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RESUMO

Pseudomonas aeruginosa é um bacilo oportunista, multidroga resistente, comumente
envolvido em infeccdes relacionadas a assisténcia a saude. O objetivo desse estudo foi
investigar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de isolados nosocomiais de P.aeruginosa
coletados de pacientes internados na Santa Casa de Misericordia de Sobral, Ceara, Brasil, no
periodo de marco de 2019 a marco de 2020 e pesquisar a ocorréncia dos genes de resisténcia
bla-Tem like, bla-shv like, bla-ctx-m 172, bla-imp-1, bla-kpc like, bla-ces like, bla-spm-1, bla- nom-1, bla-
viM like. A identificacdo bacteriana e o teste de sensibilidade antimicrobiana (TSA) foram
realizados pelo sistema automatizado Vitek®2. A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi
usada para amplificar os genes de interesse. Um total de 38 espécimes de P. aeruginosa foram
coletadas no periodo do estudo e submetidas ao TSA, tendo sido realizada analise molecular de
31 isolados. Pode-se observar altas taxas de resisténcia as Cefalosporinas e Tigeciclina e
menores taxas de resisténcia ao Imipenem e Meropenem, sendo que a maioria dos isolados foi
sensivel a Colistina. Dentre os genes que codificam ESBLs, bla-ctx-m 172 foi 0 mais prevalente
(41,9%), enquanto que o bla-ces ke foi 0 mais identificado entre os produtores de
carbapenemases (12,9%). Os genes bla-spv-1, bla-nowm-1 e bla-vim ndo foram detectados. Os
resultados demonstraram consideraveis taxas de resisténcia aos betalactamicos, que podem ser
atribuidas a pressao exercida pelo uso indiscriminado de antibidticos no hospital analisado, e
cujo controle passa essencialmente pelo aprimoramento das politicas de prescricdo de
antimicrobianos. Além disso, a prevaléncia de genes bla-ctx-m 1 sugere que essas enzimas sao
as principais ESBLs responsaveis pelo fenétipo de resisténcia a betalactamicos entre as cepas
analisadas.

Palavras-chave: Beta-lactamases; Carbapenemases; Gene bla; Infeccdo nosocomial;

Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic and multi-drug resistant bacillus
commonly involved in infections related to healthcare assistance. This study aimed to
investigate the antimicrobial susceptibility profile of nosocomial strains of P. aeruginosa
isolated from inpatients of a teaching hospital in the City of Sobral, Cear, Brazil (Santa Casa
de Misericordia de Sobral) from March/2019 to March/2020, as well as to assess the occurrence
of resistance genes bla-tem like, bla-shv like, Dla-ctx-m 112, bla-ivp-1, bla-kpc rike, bla-ces like, bla-
spm-1, bla- nom-1, bla-vimiike. Bacterial identification and antimicrobial susceptibility tests (AST)
were performed using the automated system Vitek®2. Conventional polymerase chain reaction
(PCR) assays were used to amplify genes of interest. Thirty-eight specimens of P. aeruginosa
were collected and subjected to AST, and thirty-one isolates were subjected to molecular
biology analysis. High resistance rates to cephalosporin and tigecycline and low resistance rates
to Imipenem and Meropenem were observed, whereas mostly isolates were sensible to colistin.
Among the ESBL-coding genes, bla-ctx-m 12 prevailed the most (41.9%), while bla-ces iike Was
highly identified among the carbapenemase-producing strains (12.9%). The genes bla-spm-1,
bla-npwm-1, and bla-vim were not detected. The results demonstrated considerable resistance rates
to beta-lactam antibiotics, which could be attributable to the indiscriminate use of antibiotics in
the analyzed hospital, whose control essentially relies on the improvement of antimicrobial
prescription policies. Furthermore, the prevalence of bla-ctx-m 12 genes suggests that these
enzymes are the major ESBL responsible for the beta-lactam resistance phenotypes among the
analyzed strains.

Keywords: beta-lactamases; carbapenemases; bla genes; nosocomial infection; antimicrobial

resistance.
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1. INTRODUCAO

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo gram-negativo, comumente envolvido em
Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e que pode ser considerado um
patdgeno oportunista, uma vez que afeta pacientes imunocomprometidos (KIM et al.,
2016).

Esse microrganismo tem sido associado a uma ampla variedade de infecgoes,
como, pneumonias, infeccdes do trato urinario, queimaduras, infec¢des do sitio cirdrgico,
fibroses cisticas, infeccOes Osseas e articulares e infeccBes sistémicas em individuos
imunossuprimidos, como pacientes portadores de HIV positivo, cancer e Glceras de leito.
As infeccBes do trato urinario estéo relacionadas ao uso de cateteres contaminados pela
microbiota do paciente e por microrganismos presentes nas maos dos profissionais
(SADER et al., 2017; RIQUENA et al., 2020).

Uma capacidade notavel de adquirir mais mecanismos de resisténcia a vérias
classes de agentes antimicrobianos € uma importante caracteristica desse bacilo (SUBEDI
et al., 2017), sendo que as infec¢cdes causadas por espécimes multirresistentes (MDR)
representam um desafio para a terapéutica, estando associadas ao aumento das taxas de
morbimortalidade, bem como dos custos de hospitalizagdo (ARCA-SUAREZ et al.,
2019).

Os carbapenémicos sdo potentes betalactdmicos utilizados no tratamento de
infeccdes por P. aeruginosa MDR. No entanto, a producdo de carbapenemases tem
provocado o aumento das taxas de resisténcia a esses antimicrobianos, limitando o seu
uso e reduzindo as opgOes de tratamento para essas enfermidades (BALEIRO-DE
PAULA et al. 2017).

Carbapenemases sdo betalactamases com capacidades hidroliticas versateis.
Apresentam a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos. Essas enzimas séo codificadas por genes que podem ser transferidos
lateralmente e que estdo associados a determinantes de resisténcia de outras classes de
antimicrobianos. Atualmente, a propagagdo de microrganismos produtores de
carbapenemases, especialmente entre bactérias gram-negativas, € um problema de satde
publica de grande importancia e que deve ser investigado, a fim de controlar sua
disseminacéo (BIALVAEI et al., 2015).

Além dos diversos mecanismos de resisténcia detectados entre isolados de P.

aeruginosa, este microrganismo pode produzir fatores de viruléncia, que atuam
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aumentando o dano tecidual, causando morte celular, necrose e auxiliando as bactérias a
evadir o reconhecimento do sistema imunoldgico do hospedeiro, contribuindo para o
estabelecimento e manutencdo do processo infeccioso (MORADALI et al., 2017).
Assim, conhecer o perfil de sensibilidade e identificar os fatores genéticos
envolvidos na resisténcia antimicrobiana em isolados de P. aeruginosa de um hospital de
ensino da regido Norte do Cearda € uma ferramenta Util na geracdo de informacgdes
epidemioldgicas, as quais podem auxiliar os profissionais de salde na prevencdo da
disseminacdo desses patdgenos e na escolha de uma terapia medicamentosa adequada,
bem como para a implementacdo de medidas necessarias para se evitar a disseminacao

destes patdgenos no ambiente hospitalar.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € uma bactéria pertencente a familia Pseudomonaceae, sendo
considerada a espécie mais importante do género Pseudomonas. Caracteriza-se como um
bacilo gram-negativo reto ou ligeiramente curvo, aerébio estrito e ndo-fermentador de
glicose, medindo em torno de 0,5-1,0 x 1,5 a 5 um. Esse microrganismo é amplamente
difundo no solo, na vegetacdo na matéria organica em decomposicdo, em animais e em
ambientes aquaticos, podendo ocorrer como bactéria isolada ou em cadeias curtas,
revelando mobilidade atraves de flagelo polar monotriqueo (HIRSH e TAM 2010).

Esse patdgeno é capaz de produzir quatro tipos de pigmentos: piocianina,
pioverdina, piomelanina e piorrubina, sendo os dois primeiros 0os mais frequentemente
detectados. A piocianina confere as coldnias uma coloracdo azulada, enquanto que a
pioverdina uma coloragdo amarelo-esverdeada. Quando ambos 0s pigmentos sdo
produzidos, pode-se observar uma coloracdo verde-metalica. Piomelanina e piorrubina,
que sdo sintetizados por aproximadamente 2% dos isolados, proporcionam as coldnias
coloragcdes marrom/preta e avermelhada, respectivamente. A piocianina é considerada um
fator de viruléncia, o qual retarda o crescimento de outras bactérias, facilitando a
colonizagdo dessa bactéria. Nenhum outro bacilo gram-negativo ndo fermentador produz
piocianina, logo sua presenca pode identificar a espécie. Somente cerca de 4% de
espécimes de amostras clinicas ndo produzem piocianina, sendo chamadas de amostras
apiocinogénicas (HOCQUET et al., 2009; BROOKS et al., 2014).

Suas colbnias podem apresentar diversos morfotipos, até mesmo quando isoladas
de um Unico paciente, sendo as coldnias planas com bordas rugosas e brilho metalico as
mais frequentemente isoladas, embora também possam se apresentar pequenas e lisas, ou
ainda colbnias grandes e mucoides, estando essa Ultima geralmente associada a pacientes
com fibrose cistica e outras infeccOes respiratdrias cronicas (SKOVEC et al., 2012).

Por ser mesofilico, P. aeruginosa apresenta 6timo crescimento a 37°C, no entanto,
apresenta a habilidade de crescimento a temperatura de 42°C, a qual € uma caracteristica
diferencial de outras espécies do grupo fluorescente (produtoras de pioverdina) do género
Pseudomonas, como P. fluorescens e P. putida (MURRAY et al., 2017).

Esta espécie é capaz de utilizar muitos compostos orgéanicos de baixo peso

molecular como fontes de carbono e nitrogénio e, assim, apresenta necessidades
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nutricionais simples, crescendo facilmente em muitos tipos de meios de cultura ou até
mesmo em agua destilada (CORNELIS, 2008; MURRAY et al., 2017).

2.2 Relevancia Clinica das P. aeruginosa

A infeccdo hospitalar, em todo 0 mundo, é considerada um grave problema de
Saude Publica, crescendo tanto em incidéncia quanto em complexidade, gerando
implica¢es sociais e econdmicas. Infeccdo hospitalar é qualquer infecgdo adquirida apds
a internacdo de um paciente em um hospital e pode se manifestar durante a internacao ou
apos a alta, quando puder ser relacionada com a hospitalizacdo (BRASIL, 1998), podendo
ser denominadas também de IRAS. S&o consideradas o evento adverso mais comum das
hospitalizacbes e tém ameacado a seguranca dos pacientes em todo o mundo
(ALBUQUERQUE, 2014), especialmente quando sdo causadas por bactéria MDR e de
elevada patogenicidade, aumentando o tempo e 0s custos de internacéo e, principalmente,
as taxas de morbimortalidade. Nos hospitais de ensino, as taxas de infec¢Ges nosocomiais
sdo consideravelmente mais altas que em outros equipamentos de saude (EVANS et al.,
2007).

No Brasil, apesar de ndo haver uma sistematizacdo dos dados, estima-se que
aproximadamente 5% a 15% dos pacientes hospitalizados e 25% a 35% dos pacientes
admitidos em Unidades de Terapias Intensivas (UTIs) adquiram algum tipo de infeccéo
hospitalar, sendo esta, em geral, a quarta causa de mortalidade (OLIVEIRA et al., 2016;
LORENZINI et al., 2013).

P. aeruginosa é um dos principais agentes etiologicos de infeccdes respiratorias
no mundo, como pneumonias associadas ou ndo a ventilacdo mecéanica, apresentando
maior prevaléncia em UTIs. Em diversos hospitais europeus, esse foi 0 patdgeno mais
frequentemente isolado em episédios de pneumonias nosocomiais, sendo que, na
Espanha, é o agente causador de 21% dos episddios de pneumonias associadas a
ventilagdo mecanica (PAV). (DJORDJEVIC et al., 2017; GUPTA et al., 2017; FENG et
al., 2017). Outros estudos também apontam P. aeruginosa como principal bacilo gram
negativo causador de PAV em pacientes hospitalizados no Brasil (SADER et al., 2014;
LUCENA et al., 2014).

Dados do programa SENTRY mostraram que, no territorio nacional, P.
aeruginosa foi o patégeno mais frequentemente isolado em pacientes com pneumonia
hospitalar, a segunda causa mais frequente de infeccdo urinaria e infeccdo de ferida

cirdrgica e o sétimo patégeno mais comum em infecgbes da corrente sanguinea nos
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hospitais avaliados pelo programa. Foi, também, o segundo patégeno mais frequente em
pacientes queimados. Em criangas e neonatos, essa bactéria tem sido relacionada como
um importante causador de infecgdes graves, levando a diversas consequéncias como
sepse, infeccBes do trato urinario, PAV, infeccbes de pele e mucosas e infeccOes
respiratorias associadas a fibrose cistica (FERRAREZE et al., 2007; RIQUENA et al.,
2020).

Numa compilagdo de dados entres os anos 1997 e 2017, realizada também pelo
Programa SENTRY, a infeccdo mais comum da qual P. aeruginosa foi isolada foi a
pneumonia em pacientes hospitalizados (44,6%) seguida por infeccdo da corrente
sanguinea (27,9%), com pneumonia tendo uma taxa ligeiramente maior de MDR (27,7%)
do que infeccOes da corrente sanguinea (23,7%). A regido com a maior porcentagem de
fenotipos MDR foi a Ameérica Latina (41,1%), seguida pela Europa (28,4%). As taxas de
MDR foram mais altas em 2005-2008 e diminuiram no periodo mais recente. A colistina
foi a droga mais ativa testada (99,4% suscetivel), seguida pela amicacina (90,5%
suscetivel) (SHORTRIDGE et al., 2019).

2.3 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia das diversas espécies bacterianas aos antimicrobianos pode variar
entre paises, regides e de acordo com a origem do microrganismo, que pode ser hospitalar
ou comunitaria e pode ser um fenémeno genético ou ndo. Os fendmenos genéticos estdo
relacionados com a existéncia de genes ou elementos méveis (plasmideos, transposons e
integrons) presentes nos microrganismos, que codificam diferentes mecanismos
bioguimicos, impedindo a acdo das drogas, sendo conhecidos como resisténcia adquirida
(CHROMA; KOLAR, 2010).

Os plasmideos sao elementos extracromossomais de DNA circular presentes em
bactérias, capazes de se replicar independente do hospedeiro. Dessa forma, a resisténcia
proveniente de alteracdes fisioldgicas ou estruturais pode ser levada a diversos ambientes
e de diversas formas, principalmente através da transferéncia horizontal de genes de
resisténcia dentro desses plasmideos (MATHERS et al., 2015).

Em relatorio da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), de 2019, foram
estipuladas dez prioridades para o referido ano, sendo a resisténcia antimicrobiana
considerada a quinta prioridade. Para essa organizagdo, o desenvolvimento de antibioticos

pode ser considerado um dos maiores éxitos da Medicina moderna, no entanto, a eficacia
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dessas drogas estd reduzindo consideravelmente, tornando-se um desafio para a
humanidade.

A resisténcia intrinseca e a notavel capacidade de P. aeruginosa em adquirir genes
que codificam resisténcia sdo responsaveis pela maultipla resisténcia a diversos
antimicrobianos como consequéncia da forte pressao que seleciona fenétipos adaptados
a condices especificas do hospedeiro e do ambiente hospitalar (KAISER et al., 2017). O
aumento da prevaléncia de infec¢fes hospitalares por P. aeruginosa MDR é um problema
mundial e compromete severamente a terapéutica, conduzindo a desfechos clinicos
adversos, incluindo o aumento das taxas de mortalidade. (PENA et al., 2013; PEREIRA
etal., 2015).

O isolamento de P. aeruginosa MDR tem sido frequente nos ultimos anos. Vrios
agentes antimicrobianos tém se tornado menos ativos, reduzindo o nimero de opcdes
medicamentosas e aumentando o impacto clinico de infeccbes nosocomiais
(KARLOWSKY et al., 2017).

Os carbapenémicos Imipenem e Meropenem sdo betalactimicos de amplo
espectro, derivados da tienamicina, com atividade bactericida no tratamento de infeccGes
provocadas por isolados MDR de P. aeruginosa. Possuem considerdvel estabilidade
diante da maioria das betalactamases, incluindo as p-lactamases de Espectro Ampliado
(ESBL); por essa razdo, os carbapenémicos sdo considerados farmacos de reserva,
frequentemente empregados como ultimo recurso no tratamento de infec¢des hospitalares
causadas por bactérias gram-negativas resistentes aos demais betalactdmicos ou a outros
antibacterianos (CHUANG et al., 2014).

A frequéncia de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos tem aumentado
significativamente e como a industria farmacéutica ndo tem lancado uma alternativa
terapéutica com um espectro de atividade similar ou superior a eles, o atual prognostico
das infec¢des por bactérias MDR muitas vezes € desfavoravel. Nesses casos, 0 panorama
atual da antibioticoterapia restringe-se a alternativas terapéuticas com farmacos
considerados inadequados devido a sua alta toxicidade, como, por exemplo, as
polimixinas (polimixina B e colistina), as quais, muitas vezes, ndo se encontram
disponiveis comercialmente no Brasil (OLIVEIRA, et al., 2009).

A disseminacao de resisténcia aos carbapenémicos ocorre devido a producdo de
enzimas carbapenemases. Essas diferentes enzimas estdo muito relacionadas com
organismos com perfil de resisténcia a multiplas drogas, como € o caso da P. aeruginosa

e Acinetobacter baumanii, que ao adquirirem uma carbapenemase, podem se tornar
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vetores de transmisséo dessas enzimas a alguns membros da familia Enterobacteriaceae.
Além disso, a resisténcia devido a producdo de carbapenemases em diversos isolados,
frequentemente, estd acompanhada de outro fator de resisténcia, como a producdo de
ESBL (NORDMANN et al., 2012).

Um isolado de P. aeruginosa é definido como MDR quando ndo apresenta
sensibilidade a pelo menos um agente em trés ou mais categorias de antimicrobianos.
Isolados ndo sensiveis a pelo menos um agente em todas as 30 categorias de
antimicrobianos com excecdo de duas classes, ou seja, se 0s isolados bacterianos
permanecerem sensiveis a uma ou duas categorias estes serdo considerados
extensivamente resistentes aos antimicrobianos (ER). Pan-resisténcia (PR) aos
antimicrobianos foi definida como ndo sensibilidade a todos os agentes antimicrobianos,
em todas as classes (MAGIORAKOS et al., 2012).

Aproximadamente 27,0% de P. aeruginosa isoladas na América Latina séo MDR
(VEGA e DOWZIKHY, 2017). Notadamente, nesta regido, foram observadas maiores
taxas de resisténcia em relacdo aos demais continentes, inclusive em relacdo aos isolados
recuperados nos EUA (GALES et al., 2012). Além disso, verificou-se que houve uma
tendéncia global de aumento de resisténcia ao longo do tempo e que a distribuicéo se
alterou entre as diversas regides (LIU et al., 2015). Ainda na América Latina, reportou-
se, em média, 27,6% e 34,7% de isolados de P. aeruginosa resistentes ao Imipenem e
Meropenem, respectivamente. Além disso, observou-se taxas de resisténcia ao
Meropenem na Argentina (53,8%), Brasil (46,7%), Chile (33,3%) e México (28,8%)
(GALES et al., 2012). Mais recentemente, nesta mesma regido, foram observadas
elevadas taxas de resisténcia ao Meropenem (36,9%) e esses valores foram ainda maiores
em isolados MDR (90,0%) (VEGA e DOWZIKHY, 2017). Outro estudo relatou que
24,9% dos isolados foram resistentes aos carbapenémicos e essas taxas aumentam ainda
mais quando avaliadas amostras de UTIs (KARLOWSKY et al., 2017). No Brasil ha
relatos de taxas de resisténcia aos carbapenémicos entre 22,9% e 45,8% (DE ALMEIDA
SILVA et al., 2017).

2.4 Mecanismos de Resisténcia
O desenvolvimento de diferentes mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa
tem um impacto clinico consideravel ja que compromete a eficacia de quase todas (ou

mesmo todas) as drogas utilizadas para seu tratamento (DOl et al., 2007).
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Dentre os mecanismos de resisténcia aos betalactamicos, o mais importante € a
producdo de enzimas betalactamases, no entanto, a resisténcia também pode ser
ocasionada pela hiperexpressao de sistemas de efluxo, pela alteracdo da permeabilidade
da membrana (FUENTEFRIA et al., 2009) e pela sintese de proteinas de ligacdo a
penicilina (PBPs) com baixa afinidade por B-lactamicos. Em P. aeruginosa, todos esses
mecanismos podem existir simultaneamente (STRATEVA et al., 2009). Além disso, essa
bactéria é intrinsicamente resistente a diversos antimicrobianos, como as cefalosporinas
de primeira e segunda geracdo, macrolideos, tetraciclinas, sulfametoxazol-trimetropim,
clorafenicol, rifampicina e tigeciclina (XIA et al., 2016). Abaixo, estdo descritos 0s

principais mecanismos.

2.4.1 Perda de Porinas

Alguns antimicrobianos hidrofilicos, como beta-lactamicos, aminoglicosideos e
fluoroguinolonas atravessam a membrana externa utilizando as porinas. Desta forma,
modificacOes e/ou deficiéncia de porinas sdo associadas a diminuicdo da entrada destes
agentes e, consequentemente, responsaveis pelo aumento da resisténcia antimicrobiana
em P. aeruginosa (EL ZOWALATY et al.,, 2015; XIA et al.,, 2016; GEISINGER;
ISBERG, 2017).

Geralmente, os carbapenémicos, antibidticos pequenos e hidrofilicos, penetram na
célula de P. aeruginosa através de porinas. A principal porina para entrada dos
carbapenémicos em P. aeruginosa é a OprD, cuja inativacdo por mutacfes tem sido
documentada como causadora de resisténcia ao Imipenem e, em menor escala, ao
Meropenem e ao Doripenem. A OprD é uma porina que forma estreitos canais
transmembranares, acessiveis a carbapenémicos, mas n3o a outros [-lactamicos
(CHEVALIER et al., 2017). As mutacGes no gene oprD podem conduzir a inativacao da
OprD, com perda da porina na membrana externa, 0 que aumenta as concentragdes
inibitérias minimas (CIMs) para os carbapenémicos. Mas, em P. aeruginosa, a principal
porina expressa é a OprF, a qual permite a entrada de diversos substratos e, por isso, é
considerada inespecifica. OprF esta associada a viruléncia deste patdgeno, principalmente
relacionada a adesdo e reconhecimento de células do hospedeiro. Provavelmente, essa é
a porina mais utilizada para penetracdo da maioria dos B-lactdmicos na célula bacteriana
(NEVES et al., 2011)
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2.4.2 Sistemas de Efluxo

A habilidade de bombear antibioticos para fora das células é a forma mais comum
de resisténcia a maioria das classes de antibioticos. Em P. aeruginosa, o efluxo ativo é
um importante mecanismo ndo enzimatico de resisténcia aos B-lactamicos (STRATEVA
et al., 2009). Alem de antibioticos, biocidas e detergentes, essas bombas exportam
diversas outras moléculas (SCHWEIZER et al., 2003). A expressao de bombas de efluxo
€ um dos mecanismos responsaveis pela resisténcia antimicrobiana em biofilmes (SOTO
etal., 2004). Os genes gque codificam bombas de efluxo localizados no cromossomo estdo
frequentemente relacionados a resisténcia intrinseca. A resisténcia adquirida pode ocorrer
devido a mutacdo e amplificacdo dos genes que codificam transportadores multidrogas,
alterando seu nivel de expressdo ou atividade, a mutacdes em genes especificos ou genes
regulatérios globais, resultando em uma maior expressao desses transportadores, e
transferéncia de genes entre bactérias, através de plasmidios ou transposons. Uma bomba
de efluxo pode apresentar especificidade por um determinado substrato ou pode agir sobre
uma ampla variedade de drogas (bombas de efluxo multidrogas), de forma que um Gnico
sistema de efluxo pode diminuir a suscetibilidade da célula a um amplo espectro de
antimicrobianos, o que representa um dos principais problemas em Medicina (MOREIRA
et al., 2004).

Os sistemas de efluxo de maior relevancia clinica em bactérias Gram-negativas
sdo os da familia RND, varios dos quais sdo expressos por P. aeruginosa. Dentre eles,
MexA-MexB-OprM, MexC-MexD-OprJ, MexEMexF-OprN e MexX-MexY-OprM sao
determinantes significativos para a resisténcia a diversas drogas (MORITA et al., 2006).
Essas bombas sdo sistemas com trés componentes. O primeiro componente € uma
proteina localizada na membrana citoplasmatica (MexB, MexD, MexF e MexY), que
opera como uma bomba dependente de energia com ampla especificidade de substratos.
O segundo componente é uma proteina de membrana externa, uma porina (OprM, OprJ
e OprN). E a terceira proteina (MexA, MexC, MexE e MexX) se localiza no espago
periplasmatico e liga as outras duas A. energia utilizada para o transporte pode ser
proveniente da hidrdlise de trifosfato de adenosina (ATP) ou do gradiente eletroquimico
de protons (MOREIRA et al., 2004).

2.4.3 Betalactamases
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A producdo de betalactamases € 0 mecanismo de resisténcia mais comum aos
antibioticos betalactamicos em bactérias gram-negativas clinicamente importantes
(BUSH; JACOBY, 2010).

A primeira betalactamase codificada por elemento genético mdével foi identificada
em Escherichia coli, isolada de um paciente chamado Temoniera, nome que designou a
enzima TEM-1. A localizacdo em plasmideos e transposons de TEM-1 possibilitou sua
disseminacdo por transferéncia horizontal, além de outras espécies de enterobactérias e
P. aeruginosa. Da mesma forma, SHV-1 tornou-se mundialmente disseminada (SILVA
e LICOPAN, 2012).

Estas enzimas podem ser classificadas com base em seu espectro hidrolitico em:
Betalactamases ou Penicilinases, ESBL, Betalactamase cromossomal (AmpC) e
Betalactamases que hidrolisam carbapenémicos, também conhecidas como
Carbapenemases (ROOD; LI, 2017). As betalactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar
0 anel betalactamico das penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geracao,
inativando sua agéo antimicrobiana (LIVERMORE, 1995; BUSH, 2001). Exemplos deste
grupo incluem as betalactamases de espectro restrito TEM-1, TEM-2, TEM-13, SHV-1,
SHV-11 e SHV-89 que ndo tém atividade contra cefalosporinas de terceira e quarta
geragdo (BUSH; JACOBY, 2010). No entanto, com a introdugéo das cefalosporinas de
espectro estendido na pratica médica, em meados dos anos de 1980, tais como cefotaxima
e ceftazidima, as ESBLs comecaram a ser identificadas em amostras clinicas resistentes
a esses antimicrobianos (BRADFORD, 2001). Estas enzimas sdo capazes de hidrolisar
antibioticos betalactamicos de terceira e quarta geracao, restando como opgao terapéutica
apenas os carbapenémicos (DOl e PATERSON, 2007). S&o importantes representantes
desse grupo as ESBL TEM-3, TEM-10, TEM-26, SHV-2, SHV-3 e SHV-115, CTX-M-
1, CTX-M-2, CTX-M-8 e CTX-M-15, que representam as betalactamases mais estudadas
(BUSH; JACOBY, 2010). A emergéncia e a disseminagéo de ESBLSs entre os membros
da familia Enterobacteriaceae tém sido descritas mundialmente como ponto de urgéncia
clinica, devido a grande incidéncia desses isolados em IRAS (SILVA e LICOPAN, 2012).

Ja as carbapenemases sdo betalactamases com capacidades hidroliticas versateis,
que apresentam a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos
e carbapenémicos. Foram descritas pela primeira vez na década de 90 e passaram a ser
notificadas todos os anos, com taxas crescentes. Essas diferentes enzimas estdo muito
relacionadas com organismos que possuem perfil de resisténcia a maltiplas drogas, como

é 0 caso de P. aeruginosa. Esse patdgeno, ao adquirir uma carbapenemase, pode se tornar
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vetor de transmissd@o dessas enzimas a alguns membros da familia Enterobacteriaceae.
Além disso, a resisténcia associada a producao de carbapenemases, em diversos isolados,
frequentemente est acompanhada de outro fator de resisténcia como a producéo de ESBL
(NORDMANN et al., 2012). Logo, microrganismos com esse perfil apresentam
resisténcia intrinseca a varios antimicrobianos, o que representa um grande risco para
pacientes hospitalizados e um grande desafio para a terapéutica (VANEGAS et al., 2016).

Segundo a classificagdo proposta por Ambler, em 1980, as betalactamases foram
agrupadas em quatro classes: A, B, C e D, de acordo com sua estrutura proteica primaria.
As betalactamases das classes A, C e D atuam por um mecanismo serino-dependente, ou
seja, necessitam de um aminoacido serina em seu sitio ativo, enquanto que as
betalactamases da classe B utilizam o fon zinco (Zn?*) como cofator para sua atividade
catalitica, sendo conhecidas por metalobetalactamases (BALASOIU et al., 2014).

o Classe A de Ambler: hidrolisam as penicilinas (exceto temocilina),
cefalosporinas de 3* (geracdo (ceftazidima, cefamandole, cefoperazona) e
metoxicefalosporinas (cefamicinas) e carbapenémicos. Estas enzimas ndo séo inibidas
por EDTA, mas podem ser inibidas por inibidores de betalactamase como acido
clavulanico, sulbactam ou tazobactam. Podem ser codificadas por plasmideo ou
cromossomos. As familias GES e KPC estdo entre as mais frequentemente identificadas;

o Classe B de Ambler: conferem resisténcia a todos os betalactamicos,
exceto ao aztreonam. Essas MBLs sdo geralmente codificadas por plasmideos. Dentre as
familias mais comuns estdo VIM, IMP, SPM e NDM. S&o detectadas principalmente em
P. aeruginosa, porém, cada vez mais tém sido encontradas também em espécies de
Acinetobacter e enterobactérias;

o Classe C de Ambler: denominada AmpC ou cefalosporinases
cromossomais. Essas enzimas geralmente sdo codificadas por genes de localizacdo
cromossomal e sua producdo confere a hidrolise de piperacilina, cefamicinas,
monobactamicos, e cefalosporinas de 3% geracdo, mas ndo hidrolisam cefepime e nem
carbapenémicos;

o Classe D de Ambler: apresentam a capacidade de hidrolisar o0s
carbapenémicos, contudo, ndo apresentam atividade sobre o aztreonam e cefalosporinas
de 3% e 4 geracdo. Além disso, a associacdo na producao de betalactamases pode levar ao

aumento de hidroélise dos antimicrobianos, por exemplo, cefalosporinas de 22 geracao nao

25



sdo hidrolisadas por ESBLs, mas séo hidrolisadas pela associacdo ESBL/AmpC (ROPY
etal., 2015).

2.4.3.1 Familias TEM e SHV

As ESL tipo TEM e SHV séo derivadas de enzimas de espectro restrito TEM -1 e
TEM-2 (PATERSON e BONOMO, 2005) e SHV-1, codificadas por genes bla-tem € bla-
sHv localizados no cromossomo bacteriano (GUPTA et al., 2007). Evoluiram através de
mutacdes pontuais em bla-tem € bla-shv, respectivamente, o que permitiu a remodelagem
de seu sitio ativo e expansdo de sua atividade hidrolitica (JACOBY; BUSH, 2005).
MutagOes que codificam a substituicdo de glicina por serina na posi¢cdo 238 ou de
glutamato por lisina na posigéo 240, sdo as mais comuns nas ESBL do tipo SHV, sendo
a variacdo na posicdo 238 responsavel pela resisténcia a ceftazidima e a variacdo na
posicdo 240 responsavel pela resisténcia a cefotaxima. De forma geral, 0s espécimes
produtores de TEM e SHV apresentam maior nivel de resisténcia a ceftazidima do que a
cefotaxima (BONNET, 2004).

SHV-2 foi a primeira ESBL tipo SHV descrita, sendo identificada em isolados
clinicos de K. pneumoniae e Serratia marcescens (KNOTHE et al., 1983). Em 1987 foi
descrita uma nova enzima TEM (TEM-3), a primeira ESBL desse tipo que foi identificada
em isolados clinicos de K. pneumoniae (SIROT et al., 1987). Em 1988, SHV-3 e SHV-4
foram descritas em amostras clinicas de K. pneumoniae recuperadas de hospitais na
Franca (JARLIER et al., 1988; BURE et al., 1988). Desde ento, inimeros relatos de
surtos envolvendo K. pneumoniae produtoras de ESBL tém sido reportados (COQUE et
al., 2008). Atualmente, ESBLs tipo TEM e SHV séo de ocorréncia mundial (BONNET,
2004), sendo descritas, inclusive, no Brasil (CORKILL et al., 2001; MENDES et al.,
2004). Essas enzimas, codificadas por genes localizados em plasmideos, disseminaram-
se facilmente para outras espécies de bactérias, enfatizando seu significado clinico
(JACOBY; MUNHOZ-PRICE, 2005).

2.4.3.2 Familia CTXM
Dentre as ESBLs, as cefotaximases (CTX-M) tém provado ser as mais bem-
sucedidas em termos de evolucéo e epidemiologia. Originado de Kluvyera sp., 0 gene

bla-ctx-m € 0 responsavel pela producdo dessa beta-lactamase. Varias mutacdes nesse
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gene originam toda a diversidade dessas enzimas, que se propagaram a um ritmo bastante

acelerado, encontrando-se disseminadas por todo o mundo (HUMENIUK et al., 2002).

As ESBL do tipo CTX-M tém a propriedade de conferir resisténcia a todas as
cefalosporinas de espectro estendido, tendo a cefotaxima e ceftriaxona como substratos
preferenciais. Além disso, sdo codificadas por genes localizados em plasmidios, os quais
podem abrigar outros genes que podem conferir resisténcia aos aminoglicosideos,
cloranfenicol, sulfonamidas e trimetropim (LIVERMORE et al., 2008).

A disseminacdo dessas enzimas pode ser dividida em trés periodos: o primeiro foi
0 aparecimento de distintas CTX-M em diferentes e distantes pontos do mundo, e ocorreu
entre 1989 a meados de 1990. O segundo é caracterizado pelo aparecimento das CTX-M-
3, -9, -14 e -15 e ocorreu entre 1994 a 2000. O terceiro periodo, a partir de 2000,
caracteriza-se pela dispersdo mundial destas beta-lactamases, sendo que ja foram
identificadas 172 variantes dessa enzima (TOLLENTINO et al., 2011).

A primeira CTX-M foi isolada em Munique, Alemanha, em 1989, tendo sido
identificada em um isolado clinico de E. coli, de uma crianca de quatro meses (SILVA e
LICOPAN, 2012) e denominada CTX-M-1, por ser cefotaximase. Posteriormente, a
mesma enzima foi isolada na Franca. Em 1992, foi descrita a CTX-M-2, isolada de cepas
de Salmonella, resistentes a cefotaxima, durante uma epidemia na Argentina
(BAUERNFEIND et al., 1996).

No Brasil, a ocorréncia de CTX-M foi relatada pela primeira vez no Rio de
Janeiro, em 2000, onde foi descrita uma nova variante, a CTX-M-8, produzida por
isolados clinicos de Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes e Citrobacter
amalonaticus (BONNET et al., 2000). Em 2001, foi descrita também no Rio de Janeiro
uma nova enzima isolada de E. coli, denominada CTXM-16 (BONNET et al., 2001). Em
2007, uma CTX-M foi pela primeira vez descrita como a ESBL predominante em um
servico de saude nos EUA, pais onde até entdo, estas enzimas eram consideradas raras.
Em 2008, a répida disseminacdo de CTX-M comprometendo a eficiéncia do tratamento
de infecgbes por bacilos gram-negativos foi descrita em um estudo multicéntrico
realizado em hospitais norte-americanos (CASTANHEIRA et al., 2008).

Atualmente, as enzimas dos grupos CTX-M-2, CTX-M-15 sdo as mais prevalentes
em territorio brasileiro, seguidas pelas variantes CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-59
(ROCHA et al., 2016).
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Rocha et al. (2019) estudaram o perfil genémico de 36 isolados de K. pneumoniae
na regido Norte do Ceara e identificaram que todos os isolados albergavam o gene blacTx-
M, sugerindo que essas enzimas foram as principais ESBLSs responsaveis pelo fenétipo de

resisténcia a betalactamicos nas cepas analisadas.

As enzimas CTX-M, difundidas entre varias espécies bacterianas, apresentam
uma capacidade de disseminacdo além do ambiente hospitalar, o que explica seu perfil
pandémico. Isto tem sido demonstrado através do reconhecimento de multiplos clones e
elementos genéticos moveis que carregam genes blactx-m € sua alta prevaléncia na
comunidade (PITOUT et al., 2008). Cassetes de genes contendo blacTx-m, localizados em
transposons inseridos em plasmideos conjugativos se disseminam horizontalmente entre

diversas espécies bacterianas. (ENSOR et al., 2008).

Além disso, a coexisténcia nos integrons com genes que codificam outras ESBL
(blashv e Dblatem), para a resisténcia a outras classes de antibidticos como
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, cefamicinas, sulfas e desinfetantes, como o
quartenario de amonio, favorece sua manutencdao em funcdo da pressao seletiva exercida

pela ampla terapia antimicrobiana e procedimentos de desinfeccdo (PITOUT et al., 2008).

2.4.3.3 Familia IMP

A primeira MBL descrita em P. aeruginosa foi a IMP-1 (Imipenemase) em 1988
no Japdo, localizada em um integron de classe I. As variantes de IMP parecem ser mais
prevalentes na Asia, sendo comumente encontradas em bacilos Gram-negativos néo-
fermentadores, como Pseudomonas sp. e Acinectobacter sp. No entanto, j& houve relatos
da producdo dessas enzimas por microrganismos pertencentes a familia
Enterobacteriaceae (OSANO et al., 1994; YAN et al.,2001). O primeiro relato de uma
MBL no continente americano ocorreu em 2002 por Gibb et al. Os autores descreveram
a deteccdo de uma cepa de P. aeruginosa num hospital canadense, que apresentava alto
grau de resisténcia a ceftazidima e carbapenémicos. Andlises posteriores revelaram a

presenca de uma nova enzima, denominada IMP-7.

No Brasil, o primeiro relato da ocorréncia de amostras produtoras de MBL
adquirida ocorreu também em 2002 (PELLEGRINO et al., 2006). Entretanto, esse estudo
ndo caracterizou o determinante de resisténcia envolvido. Mais tarde, em 2003, uma

variante de IMP foi relatada por Gales et al. Esses autores descreveram o achado de um
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isolado de A. baumannii, no complexo Hospital Sdo Paulo/UNIFESP, produtora de IMP-
1. A pesquisa investigou a presenga de MBL adquirida em Acinetobacter spp. isoladas de
pacientes internados no referido hospital, entre maio de 1993 e novembro de 2001. Entre
as amostras que apresentaram resisténcia aos carbapenémicos, 54,8% eram produtoras de
IMP-1, sendo que a emergéncia desse determinante de resisténcia foi detectada em
amostras bacterianas isoladas a partir de 1998. Além disso, apds este ano, a producao de
MBL adquirida pareceu ser 0 mecanismo responsével pelo fendtipo de resisténcia aos

carbapenémicos nas amostras avaliadas (GALES et al., 2003).

Em outro estudo realizado com isolados bacterianos de pacientes internados no
Hospital Sdo Paulo durante os anos de 2002 e 2003, foi detectado o gene blamp-1 em 7
Acinetobacter sp. e uma P. aeruginosa (CASTANHEIRA et al.,2003). Posteriormente,
uma P. aeruginosa apresentando fenotipo de resisténcia a todos os betalactamicos, bem
como ao Imipenem e Meropenem, foi isolada de um paciente internado no Hospital de
Base de Brasilia, em 2002. Estudos posteriores revelaram tratar-se da presenca de uma
nova variante de IMP, designada IMP-16 (MENDES et al.,2004). Entre 2003 e 2004, foi
evidenciada a primeira ocorréncia de um surto hospitalar numa UTI causado por um clone
de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos e, mais tarde, testes moleculares

confirmaram a presenga do gene bla-jvmp-1 nessas amostras (TOGNIM, 2006).

Em todo mundo, ja foram descritas 58 variantes de IMP, detectadas em diversas
espécies, principalmente em P. aeruginosa, A. baumannii e enterobactérias
(WATANABE et al., 1991; SANTAJIT et al., 2016).

2.4.3.4 Familia VIM

VIM-1 foi primeiramente descoberta em um isolado de P. aeruginosa em Verona,
na Italia, em 1997, em seguida este gene foi detectado em um isolado de Achromobacter
xylosoxidans recuperado no mesmo hospital (RICCIO et al., 2001). Desde entéo, foram
descritas 51 variantes, das quais 27 foram reportadas em P. aeruginosa, geralmente
associadas a infecgdes nosocomiais (BALERO DE PAULA et al., 2017).

A segunda variante é a VIM-2, que foi isolada logo depois da VIM-1, de uma
amostra de P. aeruginosa, na Franca. Atualmente, é considerada a variante mais
predominante, ja tendo sido relatada em varias regibes e em diferentes espécies
bacterianas (CASTANHEIRA et al., 2003).
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2.4.3.5 Familia KPC

A primeira descrigdo de uma KPC (KPC-1) ocorreu em 1996 em um isolado de
K. pneumoniae no estado da Carolina do Norte, Estados Unidos. Novos surtos de
bactérias produtoras de KPC eram infrequentes até 2001, quando entdo foram relatados
diversos casos em hospitais de Nova lorque e a partir desse periodo disseminou-se para
diversos outros paises (YIGIT et al., 2001).

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 Colémbia
(VILLEGAS et al., 2007). No Brasil, supostamente, o primeiro relato de uma KPC (KPC-
2) 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).

Sobre a incidéncia de casos de KPC no Brasil, os dados de Pavez, Mamizuka e
Lincopan (2009) revelam que ja em 2005 haviam espécimes produtores de KPC-2 no
Brasil. Os autores realizaram um estudo junto a oito centros medicos para analisar
espécimes resistentes ao Imipenem. Além dos testes de Concentracéo Inibitéria Minima,
foi realizada deteccéo do gene blakec por PCR. Foram encontrados dois espécimes nao
clones de K. pneumoniae carreando 0 gene blakec2, isolados em maio de 2005 e
novembro de 2007 a partir de culturas de sangue de dois pacientes em dois centros
médicos distintos de Sdo Paulo. Desta forma, compreende-se que, na verdade, 0s

primeiros casos de KPC-2 no Brasil datam de 2005.

Atualmente, as bactérias produtoras de KPC sdo consideradas endémicas nos
Estados Unidos, Argentina, Brasil, Coldmbia, China, Grécia, Israel, Italia, Polénia e Porto
Rico (MUNOZ-PRICE et al.,, 2013). As enzimas do tipo KPC s&o frequentemente
encontradas em K. pneumoniae associadas com infec¢cbes nosocomiais, tais como
infeccOes do trato urinario, sepse, pneumonia e infeccbes intra-abdominais, porém néo é
comum sua ocorréncia em infec¢des adquiridas na comunidade (CHEN et al., 2017). As
betalactamases do tipo KPC podem hidrolisar todos os antibioticos betalactamicos,
incluindo carbapenémicos, cefalosporinas, cefamicinas, monobactdmicos e &cido
clavulanico (YIGIT et al., 2001; PAPP-WALLACE et al., 2010).
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2.4.3.6 Familia SPM

A SPM-1, terceira subclasse de MBL adquirida, foi identificada em amostra de P.
aeruginosa recuperada do trato urindrio de um paciente hospitalizado no complexo
Hospital Sdo Paulo, da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP), em 1997. Essa
amostra bacteriana foi enviada ao programa SENTRY que, em parceria com o laboratério
Bristol Centre for Antimicrobial Research and Evaluation (BCARE), da Universidade de
Bristol, Inglaterra, caracterizou esse novo determinante de resisténcia (TOLEMAN et al.,
2002). O gene bla-spm-1, que codifica a enzima SPM-1, parece estar especificamente
relacionado a espécie P. aeruginosa, uma vez que, até entdo, ndo foi detectado em outros

microrganismos nosocomiais (GALES et al., 2003).

A MBL SPM-1 é composta por 216 aminoacidos e apresenta 35,5% de identidade
com IMP-1 (HONG et al., 2015). A producdo de SPM-1 em P. aeruginosa tem sido
observada em isolados clinicos e ambientais e a disseminacdo desse determinante de
resisténcia é restrita ao territorio brasileiro, sendo relatada em diversos estados. Esta
atrelada a um clone endémico no Brasil, denominado ST277, o qual é considerado um
clone de alto risco (KALLUF et al., 2017; ARCA-SUAREZ et al., 2019).

Diferentemente das demais MBLs adquiridas, que sdo codificadas por genes
localizados em integrons de classe 1, a SPM-1 é codificada por um gene localizado em
plasmideo.

2.4.3.7 Familia NDM

Em 2009, uma paciente sueca viajou para Nova Delhi e adquiriu uma infeccao por
K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos. Os testes fenotipicos para a detec¢do de
carbapenemases e metalo-beta-lactamases comprovaram a producdo de uma MBL,
entretanto nenhum gene para MBL até entdo conhecido foi detectado por PCR. Anélises
do integron de classe | mostraram que na terceira parte deste elemento havia um novo
gene denominado entdo de bla-nom-1. NDM-1 foi caracterizada como uma enzima capaz

de hidrolisar todos os betalactamicos, com excec¢do do aztreonam (YONG et al., 2009).

Apbs esse primeiro relato, este determinante de resisténcia foi rapidamente
disseminado em outras espécies bacterianas, inclusive em P. aeruginosa, e em diversos
paises. Esta ampla disseminacéo se justifica por este gene ser carreado, na maioria dos

casos, por plasmideos conjugativos. Em especial, em P. aeruginosa este gene foi
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detectado em isolados pertencentes ao clone epidémico mundial ST235 (KHAN et al.,
2017).

A enzima NDM-1 se propaga através de um plasmideo que transporta o gene bla-
NDM-1, EM conjunto com outros genes resistentes ao macrolideos, aminoglicosideos,
rifampicina, sulfametoxazol e aztreonam. Qutra caracteristica importante é que isolados
bacterianos que contém o gene NDM-1 possuem alta CIM para carbapenémicos. Além
disso, tém sido observadas infecces por patdgenos resistentes a colistina, tornando-se
panresistentes (HONG et al., 2015).

2.4.3.8 Familia GES

A betalactamase GES (Guiana Extended-Spectrum p-lactamase) foi detectada
pela primeira vez na Franca, em 1998, em um isolado de K. pneumoniae em uma crianga
transferida de Cayenne, capital da Guiana Francesa. Essa enzima, GES-1, conferia
resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido, além de Acido Clavulanico,
Tazobactam e Imipenem (POIREL et al., 2001). Logo depois, 0 gene bla-ges-1 foi mais
uma vez detectado na Franca, em 1999, em um isolado de P. aeruginosa proveniente de
uma amostra de secrecdo de trato respiratorio de uma paciente internada na UTI do
Hospital Pellegrin, na cidade de Bordeaux (DUBOIS et al., 2002).

O gene bla-ges-.1 também foi identificado por Duarte et al. (2003) em isolados
clinicos de K. pneumoniae, coletadas entre fevereiro de 1999 e fevereiro de 2001, no
Hospital de Santa Maria, Lisboa, Portugal. Uma nova variante, GES-2, foi descrita na
Africa do Sul em 2000, a partir de um isolado de P. aeruginosa com resisténcia
intermediaria ao Imipenem (PELLEGRINO et al., 2006; POIREL et al., 2001).

Em relato de 2004, a betalactamase GES-1 também foi detectada pelo SENTRY,
em S&o Paulo, Brasil. O gene bla-ces-1 foi encontrado em um espécime de P. aeruginosa,
isolado do sangue de uma mulher de 63 anos, que foi submetida a uma histerectomia, e
desenvolveu uma infeccdo da ferida enquanto recebia Ceftriaxona, Amicacina e
Metronidazol. Apesar da infeccdo ter sido erradicada com uso empirico de Polimixina B
mais vancomicina, a paciente faleceu depois de ficar internada por trés meses na UTI
(CASTANHEIRA et al., 2004; PELLEGRINO et al., 2006). Duas outras variantes, GES-

3 e GES-4, também codificadas por cassetes de genes inseridos em integrons classe 1,
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foram descritos em isolados de K. pneumoniae no Japdo (VOURLI et al., 2004;
WACHINO et al., 2004).

A enzima GES-1 ja foi identificada na Argentina, Brasil, Portugal e Holanda em
isolados clinicos de K. pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens
(PELLEGRINO et al., 2006). Embora as enzimas da familia GES inicialmente nao
fossem consideradas como carbapenemases, seus espectros hidroliticos incluem
carbapenémicos e, por isso, sdo atualmente classificadas como carbapenemases
(BEBRONE et al., 2013). Ja foram relatadas 31 variantes dessa familia (BALEIRO DE
PAULA, et al. 2017).

2.5 Fatores de viruléncia

A capacidade de P. aeruginosa causar diversos tipos de infecgdes em diferentes
grupos de individuos resulta da combinagdo da sua versatilidade metabdlica com a
resisténcia a antimicrobianos, seja ela intrinseca e/ou adquirida, com a capacidade de se
adaptar a presenca desses antibioticos, aliada ainda a possibilidade de produzir diferentes
fatores de viruléncia, tais como a presenca de endotoxinas, motilidade, pili, capsulas e
diversas exotoxinas (proteases, hemolisinas, lecitinases, elastases e DNAses).
(BALASUBRAMANIAN et al., 2013).

O desenvolvimento de infeccGes causadas por P. aeruginosa inicia-se com a
alteracdo ou neutralizacdo das defesas naturais do hospedeiro. Este processo é
multifatorial e causado por uma variedade desses fatores que se desenvolvem ao longo
das trés fases da infeccdo: aderéncia e colonizacdo, invasdo local e disseminacdo
sistémica (STRATEVA et al., 2009).

H& uma diversidade de fatores de viruléncia, podendo ser divididos em varios
tipos, a depender da sua fungdo no processo de infeccdo. As exotoxinas causam danos as
células do hospedeiro; as modulinas desencadeiam respostas inflamatérias; algumas
enzimas destroem os tecidos proporcionando nutrientes a bactéria ou atenuam as
respostas imunologicas; as adesinas e estruturas de mobilidade, possuem importancia na
fixacdo as células do hospedeiro; as capsulas, proporcionam protecdo contra as defesas
do hospedeiro e em alguns casos contribuem na aderéncia; producdo de determinantes de

evasdo ao sistema do complemento; produgdo de pigmentos; a capacidade de formar
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biofilmes auxilia a bactéria a isolar-se dos mecanismos de defesa do hospedeiro e dos
antibioticos (CASADEVALL e PIROFSKI, 2009).

Caracterizados como adesinas, estdo os flagelos, as fimbrias e o alginato. Ja os
fatores que facilitam o rompimento da integridade epitelial sdo as elastases, protease
alcalina, fosfolipase C, dentre outros. Estes também sdo responsaveis por degradar ou
inativar importantes componentes do sistema imune. Os varios determinantes de
viruléncia extracelular desta bactéria contribuem para a citotoxicidade, necrose, invasao
e disseminacdo (KHALIFA et al., 2015).

Os operonfenazinas (phzl e phzll) e genes phzH, phzM e phzS codificam proteinas
precursoras envolvidas na formacdo de trés compostos fenazinicos secretados
passivamente por P. aeruginosa: piocianina, 1-hidroxyfenazina, e fenazina-1-
carboxamida, responsaveis pelo aumento do estresse oxidativo intracelular. Outros
fatores de viruléncia s@o a exotoxina A (exoA), protease alcalina (aprA), exoenzima S, U
e T (exoS, exoU e exoT), elastase e sialidase (FAZELI e MONTAZ, 2014).

Os lipopolissarideos, por exemplo, sdo endotoxinas que compdem a membrana
externa da parede celular de P. aeruginosa, podendo impedir a entrada de varios
antibidticos na célula bacteriana. Outro exemplo sdo as culturas das amostras clinicas de
pacientes com fibrose cistica. Estas originam col6nias mucoides de P. aeruginosa em
consequéncia da superproducao de alginato, considerado um exopolissacaridio (ZHANG
etal., 2018).

Uma metaloprotease de zinco chamada lasB tem uma atividade elastolitica no
tecido humano e especialmente no tecido pulmonar. O gene chamado nanl codifica a
sialidase, responsavel pela adesdo celular. Os fosfolipidios tensoativos contidos no
pulmdo podem ser hidrolisados por duas fosfolipases C, codificados por plcH e plcN.
Acredita-se que uma neuraminidase extracelular desempenhe um papel importante na
implantacdo da bactéria (ZHANG et al., 2018).

A piocianina também é considerada um importante fator de viruléncia em P.
aeruginosa. Esse pigmento desempenha efeitos toxicos nos tecidos do hospedeiro,
principalmente no epitélio respiratorio. Estudos mostram que a biossintese de piocianina
é necessaria para a viruléncia de P. aeruginosa em casos de sepse e pneumonia em
modelos murinos. Além disso, foram detectadas elevadas concentragdes deste pigmento
em escarros de pacientes com fibrose cistica (BROOKS et al., 2014).

A expressdo de fatores de viruléncia pode variar de acordo com o sitio anatbmico,

progressao da doenca, perfil de resisténcia dos isolados e tratamento das infec¢bes. Desta
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forma, isolados de P. aeruginosa ER séo fortemente formadores de biofilme, diferindo

significativamente de isolados clinicos ndo-ER (KAISER et al., 2017).

35



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Detectar a frequéncia de P. aeruginosa multidroga resistentes isoladas de
pacientes com diagnostico de infeccao hospitalar na Santa Casa de Misericordia de Sobral
(SCMS), Ceard, Brasil, e identificar os genes responséaveis pela resisténcia desse
patégeno.

3.2 Objetivos Especificos

. Verificar a prevaléncia de infec¢bes hospitalares na SCMS por P.
aeruginosa de acordo com o género do paciente, sitio de coleta e setor de hospitalacéo;

. Investigar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de espécimes de P.
aeruginosa isolados de infeccdes nosocomiais pelo sistema automatizado VITEK® 2;

. Pesquisar a ocorréncia dos genes bla-Tem iike, bla-snv like, bla-ctx-m 112, bla-
iMp-1, bla-kpc like, bla-Ges like, bla-spm-1, bla- nom-1, bla-vim like, associados a resisténcia
bacteriana.
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4. METODOLOGIA
4.1 Aspectos éticos

Respeitando os aspectos éticos, conforme resolugdo N° 466/12 do Conselho
Nacional de Salde, esta pesquisa foi aprovada pela Comissdo Interna de Pesquisa da
Santa Casa de Misericordia de Sobral e pelo Comité de Etica em Pesquisa — CEP da
Universidade Estadual Vale do Acaral (Parecer nimero: 3.378.013) (Anexo 1). Os
sujeitos da pesquisa tiveram suas identidades preservadas e eles ou seus responsaveis
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) sobre sua participacdo
neste trabalho de pesquisa (APENDICE 1).

4.2 Tipo de Estudo

Trata-se de um estudo primario, observacional e transversal, onde foram coletados
dados epidemioldgicos em relacdo a frequéncia e o perfil de sensibilidade antimicrobiana
de isolados de P. aeruginosa provenientes de pacientes com diagndstico de infeccdo
hospitalar internados na SCMS. Além disso, foi realizada pesquisa experimental in vitro
para investigacdo da presenca dos genes bla-Tem like, bla-shv like, bla-ctx-m 172, bla-imp-1,
bla-kpc like, bla-cEs like, bla-spm-1, bla- nom-1, bla-vim iike NOS espécimes de P. aeruginosa

por meio de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e eletroforese.

4.3 Critérios de Inclusdo e Exclusao

Os critérios para inclusdo na pesquisa foram utilizar culturas positivas para P.
aeruginosa, de pacientes internados na SCMS, e que estivessem viaveis para os estudos
genéticos propostos.

4.4 Coleta de dados

Durante o periodo de marg¢o de 2019 a marco de 2020, foram coletados espécimes
nosocomiais de P. aeruginosa isolados de amostras clinicas de sangue, urina, aspirado
traqueal, ponta de cateter percutaneo, secrecdo de feridas, swab anal e outros sitios ndo
identificados de pacientes internados com diagnostico de infeccdo hospitalar na SCMS.
As amostras foram obtidas de pacientes internados em diversos setores, como
Enfermarias, UTI Neonatal, Emergéncia, Neurologia, UTI Adulta, Hospital do Coracéo,
Oncologia e Hemodialise.

Vale ressaltar que o isolamento das espécies bacterianas foi realizado a partir de

amostras clinicas de pacientes com suspeita de infeccdo hospitalar, desde que essas
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amostras ja tivessem sido previamente solicitadas e coletadas pela equipe médica do
referido hospital de ensino. Portanto, néo foi realizada coleta adicional de sangue e nem
de nenhuma outra amostra clinica do paciente. Dessa forma, a quantidade e manipulagéo
das amostras seguiram o protocolo operacional padrdo do hospital, assim como o método
de descarte das amostras biologicas seguiram o plano de gerenciamento de residuos de
servico de satde de acordo com a Resolugdo RDC N°306 de 07 de dezembro de 2004.
Os espécimes foram considerados oriundos de infecgdes nosocomiais quando
isolados de infeccdo adquirida apds a admissdo do paciente no hospital e cuja
manifestacdo ocorreu durante a internacdo ou apos a alta, podendo ser relacionada com a

internacdo ou a procedimentos hospitalares (OMS, 2008).

4.5 Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA)

A identificacdo bacteriana e os testes de sensibilidade antimicrobiana (TSA) para
Amicacina, Cepefima, Cefoxitina, Ceftazidima, Ceftriaxona, Cefuroxima Axetil,
Ciprofloxacina, Colistina, Gentamicina, Imipenem, Meropenem, Tigeciclina,
Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam, Cefuroxima e Piperacilina/Tazobactam foram
realizados pelo sistema automatizado Vitek®2 AES (AST- N239 cartdo) (BioMerieux,
Marcy L'Etoile, Franga), no Laboratorio de Microbiologia da SCMS (Biovida), Ceara,
Brasil, de acordo com as instrugdes do fabricante.

Os isolados foram cultivados em Agar MacConKey e incubados a 35°C durante
24 horas. Apo0s crescimento bacteriano, foi realizado o preparo padronizado da suspensdo
bacteriana e o inoculo foi introduzido no equipamento através de uma microtubulagéo por
aspiracdo. A suspensdo foi automaticamente dirigida para um cartdo plastico fechado com
64 pocos contendo concentracdes especificas de antimicrobianos liofilizados, que
disponibilizou o resultado de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). O Vitek ®2 possui
software especifico que emite relatorio das analises.

Em seguida, os espécimes foram armazenados em tubos contendo BHI (Brain
Heart Infusion) (Himedia ®, Mumbai, india) com glicerol a 20% e enviados ao
Laboratorio de Microbiologia e Parasitologia (LAMP) da Universidade Federal do Ceara
(UFC) em Sobral, onde foram conservados em freezer a - 80°C (Revco, EUA) para

posterior analise genémica.

4.6. Reativagao dos isolados bacterianos
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A reativacdo dos espécimes armazenados em freezer -80°C foi realizada
acrescentando-se uma aliquota 50uL da cultura em glicerol em um tubo de ensaio
contendo 5,0ml de caldo BHI (Himedia®, Mumbai, india) e mantido em estufa
bacterioldgica por 18 horas a 37°C, sendo um tubo para cada amostra e mais um tubo para

controle negativo.

4.7 Extracdo de DNA

Ap0s crescimento dos microrganismos em meio liquido, 2mL de cada amostra
foram transferidos para tubos de micro centrifuga, devidamente identificados. Apos essa
etapa, os tubos foram centrifugados (4.500g/3min) e o sobrenadante foi descartado. Ao
precipitado, foi adicionado 200 uL de tampdo 1 (APENDICE I1) e 200 pL de fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1) e foi realizada uma ressuspensdo. Em seguida,
foram inseridas 3 beads (microesferas de silica) em cada tubo, os quais foram agitados
em disruptor génico por 5 minutos. Ao mesmo tubo, adicionou-se 200 pL de tampéo 2
(APENDICE 1) e agitacio por 30 segundos. Realizou-se centrifugacdo (12.000g/6min)
e transferéncia do sobrenadante para um novo tubo eppendorf, acrescentando 1.000 pL
de etanol 100% gelado nas amostras e deixando descansar em freezer -20°C por 30
minutos. Apds esse intervalo, os tubos foram centrifugados e, novamente, descartou-se o
sobrenadante, aguardando-se alguns minutos para o alcool evaporar. Em seguida,
realizou-se ressuspensdo do pellet em 100 pL de tampéo 2 e incubacdo em banho maria
por 30 minutos, a 60°C. Apods essa etapa, os tubos foram armazenados em -80°C, para

realizacdo de PCR, quantificacdo e eletroforese (BRITO et al., 2009).

4.8 Deteccdo e identificacdo dos genes de resisténcia por PCR

Os espécimes nosocomiais de P. aeruginosa multidroga resistentes foram
analisados para a deteccdo dos genes bla-Tem like, bla-skv like, bla-ctx-m 172, bla-ivp-1, bla-
KPC like, Dla-GES like, Dla-spm-1, bla- nom-1, bla-vim like, por meio de PCR. Os primers e
protocolos que foram usados para amplificacdo desses genes ja foram previamente
relatados (ELLINGTON et al. 2007; MONTEIRO, 2009; CAMPANA, 2013;
NICOLETTI et al. 2015; MATHLOUTHI et al. 2016) e a sequéncia dos fragmentos a
serem amplificados esta descrita na Tabela 1. As amplificagdes foram realizadas no
termociclador da marca Eppendorf com as seguintes condi¢cdes de ciclagem: uma
desnaturacdo inicial (95°C por 10 min); seguido por 30 ciclos de trés passos: 95°C por 1

minuto; (ii) temperatura de anelamento (tabela 1) por 1 minuto e (iii) 72°C por 1 minuto;
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e uma extensao final a 72°C por 10 min. Para todas as PCR’s, uma reagao sem adicao de
DNA foi utilizada como controle negativo de contaminagdo e como controle positivo

foram utilizadas amostras pré-caracterizadas.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,0%,
previamente adicionado de brometo de etidio (1,25 /100 ml). A eletroforese foi
realizada a 190 volts, 80mAh, por 40 minutos. A aplicacdo no gel de agarose foi feita
com 6,5ul da reacdo, adicionados de 2l de solugéo de azul de bromofenol. O marcador
de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA) foi aplicado no gel para determinar o
tamanho dos fragmentos obtidos. Apds a corrida eletroforética, o gel de agarose foi
analisado através de luz ultravioleta, sendo as imagens obtidas a partir de uma camera
digital (Casio Computer Co. Ltda) com capacidade de 7.0 megapixel’s, conectada a um

computador via cabo USB.

Tabela 1 - Primers usados para amplificacdo dos genes de resisténcia

Gene de Sequéncia (5°-3") T.A.
Resisténcia
bla-temiike @F: CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG 56°C

R: AACCAGCCAGCCWGAAGG

bla-shvike F: ATGCGTTATTAGTTTCGCCTGTGTATTATC 56°C
R: TTAGCGTTGCCAGTGAGTCGATC

bla-ctx-mw F: ATGTGCAGYACCAGTAA 56°C
R: CGCTGCCGGTTTTATCSCCC

bla-imp-1 F: CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC 50,6°C
R: GAACAACCAGTTTTTGCCTTACC

bla-nom-1 F: GCGCAACACAGCCTGACTTT 55,3°C
R: CAGCCACCAAAAGCGATGTC

bla-spm1 F: AAAATCTGGGTACGCAAACG 63°C
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG

bla-kpciike - F: TCGCTAAACTCGAACAGG 50°C
R: TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC

bla-cesiike ~ F: AGCAGCTCAGATCGGTGTTG 53°C
R: CCGTGCTCAGGATGAGTTG

bla-vimike F: GATGGTGTTTGGTCGCATA 52°C
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G: CGAATGCGCAGCACCAG
T.A= Temperatura de anelamento (°C)

4.9 Analise Estatistica

Os dados categoricos foram expressos em forma de frequéncia absoluta e
percentual e cruzados com os genes por meio dos testes exato de Fisher ou qui-quadrado
de Pearson. O somatdrio de antibidticos com resisténcia foi expresso em forma de média
e erro padréo, submetido ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov e comparado
com os genes por meio do teste t de Student. Todas as analises foram realizadas adotando
uma confianca de 95% no software Statistical Packcage for the Social Sciences (SPSS)

versdo 20,0 para Windows.
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5. RESULTADOS

Um total de 38 amostras clinicas obtidas de pacientes com diagndstico de infec¢do
hospitalar foram identificadas como P. aeruginosa pelo sistema Vitek 2, sendo que ndo
foi possivel o crescimento bacteriano de 7 amostras durante a reativacdo dos isolados.
Dessa forma, foi realizado o TSA de 38 espécimes e a analise molecular de apenas 31
(81,6%).

Dos 38 isolados de P. aeruginosa, 11 (28,9%) séo oriundos da enfermaria de
clinica médica e traumato ortopedia Sdo Joaquim e a maioria foi isolada de pacientes do
género masculino (57,8%). De todos os isolados analisados, 11 (28,9%) ndo havia
identificacdo de sitio de origem, porém, nos espécimes coletados que continham essa
informacdo, a circulacdo sanguinea foi o sitio de isolamento mais frequente (26,3%),
seguida da urina e aspirado traqueal, ambos com taxa de isolamento de 13,2%. A
distribuicdo dos isolados por setor de hospitalizacdo, sitio de isolamento e género estdo
descritos na Tabela 2.

Todos os isolados foram resistentes & Cefoxitina e & Tigeciclina, e apresentaram
altas taxas de resisténcia para Ceftriaxona (97,3%) e Cefuroxima Axetil (97,3%), tendo
sido observadas taxas menores de resisténcia para carbapenémicos, como Imipenem
(55,2%) e Meropenem (34,2%), assim como para Ceftazidima (42%), Cefepima (39,4%),
Ciprofloxacina (31,5%), Gentamicina (28,9%) e Amicacina (26,31%). Apenas 1 isolado
mostrou-se resistente a Colistina (2,63%). Dos 38 espécimes, apenas 12 (31,5%) foram
testados para Ampicilina, Ampicilina/Sulbactam e Cefuroxima, sendo que todos foram
resistentes a Cefuroxima e 11 (91,6%) foram resistentes aos outros dois antibidticos
testados. E por fim, 28 (73,6%) isolados foram testados para Piperacilina/Tazobactam,
sendo um (3,5%) resistente a esse antimicrobiano (Grafico 1).

No Grafico 1, observa-se ainda que 2,63% dos isolados apresentaram
sensibilidade intermediéria & Cefepima, a Ceftazidima e ao Imipenem. Adicionalmente,
foi verificada uma sensibilidade intermediaria em 7,89% e 10,52% das cepas para

Gentamicina e Meropenem, respectivamente.
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Gréfico 1: Sensibilidade a antimicrobianos de espécimes nosocomiais de P. aeruginosa

isoladas entre margo de 2019 e marco de 2020 na SCMS.
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Dos 31 isolados que foram submetidos a analise molecular, entre os genes que
codificam ESBL, o gene bla-ctx-m 12 foi 0 prevalente, sendo detectado em 13 (41,9%)
espécimes. Por outro lado, em relacdo aos genes que codificam carbapenemases, o bla-
GEs like TOi 0 mais encontrado, tendo sido detectado em 4 (12,9%) isolados (Tabela 2).
Além disso, ao se comparar a presenca dos genes analisados e a média do numero de
antibidticos que o microrganismo apresentava resisténcia, pode-se observar que as cepas
que possuiam o0 gene bla-tem like, apresentaram resisténcia a um numero maior de

antimicrobianos e esse dado foi estatisticamente significante (p = 0,035) (Tabela 3).
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Tabela 2: Distribuicdo dos isolados nosocomiais de P. aeruginosa por setor de
hospitalizagdo, sitio de origem, género e prevaléncia dos genes de resisténcia.

N* %
Setor hospitalar
Dom Walfrido 1 2,6
Emergéncia Adulta 4 10,5
Hemodialise 1 2,6
Hospital do Coracdo 2 5,3
Nao Informado 1 2,6
Neurologia 4 10,5
Oncologia 1 2,6
Sdo Joaquim 11 28,9
Séo José 3 7,9
UTI Adulta 3 7.9
UTI Neonatal 7 18,4
Sitios
Aspirado traqueal 5 13,2
Outros 11 28,9
Ponta de cateter 3 7,9
Sangue 10 26,3
Secrecao 2 5,3
Swab anal 2 53
Urina 5 13,2
Género
Feminino 16 42,1
Masculino 22 57,9
Genes
SHV 4 12,9
TEM 6 19,4
CTXM12 13 41,9
IMP 1 1 3,2
KPC 1 3,2
GES 4 10,5
SPM 1 0 0,0
NDM 1 0 0,0
VIM 0 0,0

*Dados expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual.
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Tabela 3: Influéncia da expresséo génica na resisténcia antimicrobiana apresentada por
iIsolados nosocomiais de P. aeruginosa.

Gene

Ausente Presente p-Valor
SHV 7.11+3.00 6.75+3.20 0,825
TEM 6.52+2.87 9.33+2.42  *0,035
CTXM Y. 6.89+3.29 7.31+2.59 0,706

IMP 1 6.90+2.88 12 0,092
KPC 7.00£3.01 9 0,518
GES 7.19+3.13 6.25+1.71 0,567

*p<0,05, teste t de Student (media + EPM)

Vale ressaltar que seis amostras apresentaram, de forma simultanea, mais de um
gene analisado, sendo que todas elas continham o gene bla-ctx-m » € eram oriundas de
pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) ou na enfermaria de
pacientes com problemas neuroldgicos. Dentre esses espécimes, 4 (66,6%) apresentaram

resisténcia ao Imipinem e 3 (50%) ao Meropenem (Tabela 4).

Tabela 4: Relagédo dos isolados nosocomiais de P. aeruginosa com coexisténcia de
genes de resisténcia, antimicrobianos e setor hospitalar.
Amostra Genes bla detectados IMP  MER AMI Setor

PA 2 CTX-M1/2, SHV, KPC R R S Neurologia
PA 5 CTX-M1/2, SHV, TEM R R S UTI Adulta
PA 8 CTX-M1/2, TEM, GES R S S UTI Neonatal
PA9 CTX-M1/2, TEM, IMP R R R UTI Neonatal
PA 12 CTX-M1/2, GES I | R UTI Neonatal
PA 13 CTX-M1/2, GES S S S Neurologia

*IMP: Imipenem; MER: Meropenem; AMI: Amicacina
Na cepa em que o0 bla-ivp-1 foi detectado, observou-se resisténcia a Amicacina,

bem como num dos espéecimes em que foi detectado 0 gene bla-ces iike. Além disso, é

importante considerar que o unico isolado que continha o bla-vp-1 apresentava resisténcia
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a 12 dos antibidticos testados, e a presenca desse gene estava significantemente associado
a resisténcia a Amicacina (p = 0,038).

N&o houve relagéo estatisticamente significante entre a deteccdo dos genes
analisados e o género do paciente, assim como o sitio da coleta, mas a deteccdo do gene
bla-shv iike €steve significantemente associada a microrganismos isolados da Neurologia,
da enfermaria Sao José e da UTI adulta (p<0,05) (Tabela 5).
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Tabela 5: Influéncia do setor de hospitalizacéo, sitio de origem e género na deteccao dos

genes bla shv, bla tem € bla ctx-m .

SHV TEM CTXM 1/2
p- Present  p- Present  p-
Ausente Presente Valor Ausente e Valor Ausente e Valor
Setor
hospitalar
DW 0,024 0 0,284 0 0,627
1(3.7%) 0 (0.0%) 1(4.0%) (0.0%) 1(5.6%) (0.0%)
EA 4 3 1 2 2
(14.8%) 0 (0.0%) (12.0%) (16.7%) (11.1%) (15.4%)
HEM 0 0
1(3.7%) 0 (0.0%) 1(4.0%) (0.0%) 1(5.6%) (0.0%)
HC 0 2 0
2 (7.4%) 0 (0.0%) 2 (8.0%) (0.0%) (11.1%) (0.0%)
NI 0 0
1(3.7%) 0 (0.0%) 1(4.0%) (0.0%) 1(5.6%) (0.0%)
NEU 1
(25.0%) 3 0 2
2 (7.4%) * (12.0%) (0.0%) 1(5.6%) (15.4%)
ONC 0 0
1(3.7%) 0 (0.0%) 1(4.0%) (0.0%) 1(5.6%) (0.0%)
SJQ 7
(25.9%) 7 0 3 4
* 0 (0.0%) (28.0%) (0.0%) (16.7%) (30.8%)
SJ 2
(50.0%) 0 2 0
0 (0.0%) * 2 (8.0%) (0.0%) (11.1%) (0.0%)
UTIA 1
(25.0%) 1 1
1 (3.7%) * 1(4.0%) (16.7%) 1(5.6%) (7.7%)
UTIN 7
(25.9%) 3 4 3 4
* 0 (0.0%) (12.0%) (66.7%) (16.7%) (30.8%)
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Sitios
Aspirado
traqueal

Qutros

Ponta de

cateter

Sangue

Secrecao

Swab anal

Urina

Género
Feminino

Masculino

3
(11.1%)
8
(29.6%)
3
(11.1%)

8
(29.6%)

2 (7.4%)

2 (7.4%)

1 (3.7%)

15

(55.6%)

12
(44.4%)

1
(25.0%)
2
(50.0%)

0 (0.0%)

1
(25.0%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)

4
(100%)

0,902

0,101

4 0
(16.0%)  (0.0%)
9 1
(36.0%) (16.7%)

2

1 (4.0%) (33.3%)

6 3
(24.0%) (50.0%)
0
2 (8.0%) (0.0%)
0
2 (8.0%) (0.0%)
0

1(4.0%) (0.0%)

12 3
(48.0%) (50.0%)
13 3

(52.0%) (50.0%)

0,227

0,930

3 1 0349
(16.7%)  (7.7%)
5 5
(27.8%) (38.5%)
2 1
(11.1%)  (7.7%)

6 3
(33.3%) (23.1%)
2 0
(11.1%)  (0.0%)

2
0(0.0%) (15.4%)
1

0(0.0%) (7.7%)

11 4 0,095
(61.1%) (30.8%)
7 9

(38.9%) (69.2%)

*DW: Dom Walfrido; HEM: Hemodiélise; HC: Hospital do Coracdo; NI: Ndo Informado; NEU:
Neurologia; ONC: Oncologia; SJQ: Sdo Joaquim; SJ: S8o José; UTI A: UTI Adulta; UTI N: UTI

Neonanatal.
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6. DISCUSSAO

As infeccdes por P. aeruginosa e o desenvolvimento de resisténcia séo problemas
que estdo se tornando cada vez mais frequentes e que devem ser adequadamente
abordados em todo o mundo. Os resultados desta pesquisa mostraram que a maioria dos
pacientes diagnosticados com infeccdo hospitalar causada por P. aeruginosa eram do
género masculino (57,89%), diferentemente de um outro estudo realizado em Belém,
Para, Brasil, que apontou uma maioria de pacientes do género feminino (51,9%)
(MATOS et al., 2016).

Dentre os isolados de P. aeruginosa do presente estudo que haviam identificacéo
de sitio de origem, os mais frequentes foram isolados da corrente sanguinea, seguido de
urina e aspirado traqueal, corroborando aos achados de Amirkamali et al. (2017), em que
as amostras eram advindas principalmente do sangue, urina e traqueia, respectivamente.

Quanto ao perfil de sensibilidade, Amirkamali et al. (2017) também teve
resultados semelhantes aos nossos, pois 0s antimicrobianos mais eficazes em seu estudo
foram a Colistina, Amicacina e Piperacilina/Tazobactam. Além disso, a maioria dos
isolados demonstraram resisténcia completa ou sensibilidade intermediaria ao Imipenem,
assim como nos dados obtidos no presente estudo.

Nesta pesquisa, o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos revelou que o
farmaco mais ativo contra P. aeruginosa foi a colistina, uma vez que a maioria dos
isolados era suscetivel a esse antimicrobiano, ratificando dados de outros estudos
brasileiros (JACOME, et al. 2012; BALEIRO DE PAULA, et al. 2017).

Estudos (MOOLENAR et al., 2000; MATOS et al, 2016) em todo o mundo
revelam que infec¢bes por P. aeruginosa acontecem principalmente em pacientes
internados em UTI, diferentemente dos nossos dados que demonstraram que a maioria
das infecgbes por esse microrganismo aconteceram em pacientes internados em
enfermarias de clinica médica e traumato ortopedia, esse fato provavelmente pode ser
explicado por ser a SCMS um hospital de ensino, e nesses estabelecimentos ha grande
circulacdo de pacientes, profissionais de saude e alunos, podendo haver uma maior
disseminagéo de microrganismos multidroga resistentes nos diversos setores hospitalares,
0 que leva também frequentemente a se observar maiores taxas de infec¢do hospitalar em

hospitais de ensino.
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Até bem pouco tempo, os carbapenémicos tinham excelente utilidade clinica para
o tratamento de infecgBes por P. aeruginosa MDR devido a sua potente atividade contra
esse microrganismo. No entanto, esse patdgeno desenvolveu mecanismos de resisténcia
apos exposicao implacavel a carbapenémicos e outras classes de agentes antimicrobianos
(LABARCA et al., 2016; YANG et al. 2020).

Em uma pesquisa mundial envolvendo isolados de P. aeruginosa de diferentes
hospitais da Asia, Europa, Oriente Médio, Africa, América Latina, e América do Norte,
foi observada uma taxa de resisténcia ao Meropenem de 26,7% (KAZMIERZCAK et al.,
2016), um pouco abaixo da demonstrada no presente estudo. Em outro estudo de
vigilancia antimicrobiana, Rosenthal et al. (2016) relataram taxas de resisténcia aos
carbapenémicos que variava de 26,1% a 44,4% em P. aeruginosa isoladas de IRAS na
América Latina, Europa, Mediterraneo Oriental, Sudeste Asia e Pacifico Ocidental,
semelhante aos dados de resisténcia revelados nesse estudo para 0 Meropenem (34,2%)
e para o Imipenem (55,2%).

Dados de sensibilidade antimicrobiana de P. aeruginosa apresentados pelo
Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY), relacionados a diferentes paises no
periodo de 1997 a 2000, apontavam uma resisténcia de apenas 5,4% ao Meropenem,
demonstrando um fato preocupante, de que os dados de resisténcia aos carbapenémicos
cresceram substancialmente nas Gltimas duas décadas.

Segundo Labarca et al. (2016), os dados da América Latina chamam a atencéo,
pois a resisténcia aos carbapenémicos é superior em relacao aos Estados Unidos e Europa,
com o Brasil apresentando as maiores taxas de resisténcia entre os paises da América
Latina.

No estudo de Shacheraghi et al. (2010), realizado no Ird, os pesquisadores
relataram a ocorréncia do gene bla-tem em todas as amostras analisadas, distinguindo-se
dos nossos achados, em que esse gene foi detectado em menos de um quinto dos isolados.
Por outro lado, o gene bla-ctx-m foi detectado em quase metade dos espécimes dessa
pesquisa, esse achado corrobora aos dados de um outro estudo do nosso grupo de
pesquisa, onde o gene bla-ctx-m foi detectado em todos as cepas de K. pneumoniae
isoladas de pacientes com infec¢do nosocomial no mesmo hospital de ensino analisado
(ROCHA et al., 2019). Portanto, esses resultados suportam o reconhecimento de CTX-M
como o tipo mais prevalente de ESBL no Brasil. Esses resultados provavelmente séo
devido aos diferentes protocolos terapéuticos usados nos diferentes hospitais e em

diferentes regides que ocasionariam diferentes pressdes seletivas pelo uso de
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antimicrobianos. Por outro lado, nossos resultados suportam o reconhecimento de CTX-
M como o tipo mais prevalente de ESBL no Brasil (Rocha et al., 2016).

Nesta pesquisa ndo foi detectado em nenhum isolado o gene bla-spm-1,
diferentemente de outros estudos brasileiros que observaram um predominio desse gene
entre os produtores de carbapenemases (POLOTTO et al., 2012; BALEIRO DE PAULA
et al., 2017), assim como também nenhum isolado albergava o gene bla-vim-1, enquanto
outros estudos também realizados no Brasil relataram predominio de isolados produtores
de SPM-1 e detec¢éo de amostras contendo bla-vim-1 (SADER et al., 2004; POLOTTO et
al., 2012). Matos et al. (2016), detectaram pela primeira vez o gene bla-spm-1 N0 Estado
do Para.

Em relacdo a deteccdo dos genes bla-ivp-1 € bla-kpc, nossos dados reforcam os
achados de Polotto et al. (2012). Além disso, Amirkamalli et al. (2017), realizaram um
estudo no Ird e observaram uma prevaléncia do gene bla-ces, semelhante a observada
nesse estudo.

Esse estudo tem limitacdes uma vez que ndo foi possivel determinar o grupo CTX-
M que cada cepa carreava, assim como as variantes de TEM, SHV e GES. Entretanto, 0s
resultados obtidos nesta pesquisa podem ser Gteis como dados epidemioldgicos, e
destacam a necessidade de estudos futuros com a realizacdo de métodos que possam
melhorar esses resultados e prevenir a disseminacédo de clones resistentes.

Esses resultados alertam para um problema de resisténcia endémica causada por
cepas multiclonais de P. aeruginosa MDR, que pode ser atribuido a pressao exercida pelo
uso desses antibidticos nessa populacdo, e cujo controle passa essencialmente pelo

aprimoramento das politicas de prescricdo de antimicrobianos.
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7. CONCLUSAO

Os dados apresentados neste estudo chamam a atencdo para as altas taxas de
resisténcia aos betalactamicos e a Tigeciclina, e no surgimento de resisténcia a Colistina,
farmaco de escolha no tratamento de infecgdes nosocomiais por P. aeruginosa MDR.
Além disso, os resultados obtidos com a analise molecular sugerem que a enzima CTX-
M seja a principal ESBL responsavel pelo fen6tipo de resisténcia aos betalactdmicos nos
isolados estudados.
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concordo em participar da pesquisa, ndo me oponho a coleta da amostra bioldgica, e
também sei que em qualquer momento posso retirar meu consentimento em participar da
mesma.

Sobral, de de 20109.

Ciente:

Assinatura do Sujeito, responsavel ou testemunha

Assinatura do Pesquisador

Polegar direito



APENDICE II

Tampao 1:

RS

2% triton 100

1% de SDS

10mM Tris/HCI (pH 8)
100mM NacCl

500 mL de agua destilada g.s.p.

Tampao 2:

v
v
v
v

10mM Tris/HCI (pH 8), 1ImM ETDA
0,6 de Tris

0,146g EDTA

500 mL de &gua destilada q.s.p.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AMALISE DOS FATORES DE VIRULEMCIA E RESISTENCIA DE ISOLADOS
NOSOCOMIAIS DE Pseudomonas aeruginosa
Pesquisador: STEPHANIE DE ALMEIDA
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 13422519 .4 0000 5053
Institui¢ao Proponanta: Universidade Estadual Vake do Acarad - UVA
Patrocinador Principal: Financiameanto Proprio

DADOS DO PARECER

Namero do Parecer: 3.378.013

Apresentacdo do Projeto:

O projato de pesquisa esta vinculado ao Mestrado em Ciéncias da Salde da Universidade Federal do
Ceara/Campus Sobral. Trata-se de um estudo clinico-axperimental em que serfo coletados espécimes
nosocomiais de P. aeruginosa isolados de amostras clinicas de sangue, de infecgtes do trato respiratario,
ponta de cateter percutaneo, secrecio de abscesso e de ferida cirlrgica de pacientes inlernados de 50
pacientes internados em enfermarias e Unidades de Terapia Intensiva com suspeita de infecg3o hospitalar
na Santa Casa de Misericdrdia de Sobral — CE. Serdo utiizadas amosiras que ja tenham sido previamente
solicitadas e coletadas pela equipe médica do referido hospital de ensino, pertanto, ndo sera feila colela
adicional de sangue & nam de nenhuma outra amosira clinica do paciente. A identificagdo dos
microrganismos & o Tesle de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA) serdo realizados no laboratdrio de
microbiclogia do referido hospital pelo sistema aulomatizado VITEKEZ (BioMérieux, Marcy-I'Eloila, France).
Apds, os aspécimes serdo armazenados e enviados em tubos contenda BHI (Brain Heart Infusion) (Himedia
®, Mumbai, india) com glicerol a 20% ao Laboralério de Microbiologia e Parasitologia (LAMP) da
Universidade Federal do Ceara (UFC)/Campus Sobral, onde serd feita a confirmagio da identidade dos
isolados por Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para detecgio do gene nanl, intrinseco 4 espécie.
Além disso, serd invesligada a presenga dos genes de viruléncia exoT, axo¥, exoS, exol, phzM, pila e
pleH, e dos genes bla-TEM, bla-SHV, bla-OXA, bla CTX-M, bla-GES, bla-VIM, MCR1 e MCR2 associados &
resisléncia bacteriana.

Endersgo:  Av Comandanis Mawooilio Rocha Poenls, 150

Bairra: Desby CEP: 2041040
UF: CE Municipio: SOBRAL
Telefone: (BEJIETT-4255 Fax: (BE3ETT-4242 E-mail: uva_comiledestica@hotmail.com
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Continuacdo do Parecer: 3378.013

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Detectar a frequéncia de P. aeruginosa multidroga resistentes isoladas de pacientes com diagnéstico de
infecgdo hospitalar na Santa Casa de Misericordia de Sobral e identificar os genes responsaveis pela
resisténcia e viruléncia desse patégeno, no intuito de se estabelecer uma terapéutica adequada, assim
como para a implementacao de medidas necessarias para se evilar a disseminagao destes patégenos no
ambiente hospitalar.

Objetivo Secundario:

* Verificar a frequéncia de infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) na Santa Casa de
Misericordia de Sobral por P. aeruginosa;

« Investigar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de espécimes de P. aeruginosa isolados de infecgdes
nosocomiais pelo sistema automatizado VITEK® 2;

« Confirmar a identidade dos isolados nosocomiais de P. aeruginosa por Reac¢3o em Cadeia da Polimerase
pela presenga do gene nhan1;

* Investigar a presenca de genes de viruléncia: exoT, exoY, exoS, exolU, phzM, pilA e picH;

* Pesquisar a ocorréncia dos genes bla-TEM, bla-SHV, bla-OXA, bla CTX-M, bla-GES, bla-VIM, MCR1 e
MCR2, associados a resisténcia bacteriana.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Riscos informados:

procedimento incorrerd em riscos minimos para os pacientes, uma vez que sera assegurada a
confidencialidade e a privacidade, e a ndo estigmatiza¢do, garantindo a ndo utilizagio das informagdes em
prejuizo das pessoas elou das comunidades, e que o material bioldgico e os dados oblidos na pesquisa
serdo utilizados exclusivamente para a finalidade prevista no seu protocolo e conforme acordado no TCLE.

Beneficios informados:

Os pacientes serdo beneficiados, na medida em que forem identificados microrganismos multirresistentes a
partir das amostras coleladas, a equipe médica tomara conhecimento do patdgeno, dos seus genes de
viruléncia e do seu perfil de resisténcia a antibidticos, facilitando o tratamento desses individuos.

Endereco: AvC Maurocélio Rocha Pente, 150

Bairro: Desby CEP: §2041.040

UF: CE Municipio: SOBRAL

Telefone: (88)3677-4255 Fax: (B8)3677-4242 E-mail: uva_comiledeetica@hotmail.com
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Continuacdo do Parecer: 3 378.043

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa interessante para as areas das Ciéncias da Salde, Salide Pablica e Microbiologia.
Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

Os termos se encontram apropriados.

Recomendacgdes:

O projeto pode ser aprovado pelo CEP. Encaminhar relatorio final da pesquisa a este CEP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Projeto de pesquisa sem Gbices éticos.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado do CEP/UVA, apds apresentagao e discussao do parecer pelo relator, acatou a relatoria que

classifica como aprovado o protocolo de pesquisa. O(a) pesquisador(a) devera atentar para as
recomendacgoes listadas nesle parecer.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 08/05/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1346314 pdf 12:33:33
TCLE / Termos de  |Icle.pdf 08/05/2019 |FRANCISCO CESAR| Aceito
Assentimento / 12:33:10 |BARROSO
Justificativa de BARBOSA
| Auséncia
Orgamento Orcamento.pdf 08/05/2019 |FRANCISCO CESAR] Aceito
12:30:43__|BARROSO

Declaracao de Declaracao.pdf 08/05/2019 |FRANCISCO CESAR] Aceito

Instituicdo e 12:27:56 |BARROSO

nfraestrutura BARBOSA

Cronograma Cronograma.pdf 08/05/2019 |FRANCISCO CESAR]| Aceito
12:26:46 | BARROSO

Projeto Detalhado / | Projeto.docx 08/05/2019 |FRANCISCO CESAR] Acsito

Brochura 12:23:21 BARROSO

investigador BARBOSA_

Folha de Rosto Folha_de_Rosto_UVA pdf 08/05/2019 |FRANCISCO CE Aceito
12:05:21 | BARROSO
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Abstract

Introduction: Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic and multi-drug
resistant bacillus commonly involved in infections related to healthcare assistance. This
study aimed to investigate the antimicrobial susceptibility profile of nosocomial strains
of P. aeruginosa isolated from inpatients of a teaching hospital in the City of Sobral,
Ceard, Brazil (Santa Casa de Misericordia de Sobral) from March/2019 to March/2020,
as well as to assess the occurrence of resistance genes bla-tem like, bla-snv like, bla-cTx-m
12, bla-ivp-1, bla-kpc like, bla-ces tike, bla-spm-1, bla- nom-1, bla-vim iike. Methodology:
Bacterial identification and antimicrobial susceptibility tests (AST) were performed using
the automated system Vitek®2. Conventional polymerase chain reaction (PCR) assays
were used to amplify genes of interest. Results: Thirty-eight specimens of P. aeruginosa
were collected and subjected to AST, and thirty-one isolates were subjected to molecular
biology analysis. High resistance rates to cephalosporin and tigecycline and low
resistance rates to imipenem and meropenem were observed, whereas mostly isolates
were sensible to colistin. Among the ESBL-coding genes, bla-ctx-m 12 prevailed the most
(41.9%), while bla-ces iike Was highly identified among the carbapenemase-producing
strains (12.9%). The genes bla-spm-1, bla-nom-1, and bla-vim were not detected.
Conclusion: the results demonstrated considerable resistance rates to beta-lactam
antibiotics, which could be attributable to the indiscriminate use of antibiotics in the
analyzed hospital, whose control essentially relies on the improvement of antimicrobial
prescription policies. Furthermore, the prevalence of bla-ctx-m 12 genes suggests that
these enzymes are the major ESBL responsible for the beta-lactam resistance phenotypes
among the analyzed strains.

Keywords: beta-lactamases; carbapenemases; bla genes; nosocomial infection;

antimicrobial resistance.
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1. Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a gram-negative bacillus commonly involved in
healthcare-associated infections (HAIs) and can be considered an opportunistic pathogen
as it affects immunocompromised patients [1].

This microorganism has been associated with a wide variety of infections such as
pneumonia, urinary tract infection, burns, surgical wound infection, cystic fibrosis, bone,
and joint infections, as well as systemic infections in immunocompromised individuals,
for instance, HIV-positive patients, cancer and pressure ulcer affected ones. Infections of
the urinary tract are related to the use of catheters contaminated with the patient
microbiota, as well as with microorganisms from healthcare professionals [2,3].

A noticeable ability to acquire mechanisms of resistance to several antimicrobial
drugs is an important characteristic of this bacterial specie [4,5], being the infections
caused by multidrug resistant species (MDR) a therapeutic challenge and represent a rise
in mortality/morbidity rates and hospitalization costs [6].

The carbapenems are potent beta-lactams used to treat infections caused by MDR
P. aeruginosa strains. However, the production of carbapenemases caused an increase in
the resistance rates to these antimicrobial drugs, limiting their use, and reducing the
therapeutic choices for their associated illnesses [7].

Carbapenemases are beta-lactamases with versatile hydrolytic capacities. They
can hydrolyze penicillin, cephalosporin, monobactams, and carbapenems. These enzymes
are codified by horizontally-transferable genes which are also associated with resistance
determinants to other classes of antimicrobial drugs. Currently, the propagation of
carbapenemase-producing organisms, especially gram-negative bacteria, is a public

health issue that must be investigated to control its dissemination [8].
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Beyond all the identified mechanisms of resistance detected in the P. aeruginosa
isolates, this specie can produce virulence factors that increase tissue damage, causing
cell death and necrosis, as well as enable them to evade the host immune system, which
further contributes to the establishment and maintenance of infectious process [9].

Thus, assessing the antimicrobial susceptibility profile and identifying genetic
factors involved in the antimicrobial resistance of P. aeruginosa isolates are useful tools
to generate epidemiological data. This information can aid health professionals in
preventing the dissemination of these pathogens and choosing a suitable therapeutic
approach.

This study aimed to analyze the antimicrobial susceptibility profile of nosocomial
isolates of P. aeruginosa from inpatients of a teaching hospital (Santa Casa de
Misericordia of Sobral) located in the city of Sobral, Ceard, Brazil. Additionally, the
occurrence of antimicrobial drug resistance-associated genes bla-tem like, bla-shv rike, bla-
CTX-M 172, bla-imp-1, bla-kpc like, bla-Ges like, bla-spm-1, bla- nom-1, bla-vim like in these isolates
was assessed.

2. Methodology

2.1 Ethics approval and consent to participate

Ethics approval was issued by the Department of Teaching, Research, and
Extension/Continuing Education of the teaching hospital Santa Casa de Misericérdia de
Sobral (SCMS) and Ethics Committee in Research of the State University Vale do Acaral
under the registration number 3.378.013. Participants gave written consent to take part in
this study and their anonymity was guaranteed by using a codification system to identify

the volunteers without using their respective names.
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2.2 Bacterial strains

Thirty-eight nosocomial specimens of P. aeruginosa were isolated from March/2019 to
March/2020 from clinical samples (blood, urine, tracheal aspirate, cutaneous catheters,
wounds, anal swabs, and other non-identified sites of hospitalized patients with the
diagnosis of nosocomial infection in this teaching hospital (SCMS), Cear4, Brazil. The
samples were obtained from patients admitted to different hospital divisions, such as
wards, neonatal intensive care unit, emergency, neurology, intensive care unit for adults,
cardiology, oncology, and hemodialysis.

2.3 Bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing

Bacterial identification and antimicrobial susceptibility testing (AST) for amikacin,
cefepime, cefoxitin, ceftazidime, ceftriaxone, cefuroxime axetil, ciprofloxacin, colistin,
gentamicin, imipenem, meropenem, tigecycline, ampicillin, ampicillin/sulbactam,
cefuroxime, and piperacillin/tazobactam were assessed by the automated system Vitek®2
(BioMerieux, Marcy L'Etoile, France) in the Laboratory of Microbiology of SCMS
(Biovida), Ceara, Brazil. Next, the strains were stored in tubes containing brain and heart
infusion (BHI) (Himedia®, Mumbai, India) with 20% glycerol and sent to the Laboratory
of Microbiology and Parasitology of the Federal University of Cearé in the city of Sobral,
where they were maintained at -80C (Revco, USA) until genomic analyses were
performed.

2.4 DNA extraction and detection of bla genes

Seven out of thirty-eight isolates were not viable to be genetically studied because no
bacterial growth occurred upon the reactivation of the isolates. Thus, only thirty-seven
isolates of P. aeruginosa were subjected to DNA extraction and gene expression
identification. The genomic DNA extraction was performed by using the silica

microspheres technique [11] and the molecular analysis was carried out by conventional
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polymerase chain reaction (PCR) to detect the genes bla-tem like, bla-shv like, bla-ctx-m 172,
bla-imp-1, bla-kec like, bla-ces like, bla-spm-1, bla- nom-1 and bla-vim iike. All the primers and
protocols used for amplification of these genes are described elsewhere
[12,13,14,15,16,17]. The sequence of DNA fragments to be amplified and detected are
described in Table 1. For all the PCR assays, one reaction without the addition of DNA
was used as a negative control for contamination and DNA samples from pre-
characterized strains were included added as the positive control. The products of
amplification were analyzed in 1% agarose gels to which ethidium bromide was
previously added (1.25 pl/100 ml).

2.5 Data analysis

Categorical data were expressed as absolute and relative (%) frequencies and crossed with
the genes detected by using Fisher’s exact test or Pearson’s chi-square test. The sum of
antimicrobial drugs to which microorganisms were resistant was expressed as mean and
standard deviation, subjected to Kolmogorov-Smirnov normality test for normality
assessment, and compared to the genes by Student’s t-test. All the analyses were
performed using a confidence level of 95% in the software “Statistical Package for the

Social Sciences (SPSS) version 20.0 for Windows.

3. Results

Eleven out of the 38 P. aeruginosa isolates were found in samples from the Séo
Joaquin ward (medical clinics and traumatology and orthopedics division). The majority
of such isolates were found in male patients (57.8%). Bloodstream was the most common
origin of such isolates (26.3%), followed by urine (13.2%) and tracheal aspirate (13.2%).
The distribution of the isolates by hospital division, body origin, and patient gender are

presented in table 2.
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All isolates were resistant to cefotaxime and tigecycline and presented high
resistance to ceftriaxone (97.3%), cefuroxime acetyl (97.3%). Low resistance profile was
observed to imipenem (55.2%), meropenem (34.2%), ceftazidime (42%), cefepime
(39.4%), ciprofloxacin (31.5%), gentamicin (28.9%), and amikacin (26.31%). Only one
isolate was resistant to colistin (2.63%). Twelve out of the 38 isolates were tested against
ampicillin, ampicillin/sulbactam, and cefuroxime. All of them were resistant to
cefuroxime, and 11 (91.6%) were resistant to the other two antibiotics tested. Finally, 28
(73.6%) of the isolates were tested against piperacillin/tazobactam, but only one was
resistant to such antibiotics. Moreover, 2.63% of the isolates presented an intermediate
susceptibility to cefepime, ceftazidime, and imipenem. Intermediate susceptibility was
also observed to gentamicin (7.8% of the isolates) and meropenem (10.52% of the

isolates).

The gene bla-ctx-m v that codifies broad spectrum p-lactamases was the most
prevalent one found in 13 (41.9%) of the 31 isolates submitted to the molecular analysis.
Moreover, bla-ces was the most common among the genes that codify carbapenemases. It
was identified in 4 (12.9%) of the isolates (Table 2). Comparing the presence of the genes
and the number of antibiotics to which the microorganism was resistant, it was observed
that the isolates that presented bla-tem iike genes were statistically resistant to a higher

number of antibiotics (p=0.035) (Table 3).

Furthermore, six samples simultaneously presented more than one of the analyzed
genes, and the gene bla-crtx-m » was present in all of them. Such samples were isolated
from inpatients admitted to the ICU and ward for patients with neurological disorders.
Amongst these samples, 4 (66.6%) were resistant to imipenem and 3 (50%) were resistant

to meropenem (Table 4).
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The strains in which the genes bla-ivp-1 and bla-ces iike Were identified were
resistant to amikacin. The only isolate in which the gene bla-mp-1 was fond presented
resistance to 12 antibiotics. Moreover, the presence of this gene was significantly

associated with resistance to amikacin (p=0.038).

No association was found between the patient's gender or body origin of the
isolates with the presence of the resistance genes. However, the presence of the gene bla-
SHV like Was associated with isolates from patients admitted in the neurology division, in

the Sao Jose ward, and in the ICU (p<0,05) (Table 5).

4. Discussion

The infections caused by P. aeruginosa and the development of resistance are
becoming a worldwide worrisome problem. The results of our investigation show that
most of the patients diagnosed with a nosocomial infection caused by P. aeruginosa were
male (57.89%). This finding differed from another study performed in the state of Pard,
Brazil [21], whose data showed a higher prevalence in female patients (51.9%). The

difference in prevalence might be due to the number of samples collected.

As described in our results, the bloodstream was the most common origin of such
isolates followed by urine and tracheal aspirate, which corroborate with the findings of a
recent Spanish study [6]. The results of the Spanish study also corroborate with our
findings regarding the susceptibility profile once the most effective antibiotics against the
isolates were colistin, amikacin, and piperacillin/tazobactam. Moreover, most of the
isolates presented complete resistance or intermediate susceptibility to imipenem. Our
study also showed that colistin was the most effective antimicrobial agent against P.

aeruginosa, which has also been shown in other Brazilian studies [7,18,19].
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Studies in all around the world have shown an association between P. aeruginosa
infection and patients admitted in the ICU [20,21], differing from or data, which showed
such infections in patients admitted in other unities of the hospital. This difference might
have occurred because we investigated a university hospital, where there is a high flow
of patients, healthcare professionals, students, and professors. The high number of people
in and out of the hospital might lead to the dissemination of multi-resistant

microorganisms.

Not a long time ago, the carbapenems had an excellent clinical performance in the
treatment of P. aeruginosa MDR infections. However, such bacteria developed resistance
mechanisms to carbapenems after being massively exposed to this and other
antimicrobials [22,23]. A study of antimicrobial surveillance [24] reported a resistance
rate to carbapenems that varied from 26.1 to 44.4% in P. aeruginosa isolated from HAIs
of patients from Latin America, Europe, Oriental Mediterranean, Southeast of Asia, and
Occidental Pacific. The data regarding antimicrobial resistance of this surveillance study
are comparable to our results since half of the isolates were resistant to imipenem and

more than a third was resistant to meropenem.

Data of antimicrobial susceptibility to P. aeruginosa presented by the
Antimicrobial Surveillance Program regarding the period from 1997 to 2000 suggested
resistance to Meropenem of only 5.4%. Comparing such rates with it is been currently
presented, it is possible to observe that the P. aeruginosa resistance to carbapenems
increased significantly in the last decades [22]. Resistance rates found in Latin America
are worrisome once it is higher than the one found in North America and Europe. In

Brazil, the resistance rates are even higher than the one observed in Latin America [22].
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A study performed in Iran in 2010 [25] reported the occurrence of the gene bla-
tem In all samples analyzed, which differed from our results that showed that this gene
was found only in one-fifth of the isolates. The gene bla-ctx-m was found in half of the
isolates of our study. We have already found such genes in Klebsiella pneumoniae
isolated from patients with nosocomial infection who were being treated at the same
hospital where we performed the work presented in this manuscript [26]. The resistance
profile we have been finding in the isolates of the same hospital might be due to the use
of different therapeutic protocols adopted by different professionals and regions. Our

results also support that CTX-M as the most prevalent ESBL in Brazil [21].

Regarding the detection of the genes bla-ivp-1 € bla-kec, our data corroborate with
findings of an investigation performed in Sdo Paulo, Brazil [28]. For the detection of gene

bla-ces, our data corroborate with has been found in Iran [16].

Our investigation presents limitations once it was not possible to identify the
CTX-M group and the variants TEM, SHV, and GES carried by each stain. However, the
results obtained with our work might be useful as epidemiological data that stress the
need for future investigations focused on strategies to prevent the dissemination of

resistant microorganisms.

5. Conclusion

The data presented in this manuscript stress the high resistance rate to
antimicrobials such as tigecycline, as well as describes the isolation of strains resistant to
colistin, the drug of choice to treat nosocomial infection caused by P. aeruginosa MDR.
Moreover, our results of the molecular analyses suggest that the CTX-M enzyme is the
main ESBL responsible by the resistance phenotype in the isolates studied. Thus, our data

are an alert to the occurrence of an endemic resistance caused by P. aeruginosa strains.
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Such a resistance profile might be due to the indiscriminate use of antimicrobial drugs, a

problem that only can be controlled with the enhancement of prescription policies.

6. Acknowledgements

We would like to acknowledge the hospital Santa Casa de Misericordia de Sobral

for the partial financial support. We also thank professors Floristher Elaine Carrara and

Suelen Balero de Paula Petroli, who work at the Laboratory of Special Molecular

Microbiology and Antimicrobial Resistance at the State University of Londrina, for

providing technical support and the pre-characterized bacterial strains.

References

1.

Kim, H. J., Kim, H. S, Lee, J. M., Yoon, S. S., & Yong, D. (2016). Rapid detection of
Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii harboring blaVIM-2, blaIMP-
1 and blaOXA-23 genes by using loop-mediated isothermal amplification

methods. Annals of laboratory medicine, 36(1), 15-22.

. Sader, H. S., Huband, M. D., Castanheira, M., & Flamm, R. K. (2017). Pseudomonas

aeruginosa antimicrobial susceptibility results from four years (2012 to 2015) of the
international network for optimal resistance monitoring program in the United
States. Antimicrobial agents and chemotherapy, 61(3).

Riquena, B., & da Silva, L. V. R. F. (2020). Efetividade de um protocolo de tratamento
de erradicacdo em fases de Pseudomonas aeruginosa em criangas com fibrose cistica

no Brasil. Jornal Brasileiro de Pneumologia, 46(4), e20180294-e20180294.

. Subedi, D., Vijay, A. K., & Willcox, M. (2018). Overview of mechanisms of antibiotic

resistance in Pseudomonas aeruginosa: an ocular perspective. Clinical and

Experimental Optometry, 101(2), 162-171

81



. Goli, H. R., Nahaei, M. R., Rezaee, M. A., Hasani, A., Kafil, H. S., Aghazadeh, M., ...
& Khalili, Y. (2018). Role of MexAB-OprM and MexXY-OprM efflux pumps and
class 1 integrons in resistance to antibiotics in burn and Intensive Care Unit isolates of
Pseudomonas aeruginosa. Journal of infection and public health, 11(3), 364-372.

. Arca-Suérez, J., Fraile-Ribot, P., Vazquez-Ucha, J. C., Cabot, G., Martinez-Guitian,
M., Lence, E., ... & Bou, G. (2019). Challenging antimicrobial susceptibility and
evolution of resistance (OXA-681) during treatment of a long-term nosocomial
infection caused by a Pseudomonas aeruginosa ST175 clone. Antimicrobial agents and
chemotherapy, 63(10), e01110-19.

. De Paula, S. B., Cay0, R., Streling, A. P., Nodari, C. S., Matos, A. P., Perugini, M. R.
E., ... & Yamada-Ogatta, S. F. (2017). Detection of blaVIM-7 in an extensively drug-
resistant Pseudomonas aeruginosa isolate belonging to ST1284 in Brazil. Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease, 89(1), 80-82.

. Leylabadlo, H. E., Asgharzadeh, M., & Aghazadeh, M. (2015). Dissemination of
carbapenemases producing Gram negative bacteria in the Middle East. Iranian journal
of microbiology, 7(5), 226.

. Moradali, M. F., Ghods, S., & Rehm, B. H. (2017). Pseudomonas aeruginosa lifestyle:
a paradigm for adaptation, survival, and persistence. Frontiers in cellular and infection
microbiology, 7, 39.

Ellington, M. J., Kistler, J., Livermore, D. M., & Woodford, N. (2007). Multiplex
PCR for rapid detection of genes encoding acquired metallo-B-lactamases. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy, 59(2), 321-322.

Brito, E. H., Brilhante, R. S., Cordeiro, R. A., Sidrim, J. J., Fontenelle, R. O.,

Melo, L. M, ... & Rocha, M. F. (2009). PCR-AGE, automated and manual methods to

82



identify Candida strains from veterinary sources: a comparative approach. Veterinary
microbiology, 139(3-4), 318-322.

12. Monteiro, J., Santos, A. F., Asensi, M. D., Peirano, G., & Gales, A. C. (2009).
First report of KPC-2-producing Klebsiella pneumoniae strains in
Brazil. Antimicrobial agents and chemotherapy, 53(1), 333-334.

13. Campana, E. H., Xavier, D. E., Petrolini, F. V. B., Cordeiro-Moura, J. R., de
Araujo, M. R. E., & Gales, A. C. (2017). Carbapenem-resistant and cephalosporin-
susceptible: a worrisome phenotype among Pseudomonas aeruginosa clinical isolates
in Brazil. The Brazilian Journal of Infectious Diseases, 21(1), 57-62.

14, Nicoletti, A. G., Marcondes, M. F., Martins, W. M., Almeida, L. G., Nicolas, M.
F., Vasconcelos, A. T., & Gales, A. C. (2015). Characterization of BKC-1 class A
carbapenemase from Klebsiella pneumoniae clinical isolates in Brazil. Antimicrobial
agents and chemotherapy, 59(9), 5159-5164.

15. Mathlouthi, N., Al-Bayssari, C., El Salabi, A., Bakour, S., Gwierif, S. B., Zorgani,
A. A., ... & Chouchani, C. (2016). Carbapenemases and extended-spectrum [-
lactamases producing Enterobacteriaceae isolated from Tunisian and Libyan
hospitals. The Journal of Infection in Developing Countries, 10(07), 718-727.

16. Amirkamali, S., Naserpour-Farivar, T., Azarhoosh, K., & Peymani, A. (2017).
Distribution of the bla OXA, bla VEB-1, and bla GES-1 genes and resistance patterns
of ESBL-producing Pseudomonas aeruginosa isolated from hospitals in Tehran and
Qazvin, Iran. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 50(3), 315-320.

17.  Sader, HS, Reis, AO, Silbert, S., & Gales, AC (2005). IMPs, VIMs e SPMs: a
diversidade de metalo - B - lactamases produzidas por Pseudomonas aeruginosa
resistentes a carbapenem em um hospital brasileiro. Clinical Microbiology and

Infection , 11 (1), 73-76.

83



18.  Jacome, P.R.L.D. A, Alves, L. R., Cabral, A. B., Lopes, A. C. S., & Maciel, M.
A. V. (2012). Phenotypic and molecular characterization of antimicrobial resistance
and virulence factors in Pseudomonas aeruginosa clinical isolates from Recife, State
of Pernambuco, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 45(6),
707-712.

19. Dantas, R. C. C., Silva, R. T. E., Ferreira, M. L., Goncalves, I. R., Araujo, B. F.,
Campos, P. A. D., & Ribas, R. M. (2017). Molecular epidemiological survey of
bacteremia by multidrug resistant Pseudomonas aeruginosa: the relevance of intrinsic
resistance mechanisms. PloS one, 12(5), e0176774.

20.  Ferndndez-Barat, L., Ferrer, M., De Rosa, F., Gabarrus, A., Esperatti, M.,
Terraneo, S., ... & Torres, A. (2017). Intensive care unit-acquired pneumonia due to
Pseudomonas aeruginosa with and without multidrug resistance. Journal of
Infection, 74(2), 142-152.

21. Matos, E. C. O. D., Matos, H. J. D., Conceic¢édo, M. L., Rodrigues, Y. C., Carneiro,
I. C. D. R. S, & Lima, K. V. B. (2016). Clinical and microbiological features of
infections caused by Pseudomonas aeruginosa in patients hospitalized in intensive care
units. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, 49(3), 305-311.

22.  Labarca, J. A., Salles, M. J. C., Seas, C., & Guzméan-Blanco, M. (2016).
Carbapenem resistance in Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii in
the nosocomial setting in Latin America. Critical reviews in microbiology, 42(2), 276-
292.

23.  Yang, X, Lai, Y., Li, C, Yang, J., Jia, M., & Sheng, J. (2020). Molecular
epidemiology of Pseudomonas aeruginosa isolated from lower respiratory tract of ICU

patients. Brazilian Journal of Biology, (AHEAD).

84



24. Rosenthal, V. D., Al-Abdely, H. M., El-Kholy, A. A., AlKhawaja, S. A. A,
Leblebicioglu, H., Mehta, Y., .. & Salgado-Yepez, E. (2016). International
Nosocomial Infection Control Consortium report, data summary of 50 countries for
2010-2015: Device-associated module. American journal of infection control, 44(12),
1495-1504.

25. Bokaeian, M., Zahedani, S. S., Bajgiran, M. S., & Moghaddam, A. A. (2015).
Frequency of PER, VEB, SHV, TEM and CTX-M genes in resistant strains of
Pseudomonas aeruginosa producing extended spectrum B-lactamases. Jundishapur
journal of microbiology, 8(1).

26. Rocha, F. R., Fehlberg, L. C. C., Cordeiro-Moura, J. R., Ramos, A. C., Pinto, V.
D. P. T., & Barbosa, F. C. B. (2019). High Frequency of Extended-Spectrum Beta-
Lactamase-Producing Klebsiella pneumoniae Nosocomial Strains Isolated from a
Teaching Hospital in Brazil. Microbial Drug Resistance, 25(6), 909-914.

27.  Rocha, F. R, Pinto, V. P. T., & Barbosa, F. C. B. (2016). The spread of CTX-M-
type extended-spectrum B-lactamases in Brazil: a systematic review. Microbial Drug
Resistance, 22(4), 301-311.

28.  Polotto, M., Casella, T., de Lucca Oliveira, M. G., Rubio, F. G., Nogueira, M. L.,
de Almeida, M. T., & Nogueira, M. C. (2012). Detection of P. aeruginosa harboring
bla CTX-M-2, bla GES-1 and bla GES-5, bla IMP-1 and bla SPM-1 causing infections
in Brazilian tertiary-care hospital. BMC infectious diseases, 12(1), 176.

29.  Sader, H. S., Castanheira, M., Mendes, R. E., Toleman, M., Walsh, T. R., & Jones,
R. N. (2005). Dissemination and diversity of metallo-p-lactamases in Latin America:
report from the SENTRY Antimicrobial Surveillance Program. International journal

of antimicrobial agents, 25(1), 57-61.

85



Table 1. Primers used for amplification of antimicrobial resistance genes.

Gene Sequence (5°-3”)
bla-Tem like F: CCCTTATTCCCTTTYTTGCGG
R: AACCAGCCAGCCWGAAGG
bla-shv like F: ATGCGTTATTAGTTTCGCCTGTGTATTATC
R: TTAGCGTTGCCAGTGAGTCGATC
bla-ctx-m F: ATGTGCAGYACCAGTAA
R: CGCTGCCGGTTTTATCSCCC
bla-imp-1 F: CTACCGCAGCAGAGTCTTTGC
R: GAACAACCAGTTTTTGCCTTACC
bla-npm-1 F: GCGCAACACAGCCTGACTTT
R: CAGCCACCAAAAGCGATGTC
bla-spm-1 F: AAAATCTGGGTACGCAAACG
R: ACATTATCCGCTGGAACAGG
bla-kpc like F: TCGCTAAACTCGAACAGG
R: TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC
bla-ces ike F: AGCAGCTCAGATCGGTGTTG
R: CCGTGCTCAGGATGAGTTG
bla-vim like F: GATGGTGTTTGGTCGCATA

R: CGAATGCGCAGCACCAG

Table 2. Distribution of nosocomial isolates of P. aeruginosa by hospital division, body
origin, gender, and prevalence of the resistance genes.

>

%

Hospital Division
Dom Walfrido

Emergency for adults

Hemodialysis

Hospital do Coragéo

Non-Informed

Neurology

Oncology

S&o Joaquim

S&o José

ICU for adults

Neonatal ICU
Body sites

Tracheal aspirate

Others

~NwwilRrhArPRrNNRE AR

2.6
10.5
2.6
5.3
2.6
10.5
2.6
28.9
7.9
7.9
18.4

13.2
28.9

86



Catheter tips 3 7.9

Bloodstream 10 26.3
Wounds 2 5.3
Anal swabs 2 5.3
Urine 5 13.2
Gender
Female 16 42.1
Male 22 57.9
Genes
SHV 4 12.9
TEM 6 19.4
CTXM % 13 419
IMP 1 1 3.2
KPC 1 3.2
GES 4 12.9
SPM 1 0 0.0
NDM 1 0 0.0
VIM 0 0.0

Data expressed as absolute and relative (%) frequencies.

Table 3. Influence of gene expression in the antimicrobial resistance profile of
nosocomial isolates of P. aeruginosa.

Gene

Absent Present p-Value

SHV 7.11+3.00 6.75%3.20 0.825
TEM 6.52+2.87 90.33+2.42 *0.035
CTXM 1/2 6.89%£3.29 7.31+2.59 0.706
IMP 1 6.90+2.88 12 0.092
KPC 7.00+3.01 9 0.518
GES 7.19+£3.13 6.25%1.71 0.567

*p < 0.05, Student’s t-test (mean £ SD).



Table 4. Relationship of nosocomial isolates of P. aeruginosa with the coexistence of
antimicrobial resistance genes and hospital division.

Sample bla genes detected IMP MER AMI Division
PA 2 CTX-M1/2. SHV. KPC R S Neurology
PA5 CTX-M1/2. SHV. TEM R R S ICU for Adults
PA 8 CTX-M1/2. TEM. GES R S S Neonatal ICU
PA9 CTX-M1/2. TEM. IMP R R R Neonatal ICU
PA 12 CTX-M1/2. GES I I R Neonatal ICU
PA 13 CTX-M1/2. GES S S S Neurology

*IMP: Imipenem; MER: Meropenem; AMI: Amikacin.

Table 5. Influence of hospital division, body sites, and gender in the detection of the
antimicrobial resistance genes bla snv, bla tem, bla ctx-m .

SHV TEM CTXM 1/2
p- p- p-
Absent Present Value Absent Present Value Absent Present Value
HD
DW 0.024 0 0.284 0 0.627
1(3.7%) 0 (0.0%) 1(4.0%) (0.0%) 1(5.6%) (0.0%)
EA 4 3 1 2 2
(14.8%) 0 (0.0%) (12.0%) (16.7%) (11.1%) (15.4%)
HEM 0 0
1(3.7%) 0 (0.0%) 1(4.0%) (0.0%) 1(5.6%) (0.0%)
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HC

NI

NEU

ONC

SJQ

SJ

ICU

N ICU
Body sites

T.

aspirate

Others

Catheter

tips

Bloodstre

am

Wounds

Anal

swab

Urine

Gender

Female

Male

2 (7.4%)

1(3.7%)

2 (7.4%)

1 (3.7%)
7
(25.9%)*

0 (0.0%)

1(3.7%)
7
(25.9%)*

3
(11.1%)
8
(29.6%)
3
(11.1%)
8
(29.6%)

2 (7.4%)

2 (7.4%)

1 (3.7%)

15

(55.6%)

12
(44.4%)

0 (0.0%)

0 (0.0%)
1
(25.0%)*

0 (0.0%)

0 (0.0%)
2
(50.0%)*
1
(25.0%)*

0 (0.0%)
1
(25.0%)
2
(50.0%)
0 (0.0%)
1
(25.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)
0 (0.0%)

4
(100.0%)

0.902

0.101

2 (8.0%)

1 (4.0%)
3
(12.0%)

1 (4.0%)
7
(28.0%)

2 (8.0%)

1 (4.0%)
3
(12.0%)

4
(16.0%)
9
(36.0%)

1 (4.0%)
6
(24.0%)
2 (8.0%)
2 (8.0%)
1 (4.0%)
12
(48.0%)

13
(52.0%)

0
(0.0%)
0
(0.0%)
0
(0.0%)
0
(0.0%)
0
(0.0%)
0
(0.0%)
1
(16.7%)
4
(66.7%)

0
(0.0%)
1
(16.7%)
2
(33.3%)
3
(50.0%)
0
(0.0%)
0
(0.0%)
0
(0.0%)

3
(50.0%)
3
(50.0%)

0.227

0.930

2
(11.1%)

1 (5.6%)

1 (5.6%)

1 (5.6%)
3
(16.7%)
2
(11.1%)

1 (5.6%)
3
(16.7%)

3
(16.7%)
5
(27.8%)
2
(11.1%)
6
(33.3%)
2
(11.1%)

0 (0.0%)
0 (0.0%)
11
(61.1%)

7
(38.9%)

0
(0.0%)
0
(0.0%)
2
(15.4%)
0
(0.0%)
4
(30.8%)
0
(0.0%)
1
(7.7%)
4
(30.8%)

1
(7.7%)
5
(38.5%)
1
(7.7%)
3
(23.1%)
0
(0.0%)
2
(15.4%)
1
(7.7%)

4
(30.8%)
9
(69.2%)

0.349

0.095

*p<0.05, Fisher’s exact test and Pearson’s chi-square test (n, %).
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