniae (ESBL), A. baumannii
(CRAB), and P. aeruginosa (CRO) were 30.5%, 16.1%, 19.5%, and 10.0%, respectively “6),

The extensive use of broad-spectrum antimicrobial drugs during the COVID-19
outbreak in hospitalized patients, especially in ICUs, may have contributed to the selection of
pathogens with different resistance profiles. Additionally, microorganisms such as S. aureus,
Enterococcus spp., Enterobacteriaceae, P. aeruginosa, and Acinetobacter spp. are often
responsible for healthcare-associated infections and are prone to developing multidrug

resistance.

5 CONCLUSION

This integrative literature review found that patients hospitalized in ICUs with
COVID-19 who presented bacterial coinfection were more frequently infected by multidrug-
resistant microorganisms in comparison with patients admitted to other hospital wards/sectors.
The microorganisms most frequently isolated in these individuals with a multidrug resistance
profile were A. baumannii (CRAB), K. pneumoniae, E. coli (ESBL), and P. aeruginosa (CRO).
Additionally, among gram-positive bacteria, S. aureus (MRSA) stood out. Therefore, it is
important to emphasize that bacterial coinfections in critically ill patients should not be
underestimated. These results indicate the need to pay attention to infections caused by
multidrug-resistant microorganisms, and reinforce the need for ethical and rational use of

antibiotics.
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Abstract

Patients hospitalized with Covid-19 may present coinfections with other pathogens, including
multidrug-resistant gram-negative bacteria (MDR), which can increase severity,
complications, and morbimortality rates. The aim of this study was to evaluate the
antimicrobial sensitivity profile and detect the presence of resistance genes in gram-negative
bacteria isolated from patients diagnosed with COVID-19 treated at a tertiary hospital in Cear3,
Brazil. Microbiological data from patients with bacterial coinfections were collected from
April/2021 to March/2022, and a total of 46 gram-negative bacteria were isolated. Bacterial
identification and sensitivity profile were performed using the automated VITEK®2 system
(bioMérieux), and molecular analysis to detect blakec, blanom-1, blaoxa-23, and blaoxa-4s was
conducted by conventional Polymerase Chain Reaction. Klebsiella pneumoniae was the most
prevalent (=18, 39.1%), followed by Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa
with 12 (26.1%) isolates of each. Regarding antimicrobial sensitivity, the highest resistance
rate was found for Imipenem (60.9%). However, 58.7% of bactéria were sensitive to
Aztreonam. Bla kpc was the most frequent, detected in 31 (67.4%) of the isolates. Therefore,
these data could be useful for generating important information in controlling the spread of
these pathogens in the hospital environment, directly impacting patient safety measures and
improving the quality of care.

Keywords: COVID-19, Bacterial co-infection, Multi-drug resistant, Antimicrobial resistance,
Betalactamases.
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Introducéo

A emergente Sindrome Respiratéria Aguda Grave ou COVID-19 é uma condigdo
clinica causada pelo novo coronavirus o0 SARS-CoV-2, anteriormente conhecido como 2019-
nCoV. O virus pode resultar em doenca leve até uma condicdo de cuidado critico, que requer
tratamento especializado em Unidade de Terapia Intensiva (Zhu et al., 2020).

Para casos de pacientes com diagnostico de COVID-19 que apresentam
coinfec¢des com outros patdgenos respiratdrios, a administragdo imediata de antibidticos de
acordo com os relatérios de sensibilidade antimicrobiana, bem como a aplicacdo estrita de
estratégias de controle de infeccdo sdo essenciais para reduzir a gravidade, complicacdes,
mortalidade e disseminagdo nosocomial alcancada por essas superbactérias (Rawson et al.,
2020).

A resisténcia antimicrobiana € considerada uma ameaca significativa aos
sistemas de salde publica ndo apenas nos paises em desenvolvimento, mas em todo o mundo
(Prestinaci et al., 2016; Fornou et al., 2017;). A infeccdo por microrganismos MDR leva a
doencas graves e internacbes prolongadas, aumento dos custos de salde e falhas no
tratamento (Shrestha et al., 2018; ECDC, 2019; CDC, 2019).

Considerando os principais patdgenos associados as infec¢des nosocomiais,
destacam-se as bactérias, principalmente os bacilos Gram-negativos (BGN) fermentadores,
do grupo das  enterobactérias, como Klebsiella ~ pneumoniae, Escherichia
coli, Enterobacter spp. e bacilos Gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF),
principalmente Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii e Stenotrophomonas spp. (Exner et al., 2017).

Dentre 0os mecanismos de resisténcia nas bactérias, destacam-se a reduzida
permeabilidade da membrana externa bacteriana, perda de porinas, alteracdo nos sitios de
ligacdo dos antibidticos, hiperexpressdo de bombas de efluxo e producdo de enzimas
Betalactamases. No entanto, 0 mecanismo que mais contribui para a rapida disseminagao de
cepas multirresistentes dentro de ambientes hospitalares é a aquisicdo de genes de resisténcia
e producdo de enzimas Betalactamases que tém sido associadas a um aumento na resisténcia
aos carbapenémicos (Martins et al., 2013).

A coexisténcia de varios genes de resisténcia é notadamente observada em
isolados Gram-negativos, como MBL (Metalo-g-lactamases) do tipo NDM-1 e ESBL (-
lactamases Extended Spectrum) como CTX-M em Klebsiella pneumoniae e KPC em

enterobactérias. A producdo dessas enzimas (ESBL e MBL) em conjunto permite que as
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bactérias resistam a diversos antibioticos, incluindo os carbapenémicos, e € a principal causa
de falha do tratamento (Lincopan et al., 2005).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar o perfil de sensibilidade
antimicrobiana e detectar a presenca de genes de resisténcia em bactérias gram-negativas
isoladas de pacientes com diagnostico de COVID-19 assistidos em um hospital do Ceara,

Brasil.

Material e Métodos

Cepas bacterianas e Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (TSA)

Um total de 46 isolados clinicos foram coletados no periodo de abril/2021 a
mar¢o/2022 em um hospital de cuidados terciarios na Regido Norte do Estado do Ceard, Brasil,
de pacientes internados com COVID-19. Aiidentificacdo bacteriana e o teste de suscetibilidade
antimicrobiana  (TSA) para  0s  antimicrobianos  ampicillina,  amicacina,
ceftolozane/tazobactam, ceftriaxona, levofloxacina, tobramicina, ceftazidima, ciprofloxacina,
colistina, gentamicina, cefepima, imipenem, meropenem, ertapenem,
piperacillina/tazobactam, aztreonam, tigeciclina e trimetoprim/sulfametoxasol foram
realizados pelo sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) a
partir de amostras clinicas (sangue, aspirado traqueal, urina, hemocultura, lavado
brénquioalveolar, cateteres cutaneos e fragmento de tecido) no Laboratoério de referéncia Sdo
Carlos em Fortaleza, Ceard, Brasil. Os isolados foram obtidos de pacientes internados em
diversos setores como, hospital de campanha, clinica COVID, UTI pediatrica, UTI COVID e
intermedidrias (Inter) 1 e 2.

A seguir, as cepas foram armazenadas em tubos contendo infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) (Himedia®, Mumbai, india) com glicerol 20% e enviadas ao Laboratério de
Microbiologia e Parasitologia (LAMP) da Universidade Federal do Ceara na cidade de Sobral,

onde foram mantidos a -80°C (Revco, EUA) até a realizacdo das analises gendmicas.

Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA as amostras foram inicialmente reativadas em caldo BHI
(Himedia®, Mumbai, india) por 24 horas a 37°C. ApGs o crescimento dos microrganismos em
meio liquido, 2mL de cada amostra foram transferidos para tubos de microcentrifuga,
devidamente identificados. ApoOs essa etapa, 0s tubos sofreram uma centrifugacédo

(4.500rcf/3min) e o sobrenadante foi descartado. Ao precipitado, foi adicionado 200 uL de
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tampdo 1 e 200 pL de fenolcloroformio-alcool isoamilico (25:24:1) e realizada uma
ressuspensdo. Em seguida, foram inseridas 3 beads (microesferas de silica) em cada tubo e
agitados em disruptor génico por 5 minutos. Ao mesmo tubo, adicionou-se 200 pL de tampdao
2 e agitou-se por 30 segundos. Uma outra centrifugacdo (12.000rcf/6min) foi reralizada e
transferiu-se 0 sobrenadante para um novo tubo eppendorf, acrescentando-se 1.000 pL de
etanol 100% gelado nas amostras e deixando descansar em freezer -20°C por 30 minutos.
Ap0s esse intervalo, 0s tubos em 100 pL de tampéo 2 e incubacdo em banho maria por 30
minutos, a 60°C. Apds essa etapa, 0s tubos seguiram armazenados em -80°C, para realizacdo
da PCR, quantificacdo e eletroforese (Brito et al., 2009). Logo ap0s a extragdo de DNA, foi

realizada uma eletroforese para verificar a integridade e pureza das amostras.

Deteccdo dos genes bla NDM-1, KPC, OXA-23 e OXA-24 por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)
Os genes B-lactamases KPC, NDM-1, OXA-23 e OXA-48 foram investigados por
PCR usando primers previamente descritos na Tabela 1. As reacdes de amplificacdo foram
preparadas em um volume total de 16uL contendo: 8,0uL de Taq Pol- (2X Class Five PCR
Master Mix, que contém desoxirribonucleotideos trifosfato - ANTPs, KCL, MgCl2, corante,
gel buffer de carga e estabilizadores), tendo sido acrescentado 4,0uL do DNA da amostra e
agua milliQ, 2,0uL de cada primer e 1X buffer (concentragdo final). As amplificagdes foram
realizadas no termiclador da eppendorf com as seguintes condi¢cdes de cliclagem: uma
desnaturacdo inicial (95°C por 1 minuto); seguidos de 30 ciclos de desnaturacgdo (95°C por 1
minuto e 94°C por 1 minuto), anelamento (55°C para KPC e OXA-48, e, 52°C para NDM-1 e
OXA-23, por 1 minuto) e uma etapa de extensdo final a 72°C por 10 minutos.
Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,0% com
tampdo TBE 1% (a partir do TBE 10X). A eletroforese foi realizada a 190 volts, 80mA por 40
minutos. A aplicagdo no gel de agarose foi feita com 6l da reagdo, adicionados de 1,8ul de
Fluort6foro (Gelred®). O marcador de peso molecular de 100 pb (pares de base) - Invitrogen,
EUA foi aplicado no gel para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos em todas as

eletroforeses.

Anélise Estatistica
Os dados foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual e associados
por meio dos testes exato de Fisher ou qui-quadrado de Pearson. Todas as analises foram

realizadas adotando uma confianga de 95% no software SPSS v20.0 (2022) para Windows.
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Aspectos éticos

As amostras utilizadas na pesquisa ja se encontravam armazenadas no Laboratorio
de Microbiologia da Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade Federal do Ceara -
UFC Campus Sobral, sob a aprovacdo do CEP/ISGH Parecer de N°4.313.543 (ANEXO 02).
Foi solicitado ao CEP do ISGH dispensa do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

(TCLE), uma vez que ja tinha sido assinado anteriormente.

Resultados

Um total de 46 isolados bacterianos obtidos de pacientes internados com COVID-19,
foram analisados pelo sistema automatizado VITEK®2. A distribuicdo dos isolados por
espécie bacteriana, género, idade, diagnostico de admisséo, setor de hospitalizacéo, sitio de
origem e IRAS estdo descritas na Tabela 2.

Dentre os Bacilos Gram-negativos (BGN) identificados, destacaram-se Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Stenotrophomonas
maltophilia, com maior prevaléncia de K. pneumoniae (39,1%). A maioria desses BGN foram
encontrados em pacientes do género feminino (60,9%). Em relagdo a idade, houve maior
frequéncia na faixa etaria de 61 a 80 anos (39,1%). 95,7% dos pacientes tiveram como
diagnostico de admissdo infeccdo por COVID-19. Quanto a hospitalizacdo, 58,7% se
encontravam no setor UT1 COVID, seguido do setor Intermediaria 3 com 21,7%. De todos 0s
isolados analisados, observou-se que o aspirado traqueal foi o sitio de isolamento mais
frequente (47,8%) e metade dos isolados foram caraterizados como agentes de IRAS (50%)
(Tabela 2).

Quanto ao perfil de sensibilidade antimicrobiana, do total das amostras testadas o
antimicrobiano que apresentou maior taxa de resisténcia, foi o Imipenem (60,9%), seguido da
Piperacilina/Tazobactam (54,3%). Entretanto, 58,7% de todos os BGN analisados foram
sensiveis ao Aztreonam.

Em relacdo a especificidade dos microrganismos, todos os isolados de A. baumannii
apresentaram resisténcia ao Imipenem (100%), e a maioria apresentou resisténcia a
Piperacilina/tazobactam e a Tigeciclina (91,7%), sendo este Gltimo dado estatisticamente
significante (p = 0,017). Por outro lado, 91,7% desses foram sensiveis ao Aztreonam (p =
0,009). Adicionalmente, entre os isolados de K. pneumoniae 77,8% foram resistentes a
Ceftazidima apresentando maior taxa, e 66,7% foram sensiveis a Amicacina e 61,1% ao

Imipenem. Para P. aeruginosa, 75% dos isolados foram resistentes ao Imipenem e a
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Piperacilina/tazobactam e a taxa de maior sensibilidade desses foi de 58,3% para 0 Aztreonam
(p = 0,009). Por fim, 25% dos isolados de S. maltophilia foram resistentes a Tigeciclina (p =
0,017), a Levofloxacina e ao Trimetoprima/Sulfametazol. Entretanto, vale ressaltar que alguns
espécimes, mais frequentemente S. maltophilia, foram classificadas como “NT”” (Nao Testado)
em suas analises, indicando que o isolado ndo foi testado para o referido antimicrobiano
(Tabela 3).

No que diz respeito a analise molecular, dos quatro genes analisados trés (blaxec,
blaoxa-23 € blaoxa-4g) foram detectados em espécimes de K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa e S. maltophilia, enquanto o gene blanowm-1 néo foi encontrado em nenhum isolado
de A. baumannii. Além disso, o gene blakpc foi 0 mais prevalente, sendo detectado em 31
(67,4%) do total dos espécimes, observando-se maior frequéncia nos isolados de K.
pneumoniae 14 (77,7%), seguido do gene blaoxa-23 encontrado em 56,5% (n = 26) dos BGN
analisados, dados estatisticamente significantes. Observamos ainda, que o gene blaoxa-23 foi
encontrado em 11 (91,6%) dos 12 isolados de A. baumanni, sendo prevalente nesta espécie.
Para 0 gene blaoxa4s as maiores taxas de ocorréncia foram encontradas em cepas de K.
pneumoniae (55,5%) (Tabela 4).

Os dados dessa pesquisa revelaram que 78,6% dos isolados de K. pneumoniae que
albergavam o gene bla kpc, eram resistentes a Ceftazidima, 71,4% ao Meropenem e 50% ao
Imipenem e Ertapenem. Enquanto que isolados de P. aeruginosa que albergavam esse mesmo
gene exibiram resisténcia de 85,7% para o Imipenem e Piperaciclina/tazobactam. Nos
espécimes de A. baumannii em que o gene bla oxa-23 foi detectado, todos apresentavam
resisténcia ao Imipenem, a Tigeciclina e a Piperacilina/tazobactam (100%) e, 91% a Colistina,
e esses dados foram estatisticamente significantes (p = 0,002) e, para os espécimes de P.
aeruginosa 85,7% foram resistentes ao Imipenem, conforme descrito na tabela 5.

Dos 46 isolados analisados, 7 (15,2%) apresentaram de forma simultanea trés dos
quatro genes estudados, com o bla kpc detectado em todas elas e dessas, cinco eram oriundas
de pacientes internados na Unidade de Terapia Intensiva (UTI COVID). Além disso, dos 7
isolados, 5 (71,4%) eram K. pneumoniae. Adicionalmente, 5 (71,4%) desses BGN
apresentaram resisténcia ao Meropenem, Imipinem e a Colistina (Tabela 6).

Vale ressaltar que neste estudo, 58,7% dos pacientes foram a dbito. Ao fazermos a
correlacdo da infeccdo com o microrganismo isolado, percebemos uma alta taxa de
mortalidade para A. baumannii (91,7%), apresentando o pior desfecho clinico e
evidenciando um elevado grau de viruléncia desse microrganismo. Ainda, 50% dos

pacientes infectados com P. aeruginosa e S. maltophilia vinheram a obito (Tabela 7).
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Nesta pesquisa, 78,2% das cepas estudadas eram MDR. Entre essas, destaque para
0s espécimes de A. baumannii que apresentaram fenotipo 100% MDR e taxa de resisténcia

ao Imipenem de 100%.

Discussao

A coinfeccdo bacteriana desempenha um papel importante na complicacdo do
diagnostico, tratamento e prognostico da COVID-19 e até mesmo no aumento da mortalidade
(Chen et al., 2020). Segundo Chen et al. (2020) em pacientes com COVID-19, a coinfeccdo
primaria ou pneumonia bacteriana secundaria foi responsavel por 11% a 35% dos distlrbios
relacionados a doenca, além da patogénese do virus.

Os resultados desta pesquisa mostraram que entre as bactérias gram-negativas
multidroga resistentes (MDR) encontradas em pacientes internados com COVID-19, K.
pneumoniae, A. baumannii, P. aeruginosa e S. maltophilia foram as mais frequentes. N0ssos
dados estdo em conformidade com os achados de Rawson et al. (2020). Dentre essas, a
prevaléncia foi de K. pneumoniae (39,1%) corroborando com Alhoufie et al. (2023) (47%),
Khurana et al. (2020) (33,3%) e Ramadan et al. (28,5%) (2020). Em relacdo ao género, a
maior frequéncia no nosso estudo foi do feminino (60,9%), diferentemente de outro estudo
realizado no Alto Egito que apontou uma maioria do género masculino 55,4% (Ramadan et
al., 2020).

Assim como nos estudos realizados por Lansbury et al. (2020), Yang et al. (2020) e
Aziz et al. (2020), neste estudo a UTI foi o setor de internagdo com maior nimero de
coinfec¢des por BGN multiresistentes (58,7%), dado preocupante uma vez que a UTI pode
servir como reservatorio para esses patdégenos. Harding et al. (2018) afirmam que pacientes
internados em UTI colonizados por microrganismo multirresistente tém 24,4% mais chance
de virem a 6bito durante a hospitalizacdo do que pacientes ndo colonizados por esses
microrganismos.

Dentre os isolados do presente estudo, observou-se que o aspirado traqueal foi o sitio
de isolamento mais frequente (47,8%). Esses resultados corroboram com os achados do
Center for Disease Control (CDC), de que microrganismos como P. aeruginosa e A.
baumannii estdo entre os patdgenos mais comuns nas unidades criticas e sdo encontrados
principalmente nas secrecdes traqueais, com perfil de multidroga resisténcia (Rocha et al.
2017).

Ainda neste estudo, metade dos isolados (50%) foram caraterizados como agentes

causadores de IRAS, corroborando com esse achado Grasselli et al. (2021) encontraram uma
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taxa semelhante (46%). Para Kumar et al. (2021) multiplos fatores ambientais e do hospedeiro
determinam o desenvolvimento de IRAS em qualquer paciente hospitalizado. O fluxo de
pacientes submetidos a cirurgias, doenca de base, uso de cateteres urinarios e venosos, estado
imunoldgico, ventilagdo mecanica, idade, uso de medica¢fes imunossupressoras. Internagcdes
prolongadas também sdo um risco para infeccbes nosocomiais. No entanto, fatores
modificaveis, como protocolos para mitigacdo de infecgdes, educacdo e praticas dos
profissionais de saude e politicas hospitalares para uso de cateteres, também desempenham
um papel importante.

Quanto ao perfil de sensibilidade, dados semelhantes ao presente estudo foram
encontrados para isolados de P. aeruginosa, K. pneumoniae e A. baumannii resitentes a
carbapenémicos, como 0 Meropenem acima de 50% por outros pesquisadores (Baidya et al.
2021; Gysin et al. 2021; Kumar et al. 2021). Nesta pesquisa, as cepas de A. baumannii foram
as gque apresentaram maiores taxas de resisténcia aos antimicrobianos testados, entre eles o
Imipenem, esses dados corroboram os achados de Sathyakamala et al. (2022) e Jie Li et al.
(2020) que encontraram taxas de resisténcia a esse antimicrobiano semelhantes para A.
baumannii em suas analises, 81,48% e 91,7%, respectivamente. Nos Ultimos anos, A.
baumannii tem sido comumente relatado como resistente a multiplas drogas, e as taxas de
resisténcia a Imipenem, Meropenem, Ceftazidima, Piperacillina/tazobactam, Ciprofloxacina
e Gentamicina na América Latina parecem estar entre as maiores do mundo (Al et al. 2016).

Até bem pouco tempo, os carbapenémicos tinham excelente utilidade clinica para o
tratamento de infec¢bes por P. aeruginosa MDR devido a sua potente atividade contra esse
microrganismo. No entanto, esse patdgeno desenvolveu mecanismos de resisténcia apds
exposicdo implacavel a carbapenémicos e outras classes de agentes antimicrobianos (Labarca
et al., 2016; Yang et al. 2020). Dos isolados clinicos de P. aeruginosa analisados nesta
pesquisa, 75% foram resistentes ao Imipenem e 50% ao Meropenem. Além das cefalosporinas
Ceftazidima e Cefepime, Levofloxacino, e Colistina, todos com taxa de resisténcia acima de
50%, reforcando os achados de Alvares et al., (2021). Um estudo de Qu et al. (2021) afirma
que P. aeruginosa pode permanecer como um importante patdgeno coinfectante em pacientes
gravemente enfermos com COVID-19, com maior capacidade de produzir biofilme e, assim,
conferir resisténcia a antibioticos.

Nesta pesquisa, a maior taxa de resisténcia as cefalosporinas foi para K. pneumoniae,
sendo para Ceftazidima (77,8%) e cefepime (66,7%). Segundo a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS, 2022), a resisténcia as cefalosporinas e carbapenémicos de terceira geracao

em K. pneumoniae é preocupante em varios paises da Regido Europeia. Além disso obtivemos
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dados parecidos (para o Imipenem e Ertapenem) aos apresentados por Casale et al. (2023) que
observaram uma porcentagem consideravel de pacientes com COVID-19 (30%) com K.
pneumoniae resistentes a carbapenémicos. Em outro estudo realizado na Asia, Vijay et
al. (2021) também verificaram altos niveis de resisténcia aos carbapenémicos em K.
pneumoniae (72,8%) dado semelhante ao encontrado em nosso estudo para 0 Meropenem
(61,1%).

Vale ressaltar ainda, que apenas 25% dos espécimes de S. maltophilia testados neste
estudo, apresentaram sensibilidade a Levofloxacina e Trimetoprima/Sulfametazol,
diferentemente dos estudos de Pinheiro (2023) que encontrou uma taxa de sensibilidade aos
mesmos antibacterianos de 90% e 70%, respectivamente, dado preocupante, uma vez que
Sader et al. (2012), afirmam que S. maltophilia € um organismo multirresistente e as opgdes
de antibidticos sdo limitadas, sendo Trimetoprima-sulfametoxazol a combinacdo antibiotica
de escolha devido a sua atividade confiavel in vivo contra S. maltophilia.

Por outro lado, nesta pesquisa o Aztreonam foi o antimicrobiano com maior taxa de
sensibilidade, sendo efetivo contra 54,3% dos BGN analisados, com sua melhor eficiéncia
contra cepas de A. baumannii (91,7%) e P. aeruginosa (58,3%). Diferentemente dos achados
de um estudo realizado por Titov et al. (2020) onde 79% das amostras de P. aeruginosa, K.
pneumoniae e A. baumannii foram susceptiveis ao imipenem e 65% a Piperacilina/tazobactam,
mas isso pode estar relacionado com a pressao seletiva em diferentes ambientes hospitalares,
reforcando a importancia de termos dados epidemioldgicos locais.

Neste estudo, o gene bla kpc foi prevalente entre todos os isolados estudados, com
destaque em K. pneumoniae, ratificando dados de uma revisdo realizada em diferentes
continentes (Medrzycka-Dabrowska, 2021) e nos estudos de Casale et al. (2023). Por outro
lado, o gene bla npm-1 foi 0 menos frequente em nossas anélises (15,21%), diferentemente dos
estudos realizados por Radaman et al. (2020) (55,1%) e Khurana et al. (2021) (22, 71%).

Kooti et al., (2015) relata que apesar do gene bla oxa-23 nNdo estar restrito a espécie
de A. baumannii, 0 mesmo esta presente na grande maioria das cepas dessa espécie, N0ss0s
achados confirmam esses relatos, uma vez que esse gene foi detectado em 91,6% dos
espécimes de A. baumanni. Ressalta-se ainda a alta taxa de mortalidade (91,7%) observada
nos pacientes infectados por essa bacteria.

Um estudo multicéntrico italiano relatou um aumento na colonizacdo por A.
baumannii resistente a carbapenémicos de 5,1 por 10.000 pacientes-dia na UTI durante
janeiro-abril de 2019 para 26,4 por 10.000 pacientes-dia na UTI durante janeiro-abril de 2020,

com predominancia de produtores de OXA-23 (Pascale et al. 2022). Este aumento maci¢o na
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incidéncia entre pacientes de UTI coincidiu com as piores fases da pandemia de COVID-19.
Além disso, de acordo com um relatério recente (Comini et al. 2022) o bla oxa-23 pode ser
considerado o principal mecanismo envolvido na resisténcia aos carbapenémicos em cepas
de A. baumannii isoladas de pacientes com COVID-19 em ambiente hospitalar.

Estudos (Arcari et al. 2021; Singh et al. 2023) revelaram que o gene bla oxa-ss foi
prevalente em K. pneumoniae semelhante aos nossos achados. A disseminacao do bla oxa-as €
suas variantes € atribuida a disseminacdo bem sucedida de clones globais e a transferéncia
horizontal de genes (Poirel et al. 2012; Pitout et al. 2019).

Como dito anteriormente, os isolados clinicos que albergavam o gene bla kpc dentre
0s espécimes de K. pneumoniae e P. aeruginosa, apresentaram maior resisténcia aos
Carbapenémicos e Ceftazidima (em K. pneumoniae) e Piperaciclina/tazobactam (em P.
aeruginosa). Por outro lado, um estudo de Khurana et al. (2021) constatou que as amostras
analisadas que tinham a carbapenamase NDM-1, que foi a mais prevalente nos achados deles,
demonstrou alta taxa de resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo e
aos carbapenémicos, observada principalmente entre esses patdgenos.

Ja entre os espécimes de A. baumannii que albergavam o gene bla oxa-23, houve
resisténcia de 100% ao Imipenem, a Tigeciclina e a Piperacilina/tazobactam. Carvalho et al.
(2011) descrevem que a deteccdo de bla oxa-2z em isolados A. baumannii suscetiveis ao
Imipenem fornece evidéncias de que este pode ser disseminado silenciosamente em um
ambiente hospitalar e destacou a ameaca de reservatdrios ndo detectados de genes de
carbapenemases.

Adicionalmente neste estudo, sete isolados apresentaram coexisténcia de trés genes
de resisténcia simultaneamente. Alertas epidemioldgicos foram emitidos pela Organizacao
Pan-Americana de Saude (OPAS) e pela OMS em vista do surgimento e aumento de bactérias
clinicamente relevantes resistentes aos carbapenémicos coproduzindo B-lactamases na
América Latina e no Caribe, o que tem sido relacionado ao aumento do uso de antibidticos de
amplo espectro em pacientes com COVID-19. Estas preocupacdes enfatizam a importancia
do diagnostico microbioldgico adequado e da implantacdo eficaz e articulada de programas
de prevencdo e controle de infecgdes (Beovic et al. 2020; OPAS/OMS 2021).

Todavia, 58,7% dos pacientes foram a 6bito, com destaque para cepas de A.
baumannii que apresentaram uma alta taxa de mortalidade (91,7%), representando o pior
desfecho entre os microorganismos estudados, o que concorda com achados de Rangel et. al.,
2021.


https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-023-03537-8#ref-CR18
https://link.springer.com/article/10.1007/s13205-023-03537-8#ref-CR16
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/carbapenem-derivative
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Notavelmente, a maioria das cepas isoladas em nossa pesquisa tinha um padrdo MDR
0 que corrobora com outros achados, que descrevem uma incidéncia de infeccbes MDR em
pacientes gravemente enfermos com COVID-19 variando entre 32% a 50% (Bogossian et al.,
2020; Giacobbe et al., 2020; Cultrera et al., 2021; Grasselli et al., 2021; Karruli et al., 2021;
Garcia-Vidal et al., 2021).

Destaca-se por fim, a importancia da administracdo imediata de antibidticos de
acordo com os relatérios de sensibilidade aos antimicrobianos no protocolo terapéutico de

pacientes com COVID-19 e coinfecc¢des bacterianas.

Concluséo

Os resultados desse estudo sugerem que pacientes com COVID-19 diagnosticados
com coinfecgdes por bactérias multiresistentes durante os periodos de hospitalizacdo podem
aumentar significativamente a taxa de morbimortalidade, levando a desfechos desfavoraveis.
Dentre essas bactérias, K. pneumoniae foi a mais frequentemente isolada entre esses pacientes
assistidos no HRN, sendo mais acometidos pacientes do género feminino, mais idosos e
internados na UTI.

A taxa de resisténcia antimicrobiana apresentou-se consideravelmente elevada em
BGN isolados desses pacientes no hospital analisado, principalmente a antimicrobianos beta-
lactdmicos, como os carbapenémicos Imipenem e Meropenem. Por outro lado, o Aztreonam
parece ser o antibidtico de escolha para tratar infec¢fes por A. baumannii, P. aeruginosa e K.
pneumoniae. Além disso, 0 mecanismo de resisténcia mais frequentemente observado foi a
producdo de carbapenemases, notadamente do tipo KPC e OXA-23.

Portanto, esses dados poderdo ser Uteis para a geracdo de informacdes importantes
no controle da disseminacgdo desses patdgenos, implicando diretamente nos eixos de seguranca
do paciente e melhorando a qualidade da assisténcia. Contudo, mais estudos se fazem
necessarios para investigar a incidéncia, prevaléncia, distribuicdo microbiolégica e
caracteristicas de coinfecgdes bacterianas em pacientes com diagnostico de COVID-19, a fim

de identificar futuras oportunidades de prevencao.
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Tabela 1 - Primers para amplificacdo dos Genes.
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Gene alvo Sequéncia de Primers

Amplicon (pb)

Referéncia

NDM-1 Forward,5-CAGCGCAGCTTGTCG-3'
Reverse,5'-TCGCGAAGCTGAGCA-3’

Forward,5-CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG-3,,
KPC Reverse,5'-CTTGTCATCCTTGTTAGGCG-3'
Forward,5-GATCGGATTGGAGAACAGA-3’
OXA-23 Reverse,5'-ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3"

Forward,5-TTGGTGGCATGGATTATCGG-3
OXA-48 Reverse,5'- GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3"

784

798

501

743

(1]

(2]

(3]

[4]

pb= pares de base.

Fonte: 1 - Peirano et al., 2011; 2 - Poirel et al., 2011; 3 - MAet al., 2015. 4 —Poirel et al., 2012.
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Tabela 2 - Frequéncia de microrganismos e perfil epidemioldgico dos pacientes internados
com COVID-19 e Coinfeccao bacteriana no HRN.

Microorganismos n=46 100%

K. pneumoniae 18 39,1%

A. Baumannii 12 26,1%

P. aeruginosa 12 26,1%

S. maltophilia 4 8,7%
Género

Feminino 28 60,9%

Masculino 18 39,1%
ldade

0a20 5 10,9%

21a40 7 15,2%

41a60 12 26,1%

61 a 80 18 39,1%

>80 4 8,7%

Diagnostico de admissao

Infeccdo COVID 44 95,7%

GECA* 1 2,2%

Pneumonia 1 2,2%

Setor de hospitaliza¢do

UTICOVID 27 58,7%
Hospital Campanha 3 6,5%
Clinica COVID 3 6,5%
Inter 3 10 21,7%
Inter 2 1 2,2
UTI pediétrica 2 4,3%
Sitio de origem
Aspirado traqueal 22 47,8%
Sangue 5 10,9%
Hemocultura 8 17,4%
Urina 5 10,9%
Lavado broquico 4 8,7%
Fragmento de tecido 2 4,3%
IRAS
Sim 23 50%
Néo 23 50%

*GECA: Gastroenterocolite Aguda.
Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Tabela 3 - Perfil de Sensibilidade Antimicrobiana de isolados de pacientes internados com COVID-19 e Coinfeccdo bacteriana no HRN.

K. pneumoniae A. baumannii P. aeruginosa S. maltophilia P-
Valor
R S I R S I R S I R S I
Amicacina 22,2% 66,7% 11,1% 83,3% 16,7% - 41,7% 50% - - - -
Gentamicina 56,6% 38,9% - - - - 417% 83% 83% - - -
Cefto/Tazo 50% 17,7% - - - - 50% 17,7% - - - - 0,004
Ceftriaxona 55,6% 22,2% - - - - 333% 16,7% - - - - 0,002
Ceftazidima 778% 16,7% - - - - 66,7% 16,7% 16,7% - - -
Cefepime 66,7% 27,8% - - - - 66,7% 83% 25% - - -
Pipe-Tazo 278% 444% 56% 91,7% - - 75% - 25% - - -
Imipenem 38,9% 61,1% - 100% - - 5% - 25% - - -
Meropenem 61,1% 33,3% 56% 83% - - 50% 333% 83% - - -
Ciprofloxacino 61,1% 27,8% - - - - 50% 83% 25% - - -
Ampicilina 38,9% 27,8% - - - - 333% 83% - - - - 0,008
Aztreonam 16,7% 50% - - 91,7% - - 58,3% - - - - 0,009
Colistina 38,9% 50% - 833% 16,7% - 58,3% 33,3% - - 25% - 0,002
Levofloxacina 55,6% 27,8% 11,1% - - - 583% 83% 83% 25% 25% -
Tigeciclina 278% 333% 56% 91,7% - - 417% 83% - 25% - - 0,017
Ertapenem 444% 50% - 417% 50% - 16,7% 41,7% - - - - 0,002
Tobramicina 555% 16,7% - 833% 16,7% - 33,3% 83% - - 25% -
Trimeto/Sul 50% 33,3% - 333% 16,7% - 25% 33,3% - 25% 25% -

*Cefto/Tazo= Ceftolozane/Tazobactam; Pipe/Tazo= Piperacilina/Tazobactam; Trimeto/Sul= Trimetoprima/Sulfametazol.
Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).
Relatérios gerados pelo sistema de identificacdo automatizado Bacillus Gram-negativo GN, VITEK® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).
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Tabela 4 - Genes de resisténcia detectados em isolados de pacientes com COVID-19 e Coinfeccéo bacteriana no HRN.

bla-KPC p- bla-NDM 1 p- bla-OXA 23 p- bla-OXA 48 p-
Microrganismo TOTAL Presente Ausente valor Presente Ausente valor Presente Ausente valor Presente Ausente valor
K. pneumoniae 18 14 4 0,178 3 15 0,114 6 12 0,018 10 8 0,026
(39,1%)  (452%)  (26,7%) (42,9%)  (38.5%) (23,1%)  (60,0%) (71,4%)  (25,0%)
A. baumannii 12 9 3 0 12 11 1 1 11
(26,1%)  (29,0%)  (20,0%) (0,0%)  (30,8%) (42,3%)  (5,0%) (71%)  (34,4%)
. 12 7 5 2 10 7 5 2 10
Paerginosa  oe0h  (22,6%)  (33.3%) (28,6%)  (25,6%) (26,9%)  (25,0%) (14,3%)  (31,3%)
S. maltophilia 4 ! 3 2 2 2 2 ! 3
' P (8,7%) (32%)  (20,0%) (28,6%)  (5,1%) (7,7%)  (10,0%) (7,1%) (9,4%)

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



72

Tabela 5 - Correlacéo da presenca dos genes bla kec € bla oxa-23 com resisténcia a antibioticos

em isolados clinicos de pacientes internados com COVID-19 no HRN.

Microrganismos

K. P- A.baumannii  P-valor P.aeruginosa P-valor
Gene  pneumoniae  valor n=11 =7
n=14
blakec ~ MER 10 (71,4%) 0,375 0,002 IMI; PIP/TAZ 0,125
IM1 7 (50%) 6 (85,7%)

ERT 7 (50%) -
CAZ 11 (78,6%)

blaoxa.s - COL 10 (91%) IMI 6 (85,7%)
IMI; TIG; PIP/TAZ
11 (100%)

*MER (Meropenem), IMI (Imipenem), ERT (Ertapenem), CAZ (Ceftazidima), CFP (Cefepima), COL (Colistina),
PIP/TAZ (Piperacilina/Tazobactam), TIG (Tigeciclina).
Fonte: Dados analisados através do software SPSS v20.0, (2022).

Tabela 6 - Relacdo dos isolados dos pacientes internados com COVID-19 no HRN com

coexisténcia de genes de resisténcia e antimicrobianos.

Amostra Genes Bla detectados MER IMI COL Setor
3K KPC; OXA-23; OXA-48 R S S UTI COVID
4K KPC; OXA-23; NDM-1 R R R UTI COVID
5K KPC; OXA-48; NDM-1 R R R UTI COVID
8K KPC; OXA-23; NDM-1 R S R HOSP CAMP
17K KPC; OXA-23; OXA-48 R R S UTI COVID
TA KPC; OXA-23; OXA-48 I R R UTI COVID
5P KPC; OXA-48; NDM-1 S R R INTER 3
*R= Resistente; S= Sensivel; I= Intermediario; MER= Meropenem; IMI= Imipenem; COL= Colistina;

HOSP CAMP= Hospital Campanha; INTER 3= Intermediaria 3; K=K. pneumoniae; A=A. baumannii; P=P.
aeruginosa.
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Tabela 7 - Desfecho clinico dos pacientes internados com COVID-19 e coinfec¢gdo no HRN
por BGN.

Obito Total pneur}:{oniae baurﬁ\énnii aeruginosa maltc?hhilia P-valor
SIM 27 8 11 6 2 0,061
(58,7%) (44,4%) (91,7%) (50%) (50%)
NAO 19 10 1 6 2
(41.3%) (55.6%) (8.3%) (50%) (50%)
Total 46 18 12 12 4
(100%0) (39,1) (26,1%) (26,1%0) (8,7%)

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