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RESUMO

A resisténcia aos antibioticos representa uma preocupacao substancial nos sistemas de satde
em todo o mundo. O principal mecanismo que impulsiona a rapida disseminacdo de cepas
multirresistentes em ambientes hospitalares € a aquisicdo de genes de resisténcia. O objetivo
deste estudo foi analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana e identificar a presenca de
genes de resisténcia em Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes atendidos em um hospital
terciario do estado do Ceard, Brasil. No periodo de abril/2021 a maio/2022 foram coletados 56
especimes desse microrganismo resistentes a carbapenémicos. A identificacdo bacteriana e o
perfil de sensibilidade foram realizados no sistema automatizado VITEK®2 (bioMérieux), a
analise molecular para a deteccao dos genes bla KPC, bla NDM, bla OXA-48 e bla IMP foi
realizada por reagdo em cadeia da polimerase convencional. Entre os pacientes dos quais foram
isolados esses microrganismos, a relacao de género foi proporcional a 50%, as bactérias foram
isoladas principalmente de sangue (42,8%), sendo 44,6% de casos relacionados a InfeccOes
Relacionadas a Assisténcia a Satde (IRAS). Quanto a sensibilidade aos antimicrobianos, todos
foram resistentes as cefalosporinas, ceftazidima e cefepima. Por outro lado, a maioria (96,4%)
foi sensivel a Colistina. Das cepas analisadas, 92,8% eram multidroga resistentes (MDR),
enquanto 3,5% eram extensivamente resistentes (XDR). O gene bla NDM foi 0 mais prevalente,
detectado em 51,8% dos isolados, seguido por bla KPC (17,8%), bla IMP (7,2%) e bla OXA-
48 (5,3%). Alem disso, 8,9% dos isolados apresentaram coexisténcia de bla NDM/KPC e 1,8%
de bla KPC/OXA-48. Com base nos resultados obtdos concluimos que todas as cepas testadas
eram resistentes a algum algum antibiético da classe dos carbapenémicos, principalmente ao
Ertapenem. Dentre os demais antibioticos testados, o mais efetivo foi a Colistina. A maioria das
cepas foi coleada do sangue dos pacientes e o setor de hospitalizacdo com maior nimero de
coletas foi o centro cirurgico. Outro dado alarmante é que, mais da metade dos pacientes
internados foram admitidos devido a infec¢do adquirida na comunidade. Observou-se ainda,
uma alta prevaléncia de genes dos resisténcia estudados, com destaque para o bla NDM e bla
KPC, sendo encontrada uma relacdo significativa entre a presenca do gene do bla NDM e a
resisténcia do microrganismo ao antibiético Imipenem.

Palavras-chave: Carbapenemases; IRAS; Multirresistentes; Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Antibiotic resistance represents a substantial concern in healthcare systems around the world. The
main mechanism that drives the rapid spread of multidrug-resistant strains in hospital
environments is the acquisition of resistance genes. The aim of this study was to analyze the
antimicrobial sensitivity profile and identify the presence of resistance genes in Klebsiella
pneumoniae isolated from patients treated at a tertiary hospital in the state of Ceard, Brazil. From
April/2021 to May/2022, 56 specimens of this carbapenem-resistant microorganism were
collected. Bacterial identification and sensitivity profile were performed on the automated
VITEK®2 system (bioMérieux), molecular analysis of the bla kpc, nom, oxa-4s and e genes was
performed by conventional polymerase chain reaction. Among the patients from whom these
microorganisms were isolated, the gender ratio was proportional to 50%, the bacteria were isolated
mainly from blood (42.8%), with 44.6% of cases related to Healthcare-Associated Infections
(HAIs). Regarding sensitivity to antimicrobials, all were resistant to cephalosporins, ceftazidime
and cefepime. On the other hand, the majority (96.4%) were sensitive to Colistin. Of the strains
analyzed, 92.8% were multidrug resistant (MDR), while 3.5% were extensively resistant (XDR).
The bla nom gene was the most prevalent, detected in 51.8% of isolates, followed by bla kpc
(17.8%), bla wp (7.2%) and bla oxa-4s (5.3%). Furthermore, 8.9% of the isolates showed
coexistence with bla nomikee and 1.8% with bla kpcioxa-as. In this study, all strains tested were
resistant to some antibiotics from the carbapenem class, mainly to Ertapenem. Among the other
antibiotics tested, the most effective was Colistin. Most of the strains were collected from patients'
blood and the hospitalization sector with the highest number of collections was the surgical center.
Another alarming fact is that more than half of hospitalized patients were admitted due to
community-acquired infections. A high prevalence of resistance genes studied was also observed,
with emphasis on bla npm and bla kec, with a significant relationship being found between the
presence of the bla npm gene and the resistance of the microorganism to the antibiotic Imipenem.

Keywords: Carbapenemases; HAIs; Multidrug-resistant; Antimicrobial resistance.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) vem aumentando a cada ano e se tornando um
problema mundial. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a RAM tem como
definicdo a “capacidade de um microrganismo impedir a atuacdo de um antimicrobiano”, 0 que
tem, como consequéncias, tratamentos ineficientes e infecgdes persistentes. O relatdrio mais
recente da Organizacdo Mundial de Satude (OMS) revela um crescente aumento dos elevados
niveis de resisténcia principalmente em bactérias que sdo responsaveis por sepse em ambientes
hospitalares (WHO, 2022).

A resisténcia € um mecanismo de defesa no qual os microrganismos apresentam
meios para impedir a acdo dos antimicrobianos, que tém como meta elimina-los, agindo de tal
forma que o antibidtico perca sua acao bacteriostatica ou bactericida. Como consequéncia, as
bactérias conseguem crescer e multiplicar-se mesmo com concentracGes altas de farmacos
destinados ao seu combate (Pereira et al., 2023).

Entre os mecanismos de resisténcia bacterianos, alguns se destacam, incluindo:
reducdo da permeabilidade da membrana externa bacteriana, perda de porinas, alteracdes nos
sitios de ligacdo dos antibioticos, hiperexpressdo de bombas de efluxo e a producdo de enzimas
betalactamases (Do Prado et al., 2023). O principal mecanismo que impulsiona a rapida
disseminacdo de cepas multirresistentes em ambientes hospitalares € a aquisicdo de genes de
resisténcia e a subsequente producao de enzimas betalactamases (Shen et al., 2023).

Essas enzimas estdo intimamente associadas ao aumento da resisténcia aos
carbapenémicos, uma classe crucial de antibidticos usada em casos de infeccdes graves e
persistentes (Silva et al., 2024). A capacidade das bactérias de adquirir esses genes e sintetizar
betalactamases amplia sua sobrevivéncia em ambientes hospitalares, onde a exposi¢do
frequente aos antibioticos cria uma pressao seletiva, facilitando a rapida disseminacgéo de cepas
resistentes. Isso representa um desafio substancial para o controle de infeccdes hospitalares
(Zhang et al., 2019).

Dentre os patdgenos que causam doencas ligadas a multirresisténcia, a bactéria
Klebsiella pneumoniae Multidroga-resistente (MDR-KP) tem se apresentado com elevada
frequéncia, principalmente em ambiente hospitalar, por causa de sua alta capacidade de adquirir
e transferir genes que possuem informagdes de mecanismos de multirresisténcia (Ruiz et al.,
2018). K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete altamente
virulenta, capaz de causar uma variedade de doencas graves em humanos, incluindo pneumonia,

abscessos hepaticos, infecgdes do trato urinario e septicemia, amplamente ligado a problemas
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de InfeccbGes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e pode se apresentar como um
patdgeno oportunista, pois esta associado a infec¢bes de paciente imunocomprometidos (Baraka
et al, 2023). A resisténcia aos carbapenémicos nestes microrganismos é mediada
principalmente pela presenca das enzimas carbapenemases (Vamsi et al., 2022).

Dentre as carbapenemases, as que vem demonstrando importancia clinica estdo K.
pneumoniae carbapenemase (KPC), metalo-R-lactamases, como a Nova Delhi (NDM),
Imipinemase metalo-3-lactamases (IMP) e as enzimas hidrolisantes de oxacilina-48 (OXA-48)
(Ruiz et al., 2018; Silva et al., 2024). Conhecer as enzimas carbapenemases produzidas pelas
cepas circulantes, bem como o0s genes que conferem tal fenotipo de resisténcia auxilia na
investigacao epidemiologica, sendo crucial para um planejamento estratégico, reduzindo assim
0s surtos de infeccéo por esses microrganismos (Vamsi et al., 2022).

As bactérias multidroga resistentes (MDR) apresentam um potencial risco a ser
combatido, uma vez que as infeccbes causadas por esses microrganismos causam elevada
morbimortalidade e sdo uma grande preocupacdo em todo o mundo. Dessa forma, o estudo dos
mecanismos de resisténcia desses microrganismos ganha relevante importancia, pois servira
como base para a terapéutica, principalmente por se concentrar nas caracteristicas genéticas que
podem variar entre as diferentes regides (Rocha et al., 2019).

Nesse contexto, a pandemia da COVID-19 foi uma ameaga mundial que pressionou
0 aumento da RAM (Resisténcia Antimicrobiana), com relevantes impactos na epidemiologia
de demais doengas infecciosas (Kiffer et al., 2023). No entanto, ainda ha uma escassez de dados
sobre resisténcia antimicrobiana e seus mecanismos associados, relacionados ao intersticio da
pandemia na regido Nordeste do Brasil e, especificamente, no estado do Ceara.

O Hospital Regional Norte (HRN), com mais de 54 mil m2 de area construida, é o
maior hospital do interior da Regido Nordeste, responsavel por atender uma populacao estimada
em 1,6 milhdo de pessoas, oriundas dos 55 municipios integrantes da macrorregido Norte do
Estado do Ceara, prestando atendimento 24h em urgéncia e emergéncia. E referéncia em
pediatria, cirurgias toracicas, cirurgias vasculares e otorrinolaringologia, bem como no setor
terciario (atendendo casos de média e alta complexidade). Tem como missdo prover a
assisténcia, ensino e pesquisa através do cuidado excelente, inovador, integrado a Rede de
Salde do Estado do Ceard (INSTITUTO DE SAUDE E GESTAO HOSPITALAR - ISGH,
2024).

Dados da Comissédo de Controle da Infeccdo Hospitalar (CCIH) do HRN

demonstraram um aumento na prevaléncia de IRAS por Klebsiella sp., que passou de 8,81% no


https://isgh.org.br/hospital-regional-norte
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ano de 2021 para 11,06% em 2022 (ISGH, 2023).

Portanto, este estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade antimicrobiana e
detectar a presenca de genes de resisténcia em cepas de K. pneumoniae isoladas de pacientes
assistidos no HRN, em Sobral-CE.
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2 JUSTIFICATIVA

A execucdo da pesquisa justifica-se pelo fato de que as espécies de Klebsiella
estarem entre os patdégenos mais prevalentes como causa de IRAS no HRN, mas que séo
desconhecidos os pormenores dessas infec¢oes, principalmente no que diz respeito as condigdes
dos pacientes que sdo mais suscetiveis a esses microrganismos, o ambiente clinico onde ha
maior prevaléncia e a variacdo relacionada a resisténcia antimicrobiana.

Além disso, reconhecer padres em infecgdes hospitalares dard um direcionamento
nas decisdes clinicas dos médicos assistentes, antes mesmo da possibilidade de verificagdo por

antibiograma da sensibilidade antimicrobiana.
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3 RELEVANCIA

Considerando que cada unidade hospitalar guarda uma microbiota bacteriana
especifica e que o estudo dos microrganismos em seus aspectos mais pormenorizados contribui
com o reconhecimento situacional no que concerne a resisténcia bacteriana, a observacdo do
namero de infecgbes por esses microrganismos desperta o interesse de realizar o estudo da
resisténcia aos antimicrobianos e da diversidade gendmica associada a esses fatores de
resisténcia como um modo de fornecer subsidios para escolha de terapéutica adequada aos
pacientes, contribuindo assim, para o uso racional dos antimicrobianos e um melhor prognostico
(Marques et al., 2023).

E importante salientar que quando tratamos de infeccdes bacterianas o tempo é um
fator crucial no tratamento. Logo, conhecer a epidemiologia hospitalar nesse ambito auxiliara
na escolha de antibidticos na terapia empirica.

Dessa forma, a investigagdo do perfil de sensibilidade antimicrobiana e dos genes
associados a resisténcia antimicrobiana de isolados nosocomiais de K. pneumoniae no HRN se
caracterizada pela relevancia existente no dominio dessas informacoes, ja que elas poderdo ser
Uteis para o controle da disseminacao desses patdgenos no hospital pesquisado, o que trard uma
implicancia direta nos eixos de Seguranca do Paciente e melhora na qualidade da assisténcia
prestada.
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4 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Avaliar a sensibilidade antimicrobiana e detectar a presenca de genes de resisténcia

em cepas de K. pneumoniae isoladas de pacientes assistidos no HRN, em Sobral-CE.

Objetivos Especificos

" Caracterizar a ocorréncia de infeccOes causadas por K. pneumoniae em pacientes
atendidos no Hospital Regional Norte (HRN) e correlacionar com o género do paciente,
sitio de coleta, setor de hospitalizacdo e desfecho clinico;

" Analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de cepas de K. pneumoniae isoladas
de pacientes com infeccOes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) e infec¢des
adquiridas na comunidade assistidos no HRN;

. Investigar a presenca dos genes bla krc, bla nowm, bla ive e bla oxa-s nas cepas de K.
pneumoniae isoladas de pacientes com infeccdes em assisténcia no HRN;

. Correlacionar a presenca dos genes de resisténcia citados com a resisténcia a

carbapenémicos.
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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um problema global crescente. Um dos principais mecanismos de resisténcia
¢ a capacidade dos microbios de desativar medicamentos antimicrobianos através da produgdo de enzimas [-
lactamases de espectro expandido (ESBL), como as carbapenemases. Dentre os patdgenos associados a
multirresisténcia, a Klebsiella pneumoniae apresenta alta frequéncia, principalmente em ambientes hospitalares.
Este estudo apresenta uma revisdo narrativa da literatura das bases de dados cientificas da National Library of
Medicine (PubMed) e da Cochrane Library sobre a ocorréncia de infec¢des por K. pneumoniae resistentes a
carbapenem (CRKP) em pacientes hospitalizados, identificando estudos atuais que podem contribuir para
compreender a propagacdo de bactérias resistentes. A revisdo foi realizada em setembro de 2023 com o objetivo
de resumir as evidéncias. Foram aplicados critérios de inclusdo e exclusdo, e foram incluidos 20 artigos,
abrangendo os continentes da América, Africa, Asia e Europa, para selecionar os estudos mais recentes sobre a
CRKP. Nos estudos analisados, os isolados nosocomiais originaram-se predominantemente de amostras de escarro,
seguido de urina e sangue. A analise molecular revelou que a maioria dos microrganismos que exibem resisténcia
aos carbapenémicos abrigava os genes blaKPC, blaNDM e blaOXA-48. No entanto, existe uma variacdo
epidemioldgica entre os continentes, sublinhando a necessidade de mais conhecimento sobre a diversidade genética
e a implementagdo de programas de cultura de vigilancia ativa para facilitar uma agdo imediata com terapia
apropriada e risco minimo para o paciente. Estas descobertas indicam a necessidade de maior vigilancia por parte
dos comités de controlo de infeccdes hospitalares para prevenir a potencial propagacdo e surtos de bactérias
portadoras de genes de resisténcia aos carbapenem.

Palavras-chave: Genes de resisténcia a antibidticos; infeccbes nosocomiais; resisténcia aos carbapenémicos;
bactérias multirresistentes.
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) is an escalating global issue. One of the primary resistance mechanisms is the
ability of microbes to deactivate antimicrobial drugs through the production of expanded-spectrum B-lactamases
enzymes (ESBL), such as carbapenemases. Among the pathogens associated with multidrug resistance, Klebsiella
pneumoniae has a high frequency, particularly in hospital settings. This study presents a narrative review of the
literature from the scientific databases of the National Library of Medicine (PubMed) and the Cochrane Library
on the occurrence of carbapenem-resistant K. pneumoniae (CRKP) infections in hospitalized patients, identifying
current studies that may contribute to understand the spread of resistant bacteria. The review was conducted in
September 2023 with the aim of summarizing evidence. Inclusion and exclusion criteria were applied, and 20
articles were included, covering the continents of the America, Africa, Asia, and Europe, to select the most recent
studies about CRKP. In the studies analyzed, nosocomial isolates predominantly originated from sputum samples,
followed by urine and blood. Molecular analysis revealed that most microorganisms exhibiting resistance to
carbapenems harbored the blakPC, blaNDM, and blaOXA-48 genes. However, there is epidemiological variation
among continents, underscoring the need for more knowledge about genetic diversity and the implementation of
active surveillance culture programs to facilitate prompt action with appropriate therapy and minimal patient risk.
These findings indicate a necessity for heightened vigilance by hospital infection control committees to prevent
potential spread and outbreaks of bacteria carrying carbapenem resistance genes.

Keywords: Keywords: Antibiotic resistance genes; nosocomial infections; carbapenem resistance;
multidrugresistant bacteria.

1 INTRODUCTION

Antimicrobial resistance (AMR) is experiencing a continuous escalation and has
emerged as a paramount global public health concern. According to the World Health
Organization [1], AMR engenders inefficacious treatments and persistent infections. The latest
WHO report reveals a significant increase in high resistance levels, particularly among bacteria
accountable for sepsis within hospital environments.

Resistance acts as a defense mechanism whereby microorganisms thwart the action
of antimicrobials, making antibiotics ineffective in their bacteriostatic or bactericidal effects.
Consequently, bacteria proliferate despite high concentrations of drugs designed to combat
them [2]. Prominent mechanisms contributing to antimicrobial resistance include the
production of enzyme inactivators, alteration of antibiotic target sites, generation of efflux
pumps, and modification of the permeability of bacterial cell outer membranes [3].

One of the main mechanisms of resistance is the ability of several strains to
inactivate antimicrobial drugs through the production of expanded-spectrum p-lactamases
enzymes (ESBL). Among them, carbapenemases are particularly notable [4]. KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) is a serine beta- lactamase. It can hydrolyze most beta-lactams,

especially carbapenems [5]. They are the most found enzymes, especially in enterobacteria,
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becoming one of the most important carbapenemases since its discovery in the United States in
1996 [6].

It is responsible for the production of carbapenemases that belong to Ambler's class
A serine B-lactamase K, such as: Pneumoniae carbapanemase (KPC), class B metallo-B-
lactamase (MBL) of the IMP, VIM or NDM family and beta-lactamase, which holds similarities
with OXA-48 belonging to class D [7,8].

Carbapenem antibiotics possess a broad spectrum against both Gram-positive and
Gram- negative bacteria, enabling resistance against degradation by most B-lactamases.
Consequently, they are deemed the last option in the therapy of severe and potentially fatal
infections, operating through the inhibition of cell wall synthesis and inactivation of proteins
crucial for cell wall formation [9].

This pathogen is implicated in various infections such as pneumonia, bloodstream
infections, urinary tract infections, and surgical wound infections, often culminating in
generalized, frequently fatal, infections [12]. Resistance of K. pneumoniae to carbapenems in
hospital settings is on the rise, particularly in intensive care units (ICUs), posing a significant
public health challenge [13].

Given the multitude of factors contributing to resistance, the efficacy of specific
potent drugs diminishes against multidrug-resistant microorganisms. Understanding the
biochemical and genetic mechanisms related antimicrobial resistance is imperative given the
substantial increase in mutations [14].

This study presents a narrative review of the literature on the occurrence of
carbapenem- resistant K. pneumoniae (CRKP) infections in hospitalized patients, aiming to
identify recent studies that could enhance comprehension of the pathogenesis of multidrug-

resistant (MDR) bacteria and mitigate their dissemination.

2 METHODOLOGY

The review was conducted in the September 2023 with the aim of summarizing the
most recent evidence on CRKP context. The search was performed on the MEDLINE (PubMed)
and Cochrane Library databases using the following keywords: Klebsiella pneumoniae,
carbapenem resistance, and antimicrobial resistance. The operators AND and OR were utilized
within the keywords to enhance search performance. Articles published between 2020 and 2023
(the last four years) in either English or Portuguese were selected for analysis. Literature
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reviews and other studies that did not meet the specified criteria were excluded, as work that

did not describe the analysis of carbapenemases resistance genes in K. pneumoniae.

3 RESULTS

3.1 Selected Articles

In total, 100 records were initially selected following the inclusion and exclusion
criteria. After removing duplication and excluding articles that did not fit the proposed theme,

there were 20articles remaining for qualitative analysis (Fig. 1).

3.2 Findings from the Review

The selected studies were published in the period from 2020 to 2023 and analyzed
nosocomial infections by CRKP. The studies spanned the continents of the Americas, Africa,
Asia, and Europe. Next, an overview of the main findings of the studies listed for this review

will be presented, divided according to their continents of origin.

Studies removed

Studies identified .
before screening

from databases ) (duplicates)
n=100 i
Stufiies screened Studies excluded (did not
(reading of abstracts) | === | present CRKP context)
n=70 n=50

i

Studies included in the
review
(n=20)

Fig. 1. Flowchart of the methodological steps for the selection of articles
Source: Authors (2023)
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3.2.1 Asia

Chen et al., [15] in China, documented isolates from different hospital sectors
spanning 2017 to 2019, with a prevalence of samples originating from ICUs, primarily sputum
samples. The investigation into CRKP revealed the presence of blaNDM-1 in 78.26% of the
strains and blaNDM-5 in 17.39%. Ceftazidime (CZA) resistance was observed in 19.01% of
cases, attributed to increased antimicrobial hydrolysis and reduced action of OmpK35.

In Iran, Zahedi et al., [16] investigated resistance to colistin in strains originating
mainly from the trachea. In this case, the isolates showed molecular characteristics of K.
pneumoniae and the genes identified in these strains were blaKPC (58.6%), followed by
blaIMP, blaVIM, and blaOXA-48, with 29.0%, 14.2% and 7.4%, respectively. Furthermore,
92.6% of the strains also showed resistance to colistin, which makes the situation even more
worrying, since polymyxin antibiotics are used as a last resort for the treatment of infections
caused by bacteria with resistance to carbapenems, showing that resistance is growing
worldwide alarmingly.

In the same period, Taha et al.,, [17] investigated patients with nosocomial
infections at King Abdulaziz Medical City, and King Abdulaziz University Hospital in Saudi
Arabia. The microorganisms responsible for these infections were isolated mainly from urine
samples positive for K. pneumoniae, with higher frequency of the blaOXA-48 gene (79%)
than the blaNDM gene (11.7%). The results demonstrated a large increase in carbapenem-
resistant Enterobacterales from 2017 to 2019 in Saudi Arabia and the predominance of the
blaOXA-48 gene in this region. All strains tested showed resistance to most of the antibiotics
tested, exceptfor tigecycline and colistin.

Shen et al. [18] made a comparison between two populations in Zunyi, China,
between 2018 and 2020 to determine the difference in the prevalence of carbapenemase-
producing genes between children and adults. They reported prevalence of the genotypic profile
blaNDM (72.3%), followed by blaKPC (24.5%) and blaVIM (3.02%) among the
microorganisms. In isolates positive for blaNDM, 92.6% were from children and 7.4% from
adults. Moreover, 74.3% of isolates demonstrated an MDR phenotype, and 25.7% pan-resistant
or extensively resistant.

In another recent studies carried out in China and Iran, differences in genetic
prevalence in relation to the expression of carbapenemases were observed. In China, Wang et

al., [19] demonstrated that K. pneumoniae was the predominant microorganism, representing
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around 64.6% of isolates from nosocomial infections, with sputum as the main source, and the
most found gene in these bacteria was blaKPC-2 (61.49%).

In Iran, Soltani et al., [20] analyzed CRKP isolated from several clinical samples,
mainly urine, and detected a predominance of the blaOXA-48 genes (78.7%), followed by
blaNDM (19.6%) and blaKPC (14.7%). Ghotaslou et al., [21] also conducted a survey in Iran
observing several strains of CRKP isolated from urine, also detected a higher occurrence of
blaOXA-48 genes (76%), followed by blaNDM (50%), blaIMP (22%), blaVIM (10 %) and
blaKPC (2%). Based on these studies, the concern with resistance developed in the hospital
environment was highlighted and the need to implement preventive and educational measures
among professionals was emphasized, aiming to avoid hospital infections.

In Pakistan, Gondal et al., [22] analyzed bacteria isolated from various biological
samples between 2019 and 2022, most of which came from surgical wounds. The authors
reported that 42.1% of them showed resistance to carbapenems, significantly related to strains
of K. pneumoniae, and the genes in order of prevalence were: blaNDM (41.1%), blaOXA-48
(32.6%), blaKPC (5.5%) and blaIMP (2.7%). Some strains harbored more than one of these
genes, with the presence of blaNDM/OXA-48 (11.4%), bla OXA-48/VIM (3.1%), and bla
VIM/IMP (0.3%) and bla OXA-48/IMP (0.1%).

3.2.2 Europe

In Europe, research from three regions on the genetic diversity of CRKP was
selected. In southern Europe, two studies stood out. Afolayan et al., [23] revealed
predominance of blaKPC (60%), blaVIM (27%), blaNDM (9.7%) and blaOXA-48 (2.92%) in
Greece in the period from 2019 to 2023. In turn, Bovo et al. [24], in Italy, investigated the
impact of the COVID-19 pandemic between 2019 and 2021, observing a greater occurrence of
antimicrobial resistance due to the widespread increase in blaKPC (75.4%), producers of
blaOXA-48 (8.3%), blaVIM (6.7%), blakKPC and blaOXA-48 together (5.4%), and blaNDM
(4.2%). In this study, all specimens that contained blakKPC and blaOXA-48 simultaneously
were resistant to ceftazidime/avibactam, meropenem/vaborbactam, imipenem/relebactam and
cefiderocol.

These authors point out that this resistance may have been linked to the presence of
the gene blaOXA-48 which induces non-sensitivity to beta- lactamase inhibitors, such as

vaborbactam and relebactam, while resistance to ceftazidime/avibactam is linked to mutations
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in the gene blaKPC3, causing changes in its structure making the action of antimicrobials
difficult.

In Central Europe, Nordmann et al., [25] evaluated strains producing
carbapenemases and sensitive to ceftazidime/avibactam, meropenem/vaborbactam and
imipenem/relebactam in isolates collected in Switzerland between 2018 and 2020. They found
that 40.3% of specimens were from K. pneumoniae and 35.3% E. coli. Regarding the presence
of the genes blakpc (32%), blaoxa-4s (32%) and blanpm (24%), identified in K. pneumoniae,
they observed that meropenem/vaborbactam were more effective against enterobacteria that
produce carbapenemases.

In Eastern Europe, from 2017 to 2019, Fischer et al,. [26] detected a higher
prevalence of resistant microorganisms in urine samples from ICUs patients in Romania. In 47
K. pneumoniae isolates analyzed, the frequency of blapxa.4s and blaxpc genes were 15% and
18%, respectively.

Sarowska et al., [27] carried out microbiological identification of samples from
blood in a hospital in Poland in 2020, identifying 4.4% of the microorganisms as K.
pneumoniae. Of these, 50% were resistant to carbapenems, with 82.1% harboring blanpwm,
14.3% producing blayv and one isolate with blaypw together with blapxa4s. The tests
demonstrated that in Poland, resistance to carbapenems has been increasing, indicating the

importance of testing hospitalized patients to prevent or control possible outbreaks.

3.2.3 Africa

In Northern Africa two studies in Egypt were analyzed. The first was Baraka et
al., [28], who in 2019 carried out molecular detection mainly from sputum and found
specimens with at least two carbapenem resistance genes. All tested isolates contained the
blaoxa genes, with presence of blayim (93%), blanowm (85.5%) and blayve (63%) and, to a lesser
extent, blakpcgene (17%).

The other study, carried out by El-kady et al., [29] in the period from 2020 to
2021, investigated strains of K. pneumoniae from cancer patients, also in Egypt, and detected
the genes blakpc (42.6%), blapxa-as (23.4%), blaoxa-as/nom (10.6%) and blaje (2.1%). These
strains were mostly isolated from blood samples. The minimum inhibitory concentration of
ceftazidime (CZA) demonstrated that 25.5% of the species analyzed were resistant to this
antibiotic, a fact the authors attributed to mutations in the gene blakec, along with

overexpression and modification of outer membrane proteins.
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According to the study, a high level of resistance to CZA was seen in both studies,
which can be attributed to the incorrect empirical use of antibiotics, together with the lack of
molecular analyses of the isolates.

In West Africa, in seven tertiary hospitals in Nigeria between 2018 and 2019,
Odewale et al., [30] found K. pneumoniae (30.5%) in most urine samples. The carbapenem
resistance gene with greatest prevalence in these specimens was blayy (43.0%), followed by
blaoxa-as (28.95%), blajue (22.7%), blanpm (17.25%) and blakpc (13.3%). The resistance found
in these nosocomial samples may have been related to inefficient practices in controlling

hospital infections.

3.2.4 Americas

In South America, specifically in Brazil, Flores et al., [31] reported that 16% of
strains isolated from rectal swabs from ICUs patients in Rio de Janeiro, from 2016 to 2017,
were phenotypically identified as carbapenemase producers. Of these,11% had blaNDM gene,
among these, 27% revealed co-occurrence with blakPC, blaOXA-48, and blaVIM, 46% with
blakPC and blaVIM, and 18% with blaVIM.

In other study, Vivas et al., [32] analyzed K. pneumoniae in public hospitals in
Sergipe, Brazil,finding presence of the genes blaNDM (74%), blakPC (8%), in addition to
blaNDM and blaKPC together (1.2%). Combined drug therapy of two or three treatment
options was tested, with the combinations of polymyxin B with amikacin and polymyxin B with
meropenem, presenting the most satisfactory responses for the isolates tested. For those authors,
in clinical practice, empirical antimicrobial treatment should be considered, since delaying
therapy can lead to unfavorable clinical outcomes in patients with compromised immunity.

Kiffer et al., [33] analyzed the impact of COVID-19 on carbapenemases genes in
Brazil, in the period from 2015 to 2022, finding an increase in the frequency of blaNDM from
4.1% in 2015 to 39.4% in 2022, and a decrease of blakKPC from 74.5% to 55.1% in the same
period. According tothe authors, the decrease in the KPC enzyme may be related to the use in
hospitals of faster resistance detection techniques, thus speeding up diagnosis and treatment.
Thus, the epidemiology of these enzymes may also be changing in Brazil.

Estabrook et al., [34] described the frequency of enterobacteria non-sensitive to
meropenem in a surveillance study between 2018 and 2019 in North America, Asia, and the
Pacific. Most isolates were K. pneumoniae (71.5%). There was variation by region in relation

to carbapenemases, with metalobetalactamases dominant in Africa, the Middle East (49%), and
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Asia/Pacific (59.4%). The gene blaOXA-48 was predominant in Europe (30%), while in Latin
America, blakKPC was most present, with 51.9%. Meanwhile, in North America the presence
of this gene was 53.6%.

3.3 Qualitative Analysis of Studies

Table 1 presents the studies analyzed in this review, as well as some of the
demographic profile of the research participants. Overall, there was a predominance of males
(72.73%), with the vast majority experiencing CRKP infections associated with respiratory
issues or compromised patient immunity. Among female patients (27.27%), urinary infections
were the primary concern.

Most patients, with an average age exceeding 50 years, were immunocompromised
and admitted to ICUs. These characteristics pose as risk factors for infections caused by MDR
pathogens.

The resistance genes diversity, as indicated in Table 2, illustrates the variations that
can arise across different regions of the globe. Most publications concerning carbapenem
resistance originate from various regions of Asia, including East, South, and the Middle East
Asia. Such diversity may stem from factors such as environmental conditions, duration of
hospitalization, medications administered, and protocols followed by healthcare professionals
within the hospital setting.

In the articles analyzed, the isolates came from various types of biological samples
from hospitalized patients, with predominance of sputum, followed by urine and blood. The
Fig. 2 displays information about the main collection sites of CRKP isolates. It is important to
highlight that this microorganism can be found in various sites of the human microbiota, and
can cause various damages to the human body, resulting in pneumonia, urinary tract infections,
bloodstream infections and meningitis [35].

Molecular analyses of the selected articles revealed that the most prevalent
carbapenem resistance genes were bla KPC, bla NDM and bla OXA-48, as demonstrated in
Fig. 3. It was noted that in East Asia, studies carried out in a different time frame demonstrated
a gene change from blaNDM to blaKPC.
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Table 1. Demographic profile of participants in each study analyzed in this review

Author (Year) Gender (%) Average Age (Years old)
1 Flores et al. (2020) [31] n/d* n/d
2 Vivas et al. (2020) [32] n/d n/d
3 Chen et al. (2022) [19] M-84/F-37** 72.54
4 Fischer et al. (2022) [26] M-30/F-18 58.50
5 El-Kady et al. (2022) [29] M-46/F-88 45.56
6 Soltani et al. (2022) [20] M-28/F-33 56.70
7 Sarowska et al. (2022) [27] n/d n/d
8 Odewale et al. (2023) [30] M- 59 /F-69 n/d
9 Shen et al. (2023) [18] M-57/F-37 n/d
10  Zahediet al. (2023) [16] M-94/F-68 67.25
11 Baraka et al. (2023 [28] n/d n/d
12 Estabrook et al. (2023 [34] n/d n/d
13 Ghotaslou et al. (2023) [21] M-30/F-20 58.00
14 Gondal et al. (2023) [22] M-1288/882 n/d
15 Nordmann et al. (2023) [25] n/d n/d
16 Tahaetal. (2023) [17] M-109/F-71 62.80
17 Wang et al. (2023) [19] n/d n/d
18 Kiffer et al. (2023) [33] n/d n/d
19  Afolayan et al. (2023) [23] M-129/F-82 50.00
20  Bovoetal. (2023) [24] n/d n/d

*n/d: No data; ** M: Male; F: Female.
Source: Authors (2023).

In the East Asia, there was a change from blaNDM to blaOXA-48. However, in
South Asia, studies have demonstrated continued prevalence of blaNDM. In Mediterranean
Europe, studies have shown that the blakKPC gene remains predominant, while in Western
Europe there have been changes from blaOXA-48 to blaNDM, with prevalence of blakPC and
blaOXA-48 over bla NDM.

South Asia, studies have demonstrated continued prevalence of blaNDM. In
Mediterranean Europe, studies have shown that the blakKPC gene remains predominant, while
in Western Europe there have been changes from blaOXA-48 to blaNDM, with prevalence of
blakPC and blaOXA-48 over bla NDM.
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Table 2. Characterization of the studies on nosocomial CRKP infections included in this review

Author (year) Country: Population Number of Resistance
Region CRKP- Genes (bla)
infected
patients
1 Flores et al. (2020) [31] Brazil: Riode 4,463 103 NDM, KPC,
Janeiro OXA-48, VIM
2 Vivas et al. (2020) [32] Brazil: Sergipe 147 83 NDM-1, KPC
3 Chen et al. (2022) [15] China 121 23 NDM-1, NDM-5
4 Fischer et al. (2022) [26] Romania: Clyj 75 27 OXA-48, KPC
Napoca
5 El-Kady et al. (2022) [29] Egypt: 350 134 KPC, OXA-48,
Mansoura NDM, IMP
6 Soltani et al. (2022) [20] Iran: Tabriz 468 61 OXA 48, KPC,
NDM
7 Sarowska et al. (2022) [27]  Poland: 115 58 NDM, VIM,
Wrocyaw OXA-48
8 Odewale et al. (2023) [30] Nigeria 420 128 VIM, OXA, IMP,
NDM, KPC,
CMY, FOX
9 Shen et al.; 2023 [18] China: Zunyi 94 94 NDM, KPC, VIM
10  Zahedi et al. (2023) [16] Iran 162 162 KPC, IMP, VIM,
OXA-48
11 Baraka et al. (2023) [28] Egypt: EI- 100 80 OXA, VIM,
Behira NDM, IPM
12 Estabrook et al. (2023) [34]  North 2,228 1.592 KPC, OXA-48,
Americal Asia/ NDM
Pacific
13 Ghotaslou et al. (2023) [21]  Iran: Tabriz 87 50 OXA-48, NDM,
IMP, VIM, KPC
14 Gondal et al. (2023) [22] Pakistan: 789 283 NDM, OXA-48,
Lahore KPC, VIM, IMP
15 Nordmann et al. (2023) [25] Switzerland 150 61 KPC, OXA-48,
NDM
16 Tahaetal. (2023) [17] Saudi Arabia: 187 180 OXA-48, NDM
Jeddah
17  Wang et al. (2023) [19] China: 161 104 KPC-2
Shanghai
18 Kiffer et al. (2023) [33] Brazil 169,320 41,301 KPC, NDM
19  Afolayan et al. (2023) [23] Greece: 392 205 KPC, VIM
Athens
20  Bovo etal. (2023) [24] Italy: Bologna 56,091 957 KPC, OXA-48

Source: Authors (2023)

In the East Asia, there was a change from blanpwm to blaoxa-4s. However, in South

Asia, studies have demonstrated continued prevalence of blanpm. In Mediterranean Europe,

studies have shown that the blakpc gene remains predominant, while in Western Europe there

have been changes from blaOXA-48 to blanom, with prevalence of blakpc and blaoxa-ss over

bIaNDM.
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Fig. 2. Main collection sites of CRKP isolates in the revised studies.
Source: Authors (2023)

In Northern Africa there has been an increase in blakec While in West Africa blaviv
is most prevalent. In the Americas, large increases have been reported in blanom, especially in
Brazil, where Kiffer et al,. [33] reported an increase of 39.1% in a period of five years and
found decrease in blakec 0f 19.4%. Carbapenem resistance among K. pneumoniae in recent
years has occurred due to transmissiblecarbapenemase genes such as blakec and blanom, Which

have beendetected with large increases, suggesting a worldwide trend.
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Fig. 3. Prevalence relative of carbapenem resistance genes in K. pneumoniae described in the

revised studies (1-20, according to Table 2)
Source: Authors (2023)
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According to Nordmann et al., [25], the producers of NDM carry other types of
resistance, such as ESBLs (mainly CTX-M 15) and othercarbapenemases (OXA-48, VIM and
KPC), which gives these strains their multi-resistance characteristics. The distribution of key
resistance genes worldwide, as reported in revisedstudies from 2020 to 2023, is visualized
in Fig. 4.
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Fig. 4. Global dissemination patterns of primary carbapenem resistance genes in K.
pneumoniae: insights from revised studies (2020-2023)
Source: Authors (2023)

4 CONCLUSION

The findings summarized here indicate an epidemiological variation of the hospital
infections caused by K. pneumoniae among the continents, represented both by regional
characteristics and by changes that have occurred in the same location. The differenceamong
the types of resistance genes spread across the globe was also noticed. This emphasizes the
imperative of garnering deeper insights into the spectrum of carbapenem resistance genes
prevalent in each region and implementing structured surveillance programs for ongoing
monitoring.

Such measures will facilitate prompt interventions, ensuring the administration of

appropriate therapies and mitigating further risks to the health of immunocompromised patients
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grappling with infections. Enhanced vigilance andinfection control protocols within hospital
settingsare indispensable to curb the dissemination of infections, particularly amidst bustling

environments, thereby averting outbreaks ofmultidrug-resistant microorganisms.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana e identificar a
presenca de genes de resisténcia em Klebsiella pneumoniae isoladas de pacientes atendidos em
um hospital terciario do estado do Ceard, Brasil. No periodo de abril/2021 a maio/2022 foram
coletados 56 espécimes desse microrganismo resistentes a carbapenémicos. A identificacdo
bacteriana e o perfil de sensibilidade foram realizados no sistema automatizado VITEK®2
(bioMérieux), a analise molecular para a deteccdo dos genes bla kpc, bla nowm, bla oxa-4s € bla
mp foi realizada por reagdo em cadeia da polimerase convencional. Entre os pacientes dos quais
foram isolados esses microrganismos, a relacdo de género foi proporcional a 50%, as bactérias
foram isoladas principalmente de sangue (42,8%), sendo 44,6% de casos relacionados a
Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS). Quanto a sensibilidade aos
antimicrobianos, todos foram resistentes as cefalosporinas, ceftazidima e cefepima. Por outro
lado, a maioria (96,4%) foi sensivel a colistina. Das cepas analisadas, 92,8% eram multidroga
resistentes (MDR), enquanto 3,5% eram extensivamente resistentes (XDR). O gene bla npwm foi
0 mais prevalente, detectado em 51,8% dos isolados, seguido por bla kec (17,8%), bla mp
(7,2%) e bla oxa-as (5,3%). Além disso, 8,9% dos isolados apresentaram coexisténcia de bla
nom/kee € 1,8% de bla kpcioxa-4s. Com base nos resultados obtidos concluimos que todas as
cepas testadas eram resistentes a algum algum antibidtico da classe dos carbapenémicos,
principalmente ao Ertapenem. Dentre os demais antibidticos testados, o mais efetivo foi a
Colistina. A maioria das cepas foi coletada do sangue dos pacientes e o setor de hospitalizacdo
com maior numero de coletas foi o centro cirdrgico. Outro dado alarmante é que, mais da
metade dos pacientes internados foram admitidos devido a infec¢do adquirida na comunidade.
Observou-se ainda, uma alta prevaléncia de genes dos resisténcia estudados, com destaque para
0 bla npwm € bla kpc, sendo encontrada uma relacéo significativa entre a presenga do gene do bla
nDm € a resisténcia do microrganismo ao antibiotico Imipenem.

Palavras-chave: Carbapenemases; IRAS, Multirresistentes; Resisténcia antimicrobiana.
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1. Introducéo

A resisténcia a antibioticos € uma preocupacao significativa nos sistemas de saude
globais. O Relatorio de resisténcia antimicrobiana da Organizacdo Mundial de Saude (WHO
, 2022) destacou essa situagdo como um problema de salde publica, responsavel por
aproximadamente 4,95 milhdes de mortes, sendo 1,27 milhdo diretamente causadas pela
resisténcia bacteriana aos antibioticos (Ranjbar et al., 2024; Algammal et al., 2023).

Entre os mecanismos de resisténcia bacterianos alguns se destacam, incluindo
reducdo da permeabilidade da membrana externa bacteriana, perda de porinas, alteracdes nos
sitios de ligacao dos antibioticos, hiperexpressao de bombas de efluxo e a producédo de enzimas
betalactamases (Do Prado et al.,2023). O principal mecanismo que impulsiona a rapida
disseminacdo de cepas multirresistentes em ambientes hospitalares é a aquisicdo de genes de
resisténcia e a subsequente producdo de enzimas B-lactamases (Shen et al., 2023).

Essas enzimas estdo intimamente associadas ao aumento da resisténcia aos
carbapenémicos, uma classe crucial de antibidticos usada em casos de infeccbes graves e
persistentes. (Silva et al., 2024). A capacidade das bactérias de adquirir esses genes e sintetizar
betalactamases amplia sua sobrevivéncia em ambientes hospitalares, onde a exposicao
frequente aos antibioticos cria uma pressdo seletiva, facilitando a rapida disseminacao de cepas
resistentes. Isso representa um desafio substancial para o controle de infec¢des hospitalares
(Zhang et al., 2019).

Atualmente, a bactéria Klebsiella pneumoniae Multidroga-resistente (MDR-KP) ¢é
considerada um dos microrganismos mais associados a infec¢fes nosocomiais, principalmente
em pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) (Ribeiro; Nascimento, 2023).
K. pneumoniae é uma bactéria Gram-negativa em forma de bastonete altamente virulenta, capaz
de causar uma variedade de doencas graves em humanos, incluindo pneumonia, abscessos
hepaticos, infecgdes do trato urinario e septicemia, representando um risco significativo a saude
(Baraka et al., 2023). A resisténcia aos carbapenémicos nestes microrganismos € mediada
principalmente pela presenca das enzimas carbapenemases (Vamsi et al., 2022).

Dentre as carbapenemases, as que vem demonstrando importancia clinica estéo K.
pneumoniae carbapenemase (KPC), metalo-B-lactamases, como a Nova Delhi (NDM),
Imipinemase metalo-p-lactamases (IMP) e as enzimas hidrolisantes de oxacilina-48 (OXA-48)
(Ruiz et al., 2018; Silva et al., 2024). Conhecer as enzimas carbapenemases produzidas pelas

cepas circulantes, bem como a deteccdo dos genes que conferem tal fendtipo de resisténcia
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auxilia na investigacdo epidemioldgica, sendo crucial para um planejamento estratégico,
reduzindo assim os surtos dessa infeccdo (Vamsi et al., 2022).

Nesse contexto, a pandemia da COVID-19 foi uma ameaga mundial que pressionou
0 aumento da RAM (Resisténcia Antimicrobiana), com relevantes impactos na epidemiologia
de demais doencas infecciosas (Kiffer et al., 2023). No entanto, ainda ha uma escassez de dados
sobre resisténcia antimicrobiana e seus mecanismos associados, relacionados ao intersticio da
pandemia na regido Nordeste do Brasil e, especificamente, no estado do Ceara.

Portanto, este estudo teve como objetivo analisar o perfil de sensibilidade
antimicrobiana e detectar os genes de resisténcia bla kpc, bla npm, bla mp € bla oxa-4s €M cepas
de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos isoladas de pacientes assistidos em um hospital
terciario da Regido Norte do Ceara entre 2021 e 2022, periodo no qual ainda se considerava

pandémico para a Covid-19.

2. Material e Métodos
2.1 Aspectos éticos

As amostras utilizadas neste estudo estavam previamente armazenadas no
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina (FAMED) da Universidade Federal
do Ceara - UFC Campus Sobral, de acordo com a aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa
(CEP/ISGH) Parecer N° 4.313.543 (ver ANEXO 01). Foi solicitada dispensa do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) ao CEP do ISGH, considerando que o

consentimento ja havia sido obtido anteriormente.

2.2 Cepas bacterianas e Teste de Sensibilidade Antimicrobiana (TSA)

Foram analisados neste estudo, um total de 56 isolados clinicos de K. pneumoniae,
coletados de pacientes assistidos no periodo de abril/2021 a maio/2022, em um hospital terciario
na Regido Norte do Estado do Ceara, Brasil. Tais cepas foram previamente submetidas ao teste
de sensibilidade antimicrobiana (TSA) para antibidticos p-Lactamicos, polimixinas,
quinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas e sulfonamidas, por meio do sistema automatizado
VITEK®2 (BioMeérieux, Marcy-1&#39; Etoile, France), sendo atestada a resisténcia a pelo
menos um antibiotico da classe dos carbapenémicos.

As cepas foram isoladas de amostras clinicas oriundas de sangue, urina, aspirado
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traqueal, feridas e swab nasal e identificadas no laboratorio de referéncia Sdo Carlos em
Fortaleza, Ceara, Brasil, tendo sido obtidas de pacientes com infec¢des internados em varios
setores hospitalares. Apds identificacdo e verificacdo do perfil de sensibilidade, os
microrganismos foram armazenados em tubos contendo infusédo de cérebro e coracdo (BHI)
(Himedia®, Mumbai, india) com glicerol a 20% e enviadas ao Laborat6rio de Microbiologia e
Parasitologia (LAMP) da Universidade Federal do Ceara (UFC)/Campus Sobral — Brasil para
posterior processamento. Posteriormente, foram encaminhadas para o Laboratério de Doengas
Infecciosas, Parasitarias de Microbiologia e Reproducdo — LASAN na cidade de Teresina Piaui
- Brasil, no Centro de Ciéncias Agrarias (CCA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI), onde

foram mantidas a -80°C (Revco, EUA) até a realizacao das analises gendmicas.

2.3 Analise genotipica das cepas

2.3.1 Extracdo do DNA

Para a extracdo do DNA, as amostras inicialmente foram reativadas em caldo BHI
(Himedia®, Mumbai, india) por 24 h a 37 °C. Ap6s crescimento, foram semeadas em agar
MacConkey (por esgotamento) e incubadas por 24 h a 37 °C. Posteriormente, as cepas foram
inoculadas em caldo BHI por 24 h a 37 °C. Com o crescimento dos microrganismos em meio
liquido, 1 mL de cada amostra foi transportado para microtubos e centrifugados a 1.500
rcf/3min, sendo o sobrenadante descartado. Ao precipitado, foi adicionado 200 pL de tampdao
01 (2% triton 100, 1% de SDS, 10mM Tris/HCI (pH 8), 100 mM NaCl e 500 mL de agua
destilada (g.s.p.), além de 200 pL de fenolcloroférmio-alcool isoamilico (25:24:1), realizando-
se agitacdo em Vortex por 60 segundos, com subsequente centrifugacédo a 15.900rcf/5 min.

Logo depois, se transferiu o sobrenadante para um novo microtubo, acrescentando-
se 200 pL de cloroférmio, prosseguindo-se com centrifugacdo (15.900rcf/5 min), e transferindo
0 sobrenadante para outro microtubo.

A precipitacdo foi realizada com a adicdo 10 pL de acetato de sodio e 250 pL de
alcool 100% gelado e levou-se para o freezer a -70 °C por 1 h. Em seguida, as amostras foram
centrifugadas (15.900rcf/20 min), descartando-se o sobrenadante e acrescentado 300 pL de
alcool 70%, com posterior centrifugacdo (15.900rcf/10 min). O sobrenadante foi entdo
descartado novamente e o microtubo passou por processo de secagem em temperatura ambiente.

Finalmente o DNA foi ressuspendido com 50 puL do Tampdo 01.
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Logo apods a extragdo de DNA, foi realizada analise em aparelho NanoDrop™
2000/2000c (SPECTROPHOTOMETERYS), para verificar a presenca, integridade e pureza das
amostras. Apés essa etapa, 0s tubos seguiram armazenados a -80°C, para posterior realizagdo

da PCR, quantificacéo e eletroforese.

2.3.2 Detecgéo dos genes bla kpc, bla nom, bla imp e bla oxa-4s por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR)

Os genes das B-lactamases bla kpc, bla npwm, bla we € bla oxa-4s foram analisados
por meio da técnica de Reacdo em Cadeia Polimerase (PCR), utilizando os primers descritos na
Tabela 1. As reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 uL contendo:
Master Mix (2,0 uL Taq Pol; 2,5 uL. Tampao; 0,5 pL dNTPs; 1,5 uL MgCly; 17,5 uL. de dgua
milliQ), tendo sido acrescentado 2,0 uL. do DNA da amostra e, 1,0 uL de cada primer.

Tabela 1 - Primers para amplificagdo dos genes

pb= pares de base.

Gene alvo Sequéncia de Primers Amplicon (pb) Referéncia

NDM Forward,5-GGTTTGGCGATCTGGTTTTC-3 621 [1]
Reverse,5'-CGGAATGGCTCATCACGATC-3

Forward,5-TGTCACTGTATCGCCGTC -3',
EPC Reverse,5'-CTCAGTGCTCTACAGAAAAACC -3 1.000 [2]

Forward,5'-GCGTGGTTAAGGATGAACAC-3"
0XA4-48 Reverse 5'-CATAAGTTAACCCAACCG-3’ 438 [3]

Forward,5'-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3

wmp . 743 [4]
Reverse,5'- CCAAACYACTASGTTATCT-3

Fonte: 1 - Nithya et al., (2017); 2 - Patil et al., (2023); 3 - Doyle et al., (2012). 4 - Ellington et al,. (2007).

As amplificagOes foram realizadas em aparelho termociclador (Termociclador com
bloco para 96 tubos de 0,2 ml, tubos de 0,2 ml em tiras e microplacas PCR 96x0,2 ml) com as
seguintes condig0es de ciclagem (adaptado Vivas et al., 2020): uma desnaturacéo inicial (94 °C
por 5 min); seguidos de 40 ciclos de desnaturacao (94 °C por 30 s), anelamento (58 °C para bla
kec € 56 °C para bla npwm, bla ive e bla oxa-as, por 30 s e 72 °C por 1 min e 30 s) e uma etapa de
extensdo final a 72 °C por 5 mine 30 s.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,0% com tampéo
TBE 1% (Tris/Borato/ EDTA), acrescentado do MIDORI Green Advance de alta fluorescéncia
(7 pL para 100 pL). A eletroforese foi realizada a 190 volts, 80mA por 40 minutos. A aplicacdo
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no gel de agarose foi feita com 5ul da reagdo, adicionados de SulL de tampao. O marcador de
peso molecular de 100 pb (pares de base) - Invitrogen, EUA foi aplicado no gel para determinar

o tamanho dos fragmentos obtidos em todas as eletroforeses.

2.4 Analise Estatistica

Para avaliar associacdo entre a presenca dos genes de resisténcia em cepas de K.
pneumoniae com a resisténcia aos antibioticos carbapenémicos foi utilizado o teste Exato de
Fisher. O programa utilizado foi o Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) versédo

20. O valor de p foi fixado em <0,05 para se considerar significancia.

3. Resultados

Foram submetidos a analise pelo sistema automatizado VITEK®2 um total de 56
isolados bacterianos obtidos de pacientes internados. As informacdes sobre a distribuicdo dos
isolados, incluindo espécie bacteriana, género, idade, diagndstico na admissdo, setor de
hospitalizacdo, sitio de origem e IRAS, estdo apresentadas na Tabela 2.

K. pneumoniae foi identificada em um percentual igual (50,0%) em pacientes do
género masculino e feminino. Quanto a faixa etaria, a maioria dos casos ocorreu nas faixas de
21 a 40 e de 41 a 60 anos de idade, representando 30,3% do total em cada faixa etéaria. O
diagndstico de admissdo mais frequente foi infeccdo por COVID-19 (21,0%), seguido de
infeccdo ndo especifica (19,5%) e septicemia (10,8%) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Frequéncia de cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos e perfil

epidemioldgico dos pacientes infectados por esse microrganismo no HRN

Variaveis n=56 100%
Género
Masculino 28 50,0%
Feminino 28 50,0%
Idade
0a20 6 10,8%
21a40 5 9,0%
41 a60 17 30,3%
61a80 17 30,3%
>80 11 19,6%
Setor de hospitalizacéo
UTI COVID 4 7,14%
Hospital Campanha 3 5,3%
ClinicaCOVID 2 3,6%
UT]I pediéatrica 2 3,6%
Pediatria 1 1,8%
Centro Cirargico 13 23,2%
OlA I* 2 3,6%
UTI 9 16,0%
Clinica médica 11 19,7%
UCE** 9 16,06%
Origem da cepa
Aspirado traqueal 9 16,1%
Sangue 22 42,8%
Urina 16 25,0%
Ferida 8 14,2%
Swab 1 1,9%
IRAS
Sim 25 44,6%
Né&o 31 55,4%

*OIA I: Observacéo intermediaria I; **UCE: Unidade de Cuidados Especiais.

Destes 23,2% estavam na area do centro cirurgico, seguidos pelo setor de clinica
médica, com 19,7%. Entre as amostras isoladas analisadas, observou-se que o sangue foi o
material de isolamento mais comum (42,8%), seguido pela urina (25,0%) e aspirado traqueal
(16,1%). Cerca de 44,6% dos isolados foram identificados como agentes de InfeccOes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e 55,4 % de infecgdes adquiridas na comunidade
(Tabela 2 e Figura 1).
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Figura 1. Correlacdo entre o nimero de cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos

e seus respectivos genes de resisténcia, com IRAS ou infec¢Bes adquiridas na comunidade.

Titulo do Gréafico

W IRAS COMUNIDADE

Na andlise do perfil de sensibilidade antimicrobiana, foi constatado que as
cefalosporinas Ceftazidima e Cefepima, e o carbapenémico Ertapenem registraram a maior taxa
de resisténcia, atingindo 100% das amostras testadas, seguido da quinolona Ciprofloxacina e da
penicilina Piperacilina Sodica + Tazobactam Sddico (Pipe-Tazo) ambos com 98,0%. Os
antibiéticos Meropenem e Imipenem apresentaram 91,0% e 85,7% de resisténcia,

respectivamente (Tabela 3).

Tabela 3 - Perfil de sensibilidade antimicrobiana de cepas de K. Pneumoniae (56 ) resistentes

a carbapenémicos isoladas de pacientes internados no HRN

ANTIMICROBIANOS R S NT
AMICACINA 12,5% 87,5% -
GENTAMICINA 83,9% 16,1% -
CEFTOI/TAZO 28,6% - 71,4%
CEFTRIAXONA 66,0% - 34,0%
CEFTAZIDIMA 100% = -
CEFEPIME 100% - -
PIPE-TAZO 98,0% 2,0% =

IMIPENEM 85,7% 14,3%
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MEROPENEM 91,0% 9,0% -
CIPROFLOXACINO 98,0% 2,0% -
AMPICILINA 37,5% - 62,5%
AZTREONAM 30,3% 1,9% 67,8%
COLISTINA 3,6% 96,4% -
LEVOFLOXACINA 96,4% 3,6% -
TIGECICLINA 7,0% 25,0% 68,0%
ERTAPENEM 100% - -
TOBRAMICINA 25,0% 7,0% 68,0%
TRIMETO/SUL 89,4% 3,6% 7,0%

*S=sensivel; R=resistente; NT= nao testado. *Cefto/Tazo= Ceftolozane/Tazobactam; Pipe/Tazo=
Piperacilina/Tazobactam; Trimeto/Sul= Trimetoprima/Sulfametazol
Relatdrios gerados pelo sistema de identificacdo automatizado Bacillus Gram-negativo GN,
VITEK® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

Dos resultados obtidos, observou-se que 96,4% das amostras apresentaram
sensibilidade a polimixina Colistina. A sensibilidade aos aminoglicosideos Amicacina e
Gentamicina foi de 87,5% e 16,1%, respectivamente, como indicado na Tabela 3. Entre as
cepas analisadas, foi observado que 96,43% eram multidroga-resistentes (MDR), enquanto duas
destas cepas foram identificadas como pandroga resistentes a drogas (PAM), exibindo
resisténcia a todos os antibioticos testados.

A Figura 2 ilustra a distribuicdo dos genes de resisténcia de cepas de K.
pneumoniae isoladas de diferentes sitios. Os genes de resisténcia bla npm € bla kpe foram

recuperados de amostras de sangue na sua maioria (41,3% e 60%, respectivamente), essa

associagao sugere uma conexao genética com infec¢des na corrente sanguinea, as quais podem

desencadear uma série de complicacdes clinicas (Martins et al., 2023).
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Figura 2. Correlacdo entre o nimero de cepas de K. pneumoniae resistentes a carbapenémicos
e seus respectivos genes de resisténcia e a origem da amostra em que foram isoladas.
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No contexto da analise molecular, observou-se que 92,8% dos isolados foram
positivos para a presenga de um gene ou mais dos genes analisados neste estudo: o gene bla
nov foi detectado em 51,8% das amostras, seguido pelo gene bla kpc em 17,8%.

Adicionalmente, 8,9% dos isolados continham tanto o gene bla nom como 0 bla kpc (Tabela 4).

Tabela 4 - Correlagéo da presenca dos genes avaliados com a resisténcia a carbapenémicos em

isolados de K. pneumoniae (n=56) de pacientes internados no HRN

Prevaléncia dos genes Resisténcia antibiotica Suscetibilidade

de resisténcia

bla nowm MER n=25 (89,6%) AK n= 25 (86,02%)
n=29 (51,8%) IMI n=28 (96,05%) GN n=5 (17,20%)
ERT n= 29 (100%) COL n=29 (100%)
bla kec MER n= 9 (90%) AK n=9 (90,0%)
n=10 (17,8%) IMI n= 9 (90%) GN n="5 (10,0%)

ERT n=10 (100%) COL n=10 (100%)



bla oxa-ss

n=3 (5,3%)

bla e
n=4 (7,2%)

bla NDM /bla KPC

n=5 (8,9%)

bla kpc / bla oxa-a8
n=1(1,8%)

MER n=3 (100%)
IMI n=3 (100%)
ERT n=3 (100%)

MER n= 4(100%)
IMI n=3 (75%)
ERT n=4 (100%)

MER n=5(100%)
IMI n=5 (100%)
ERT n=5 (100%)

MER n=1(100%)
IMI n=1(100%)

AK n=2 (66,6%)
GN n=1(33,4%)
COL n=3 (66,6%)

AK n=4 (100,0%)
GN n=2 (50,0%)
COL n=4(100%)

AK  n=2(40,0%)
GN n=0 (0,0%)
COL n=3(60,0%)

AK n=1(100,0%)
GN n=0 (0,0%)
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ERT n=1(100%) COL n=1(100,00%)

*MER (Meropenem), IMI (Imipenem), ERT (Ertapenem), AK (Amicacina), GN (Gentamicina), COL
(Colistina). Fonte: Dados analisados através do software

O gene bla oxa.4g foi encontrado em 5,3% das amostras, enquanto 1,8% das
amostras albergavam os genes bla oxa-4s € bla kpc. Além disso, foi observado que o gene bla
mp €stava presente em 7,2% das cepas analisadas. Em 7,2% das cepas que fenotipicamente
apresentava resisténcia a carbapenémicos nao se detectou nenhum dos genes avaliados neste
estudo (Tabela 4).

Os dados da pesquisa revelaram que os isolados de K. pneumoniae que carreavam
0 gene bla npm apresentaram resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos meropenem
(89,6%), imipenem (96,05%) e ao ertapenem (100%), sendo sensiveis a gentamicina (17,2%),

amicacina (86,02%) e colistina (100%) (Tabela 4).
Ressalta-se na Tabela 5 o dado que aponta para uma relacdo estatisticamente

significante entre a presenca do gene bla npm presente nas cepas de K. pneumoniae, com a

resisténcia ao antibiotico Imipenem.
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Tabela 5 — Relacdo entre a presenca do gene bla npm em cepas de K. pneumoniae com

resisténcia aos antibioticos Imipenem e Meropenem

P Gene bla nom _
Variaveis Presente AUSENte Phi p-valor
Imipenem
Resistente 34 15 X
Sensivel 1 6 0,376 0,009
Meropenem
Resistente 31 16
Sensivel 4 5 0,163 0,272

Fonte: Dados da pesquisa, 2024
*estatisticamente significativo.

Ja em 90% dos isolados em que foi detectado o bla kpc 0bservou-se resisténcia aos
carbapenémicos Imipenem e Meropenem e 100% ao Ertapenem, adicionalmente todas essas
bactérias apresentaram sensibilidade a Colistina, 90% a Amicacina e 10% & gentamicina. Para
este gene, ndo foi observada uma relacdo estatisticamente significante entre sua presenca e ao

fenotipo de resisténcia a algum carbapenémico em especifico (Tabela 6).

Tabela 6 — Relacdo entre a presenca do gene bla xpc em cepas de K. pneumoniae com

resisténcia aos antibidticos Imipenem e Meropenem

P, Gene bla kpc .
Variaveis Presente AUsente Phi p-valor
Imipenem
Resistente 14 35
Sensivel 1 6 0,107 0,661
Meropenem
Resistente 14 33
Sensivel 1 8 0,155 0,418

Fonte: Dados da pesquisa, 2024

Considerando os microrganismos que apresentaram de forma simultanea bla npm €
bla kpc todos apresentaram resisténcia aos carbapenémicos (100%), com sensibilidade a
Colistina (60%) e a Amicacina (40%). Duas cepas demostraram resisténcia a todos 0s

antimicrobianos testados.
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Dentre 0s espécimes que apresentaram o0 gene bla oxa4s, todos apresentaram
resisténcia aos carbapenémicos, porém, ndo se observou relagdo estatisticamente significante
entre a presenca desse gene com a resisténcia a um antibidtico especifico. Além disso, 66,6%
foram sensiveis a Colistina e a Amicacina e 33% a Gentamicina.

Por outro lado, quando analisamos a cepa que possuia concomitantemente 0s genes
bla oxa4s € bla kpc, esta apresentou sensibilidade a Colistina e & Amicacina, mantendo a
resisténcia a todos os carbapenémicos (Tabela 4). Ja todas as bactérias com o gene bla e
foram sensiveis a Amicacina e a Colistina, sendo que metade delas apresentaram sensibilidade
a gentamicina e 25% ao Aztreonan.

Vale ressaltar que neste estudo, 21,4% dos pacientes foram a dbito. Ao fazermos a
correlacdo do diagnostico, percebemos uma alta taxa de mortalidade em pacientes com presenca
dos genes estudados, sendo detectado duas amostram pandroga resistentes a drogas (PAM), que
apresentaram o pior desfecho clinico, evidenciando-se um elevado grau de viruléncia do

microrganismo.

4. Discussao

Até recentemente, os carbapenémicos eram amplamente empregados na pratica
clinica para tratar infecgdes multirresistentes, devido a sua eficacia potente contra esses
microrganismos. No entanto, esses patdgenos vém desenvolvendo mecanismos de resisténcia
apos exposicdo continua aos carbapenémicos e outras classes de agentes antimicrobianos (Yang
et al., 2020).

Neste estudo, buscamos caracterizar cepas de K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos e correlaciona-las com variaveis como género, idade, local de origem da
amostra e a distincdo entre infeccBes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS) e infeccBes
comunitarias. Em relacdo ao género, foi observado uma frequéncia igual de casos no masculino
e feminino (50,0%), o que estd alinhado com outros estudos conduzidos por Shen et al.,
(2023) (60,6%) e El-kady et al., (2022) (57%) que demostrando uma distribuicdo balanceada
quando se compara 0 género. J& em relacdo ao setor de internacéo, observou-se que 0 centro
cirargico apresentou o maior nimero de coinfec¢bes por K. pneumoniae multirresistentes
(23,2%). Isso difere dos achados de Soltani et al., (2022), Chein et al., (2022) e Zahedi et al.,
(2023), nos quais o setor predominante foi a Terapia Intensiva, apresentando 11,5%, 51,2% e
58,6%, respectivamente. Sendo importante notar que no Brasil, a ocorréncia de infecgdes

de sitio
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cirargico (ISC) em pacientes hospitalizados esta entre 14% e 16%, como observado por Borges
et al., (2023).

Dos isolados analisados neste estudo, verificou-se que o sangue (42,8%) foi o sitio
de isolamento mais comum, seguido pela urina (25,0%) e pelo aspirado traqueal (16,0%). Em
um estudo anterior realizado por De Santana et al., (2023), os isolados foram mais
frequentemente encontrados na urina (42,9%) e no sangue (28,6%), indicando que a K.
pneumoniae pode desencadear uma variedade de infeccGes relacionadas a assisténcia a saude,
incluindo pneumonia, infeccdes da corrente sanguinea, infecgbes em feridas ou locais
cirurgicos, e meningite. Devido a sua prevaléncia significativa, ela pode ser identificada em
diversos locais de isolamento (Lima et al., 2024).

Neste estudo, foi observado que 44,6% dos isolados foram identificados como
agentes causadores de InfeccGes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS), o que estd em
consonancia com os achados de Grasselli et al., (2021), que encontraram uma taxa semelhante
de 46%. A alta taxa de IRAS do nosso estudo se concentrou em pacientes do setor de Centro
cirargico (36%) e UTI (32%). No Brasil, segundo a Organizagcdo Mundial de Salde, as IRAS
sdo quase trés vezes mais prevalentes do que o preconizado que é de 5%. Embora nesse estudo,
o isolamento de muitas dessas cepas aconteceu no periodo da pandemia de COVID-19,
justificando o alto indice, visto que nesse periodo houve um aumento na incidéncia de IRAS
em todo o mundo, devido a sobrecarga dos servigos de saude (WHO, 2022).

Por outro lado, 55,35% dos espécimes desse estudo foram isolados de pacientes
com infec¢Bes adquiridas na comunidade, demonstrando disseminacdo de genes de resisténcia
fora do ambiente hospitalar, o que é preocupante e pode ser atribuido, principalmente, ao uso
indiscriminado de antimicrobianos e a pressdo seletiva exercida pelo ambiente devido ao
consumo desses medicamentos, ou ainda estar relacionado a questdo de “satde unica”, uma vez
que se pode encontrar microrganismos MDR isolados da alimentos, animais, plantas, e do
ambiente (4gua, ar e solo) (Pereira et al., 2023). Tudo isso pode resultar em falhas terapéuticas
e, consequentemente, contribuir para o aumento da morbimortalidade e dos custos relacionados
a internacdo (Daza-Cardona et al., 2022).

No que diz respeito ao perfil de sensibilidade, dados semelhantes aos do presente
estudo foram encontrados para as cefalosporinas como ceftazidima (CAZ) e cefepima (FEP),
onde El-kady et al., (2022), Flores et al., (2020) e Rocha et al., (2019) descreveram uma alta
resisténcia a CAZ (96,7% , 100% e 100% respectivamente) e FEP (85,7% , 100% e 69,4%
respectivamente). Esses dados estdo em concordancia com os achados deste estudo, que

apresentou todas as amostras como resistentes a esses antibioticos.
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Em relacdo a resisténcia aos carbapenémicos, foi observado que 100% dos isolados
eram resistentes ao Ertapenem 91,0% ao meropenem e 85,7% imipenem. Estudos de Osei
Sekyere et al., (2024) e Afolayan AO et al., (2023) identificaram resisténcia ao ertapenem
(95,5%) imipenem e meropenem (78,0%), em suas analises. Esses resultados estdo em
concordancia com os achados deste estudo.

O Ertapenem € considerado um marcador eficaz para suspeita da producdo de
carbapenemases segundo estudos como o de Nordmann et al., (2012), que destacaram a
importancia da avaliagdo da sensibilidade ao ertapenem, pois ele é um indicador mais sensivel
na deteccdo de carbapenemases. No entanto, de acordo com Vivas et al., (2020), a resisténcia a
esse carbapenémico ndo é um indicador direto de producdo de carbapenemases, pois outros
mecanismos como a reducao da permeabilidade podem reduzir a atividade do ertapenem.

Nossos resultados apontam, de modo interessante, que 96,4% dos isolados clinicos
de K. pneumoniae apresentaram sensibilidade & Colistina, diferentemente do estudo de Zahedi
et al., (2023), que apresentou sensibilidade a esse antibidtico em apenas 0,6% das cepas de K.
pneumoniae estudadas. Nesse estudo, realizado no Iran (Hospital Milad em Teerd) foram
estudadas 162 cepas clinicas de pacientes ambulatoriais. Os autores apontam que essa alta taxa
pode estar relacionada ao uso indiscriminado desse antibiotico e mutacfes genéticas.

Além disso, estudos na literatura indicam que a prevaléncia do gene mcr-1, que
confere resisténcia a Colistina, € menor em cepas de Enterobacteriaceae isoladas de fontes
humanas em comparagdo com cepas isoladas de amostras de animais e alimentos (Elbediwi et
al., 2019). Isso sugere que o reservatorio do gene mcr-1 estd, pelo menos em parte, nos animais
e no ambiente, devido ao amplo uso de colistina na producdo animal e na agricultura em geral.
A alta sensibilidade de colistina em nosso estudo pode estar associada a proibicao no Brasil
pelo Ministério da agricultura (MAPA) do uso da colistina como aditivo zootécnico (Pontes,
2023; Daza-Cardona et al., 2022).

E relevante destacar que a maioria das cepas isoladas em nossa pesquisa exibiu um
padrdo de multirresisténcia a medicamentos (MDR) em uma proporcéo de 87,5%, 0 que esta
em conformidade com estudos anteriores, como Nakamura-Silva et al., (2022) e Farhadi et al.,
(2021), que também relataram uma alta incidéncia de infecgdes multirresistentes, com taxas de
61,9% e 58% de MDR, respectivamente. O ultimo estudo mencionado apresentou ainda 13%
de cepas pandorga resistentes (PAM).

Esse perfil de resisténcia observado em K. pneumoniae esta se tornando um

problema sério em ambientes hospitalares, uma vez que muitas cepas estdo desenvolvendo
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resisténcia a maioria dos antimicrobianos disponiveis. O aumento na taxa desses isolados
destaca a importancia de selecionar adequadamente um regime antimicrobiano com base nos
padrdes de suscetibilidade aos antibidticos (Farhadi et al., 2021).

Neste estudo, 91,07% dos casos testados foram positivos para 0s genes analisados,
enquanto 8,9 % apresentaram negatividade para todos os genes investigados. A auséncia dos
genes de resisténcia pode ser atribuida ao fato de que essas cepas podem ser resistentes aos
carbapenémicos por meio da producdo de carbapenemases mediadas por outros genes que nao
foram abordado nesta pesquisa (como o0 bla viv) Ou essas bactérias sdo resistentes aos
carbapenémicos por meio de resisténcia ndo mediada pela producédo de carbapenemases, como
no caso de alteracdo de sitio receptor, isso pode ser explicado pelo fato de que essas cepas
operam por meio de diferentes mecanismos de resisténcia, como aqueles relacionados a
presenca ou auséncia de porinas/bombas de efluxo (Vivas et al., 2020).

O gene bla npm foi encontrado em 51,8% dos isolados estudados, o que corrobora
com os dados de Sarowska et al., (2022), Chen et al., (2022), Vivas et al., (2020) e Shein et
al., (2023), que também reportaram uma prevaléncia do gene bla npv de 82,1%, 78,26%,
50,3% e 72,3%, respectivamente. Em nosso estudo, todas as amostras com o gene bla npm
demonstraram resisténcia ao ertapenem, o que esta de acordo com o estudo de Da Rosa et al.,
(2017), que define o ertapenem como o carbapenémico mais adequado na triagem de
produtores do gene bla npm.

Em relacdo a sensibilidade todas as cepas com a presenca do gene bla npm
apresentaram sensibilidade a colistina (100%), diferentemente do estudo de Sarowska et al.,
(2022) onde a porcentagem de resisténcia a colistina foi de 60,0% e de Qadi et al., (2021) com
31,6%, esses estudos trazem dados preocupantes, pois enfatizam as possiblidades limitantes da
medicina atual, defendendo a antibioticoterapia combinada como opc¢do de manejo quando
existe resisténcia aos aminoglicosideos com sensibilidade simultanea a colistina ou tigeciclina
podendo se usar uma combinacdo de colistina com tigeciclina e meropenem, sendo uma opcao
para infeccdes K. pneumoniae MBL/NDM (Paul et al., 2018; Ojdana et al., 2019; Medeiros et
al., 2019; Wang et al., 2020).

Ainda correlacionando a presenca do gene bla npw do nosso estudo com os dados
epidemioldgicos, observamos que dentre as cepas que albergaram o gene bla npwm, 55,17%
foram isolados de pacientes do género feminino, 20,68% de pacientes que tiveram como
diagnostico infecgdo ndo especificada, 41,3% de pacientes com IRAS e 6,8% de individuos que

tiveram obito como desfecho final. A presenca desse gene foi a Unica que se mostrou
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significativa quando correlacionada com a resisténcia de um determinado antibidtico
carbapenémico, no caso o Imipenem.

Em relagdo ao gene bla kpc, 17,8% das cepas apresentaram-se positivas,
corroborando o estudo de Kiffer et al. (2023), estudo realizado ao longo de sete anos no Brasil,
foi observada uma mudanca na distribuicdo dos genes de resisténcia a carbapenémicos em
Enterobacterales entre 2015 e 2022. Durante esse periodo, houve um aumento significativo na
deteccdo do gene bla npwm, passando de 4,1% para 39,4%, enquanto o gene bla kpc diminuiu de
745% para 55,11%. Esses dados sugerem que o0 bla kpc estd em declinio entre as
Enterobacterales. No entanto, o0 aumento na deteccao do gene bla npm, conforme demonstrado
na presente andlise, sugere uma possivel substituicdo das carbapenemases no Brasil. Esse
cenario demanda uma atencdo cautelosa, pois pode acarretar mudangas significativas nas
abordagens de tratamento e controle de infec¢bes por bactérias resistentes a carbapenémicos
(Kiffer et al., 2023).

Em nosso estudo, observamos que as cepas que possuiam o gene bla kpc, em relagdo
ao género dos pacientes das quais foram isoladas, estavam igualmente distribuidas, com 50%
para cada género. Além disso, 40% das cepas estavam associadas a infec¢fes inespecificas ou
a COVID-19, 30% estavam relacionadas a IRAS, e 30% resultaram em o6bito como desfecho.
Adicionalmente, foi observado que 8,9% das cepas apresentaram a coocorréncia dos genes bla
nom € bla kpc, um achado que foi corroborado pelos estudos de Flores et al., (2020). Isso
fortalece a ideia de que, ao longo das décadas, a resisténcia a carbapenémicos em K.
pneumoniae tem sido tipicamente causada pelo surgimento de carbapenemases transmissiveis,
como KPC e NDM (Kiaei et al., 2019). Vale ressaltar que a maioria das bactérias produtoras de
NDM também carrega uma diversidade de outras resisténcias, incluindo diferentes
carbapenemases como KPC, OXA-48 e VIM (Flores et al., 2020) e que as amostras PAM
(3,5%) albergavam ambos genes.

Em relacdo ao gene bla oxa-ss, foi detectado em 5,3% das andlises, contradizendo
estudos como os de Soltani et al., (2022), Odewale et al., (2023) e Baraka et al., (2023), que
relataram a presenca do gene em 78,7%, 28,9% e 100%, respectivamente. Essa disparidade
pode estar ligada ao fato de que as carbapenemases OXA-48 estdo entre as enterobactérias mais
prevalentes em grande parte da Europa, Norte da Africa e Oriente Médio (Boydse et al., 2022;
Silva et al., 2024). Em nosso estudo, as amostras carreadoras de bla oxa-4s apresentaram
resisténcia de alto nivel a piperacilina-tazobactam, o que pode fornecer indicadores Uteis em

um fluxo de trabalho de laboratério clinico para a detec¢do de producdo de enzimas OXA-48
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(Boydse et al., 2022). Adicionalmente, uma cepa foi identificada como portadora dos genes bla
OXA-48 € KPC.

A presenca do gene bla p foi de 7,2%. Essa propor¢do menor pode ser
justificada pelo fato de que as enzimas KPC, OXA-48 e NDM s&o as principais carbapenemases
em cepas de K. pneumoniae resistente a carbapenémicos (CRKP). A prevaléncia do gene bla
mp eém Klebsiella spp. sdo relativamente baixas (Liu et al., 2024).

Por fim, consideramos que os dados provenientes deste estudo podem ser valiosos
para a obtencdo de informacdes essenciais no controle da propagacdo desses patdgenos, o que
tem um impacto direto nos pilares da seguranca do paciente e na melhoria da qualidade da
assisténcia no estado do Ceara. Além disso, os resultados contribuem para uma constante
vigilancia epidemioldgica de bactérias resistentes (e dos genes de resisténcia), seja na

comunidade ou em hospitais do nosso pais.

5. Concluséo

Neste estudo, todas as cepas testadas eram resistentes a algum algum antibidtico da
classe dos carbapenémicos, principalmente ao Ertapenem. Dentre os demais antibidticos
testados, o0 mais efetivo foi a Colistina. A maioria das cepas foi coleada do sangue dos pacientes
e o setor de hospitalizagdo com maior niumero de coletas foi o centro cirdrgico. Outro dado
alarmante é que, mais da metade dos pacientes internados foram admitidos devido a infeccao
adquirida na comunidade. Observou-se ainda, uma alta prevaléncia de genes dos resisténcia
estudados, com destaque para o bla npwm € bla kpc, Sendo encontrada uma relagdo significativa

entre a presenca do gene do bla npwm € a resisténcia do microrganismo ao antibiético Imipenem.
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