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MARTINS, Adson Santos. Prevaléncia e caracterizacdo de resisténcia a polimixina B em
enterobactérias na cidade de Salvador, Bahia. 2022. 90 f. Tese (Doutorado em
Biotecnologia em Saude e Medicina Investigativa) — Instituto Gongalo Moniz, Fundagdo
Oswaldo Cruz, Salvador, 2022.

RESUMO

INTRODUGCAO: Durante a ultima década, a resisténcia aos antibi6ticos de amplo espectro
chegou a niveis preocupantes, especialmente em bactérias pertencentes a familia
Enterobacteriaceae. O rapido surgimento de novos mecanimsos de resisténcia aos
antibioticos, associado a alta prevaléncia de enzimas, que conferem resisténcia aos beta-
lactdmicos, como beta-lactamase de espectro estendido (ESBL), Klebsiella pneumoniae
carbapenemases (KPC) e Nova Deli metalo-beta-lactamase (NDM), muitas vezes limitam as
opcdes de tratamento a antibidticos de altimo recurso, como polimixinas. OBJETIVO:
Descrever a prevaléncia de resisténcia a polimixina em isolados de Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli provenientes de casos de infeccdo de corrente sanguinea e caracterizar o
mecanismo de resisténcia nestes isolados. METODOS: Estudo prospectivo, conduzido com
bactérias isoladas de pacientes com infeccdo de corrente sanguinea, em hospitais terciarios de
Salvador, Bahia, no periodo de 01/04/2015 a 28/02/2019. Dados epidemioldgicos foram
coletados por meio de revisdo de prontuarios, o perfil de sensibilidade e identificdo dos
isolados bacterianos foram realizados por espectrometria de massa e pelo VITEK-2®.
Resisténcia a polimixina foi investigada pelo teste da gota e microdiluicdo em caldo e os
mecanismos de resisténcia determinados pela reacdo de polimerase em cadeia para investigar
a presenca do plasmidio mcr-1, e deteccdo de genes cromossomais: phoP/Q, pmrA/B e mgrB.
Os dados foram avaliados pelo teste estatistico X2, exato de Fisher ou a razdo de odds
(intervalo de confianga de 95%); os valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente
significantes. Para avaliar a associacdo entre microdiluicdo e teste da gota foi utilizado o teste
de coeficiente Kappa de Cohen. RESULTADOS: Foram avaliados 366 isolados, sendo 168
de Klebsiella pneumoniae e 198 de Escherichia coli. A triagem inicial com o teste da gota
identificou 91/199 (45,7%) isolados como sensiveis & polimixina, sendo 44 (48,4%) E. coli e
47 (51,6%) K. pneumoniae. Um total de 81 (22,0%) isolados foram resistentes a polimixina,
sendo 22 (27,2%) E. coli e 59 (72,8%) K. pneumoniae. Heteroresisténcia foi identificada em
76 dos 366 isolados analisados inicialmente (20,7%), sendo 15 (19,7%) E. coli e 61 (80,3%)
K. pneumoniae. A microdiluicdo em caldo foi realizada para 199 isolados, sendo 78 E. coli e
121 K. pneumoniae, sendo confirmada a resisténcia a polimixina em 40/199 isolados de K.
pneumoniae e em 4/199 E. coli. A sensibilidade do teste da gota foi de 100% e a
especificidade foi de 76,1%. A investigacdo dos genes de resiténcia foi realizada nestas 44
amostras confirmadas por microdiluicdo. Assim, dos 44 isolados resistentes, 0s genes
phoQ/phoP foi identificado em 20 (45%), o gene pmrA foi identificado em 30 (68%) dos
isolados resistentes, sendo que em 11/30 isolados o gene pmrB também foi detectado. O gene
plasmidial mcr-1 foi detectado em apenas um isolado de E. coli. O gene mgrB foi encontrado
em apenas um isolado de K. pneumoniae. Dentre os 155 isolados sensiveis a polimixina pela
microdiluicdo em caldo 19 apresentavam o0s genes phoQ/phoP. Entre cepas com
heteroresisténcia no teste da gota, 48/76(63%) tinham alteracdo nos genes phoQ/phoP.
CONCLUSAO: A resisténcia a polimixina é mais frequente em isolados de K. pneumoniae e
estd associada aos genes phoQ/phoP. O teste da gota revelou-se uma boa opc¢éo para triagem
de resisténcia entre K. pneumoniae e E. coli.

Palavras-chave: Resisténcia a polimixina. Teste da gota. Escherichia coli. Klebsiella
pneumoniae. Polimixinas.



MARTINS, Adson Santos. Prevalence and characterization of polymyxin B resistance in
enterobacteria in Salvador, Bahia. 90 f. Tese (Doutorado em Biotecnologia em Saude e
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ABSTRACT

INTRODUCTION: During the last decade, resistance to broad-spectrum antibiotics has
reached worrying levels, especially in bacteria belonging to the Enterobacteriaceae family.
The rapid emergence of new mechanisms of antibiotic resistance, coupled with the high
prevalence of enzymes that confer resistance to beta-lactams, such as extended-spectrum beta-
lactamase (ESBL), Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPC) and New Delhi Metallo-
beta-lactamase (NDM), often limit treatment options to last-resort antibiotics such as
polymyxins. OBJECTIVE: To describe the prevalence of resistance to polymyxin in isolates
of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli from cases of bloodstream infection and to
characterize the mechanism of resistance in these isolates. METHODS: A Prospective study,
conducted with bacteria isolated from patients with bloodstream infection, in tertiary hospitals
in Salvador, Bahia, from 04/01/2015 to 02/28/2019. Epidemiological data were collected
through review of medical records, the sensitivity profile and identification of bacterial
isolates were performed by mass spectrometry and VITEK-2®. Resistance to polymyxin was
investigated by the drop test and microdilution in broth and the resistance mechanisms
determined by the polymerase chain reaction to investigate the presence of the mcr-1 plasmid,
and detection of chromosomal genes: phoP/Q, pmrA/B and mgrB. Data were evaluated using
X2 statistical test, Fisher's exact test or odds ratio (95% confidence interval); p values <0.05
were considered statistically significant. To assess the association between microdilution and
the drop test, the Kappa cohen test was used. RESULTS: 366 isolates were evaluated, 168 of
Klebsiella pneumoniae and 198 of Escherichia coli. Initial screening with the drop test
identified 91/199 (45.7%) isolates as sensitive to polymyxin, 44 (48.4%) E. coli and 47
(51.6%) K. pneumoniae. A total of 81 (22.0%) isolates were resistant to polymyxin, 22
(27.2%) E. coli and 59 (72.8%) K. pneumoniae. Heteroresistance was identified in 76 of the
366 isolates initially analyzed (20.7%), 15 (19.7%) being E. coli and 61 (80.3%) K.
pneumoniae. Microdilution in broth was performed for 199 isolates, 78 of which were E. coli
and 121 K. pneumoniae, with polymyxin resistance being confirmed in 40/199 isolates of K.
pneumoniae and in 4/199 E. coli. The sensitivity of the drop test was 100% and the specificity
was 76.1%. The investigation of resistance genes was carried out in these 44 samples
confirmed by microdilution. Thus, of the 44 resistant isolates, the phoQ/phoP genes were
identified in 20 (45%), the pmrA gene was identified in 30 (68%) of the resistant isolates, and
in 11/30 isolates the pmrB gene was also detected. The mcr-1 plasmid gene was detected in
only one E. coli isolate. The mgrB gene was found in only one K. pneumoniae isolate. Among
the 155 isolates sensitive to polymyxin by broth microdilution, 19 had the phoQ/phoP genes.
Among strains with heteroresistance in the drop test, 48/76(63%) had alteration in the
phoQ/phoP genes. CONCLUSION: Polymyxin resistance is more frequent in K. pneumoniae
isolates and is associated with the phoQ/phoP genes. The drop test proved to be a good option
for screening for resistance between K. pneumoniae and E. coli.

Keywords: Polymyxin Resistance. Drop test. Escherichia coli. Klebsiella pneumoniae.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia antimicrobiana acontece desde a antiguidade, muito antes dos farmacos
serem identificados, sintetizados ou comercializados, sendo as vias moleculares presentes nas
bactérias responsaveis pelo do surgimento da resisténcia (MORRINSON; ZEMBOWER,
2020; CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).

Vimos, nos ultimos anos, a resisténcia antimicrobiana manifestar-se rapidamente em
escala global e se disseminar mais rapido do que o esperado. Evidencia-se superbactérias e
bactérias multirresistentes endémicas em diversas partes do mundo. Certamente, 0 uso
generalizado, 0 uso excessivo e 0 mau uso de antimicrobianos no decorrer dos ultimos 80
anos foram associados a exploséo da resisténcia antimicrobiana (CHRISTAKI; MARCOU,;
TOFARIDES, 2020).

Na era moderna, a resisténcia antimicrobiana foi identificada como uma das principais
ameacas e preocupacdes para a sdude humana em todo mundo (KOUKOUBANI et al., 2021).
Amplamente, infecgBes por organismos Gram-negativos resistentes a antibidticos tém
aumentado e mundialmente representam um problema significativo de salde publica
(CHIOTOS et al, 2016; EL-HERTE et al, 2012; EUROPEAN CENTRE FOR DISEASE
PREVENTION AND CONTROL, 2019; KOUKOUBANI et al., 2021). Esta é uma situacdo
preocupante nos servicos de salde e requer acdes de todos os setores da sociedade, pois
coloca em risco a eficacia de tratamentos das doencas infecciosas. Na maioria dos casos, afeta
pacientes com enfermidades graves, que estdo em uso de dispositivos invasivos necessarios
para algum tratamento clinico-cirargico ou tem idade superior aos 60 anos.

Entre as infecgdes mais prevalentes podem-se destacar as infeccbes de corrente
sanguinea (ICS), nas quais o isolado bacteriano encontra-se no tecido sanguineo muitas vezes
por migracdo de outro sitio fisiolégico ndo identificado. As infec¢bes da corrente sanguinea
(ICSs) sdo eventos adversos clinicos graves associados a morbidade e mortalidade muito
altas, e representam uma das infecgdes mais comuns relacionadas a assisténcia a saide, entre
as quatro condi¢bes mais caras. O diagnostico de ICSs é baseado em hemoculturas, com
deteccdo automatizada da presenca de microrganismos viaveis (COSTA-DE-OLIVEIRA et al,
2017).

Estas infec¢Oes proporcionam altas taxas de morbimortalidade e muitas séo causadas
por bactérias Gram-negativas, as quais possuem mecanismos de resisténcia de forma natural

ou adquirida, envolvendo adaptacGes, ou aquisi¢c0es de genes (informacdes) de outras
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bactérias, da mesma espécie ou nao, que podem levar, portanto, a cepas com caracteristicas de

resisténcia. Estes parametros sdo responsaveis pela ineficacia do antimicrobiano (SANTOS et
al, 2015; TORTORA et al, 2017).

Mundialmente, as infeccGes bacterianas sdo responsaveis pelo uso disseminado de
medicamentos antimicrobianos. Tais bactérias, relacionadas aos diversos tipos de infecgdes
existentes, podem apresentar resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados e, dessa forma,
prejudicar a terapéutica ou levar a uma maior dificuldade no tratamento dos pacientes
infectados com estes espécimes, limitando as opg¢des de tratamento e levando a resultados
clinicos adversos e/ou custo excessivo de cuidados (KOUKOUBANI et al.,, 2021; DA
COSTA; SILVA, 2017; VENTOLA, 2015).

Evidentemente, existem muitos genes de resisténcia putativos no ambiente, todavia,
ainda ndo podemos prever quais seriam capazes de se expressar como fenotipos em bactérias
patogénicas e causar doencas clinicas. Por outro lado, na presenca de concentracdes
inibitorias e subinibitdrias de antibidticos pode-se supor que novos mecanismos de resisténcia
surgirdo contra compostos antimicrobianos (CHRISTAKI; MARCOU; TOFARIDES, 2020).
De fato, estdo sendo relatadas infeccGes com Enterobacteriaceae resistentes a carbapenem
(CRE), por pacientes em hospitias, ambulatorios. Este fato causa alta morbidade do paciente,
mortalidade atribuivel e custos hospitalares (MAGIORAKOS et al., 2017).

A maior incidéncia de bactérias Gram-negativas multiressistentes, em particular
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli, e a falta de novos antibiéticos/ novas opcdes
terapéuticas para combater esses patdgenos, tem levado a reintroducdo do grupo das
polimixinas como alternativa terapéutica nos seus tratamentos. As polimixinas sao
antibidticos de Gltimo recurso para a terapéutica humana e eficazes contra bactérias Gram-
negativas (RAY et al.,, 2022; LORENZO; RAMIREZ, 2010; ARNOLD; FORREST,;
MESSMER, 2007). As polimixinas sdo moléculas ciclicas e catibnicas, usadas na préatica
médica, sendo que a polimixina B e polimixina E (colistina) apresentam potencial de acéo
sobre inumeras bactérias Gram-negativas (SEIBERT et al., 2014; LORENZO; RAMIREZ,
2010). Entretanto, ha uma evolucdo rapida e complexa dos mecanismos de resisténcia
bacteriana em Klebsiella pneumoniae produzindo -lactamases e carbapenemases de espectro
estendido, sendo uma das ameagas mais significativas a salde publica, e preocupacéao
crescente em pacientes imunocomprometidos (HIGASHINO, H. R. et al., 2021; CANEIRAS
etal., 2019).
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A terapia combinada é uma opg¢do como estratégia de minimizacéo da disseminacdo da

resisténcia antimicrobiana a polimixina, com base em alguns resultados in vitro e in vivo
atualmente disponiveis na literatura (SOBIESZCZYK et al., 2004; HUANG et al., 2017;
ZUSMAN et al., 2016; LEE; BURGESS, 2013), mas ainda sdo necessarios mais dados
clinicos que elucidem tais recomendacGes, devido aos possiveis quadros de neurotoxicidade e
nefrotoxicidade adquiridos com o uso deste farmacos (ZAVASCKI et al., 2007).

A resisténcia a essas polimixinas tem acontecido devido a pressdo seletiva causada
pelo uso inadequado desses antibidticos, principalmente na agricultura. Mediados por
alteracdes intrinsecas, mutacionais ou genéticas em genes cromossdémicos, 0s mecanismos de
resisténcia as polimixinas, inclui a rede regulatéria que controla as modificagdes quimicas da
porcdo lipidica A do lipopolissacarideo, reduzindo a carga negativa do lipideo A e sua
afinidade pelas polimixinas. Ainda, o Unico gene mdvel de resisténcia a colistina/polimixina
B (mcr), relatado em Enterobacteriales € responsavel pela disseminacdo horizontal da
resisténcia as polimixinas através da cadeia alimentar, facilitada por alguns elementos moveis,
como os integrons, ja observado em isolados de E.coli (RAY et al., 2022; TORO; CORREA,
2010).

H& uma necessidade urgente de aumentar a atencdo para detectar a resisténcia as
polimixinas. Métodos moleculares podem contribuir para uma identificacdo rapida e
especifica de microrganismos. Entretanto, em relacdo aos testes de suscetibilidade, poucas
informacBes Uteis podem ser fornecidas, pois apenas alguns genes que codificam proteinas
associadas a resisténcia sdo conhecidos (SALIMNIA et al., 2014; CEYSSENS et al., 2016).

A avaliacdo laboratorial da suscetibilidade antimicrobiana é um pré-requisito para o
manejo adequado das infec¢cdes. No entanto, € necessario um tempo prolongado para testes de
suscetibilidade antimicrobiana fenotipica (AST) de rotina, uma vez que o crescimento na
presenca de diferentes drogas antimicrobianas é obrigatério. A falta de uma metodologia
rdpida e de facil execucdo para determinar o perfil de sensibilidade das bactérias as
polimixinas (Polimixina B e Polimixina E/Colistina) € um desafio na rotina dos laboratorios
de microbiologia clinica.

Os ensaios automatizados nao sdo adequados para caracterizar o perfil de resisténcia a
estas drogas, principalmente em isolados, cujo resultado apresenta sensibilidade ao
antibiotico, devido ao alto peso molecular destes farmacos, fazendo com que eles precipitem
durante 0 ensaio, impossibilitando um resultado mais preciso (COSTA-DE-OLIVEIRA,
2017; PINA-VAZ E RODRIGUES, 2010). Os testes atualmente recomendados, como a
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microdiluicdo em caldo, sdo testes manuais laboriosos e demorados, que inviabilizam seu

emprego na rotina de diagndstico para beneficio direto dos pacientes. Em bancada de
unidades hospitalares, estes problemas na deteccdo do perfil de sensibilidade as polimixinas
acontecem principalmente na liberacdo deste antibiotico como sensivel, empregando o teste
automatizado, pois a maior parte dos isolados encontrados em unidades fechada resulta
sensivel as drogas, sendo que possivelmente uma parcela destes pode ser resistente a
polimixina. O teste da gota (Drop test), ferramenta diagnostica abordada neste estudo,
apresenta-se entdo como uma alternativa importante e necessaria para o desfecho do perfil de
resisténcia/sensibilidade destes microorganismos, ja que demonstrou ser bastante assertivo na
deteccdo de cepas quando comparado ao padrdo ouro, e com sua inclusdo seré possivel aos
analistas clinicos possuirem uma resposta segura e rapida quanto a resisténcia as polimixinas.
Este teste é comparavel ao teste de microdiluicdo em caldo, porém com a vantagem de ser
menos laborioso e menos demorado.

Além disso, compreender atualmente sobre o mecanismo de resisténcia as polimixinas,
com suas variantes genéticas associadas, métodos de avaliacdo, transmissdo de resisténcia e
fatores de risco relacionados, deve ser considerada de forma abrangente na vigilancia voltada
para deteccdo de cepas bacterianas resistentes, podendo implicar em estratégias para

contornar essa resisténcia e, levar a perspectivas futuras sobre os possiveis alvos terapéuticos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infecgéo da corrente sanguinea por enterobactérias

Os membros da ordem Enterobacterales sdo microrganismos Gram-negativos
encontrados na natureza e isolados com frequéncia de material bioldgico, colonizam o trato
gastrointestinal dos humanos integrando a microbiota normal destes 6rgdos, tornando-o um
potencial reservatorio para esses agentes patogénicos. Dentre as bactérias Gram-negativas de
maior importancia clinica, tém-se as enterobactérias como Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus spp., Serratia marcescens, e Enterobacter spp., algumas fazem parte da
microbiota normal e causam doengas incidentalmente, enquanto outras, incluindo Salmonella
e Shigella, sdo regularmente patogénicas para humanos (LAVAGNOLI et al., 2017). Estas
espécies sdo responsaveis por muitas das doencas diarreicas infantis presentes em nagdes em
desenvolvimento, porém, ao tratar-se de resisténcia antimicrobiana emergente em
enterobactérias, a espécie de Klebsiella pneumoniae ganha destaque frente a diversas classes
de antibidticos, e hoje se enquadra no grupo de agentes etioldgicos dos mais dificeis de tratar
(ROCK; DONNENBERG, 2014). Estas espécies de enterobacterales correspondem a mais de
70% dos isolados bacterianos, que acometem os individuos por diferentes patologias
infectocontagiosas como gastroenterites, bacteremias, infec¢des urindrias, infeccGes de
feridas, meningites, e sdo estreitamente relacionadas a distintos mecanismos de resisténcia
bacteriana frequentes em unidades hospitalares (HOLANDA, 2017). As enterobactérias
disseminam-se facilmente entre humanos a partir de transporte entre méos, alimentos e agua
contaminada, e sdo propensas a adquirirem material genético de outras bactérias, por meio da
transferéncia horizontal de genes, mediada principalmente por plasmideos e transposons
(NORDMANN; NAAS; POIREL, 2011).

O conceito de bacteremia é essencialmente microbiolégico e é definido como a
presenca de bactérias na corrente sanguinea demonstrada por hemocultura. De modo geral, a
invasdo da corrente sanguinea representa uma falha do sistema imunologico em conter a
infeccdo no foco primario. Em dltima instancia, a bacteremia implica a existéncia de infeccdo
disseminada que pode levar a um quadro de sepse e um pior prognéstico (ORDONEZ;
COLMENERO CASTILLO, 2006). As infeccbes de corrente sanguinea causadas por
bactérias estdo muito relacionadas as infeccdes relacionadas aos cuidados de saude (IRAS),

ocasionadas, na maioria das vezes, pelo uso de dispositivos empregados para o tratamento e
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pela manipulacdo do paciente por profissionais envolvidos no cuidado. No ambiente

hospitalar as fontes de transmissdo podem ser associadas a agua, cateteres, sondas, soros,
antissépticos e equipamento de respiracdo mecéanica (CARRIZO, 2017).

Nos estudos incluidos na pesquisa de meta anélise de Tansarli et al. (2019) a fonte de
bacteremia foi originada de infeccbes do trato urinario (54,8%), infeccdo do trato
biliar/gastrointestinal (13,8%), intra-abdominal (5%), cateter venoso central/primério,
bacteremia relacionada (4,8%), pneumonia (3,6%), infeccéo de tecido (1,4%) ou outras fontes
desconhecidas. No geral, o trato urinario foi a fonte prevalente de bacteremia em todos os
estudos investigados, compreendendo 71%. No estudo de Ocana Carrizo (2006) os fatores de
riscos mais comuns para bacteremia por enterobactérias foram neoplasias (33,3%) e diabetes
(12,4%); sendo infeccdo urinaria (29,5%) e abdominal (13,9%) os focos primarios
identificados com mais frequéncia. O patdgeno bacteriano mais frequentemente observado foi
E. coli, seguida por Klebsiella spp. (21,7%) e Enterobacter spp. (12,4%). A bacteremia por
Klebsiella spp. foi mais comum em pacientes submetidos a tratamentos intensivos. A
bacteremia continua a ser uma das principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes
adultos, apesar da existéncia de varios agentes antimicrobianos e do aumento das medidas de
suporte (OCANA CARRIZO, 2006). H4 uma elevada mortalidade, superior a 50% nos casos
de sepse grave ou choque séptico (BELLIER et al., 2008). A incidéncia de bacteremia por
bacilos Gram-negativos continua a aumentar comparados a Gram-positivos de importancia
clinica, e continua a ser um grande contribuinte para a morbidade e mortalidade em pacientes
hospitalizados (CHOTIPRASITSAKUL et al., 2018).

2.2 Epidemiologia das infec¢des de corrente sanguinea

Enterobactérias podem ocasionar infec¢des pulmonares, infeccdes do trato urinario
(ITU) (NETO, 2019) e estdo relacionadas as infec¢bes da corrente sanguinea (ICS), infecgdes
neonatais, e em individuos imunocomprometidos. Nos paises desenvolvidos o indice de
infeccdes relacionadas aos cuidados de saude (IRAS), considerando todas as causas, varia de
5% a 8%. Em um estudo de prevaléncia de infeccGes em unidades de cuidado hospitalares
com a participacdo de 10.038 pacientes, com 1417 destes em Centros de Terapia Intensiva
(CTI), na Europa, observou-se que as infec¢Bes da corrente sanguinea perfazem 12% das
IRAS, sendo esta considerada a quarta causa, e responsavel por 14% a 38% das mortes
associadas as IRAS (SILVA; ESTEVES, 2017).
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Babay et al. (2005) coletaram dados clinicos de todos os pacientes pediatricos com

hemoculturas positivas entre janeiro e dezembro de 2004 no King Khalid University Hospital
(KKUH), Riyadh, Arabia Saudit, 218 pacientes foram identificados com ICS. As bactérias
Gram-negativas totalizaram 20% das amostras e incluiam Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae como 0s patdgenos mais prevalentes. Infeccdes dsseas e articulares, doencas
cardiacas, renais, gastrointestinais, cancer e procedimentos cirurgicos foram outros
diagndsticos clinicos associados a ICS em pacientes pediatricos. A mortalidade geral foi de
6% e esses pacientes apresentavam fatores de risco associados, como internacdo prolongada,
internacdo em unidade de terapia intensiva (UTI), cateterismo de demora, ventilacéo
mecanica e uso prévio de antimicrobianos.

Em infec¢des de corrente sanguinea associada ao uso de cateter, os indices de infeccéo
oscilam conforme o local de implante, o tipo de cateter utilizado, a classe do Centro de
Tratamento Intensivo (queimados, trauma, pos-operatorio), as comorbidades e fatores de risco
dos pacientes. Segundo Bonvento (2007), essas infecgdes sdo frequentemente evidenciadas
em unidades de atendimento a queimados (12,8% por 1000 cateteres/dia) em comparagdo as
unidades de pos-operatério de cirurgia cardiaca e de térax (2,8%). Estudos comparando
pacientes clinicos e cirdrgicos revelaram que o indice de infeccdo de corrente sanguinea
primaria em pacientes cirurgicos é de 31%, enquanto 24% estdo associados ao uso de cateter e
0 periodo de permanéncia.

Rommaneli et al. (2013), avaliaram os fatores de risco e a letalidade das ICSs em uma
Unidade Neonatal de Cuidados Progressivos (UNCP) no estado de Minas Gerais, entre
janeiro de 2008 a maio de 2012, em um total de 150 pacientes pediatricos, tendo submetidos a
cirurgia prévia e uso de cateter venoso central (CVC), estes se associaram significativamente
a infeccdo por enterobactérias, estando presente em 14 casos, com trés obitos. Nesse mesmo
sentido, Younekura; Abramczyk; Lapchik (2015) realizaram um estudo retrospectivo, com
investigacdo de prontuérios de uma Unidade de Terapia Intensiva Neonatal, do Hospital
Infantil Candido Fontoura, Sdo Paulo, entre janeiro a dezembro de 2010. Nesta investigacao,
dos 192 recém-nascidos avaliados, 8,3% apresentaram infeccdo da corrente sanguinea e todos
estavam em uso de cateter central de insercdo periférica, com média de 11 dias de
permanéncia e com mortalidade associada a infeccdo da corrente sanguinea de 31%.

Carneiro (2015) avaliando a terapia com polimixina B intravenosa em monoterapia e
combinada com outro antimicrobiano em ICS por bactérias Gram-negativas, em 99 pacientes,

de um hospital terciario de Porto Alegre (RS), concluiu que sepse grave/choque séptico no dia
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da ICS, e condicao de neoplasia como doenca de base, foram individualmente relacionadas a

maiores indices de mortalidade em um periodo de 30 dias.

Com o intuito de investigar o perfil sociodemogréfico, clinico e etiolégico das mortes
relacionadas aos cuidados de satde, no Hospital Estadual Sumaré, SP, de 2007 a 2008, uma
investigacdo retrospectiva de 133 prontuarios foi conduzida por Guimardes et al. (2011), no
qual 97% dos pacientes foram submetidos a procedimento invasivo, e infecgdo hospitalar foi
associada as pneumonias em 67,7%, infeccGes urinarias a 46,6%, e de corrente sanguinea
73%. Visando identificar os principais patdgenos causadores de infeccbes e sua incidéncia,
Bordignon e Lima (2018) avaliaram o resultado de 241 hemoculturas de pacientes em
internamento de um hospital no estado do Parang, entre marco a junho de 2016; identificaram
que Escherichia coli e Klebsiella sp., corresponderam a 21,16% e 12,86% dos
microrganismos, respectivamente. Klebsiella pneumoniae surge como o segundo
microrganismo mais incidente nos hospitais, representando mais de 10% dos casos reportados
(SILVA; ESTEVES, 2017). Alvim; Couto e Gazinelli (2019), ao identificarem o perfil
epidemioldgico das infeccBes relacionadas por Enterobactérias, contendo o gene Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase (blakrc) em unidade hospitalar de Belo Horizonte, Minas Gerais,
demonstraram que dos 82 pacientes participantes do estudo, Klebsiella pneumoniae foi o
patdégeno mais incidente (68%), presente em 30% das culturas de sangue, 22% nas culturas de
lavado broncoalveolar e 18% em culturas de urina. A infec¢éo de corrente sanguinea de maior
incidéncia foi relacionada a implantacdo do cateter (30%) e uma taxa de letalidade de 62%
dos pacientes.

Em uma pesquisa epidemioldgica realizada em hospital universitario de Fortaleza-CE,
com andlise de 512 fichas de notificacdo de IRAS durante o ano de 2007, Nogueira et al.
(2019) explicitaram que a frequéncia anual média de IRAS foi de aproximadamente 8,2%,
com registro 29,1% de infec¢des relacionado a pneumonias; 26,6% ICS; 17% ITU, 11%
infeccOes de cateter central e 9,2% de infecgbes associadas a procedimentos cirrgicos.
Inimeros patdgenos foram identificados, com destaque para as enterobactérias Klebsiella
pneumoniae (22%) e Escherichia coli (10%).

Com o objetivo de identificar as bactérias isoladas a partir de hemoculturas, no
periodo de julho de 2009 a julho de 2010 em um hospital Universitario do Sul de Minas,
Fernandes et al. (2011) avaliaram um total de 1388 hemoculturas, na qual 93% destas foram
negativas e 7% foram positivas. A unidade hospitalar com maior nimero de isolados foi a

UTI com 18%, e prevaléncia de 17% para Klebsiella pneumoniae. Em um estudo conduzido
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em uma UTI de um hospital de Belo Horizonte, entre Janeiro de 2012 a julho 2017, com a

inclusdo de 63 pacientes, Kayser (2018) identificou que a taxa de mortalidade intra hospitalar
foi de 59%, sendo que a taxa de mortalidade entre pacientes com ICS causada por K.
pneumoniae e E. coli multirresistentes foi de 60%, enquanto que a taxa de mortalidade entre
pacientes com infeccdo da corrente sanguinea causada por K. pneumoniae e E. coli
multissensiveis foi de 57%, concluindo que nessa pesquisa ndo houve correspondéncia entre
mortalidade e resisténcia bacteriana.

Tratando de um estudo que envolveu dados epidemioldgicos de infeccdo da corrente
sanguinea por enterobactérias, coletados de prontuérios, advindos de dois hospitais terciarios
de Salvador, Bahia, entre 2016 e 2018, Araujo (2019) identificou 242 pacientes com ICS por
enterobactérias em 255 amostras analisadas, sendo Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae
as mais prevalentes. Infeccdo de corrente sanguinea por Proteus mirabilis também foi
identificada e juntamente com K. pneumoniae apresentaram uma taxa de letalidade de 40,9%.
A taxa de resisténcia aos carbapenémicos foi de 17,7%, com letalidade préxima a 74% para
este grupo. Infeccdo por K. pneumoniae e P. mirabilis, ITU e contato prévio por
enterobactéria resistente a carbapenémicos representaram os fatores de risco individuais para

infeccdes por enterobactéria resistente aos carbapenémicos (ERC).

2.3 Enterobactérias e resisténcia a antimicrobianos

O aumento da resisténcia microbiana entre o grupo de bacilos fermentadores de
glicose tem culminado no aparecimento cada vez mais frequente de espécies multirresistentes,
as quais representam um importante problema de salde publica, exigindo esforco
multidisciplinar em nivel de estratégias preventivas e de controle, além de uma detec¢do
laboratorial eficiente (SEIBERT et al., 2014) e escolha do tratamento antibidtico empirico
(SABATIER; PEREDO; VALLES, 2009). Se a resisténcia aos antibidticos é
significativamente alta, isso leva a uma preocupacéo adicional na selecdo da terapia empirica
até para pacientes graves portadores de qualquer infeccdo do trato urinario inferior (LEE et
al.., 2018). Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli sdo fontes comuns de infeccOes
comunitarias e hospitalares e com elevada resisténcia antimicrobiana (COSTA et al., 2020).

A descoberta dos antibidticos é considerada um dos avancos mais importantes da
ciéncia moderna. No entanto, a resisténcia antimicrobiana (RAM) ameaca esse progresso,

apresenta riscos significativos para a satde humana (MARSTON et al., 2016) e implica



29
anualmente em altas taxas de morbidade, mortalidade e custos econdmicos

(BOOLCHANDANI; D’SOUZA; DANTAS, 2019). O uso de farmacos ndo efetivos pode
criar uma presséo seletiva para o desenvolvimento de cepas resistentes (TENOVER, 2006).
As drogas sdo frequentemente classificadas em consonancia com seu principal mecanismo de
acao, estes mecanismos incluem interferéncia com a sintese da parede celular (por exemplo,
B-lactdmicos e agentes glicopeptidicos), inibicdo da sintese de proteinas (macrolideos e
tetraciclinas), interferéncia com a sintese de acido nucléico (fluoroquinolonas e rifampicina),
inibicdo de uma via metabdlica (trimetoprim-sulfametoxazol), e ruptura da estrutura da
membrana bacteriana (polimixinas e daptomicina). As bactérias podem ser intrinsecamente
resistentes a mais de uma classe de agentes antimicrobianos ou podem adquirir resisténcia por
mutacdo de novo ou por meio da aquisicdo de genes de resisténcia de outros organismos.

O surgimento da resisténcia em microrganismos pode acontecer naturalmente, mas
também é impulsionada pela exposicdo a medicamentos nos cuidados de saude, na agricultura
e no meio ambiente (HOLMES et al., 2016). Prescricdo e vendas inadequadas de muitas
drogas fora do setor de salde e fatores genéticos intrinsecos as bactérias contribuem
negativamente para esta situacao, agravadas ainda por incentivos econémicos escassos para o
desenvolvimento farmacéutico de novos agentes antimicrobianos. Abordagens alternativas
para lidar com a ameaca de RAM incluem novos métodos de identificacdo de drogas
antibacterianas e estratégias que neutralizam os fatores de viruléncia (MARSTON et al.,
2016).

Entre as bactérias Gram-negativas, a producdo de enzima do tipo beta-lactamase é a
principal forma de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos da classe de beta-lactamicos.
Beta-lactamases séo enzimas que degradam o anel beta-lactamico, ocasionando a inativacéo
do antibidtico e evitando que ele exiba atividade de bloqueio da sintese da parede celular
bacteriana. Entre as beta-lactamases, 0s grupos que requerem maior atencdo, sdo as beta-
lactamases de espectro ampliado (ESBL) e as carbapenemases (SEIBERT et al., 2014),
configurando-se como um problema para as comissdes de controle de infeccdo hospitalar
(CCIH), bem como para a rotina dos laboratérios de microbiologia, que tém o papel de
detectar os patdgenos resistentes e transmitir essa informac&o para equipe multiprofissional no
menor tempo possivel (NORCIA, 2015). As principais bactérias produtoras das enzimas do
tipo beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) sdo Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae, com destaque para as enzimas do tipo KPC, NDM e OXA-48, que sao

carbapenemases de significativa relevancia clinica, consideradas enzimas com larga
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capacidade de resisténcia, para beta-lactdmicos e para outros antibioticos. Logo, terapias antes

utilizadas para impedir infeccGes ocasionadas por essas bactérias se tornaram ineficazes e a
procura por novos farmacos que sejam capazes de inibir essas enzimas torna-se imperioso
(PITANGA et al., 2018).

As ESBL séo definidas como enzimas capazes de hidrolisar cefalosporinas de terceira
e quarta geracdo e aztreonam, sdo inativadas por inibidores especificos, como o clavulanato,
sulbactam e tazobactam. Até o momento, mais de 430 beta-lactamases de espectro estendido
(ESBL) foram caracterizadas, havendo descricdo de muitas delas no Brasil. A emergéncia e a
disseminacdo de ESBL entre os membros da familia Enterobacteriaceae tém sido descritas
mundialmente como ponto de urgéncia clinica devido a grande incidéncia desses isolados em
infeccbes relacionadas aos cuidados de salde (IRAS). Frequentemente, as ESBLs sdo
codificadas por genes presentes em elementos genéticos moveis, como plasmideos,
transposons e integrons, os quais também carregam genes de resisténcia a outras classes de
antibidticos, de modo que o isolamento de cepas produtoras de ESBL multirresistentes é a
principal causa de falha terapéutica, levando ao aumento consideravel de morbidade por
infeccBes bacterianas. Por outro lado, o0 uso de antimicrobianos na producdo animal tem
favorecido a selecdo de enterobactérias produtoras de ESBL com potencial para disseminagédo
na comunidade por meio de contato direto e consumo de alimentos contaminados, podendo
ainda se estabelecer nos ecossistemas (SILVA; LINCOPAN, 2012).

As infeccBes da corrente sanguinea primarias (IPCS) causadas por Escherichia coli
produtora de ESBL (ESBL-EC) e Klebsiella pneumoniae produtora de ESBL (ESBL-KP)
estdo aumentando globalmente. Quan et al. (2016) com objetivo de investigar a epidemiologia
e os fatores de risco para infeccdo por ESBL-EC e ESBL-KP em IPCSs em 28 hospitais
terciarios da China, no periodo de setembro de 2013 a novembro de 2014, avaliaram um total
de 919 episodios consecutivos de IPCSs sendo 640 isolados de E. coli e 279 K. pneumoniae
(ndo duplicados). No total, 72% dos casos foram classificados como tendo infec¢Ges de
corrente sanguinea adquiridas na comunidade, enquanto os 28% restantes foram classificados
como tendo infecgdes de corrente sanguinea associadas aos cuidados de saude, estes dados
ndo condizem com a realidade das ICSs no Brasil, onde a maioria associa-se com IRAS. As
proporcOes de produtores de ESBL foram 55,5% entre isolados de E. coli e 16,5% entre
isolados de K. pneumoniae.

Um patogeno perigoso deve ser virulento, resistente a antibioticos e epidémico. A

disseminacdo rapida dessa resisténcia antimicrobiana esta associada a elementos genéticos
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moveis, como plasmideos, que também podem carregar determinantes de viruléncia. Dentre

as bactérias de relevancia epidemioldgica que demonstraram um desenvolvimento célere em
suas propriedades de resisténcia, encontram-se as Enterobactérias produtoras de
Carbapenemases, ou seja, carreadoras do gene blakKPC (EPC-KPC) (ALVIM; COUTO;
GAZZINELLI, 2019). Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemases, restringe as
alternativas terapéuticas para infeccbes bacterianas (MAGALHAES; SOARES, 2019). Os
resultados das pesquisas publicadas até o momento indicam que hd uma ligacdo entre
resisténcia e viruléncia, evidenciados nos clones epidémicos de E. coli (ST131) e K.
pneumoniae (ST15, ST147, ST336) associados a disseminacdo de determinadas enzimas do
tipo ESBLs (SILVA; MENDONCGCA, 2012). Klebsiella pneumoniae é reconhecida como uma
ameaca urgente para a saude humana devido ao surgimento de cepas multirresistentes
associadas a surtos hospitalares e cepas hipervirulentas associadas a infec¢bes graves
adquiridas na comunidade (HOLT et al., 2015).

Por outro lado, um namero crescente de genes de resisténcia foi evidenciado em cepas
de E. coli durante as ultimas décadas, e muitos desses genes de resisténcia foram adquiridos
por transferéncia horizontal de genes. No pool de genes de enterobactérias, E. coli atua como
doadora e receptora de genes de resisténcia e, portanto, pode adquirir genes de resisténcia de
outras bactérias, mas também pode transmitir seus genes de resisténcia a outros
microrganismos. Geralmente, a resisténcia antimicrobiana em E. coli é considerada um dos
maiores desafios mundiais em humanos e animais e precisa ser considerada como um
problema real de saude publica (POIREL et al., 2019).

Nos achados de Tadess et al. (2012) a resisténcia a multiplas drogas (>3 classes de
drogas antimicrobianas) em E. coli aumentou de 7,2% durante os anos 1950, para 63,6%
durante os anos 2000. O fenétipo co-resistente mais frequente observado foi a tetraciclina e
estreptomicina (29,7%), seguido pela tetraciclina e sulfonamida (29,0%). Nos isolados de
enterobactérias analisadas entre 2015 e 2019, provenientes de um hospital publico, Stella e
Oliveira (2020), encontraram indices maiores de resisténcia antimicrobiana entre isolados de
Escherichia coli, com 20% destes resistentes a quatro ou mais antibioticos. Isolados de
Klebsiella sp revelaram maior sensibilidade (68,6%) a todos os antimicrobianos estudados.
Referente a resisténcia antimicrobiana individual, os microrganismos testados demonstraram
maior resisténcia a ampicilina (E. coli 64,5%, Enterobacter sp. 53%, Proteus sp. 34,6%,
Klebsiella sp. 26,4%), amoxicilina (E. coli 32,7%, Enterobacter sp. 26,6%, Proteus sp. 15,4%,
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Klebsiella sp. 11,7%) e cefalotina (E. coli 34,4%, Enterobacter sp. 20%, Proteus sp. 15,4%,

Klebsiella sp. 8,8%).

Nos ultimos anos, a descoberta da terapia combinada “antibidtico associado a outro
farmaco agonista”, permite o reaproveitamento de antibioticos que ja provaram ser seguros €
eficazes para uso clinico. Trés tipos principais de compostos foram desenvolvidos para
bloguear os principais mecanismos de resisténcia bacteriana: inibidores da beta-lactamase;
permeabilizadores de membrana externa; e inibidores da bomba de efluxo. Esta perspectiva €
focada em inibidores de beta-lactamase que desativam a causa mais prevalente de resisténcia
aos antibidticos em bactérias Gram-negativas, ou seja, a desativacdo dos antibioticos mais
amplamente usados, beta-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos), e patdgenos produtores de beta-lactamases (GONZALEZ-BELLO et al.,
2019). A minimizacao da resisténcia deve, portanto, ser considerada de forma abrangente,
considerando o mecanismo de resisténcia, 0 microrganismo, o medicamento antimicrobiano,
hospedeiro e contexto; paralelamente a descoberta de novos medicamentos, é necessaria uma
ampla pesquisa multidisciplinar nesses cinco niveis, interligada aos setores de salde,
agricultura e meio ambiente (HOLMES et al., 2016).

Pearson et al. (2019) descreveram um consenso latino-americano para classificacdo de
microrganismos multidroga resistentes, levando em conta apenas os grupos de antibioticos
que sdo comumente testados em laboratérios clinicos da regido para monitoramento de
fenotipos de resisténcia e que também séo relevantes para o tratamento de infeccdes causadas

pelo patdgeno em questdo, segundo quadro abaixo.
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Quadro 1 - Regras para definicdo de multirresisténcia, resisténcia estendida e panresisténcia em isolados
clinicos de Klebsiella pneumoniae.

Definicao Grupos de antibidticos

Amoxicilina-acido clavulanico ou ampicilina-sulbactam

MDR: resistente a 3 dos 12 |Piperacilina, tazobactam

grupos de antibioticos. Ceftazidima ou cefotaxima/ceftriaxona ou cefepime

Imipenem o0 meropenem

XDR: resistente a 10 ou 11 |Aztreonam

dos 12 grupos de antibidticos. .
Gentamicina

PDR: resistente a todos os

grupos de antibidticos. Amicacina

Ciprofloxacino

Trimetoprim-sulfametoxazol

Fosfomicina

Tigeciclina

Colistina

Fonte: Adaptado de (PEARSON et al., 2019).

2.4 Polimixinas: o retorno de uma terapia antiga

O aumento da resisténcia a multidrogas entre os patégenos humanos tem provocado o
interesse em reavaliar alguns farmacos para certas infecgdes graves, como as polimixinas
(SORG, 2016). Muitas pesquisas apontam o aumento significativo no numero de casos de
infeccBes por enterobactérias produtoras de carbapenemase (ERC), e 0 avanco da resisténcia
entre estes microrganismos tem culminado no aparecimento cada vez mais frequente de
espécies multirresistentes, as quais representam um importante problema de satde publica em
expansdo, exigindo esfor¢co multidisciplinar para prevencédo e controle, além de uma deteccdo
laboratorial eficiente (PATEL, 2009).

As polimixinas vém sendo amplamente utilizadas como alternativa terapéutica no
tratamento de bactérias Gram-negativas multirresistentes (ARNOLD; FORREST;
MESSMER, 2007). O uso dessa classe farmacolégica ocorre em infeccbes na maioria das
vezes recorrentes e/ou resistentes devido ao grau de toxicidade neuroldgico e renal
ocasionados por essas drogas. O tratamento de infec¢Bes causadas por Klebsiella pneumoniae
carbapenemase, com polimixinas combinadas obtém menores taxas de falha no tratamento
quando comparadas com a monoterapia. Dentre os casos tratados com combinagdo a base de

polimixina nos Estados Unidos e no Brasil, a maioria obteve sucesso no tratamento, sendo
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que os regimes mais utilizados foram: Tigeciclina (TGC) + colistina, carbapenémicos +

Polimixina B (PMB) e aminoglicosideos + Polimixina B (LEE, 2013; BARTH, 2014).

Apesar dos danos toxicologicos ocasionados pelo uso de polimixina, a baixa
resisténcia a esta droga influenciou no aumento da utilizacdo em todo mundo, entretanto a
existéncia de um gene plasmidial associado a resisténcia a estas drogas, o mcr-1 (mobile
colistin resistance), demonstrou concretamente a existéncia de cepas mutaveis e resistentes a
polimixina, que seria um tratamento bactericida de Gltima escolha (LIU et al., 2015). Além
disto, algumas enterobactérias sdo naturalmente resistentes a polimixinas como: Proteus,
Providéncia, Morganella e Serratia (HAYAKAWAETAL et al., 2012). Os principais
mecanismos associados a resisténcia sdo devidos a modificacdes no lipopolissacarideo (LPS)
da membrana celular alterando a carga elétrica da mesma e em consequéncia a ligacdo da
polimixina (MOFFATT et al., 2011). Outro mecanismo envolve alteracBes no sistema de
componentes phoP/phoQ e pmrA/pmrB através de mutacdes que alteram a expresséo de LPS
(MILLER et al., 2011).

2.4.1 Mecanismos de resisténcia a polimixinas em cepas de K. pneumoniae e E. coli

A maior incidéncia de bactérias Gram-negativas multirresistentes, em particular
Klebsiella pneumoniae e a Escherichia coli e a falta de novos antibi6ticos para combater esses
patdgenos, vem culminando na reintroducdo do grupo das polimixinas, moléculas ciclicas e
catibnicas, usadas na pratica médica: polimixina B e polimixina E (colistina) (LORENZO;
RAMIREZ, 2010). A polimixina B na forma de sulfato tem aplicacdo topica (pele, ouvidos e
olhos) e por via parenteral (intravenosa e intratecal) (MENDES; BURDMANN, 2009). A
polimixina E tem a particularidade de ser um antibiético com atividade bactericida e um
mecanismo de acdo dependente de concentracdo, além de ser um composto bastante estavel
no plasma, é aplicado de maneira topica para descontaminagdo intestinal, e como
colestimetato de sodio (CMS), via parental (intravenoso, intramuscular, intratecal e inalatorio)
(LORENZO; RAMIREZ, 2010; MENDES; BURDMANN, 2009).

Estudos direcionados a Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase — KPC e
E. coli sdo imprescindiveis devido aos mecanismos de resisténcia desses patdgenos, e tém por
finalidade restringir a disseminacdo, colaborando para a reducdo dos dados alarmantes de
morbidade e mortalidade associados a distintas patologias infecciosas, crucial na vigilancia

microbioldgica, em conjunto com as préaticas da Comissao de Controle de Infeccdo Hospitalar
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(CCIH) (DIENSTMANN et al., 2010). As polimixinas apresentam potencial acdo sobre

inimeras bactérias Gram-negativas. A sua utilizacdo foi praticamente extinta entre 1970 e
1980, devido ao surgimento de outras drogas consideradas menos toxicas. E necessario a
célere identificacdo laboratorial destas espécies, seus genes relacionados ao fendtipo de
resisténcia para implementacdo de estratégias preventivas eficientes de contato, terapia
adequada e contencgédo da disseminacdo (SEIBERT et al., 2014).

A literatura descreve que 0s genes mcr-1 e mcr-2 mediados pelo plasmideo em K.
pneumoniae, as alteracdes codificadas cromossomicamente do gene mgrB e os sistemas de
dois componentes pmrAB e phoPQ sdo atualmente responsaveis pela aquisicdo de resisténcia
a polimixina nesta espécie enterobacteriana. Recentemente, mutagdes no gene crrB,
pertencentes a um terceiro sistema de dois componentes (chamado crrAB para regulacdo da
resisténcia a colistina) e envolvidas em modificagdes do lipopolissacarideo (LPS), foram
associadas a resisténcia a colistina. Mutac6es no gene crrB sdo responsaveis pelo aumento da
transcricdo do gene crrC, que por sua vez regula a expressao do gene pmrC e do operon
pmrHFIJKLM, através do sistema de dois componentes pmrAB. A expressdo desses genes
leva a adicdo de grupos catibnicos no LPS e, consequentemente, a resisténcia a colistina. A
resisténcia a Polimixina em K. pneumoniae produtora de KPC é provavelmente causada pela
perda da fungé@o do gene mgrB ou por substituicdes nao sinbnimas no gene pmrB que regulam
positivamente os operons pmrCAB e pmrBCADTEF-pmrE, resultando na modificagdo do
lipideo A. Todos esses genes estdo localizados no cromossomo bacteriano (BARTOLLETI et
al., 2016).

Aires et al. (2016) com o objetivo de investigar a resisténcia a polimixina B (PMB) e
seus mecanismos moleculares avaliaram 126 cepas de Klebsiella pneumoniae obtidas de
culturas de vigilancia no Brasil, e encontraram que 0s isolados exibiam resisténcia com
interrupcao do gene mgrB por sequéncias de insercdo/mutacGes. A maior parte dos isolados
resistentes a PMB continha também o gene blaKPC-2 (n = 8) e pertenciam ao complexo
clonal ST 258 (CC258) (n = 7). Esses resultados destacam a importancia de monitorar a
disseminacédo de isolados resistentes a polimixina em hospitais, de modo que poucas opgoes
permanecem para o tratamento de cepas multirresistentes.

Em isolados de E. coli, os mecanismos de resisténcia aos antibidticos sdo adquiridos
através de mutacOes especificas no nivel cromossémico ou transferéncia horizontal de
material genético entre espécies relacionadas ou diferentes, facilitada por alguns elementos

moveis, como 0s integrons. Essa transferéncia horizontal permite que 0s mecanismos se
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movam entre diferentes enteropatdgenos e se espalhem rapidamente em escala mundial.

Desse modo, conclui-se que a resisténcia mdaltipla das bactérias Gram-negativas a
antibidticos, € o produto de uma combinacdo de mecanismos, alguns deles inerentes as
espécies e outras adquiridas a partir de elementos genéticos mdveis, como plasmideos e
transposons (TORO; CORREA, 2010).

Bactérias Gram-negativas empregam Vvarias estratégias para se protegerem de
antibidticos como as polimixinas (polimixina B e colistina), incluindo uma variedade de
modificagdes de lipopolissacarideo (LPS), como modificacdes de “lipideo A” com
fosfoetanolamina e 4-amino-4-desoxi-L-arabinose, além do uso de bombas de efluxo, a
formacdo de capsulas e a superexpressao da proteina da membrana externa (OLAITAN;
MORAND; ROLAIN, 2014). As polimixinas atuam nas membranas celulares, de maneira a
diminuir a integridade da parede celular e como resultado, a morte celular bacteriana
(GIRARDELLO; GALES, 2012). As modificacBes acontecem a nivel do lipopolissacarideo
da parede celular bacteriana, que reduz a atracdo do antimicrobiano pela superficie celular e
séo reguladas por distintos sistemas em dois componentes (pmrA / pmrB e phoP/ phoQ), que
sofrem ativacdo por forca do ambiente na presenca de cations, pH ou do antimicrobiano. Estes
componentes suscitam a acdo de uma cascata de genes que, consequentemente, manifestam o
fendtipo de resisténcia as polimixinas (GIRARDELLO; GALES, 2012). Devido aos
componentes destes antimicrobianos, a resisténcia cruzada pode aparecer entre colistina e
polimixina B (LORENZO; RAMIREZ, 2010). Abaixo, verificam-se as vias de regulacdo do

lipopolissacarideo descritas por Poyrel (2017) em isolados de Klebsiella pneumoniae.
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Figura 1 - Vias de regulacdo do lipopolissacarideo descritas por Poyrel (2017) em isolados de Klebsiella
pneumoniae.

Fonte: (POYREL, 2017)

Em 2015, Lyu e colaboradores numa pesquisa inédita demonstraram a resisténcia as
polimixinas mediada pelo gene mcr-1carreado em plasmideo. De acordo com Xu et al.
(2018), os dados in vitro e in vivo permitiram visualizar as semelhancas na atividade catalitica
compartilhada entre os genes EptA ou pmrC e mcr -1 e -2. A expressao de EptA ou mcr-1 ou
-2 € mostrada para remodelar a superficie de bactérias entéricas (por exemplo, Escherichia
coli, Klebsiella pneumoniae, etc), tornando-as resistentes a colistina. EptA e mcr-1 e -2
remodelam a membrana externa, tornando as bactérias resistentes a colistina. As anélises
estruturais e funcionais de EptA e mcr-1 e -2 revelam cavidades paralelas que reconhecem o
substrato lipidico, o que explica a resisténcia intrinseca e transferivel a colistina em bactérias
intestinais. Um mecanismo semelhante é proposto para as atividades cataliticas de EptA e
mcr-1 e mcr-2. Juntos, eles constituem um mecanismo comum de resisténcia a polimixina
intrinseca e transferivel.

Um estudo mais recente avaliou a ocorréncia de enterobactérias resistentes a colistina
e a presenca do gene mcr em isolados provenientes de amostras clinicas de pacientes
internados no Complexo Hospitalar da UNICAMP. Oliveira (2020) avaliou 103 isolados de
amostras biologicas variadas. A deteccdo dos genes mcr-1, mcr-2, mcr-3, mcr-4 e mcr-5 foi

realizado por PCR multiplex e dos 103 isolados investigados, 07 cepas de E. coli foram
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positivas para mcr-1. Todas as amostras produtoras de ESBL (total de 03) apresentaram no

minimo resisténcia a duas classes de antibioticos. Foi confirmada a presenca de uma linhagem
pandémica de E. coli (O15:H1-D-ST393), estudada pela primeira vez na América do Sul. O
gene mcr-1 foi encontrado em plasmideos do grupo IncX4 e HI2. Os isolados de E. coli
pertenciam a cinco “sequence typing”, 0 ST393, ST3024, ST354, ST224 e ST624. Das sete
amostras, 6 eram provenientes de pacientes com infec¢des do trato urinario e 1 de infecgdo da
corrente sanguinea, no qual 05 eram imunodeprimidos. Os resultados de anélises
epidemioldgicas recentes indicam que o clone ST 307, produtor de KPC estd emergindo em
diferentes partes do mundo e é um candidato a se tornar um clone prevalente de alto risco no
futuro proximo. As caracteristicas genéticas identificadas no genoma deste novo clone
emergente podem contribuir para o aumento da persisténcia do ST 307 no ambiente hospitalar
e lancar luz sobre seu potencial sucesso epidemiologico (VILLA etal., 2017).

A terapia combinada é uma opcao como estratégia de minimizacdo da disseminacao da
resisténcia antimicrobiana a polimixina, com base em alguns dados in vitro e in vivo
atualmente disponiveis na literatura (SOBIESZCZYK et al., 2004; HUANG et al., 2017;
ZUSMAN et al., 2016; LEE; BURGESS, 2013), mas ainda sdo necessarios mais dados
clinicos que elucidem tais recomendaces, devido aos possiveis quadros de neurotoxicidade e
nefrotoxicidade adquiridos com o uso destes farmacos. Posto que as polimixinas serdo cada
vez mais usadas para o tratamento de infeccGes causadas por bactérias Gram-negativas,
estudos clinicos farmacocinéticos, farmacodinamicos e toxicodindmicos que subsidiem o uso
ideal dessas drogas sdo urgentemente necessarios (ZAVASCKI et al., 2007).

A heterorresisténcia aos antibioticos € um fendtipo no qual um isolado bacteriano
contém subpopulagdes de células que mostram uma reducdo substancial na susceptibilidade
aos antibidticos em comparagao com a populacdo principal. Trabalhos recentes indicam que a
heterorresisténcia € muito comum para varias espécies bacterianas e classes de antibidticos
diferentes (SRINIVAS; RIVARD, 2017). A heterorresisténcia as polimixinas pode ocorrer
devido a exposicdo prévia as polimixinas e, notadamente, a dosagem terapéutica sub-6tima
(FALAGAS; RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010). Ainda sdo escassos 0s estudos
demonstrando a heterorresisténcia em cepas de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli,
porém, haja vista que a heterorresisténcia pode dificultar a eficacia do tratamento com
polimixina em pacientes, este perfil comportamental de algumas cepas precisa ser avaliado
(HALABY et al., 2016).
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Heterorresisténcia de carbapenémicos entre infec¢bes invasivas por Escherichia coli

ndo foi relatada, contudo, um estudo conduzido por Sun et al. (2015) em um hospital
universitério de 3.200 leitos em Chongging, sudoeste da China, entre julho de 2011 a junho de
2013, com isolados da corrente sanguinea, representando 50,6% das cepas coletadas, mostrou
que a producdo de ESBL foi identificada como o fator de risco independente, comum para
heterorresisténcia. A caracterizagdo de duas cepas sucessivas de E. coli isoladas do mesmo
paciente indicou que a resisténcia aos carbapenémicos evoluiu a partir de heterorresisténcia.

Avaliando a existéncia de heterorresisténcia em cepas de Klebsiella pneumoniae
isoladas em pacientes hospitalizados e em tratamento com polimixina B, na pesquisa de
Antochevis (2014), por meio do perfil populacional, avaliou-se 7 isolados de Klebsiella
pneumoniae (Kpl.1, Kp2.1, Kp2.2, Kp2.3, Kp3.1, Kp3.2 e Kp3.3), de pacientes com infecgédo
em corrente sanguinea, em trés diferentes dias. Todas as amostras analisadas através deste
perfil revelaram heterorresisténcia, trés se desenvolveram em concentracfes superiores ao
“breakpoint” para polimixinas (Kpl.1H em 6 pg/mL, Kp2.1H em 16 pg/mL, Kp2.2H em 8
pg/mL e Kp2.3H em 64 pg/mL) e uma se desenvolveu em 1 pg/mL (Kpl.1H).

Um isolado de Klebsiella pneumoniae multirresistente exibindo heterorresisténcia a
colistina foi investigado por Jayoul et al. (2015). A subpopulacdo resistente a colistina
abrigou uma Unica alteracdo de aminoacido (Asp191Tyr) na proteina phoP, que faz parte do
sistema de dois componentes phoPQ que ativa a expressao pmrHFIJKLM responsavel pela
sintese de I-aminoarabinose e resisténcia a polimixina. Essa mutacdo interrompeu o quadro de
leitura de phoP, levando a uma proteina mais longa e inativa (255 contra 223 aminoacidos de
comprimento), sendo este considerado o primeiro estudo envolvendo mutacdes em phoP na
resisténcia a colistina.

Estudando a heterorresisténcia a colistina entre isolados de K. pneumoniae produtores
de ESBL usando perfis de andlise populacional (PAPs), Halaby et al. (2016) encontraram que
subpopulacdes heterorresistentes de K. pneumoniae podem ser selecionadas apds a exposicao
a colistina. Mutacdes em mgrB e phoQ ja foram anteriormente associadas a resisténcia a
colistina, e mais atualmente os papéis de mutaces nos genes yciM e IpxM e suas associa¢oes
a resisténcia a colistina em K. pneumoniae. Experimentos in vitro, modelagem matematica,
modelos de infeccdo animal e estudos clinicos mostram que as subpopulacfes resistentes
podem ser enriquecidas durante a exposi¢do a antibioticos, e evidéncias crescentes sugerem

que a heterorresisténcia pode levar ao fracasso do tratamento (SRINIVAS; RIVARD, 2017).
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E visivel a necessidade urgente de aumentar a vigilancia para detectar resisténcia a

estes farmacos, inclusive as polimixinas, e consequentemente encontrar opcOes terapéuticas
efetivas. O presente estudo visa atualizar sobre a prevaléncia e caracterizagdo da resisténcia as
polimixinas de enterobacterias em ambiente hospitalar, no intuito de validar um teste rapido

para identificar essa resisténcia bacteriana que ja se tornou um problema de saude publica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Descrever a prevaléncia e caracterizar os mecanismos de resisténcia a polimixina em

enterobactérias na cidade de Salvador, Bahia.

3.2 Objetivos Especificos

I.  Determinar a prevaléncia de resisténcia a polimixina em isolados de Klebsiella
pneumoniae e Escherichia coli;
Il.  Descrever o perfil clinico-epidemiolégico dos pacientes com infeccdo por
Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli resistentes a polimixina;
I1l.  Caracterizar o perfil de alteracdo genética envolvido na resisténcia a polimixina
em isolados clinicos de Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli;
IV. Validar um teste rapido (teste da gota) para identificacdo de enterobactérias

resistentes a polimixina.

3.3 Hipotese

A hipétese nula (HO) verificaria se os resultados obtidos no grupo de pacientes com
isolados sensiveis a polimixina seriam iguais aos resultados dos pacientes infectados por
cepas resistentes a este antibiotico e a hipotese alternativa (p<0,05), H1, quando existir
diferenga significante na frequéncia do uso de dispositivos, Obito, internacdo e eventos
clinicos graves como sepse, ao comparar individuos com isolados sensiveis e resistentes a
polimixinas. A maioria da aquisicdo de resisténcia a polimixinas em isolados de Klebsiella
pneumonia e Escherichia coli. ocorre em genes cromossomais € nao plasmidiais. O teste de
gota pode ser uma alternativa eficiente ao ensaio de microdiluicdo ao caldo na deteccdo de

cepas resistentes.



42
4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo e local do estudo

Esta pesquisa trata-se de um estudo de corte transversal realizado em hospitais
terciarios da cidade de Salvador Bahia, no periodo de marco de 2015 a maio de 2019. As
unidades sdo vinculadas ao servico de saude privado do estado da Bahia e foram nomeadas
como Hospital A e Hospital B. Todos os pacientes foram avaliados clinicamente e houve

acesso aos prontuarios. Este estudo foi aprovado pelo comité de ética dos hospitais.

4.2 ldentificagdo microbiana

Todas as hemoculturas positivas para as espécies de K. pneumoniae e E. coli foram
identificadas e tiveram seu perfil de sensibilidade caracterizado pelo VITEK®Compact
(Biomerieux). As infeccBes de corrente sanguinea com presenca destes microrganismos
tiveram suas placas separadas para 2° repique e posterior armazenamento da bactéria. Todo
material utilizado neste trabalho foi oriundo de solicitacbes médicas das proprias unidades,
cujo resultado tenha sido positivo ap6s a conclusdo das analises laboratoriais. Todas as cepas
foram armazenadas em criotubos contendo caldo BHI com adicdo de 10% de glicerol,
posteriormente congelados e enviados semanalmente para o laboratério de Pesquisa em
Biologia Molecular (LPBM) no Instituto de Pesquisa Gongalo Muniz - Fiocruz Bahia, onde

foram acondicionadas em freezer a -70°C até a realizacdo dos testes laboratoriais.

4.3 Aspectos éticos

Este estudo obteve aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) nos hospitais
conforme resolugdo CONEP 466/12. Os numeros dos Certificados de Apresentacdo para
Apreciacio Etica (CAAE) foram emitidos pelos Comités de Etica em Pesquisa (CEP) de cada
hospital terciario, e estdo disponiveis para consulta em qualquer eventual necessidade.
(Hospital B: CAAE: 30904614.2.3006.5606 e Hospital A: CAAE: 79250817.4.0000.0048).
A participacdo dos individuos no estudo foi autorizada através do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecida (ANEXO B).
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4.4 Critérios de incluséo e exclusdo dos pacientes

Todos os pacientes que apresentaram hemoculturas positivas para Klebsiella
pneumoniae ou Escherichia coli foram incluidos no estudo; o perfil clinico e/ou estado de
salde dos participantes internados; sexo, raca, cor, condicdo socioecondmica e outras
caracteristicas ndo foram motivos para exclusdo neste estudo. Nao foram incluidas amostras
de outras espécies, materiais que apresentaram contaminacdo, ou que ndo cresceram apos

armazenamento em freezer a -70 °C.

4.5 Testes de triagem de perfil fenotipico e molecular de resisténcia a polimixina

45.1 Teste da gota (Drop test)

Todos os 366 isolados oriundos de pacientes com infeccdo de corrente sanguinea
positiva para Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli foram submetidos ao teste de triagem
da gota para identificagdo do perfil de sensibilidade, resisténcia ou heterorresisténcia, e
posteriormente 199 foram testadas através da microdiluicdo em caldo, diagnéstico padréo
ouro para avaliacdo de resisténcia a polimixinas, e somente se, resistentes, foram avaliadas
guanto expressdo de genes cromossomais e plasmidial. A concordancia entre os métodos foi
realizada em 199 isolados aleatérios com resultado do teste da gota.

O teste da gota € um método de triagem utilizado para detectar cepas resistentes a
polimixina. Uma solucdo do antibidtico (colistina) é preparada numa concentracéo final de 16
ng/mL, adicionando um total de 8 discos de 10pg de colistina (OXOID™) em 5mL de caldo
Mueller Hinton com ajuste de cations (HIMEDIA®). A solucdo contendo os discos foi
incubada a 35°C por 18 horas, sendo posteriormente retirados os discos e armazenada a
solucdo a temperatura de 8°C (geladeira), para uso por até 12 meses.

O teste foi realizado conforme descrito por Pasteran (2018) e consistiu na aplicacéo de
uma unica gota (10 pL) da solugdo de colistina 16pug / mL na superficie de uma placa de Agar
Mueller-Hinton previamente inoculado com suspensdo bacteriana na concentracdo de 0,5
McFarland (1,5 x 108 CFU / mL), semeada como um “tapete” (difusdo). A bactéria foi
considerada resistente a colistina quando ndo houve formacdo de uma zona de inibicdo no
local de aplicacéo da gota e sensivel quando houve a formacdo de uma zona de inibigédo de 5

mm ou mais.
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4.6 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade para penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos,
carbapenémicos, aminoglicosideos e glicilciclinas foi realizado por automacédo no dispositivo
VITEK®Compact (Biomerrieux) e os critérios de interpretacdo foram adotados de acordo
com o Clinical & Laboratory Standards Institute— CLSI (2020). A determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) das polimixinas foi feita através de dois testes manuais:
0 uso de um painel disponivel comercialmente (Figura 2), o POLICIMBAC (PROBAC®), e
microdiluicdo em caldo, esquematizada a diluicdo de seus pogos na Figura 3, a confecgéo do
antibiotico e preparo da solucdo de acordo com Pasteran (2018) em seu estudo. A
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) é a primeira concentracdo onde ndo houver
crescimento bacteriano. De acordo com o CLSI (2020) enterobactérias sdo resistentes a
polimixina quando a CIM > 2 pg/mL, enquanto nas normas do Comité Brasileiro Brasileiro
de Teste de Sensibilidade aos antimicrobianos (BrCAST, 2022), o critério é CIM > 4 ug/mL,
esta interpretacdo em ambos os comités ndo alteram os resultados deste estudo. Para o preparo
da suspensdo foi utilizado 300ul de agua destilada estéril distribuido em tubo tipo eppendorf
estéril e em seguida uma pequena quantidade do crescimento bacteriano foi coletada com
auxilio de alga bacterioldgica e dissolvida na dgua até alcancar turvacdo semelhante a escala
0,5 de McFarland.

I | 2| 8 | A | 5| 6] 7 | & | & | 40| 3 -2
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Figura 2 - Esquema representativo do painel do teste POLICIMBAC® contendo 12 cavidades por linha, com
concentracdo de antimicrobianos variando de 64 pg/mL a 0, 125ug/mL. O pogo CC é utilizado para controle
positivo de crescimento do indculo.

Fonte: autor
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Figura 3 - Representacdo dos pocos na microdiluicdo em caldo para teste de sensibilidade a polimixina.

O controle negativo nao possui inoculo bacteriano no pogo. O controle positivo possui uma cepa microbiana
controle. Neste teste foi utilizada a cepa mcr-1 como controle positivo e a cepa ATCC2522 como controle
negativo.

Fonte: autor

4.7 Extracdo de DNA e amplificacdo dos genes codificadores de resisténcia a polimixina

Todas os isolados resistentes a polimixina foram avaliados quanto a presenca do
produto do gene plasmidial mcr-1, e 0s genes cromossomais phoP, phoQ, pmrA, pmrB, e mgr.
Os isolados acondicionados a temperaturas de -70°C foram cultivados em agar Macconkey no
primeiro dia. Apds 24h, confirmado a pureza do microrganismo, as coldnias foram
transferidas para uma placa de Triptic Soy Agar (TSA) cultivada por 24h a 35°C. No 3° dia a
bactéria foi submetida ao processo de extracdo de DNA. Uma alca calibrada de 1ul ou cinco
coldnias bacterianas foram suspensas em 100 ml de 4gua miliQ. A suspenséo foi incubada em
banho-maria a 95°C por 10 minutos (para rompimento das células). Em seguida, foi
centrifugada a 12000 rpm por 2 minutos, a 4 °C. O sobrenadante foi recolhido em outro tudo e

armazenado a 20°C, até o momento de uso na reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

4.7.1 Reagdo em cadeia da polimerase para o gene mcr-1

A reacdo de PCR, foi realizada utilizando os iniciadores, Primer F (CLRSSF) (5'-
CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3') ¢ CLR5-R (5-CTTGGTCGGTCTGTA GGG-3'), descrito
por Liu et al. (2015). As condigOes de ciclagem estdo descritas na Tabela I. Os amplicons
foram subsequentemente analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. A cepa de E.
coli utilizada como controle positiva foi cedida pela professora Dra. Beatriz Meurer da
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ).
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4.7.2 Amplificacdo do gene mgrB

Para avaliagdo da integridade do gene mgrB, foi realizada a amplificagédo por PCR,
utilizando os iniciadores e condicdes descritas na Tabela 1. Os amplicons foram
subsequentemente analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. O resultado poderia
ser confirmado através da presenca de um amplicon de 252 pares de base (pb), ou seja, gene

natural sem a mutacdo, ou um amplicon de 1110 pb, gene truncado contendo a insercao.



Tabela - Lista de iniciadores utilizados e condicgdes das reagoes de PCR.

Gene Sequéncia (5°-3°) Condicdes de ciclo Tamanho do produto Referéncia
(Temperatura/Tempo) x N3 (pb)

mgrB-ext-F1! | AAGGCGTTCATTCTACCACC | (94°C - 30s; 54°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 253 Cannatelli et al. 2013

mgrB-ext-R22 | TTAAGAAGGCCGTGCTATCC | (94°C - 30s; 54°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 253 Cannatelli et al. 2013
phoQ-F CCACAGGACGTCATCACCA | (95°C - 15s; 60°C - 30s; 72°C - 25s) x 45 1594 Haeili et al., 2017
phoQ-R | GCAGGTGTCTGACAGGGATT | (95°C - 15s; 60°C - 30s; 72°C - 25s) x 45 1594 Haeili et al., 2017
phoP-F | GAGCGTCAGACTACTATCGA | (95°C - 30s; 60°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 912 Haeili et al., 2017
phoP-R GTTTTCCCATCTCGCCAGCA | (95°C - 30s; 60°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 912 Haeili et al., 2017
pmrB-F2 CCCTGAATCAGTTGGTTTC | (95°C - 30s; 60°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 714 Haeili et al., 2017
pmrB-R2 ATCAATGGGTGCTGACGTT | (95°C - 30s; 60°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 714 Haeili et al., 2017
pmrA-F | CGCAGGATAATCTGTTCTCCA | (95°C - 30s; 60°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 808 Haeili et al., 2017
pmrA-R | GGTCCAGGTTTCAGTTGCAA | (95°C - 30s; 60°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 808 Haeili et al., 2017
mcrl_F AGTCCGTTTGTTCTTGTGGC | (94°C - 30s; 50°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 320 Rebelo et al. 2018
mcrl_R AGATCCTTGGTCTCGGCTTG | (94°C - 30s; 50°C - 90s; 72°C - 60s) x 30 320 Rebelo et. al. 2018

LIniciador forward
2 Iniciador reverse

3 Todas as PCR incluem uma etapa inicial de desnaturacéo a 94 °C por 15 minutos e ap0s os ciclos uma etapa a 72° por 10 minutos.

Fonte: Autor
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4.7.2.3 Amplificagéo do gene phoQ, phoP, pmrA e pmrB

As condicBes de termociclagem para 0s genes estdo descrita na Tabela 1. Em todas as
reacOes foi preparada uma mistura (master mix) contendo porfes em volume de primers, Go
Taq Colorless Master Mix (Promega), agua, e DNA bacteriano. O controle negativo corres-
pondeu ao mix sem adi¢do do material genético microbiano. As reagdes foram executadas no
termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf) em diferentes condi¢cdes de temperaturas de

desnaturacdo, anelamento e extensao.

4.8 Eletroforese dos produtos de PCR (phoQ, phoP, pmrA e pmrB)

Todos os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%
em TBE 1X por uma hora a 100v. Em cada gel, foi aplicado nas extremidades o marcador de
peso molecular 100bp (Promega) para todos 0s genes.

4.9 Analise Estatistica

Os dados foram coletados em questionarios padronizados (ANEXO A e C) e
armazenados no programa Epi-Info versdo Windows 2000 para posterior analise. A
identificacdo dos genes de resisténcia foi estratificada de acordo com a bactéria isolada. A
associacdo entre os genes e a cepa e desfecho clinico foi realizada pelo teste estatistico X2,
teste exato de Fisher ou a razdo de odds (intervalo de confianca de 95%); os valores de p<0,05
foram considerados estatisticamente significantes. Os mesmos testes foram aplicados para
andlise de variaveis clinicas (escore de gravidade, presenga de choque séptico, comorbidades,
esquemas antimicrobianos utilizados) e sua associagdo com desfecho. Para avaliar a
associacdo entre os ensaios de microdiluicdo e da gota foi utilizado o teste de coeficiente
Kappa de Cohen. O calculo amostral foi calculado sendo convenientes 385 ou mais isolados
para ter um nivel de confianga de 95% a partir da populagdo da cidade de Salvador-Bahia,

segundo o censo do Instituto Brasileiro de Geografia do ano de 2022.
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5 RESULTADOS

A populacdo estudada foi composta de 366 pacientes com hemocultura positiva para
Escherichia coli (n=198) e Klebsiella pneumoniae (n=168). As caracteristicas demogréaficas e
clinicas da populacéo do estudo estdo apresentadas na Tabela 1. A populacdo do estudo teve
uma mediana de idade de 67 anos e 53,7% foram do sexo masculino. Um total de 86,4% dos
pacientes apresentaram algum tipo de comorbidade e 65% estavam em uso de cateter venoso.

O numero de isolados utilizados no estudo de comparacdo entre os testes de
microdiluicdo e gota, bem como das correlacfes entre resisténcia e clinica foi de 199, devido
a restricdo de materiais para os testes de microdiluicdo, para verificacdo da resisténcia a
polimixina. Nos outros ensaios utilizamos 366 isolados. Este nimero tem uma boa
representatividade da populacdo soteropolitana, e é proximo do valor minimo amostral

(N=385) para representar toda cidade.

Tabela 2 - Caracteristicas demogréficas e clinicas de pacientes com infecgdo de corrente sanguinea por Klebsiella

neumoniae e Escherichia coli em hospitais privados de Salvador, Bahia (2015-2019). (n =366)

. - . Total N° (%)
Caracteristicas demograficas e Clinicas (N=366)
Idade (anos), mediana (I1QT) 67 (53-80)
Idade >65 anos N=366 (100%) 201 (54,8)
Sexo masculino, n= 366 (100%) 197 (53,7)
Comorbidades, n= 360 (98,1%) 311 (86,4)
Diabetes mellitus (doenca grave) n= 360 (98,1%) 43 (11,9)
Tumor sélido n= 360 (98,1%) 51 (14,2)
Malignidade hematolégica n= 360 (98,1%) 96 (26,7)
Insuficiéncia cardiaca crénica n= 360 (98,1%) 30 (8,3)
Insuficiéncia renal cronica n= 360 (98,1%) 76 (21,1)
Insuficiéncia hepatica crénica n= 360 (98,1%) 21 (5,8)
Acidente vascular cerebral n= 359 (98,1%) 52 (14,4)
Imunossupressao (SIDA), n= 356 (97,0%) 2 (0,56)
Internacdo hospitalar anterior(dias), mediana (IQR) 13 (5-30)
Ventilagdo mecanica, n= 192 (52,3%) 42(21)
Cateter urinario de demora, n= 193 (52,6%) 46(23,8)
Cateter venoso central, n= 193 (52,6%) 126(65,3)
Cirurgia n= 193 (52,6%) 63(32,64)
Uso prévio de antibiotico*, n= 193 (52,6%) 35(18,1)
Local de internacdo no inicio da bacteremia, n= 365 (99,5%)

Enfermaria 100(27,4)
UTI 132(36,2)
Outros 133(36,4)
Infeccdes associadas aos cuidados de saude, n= 214 (%) 188(87,9)

SD: desvio padrdo; IQR: intervalo interquartil; UTI: unidade de terapia intensiva. *Durante 30 dias antes da
infeccdo de corrente sanguinea.
Fonte: Autor
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5.1 Triagem do Perfil de Resisténcia (Teste da Gota e Microdilui¢cdo em Caldo)

5.1.1 Teste da gota

Avaliagdo do perfil de sensibilidade das cepas como resistente, sensivel ou
heterorresistente foi verificada no teste da gota, através da observacdo de um halo no
agar Muller Hinton, conforme figuras 4 e 5. Um total de 209 dos 366 (57,1%) isolados
testados foi sensivel & polimixina, sendo 161 (77,0%) E. coli e 48 (23,0%) K.
pneumoniae. Um total de 81 (22,0%) isolados foi resistente a polimixina, sendo 22
(27,2%) E. coli e 59 (72,8%) K. pneumoniae. Heteroresisténcia foi identificada em 76
(20,7%) dos isolados, sendo 15 (19,7%) E. coli e 61 (80,3%) K. pneumoniae.

(A)

| E—— |
, : ——_ . /

Figura 4 - Placa de Agar Muller Hinton com cultura de Klebsiella pneumoniae submetida a triagem com o teste
da gota de polimixina. Na semeadura (A) existe halo totalmente limpo, onde a gota da solucdo do antibi6tico
inibiu o crescimento da bactéria (cepa sensivel). Em (B) ha crescimento bacteriano no local em que foi gotejada
a solugéo de polimixina (cepa resistente).

Fonte: Autor
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Figura 5 - Placa de Agar Muller Hinton com cultura de Klebsiella pneumoniae submetida a triagem com o
teste da gota de polimixina. Dentro do halo observam-se pequenas coldnias resistentes, evidenciando o
fendmeno de heterorresisténcia.

Fonte: Autor

5.1.2 Teste de sensibilidade a polimixina por microdiluicdo em caldo

Entre todos os 366 isolados submetidos ao teste da gota, a microdilui¢do em caldo foi
realizada para 199 isolados escolhidos de forma aleatéria, sendo 78 E. coli e 121 K.
pneumoniae. Foram analisados 91, 81 e 27 isolados que demonstraram sensibilidade,
resisténcia e heteroresisténcia no teste da gota, respectivamente. Os valores de CIM das cepas
controles e cepas selvagens utilizadas nos testes de microdilui¢do variaram de 0,125 a 128,0
pg/mL, conforme demonstrado na Figura 6 e 7. Os testes de microdiluicdo em caldo foram
aplicados para analise destes 81 isolados resistentes pelo teste de triagem da gota e confirmou
resisténcia para 44 isolados, ou seja, tiveram uma concentracdo inibitéria minima (CIM)
maior ou igual a 4,0 pg/mL, sendo 4 isolados de Escherichia coli e 40 isolados de Klebsiella
pneumoniae. Adicionalmente, 4 isolados classificados como heterorresistentes tiveram CIM
de 4,0 pg/mL. O BrCAST (2022) considera o ponto de corte maior ou igual 4,0 ug/mL para
uma enterobactéria ser considerada resistente a polimixina, o teste de triagem pela gota
comparado com as dilui¢bes em caldo teve uma sensibilidade de 100%, todos os 91 isolados

sensiveis no teste da gota tiveram uma CIM < 4,0 ug/mL.
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Figura 6 - Placa de POLICIMBAC (microdilui¢do) demonstrando o crescimento da cepa sensivel a
polimixina (CIM 0,50 pg/mL), com auséncia de crescimento a partir do 4° pogo (ATCC 25922) e, uma
cepa resistente, demonstrando crescimento até 8° pogo, caracterizando um CIM de 16,0 pg/mL .

Fonte: Autor

Figura 7 - Placa de 96 pogos utilizada para microdiluicdo em caldo no teste de sensibilidade & polimixina. Todos
os isolados foram testados em duplicata. E possivel visualizar com sinalizagdo a auséncia de crescimento do
controle positivo (mcr-1/cepa resistente) no pogo com CIM: 16,0 pg/mL. Apresentando controle de crescimento
em todos os pogos com visualizacdo de botdes (CC), e controle negativo (ATCC25922/cepa sensivel) com
valores de CIM: 2,0 ug/mL, dentro da faixa de sensibilidade. Também ha duas cepas selvagens (027 e 040)
caracterizadas resistentes, sendo possivel visualizar crescimento bacteriano representado com botdes em todos 0s
pocos do teste em 027, e CIM:128 ug/MI em 040.

Fonte: Autor

Os valores de CIM para Klebsiella pneumoniae sdo maiores do que aqueles
observados para E.coli, como demonstrado na Figura 8. Adicionalmente foram identificados
trés isolados de K. pneumoniae e um isolado de E. coli, os quais foram classificados como

heterorresistentes no teste da gota.
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Figura 8 - Distribuicdo dos valores de concentragdo inibitéria minima de polimixina (CIM) entre os 81 isolados
de K. pneumoniae e E. coli que apresentaram resisténcia na triagem com o teste da gota.
Fonte: Autor

A especificidade do teste da gota foi de 76,1% em relacdo a microdiluicdo. A tabela 11
mostra as caracteristicas do teste da gota frente ao teste de microdiluicdo em caldo. Todos
isolados sensiveis foram confirmados como sensiveis, resultando em uma sensibilidade de
100%. Se considerarmos 0s quatros casos heterorresistentes que foram resistentes na
microdilui¢do em caldo, a sensibilidade seré& de 90,9%.

Tabela 3 - Caracterizacdo do perfil de sensibilidade a polimixina dos isolados avaliados no teste da gota e na
microdiluicdo em caldo (n= 199)

TESTE DA MICRODILUICAO EM CALDO
GOTA
Bactéria Sensivel Heteroresistente Resistente Sensivel  Resistent TOTAL
N (%) N (%) N (%) N (%) e
N (%)
K. pneumoniae 47 15 (55,5) 59(72,8) 81 (52,2) 40(90.9) 121(60,8)
(51,6)
E.coli 44 12 (44,4) 22(27,1) 74(478)  4(9) 78(39,2)
(48,3)
TOTAL 91 27(13,5) 81(40,7) 155(77,8) 44 (22,2) 199(100,0)
(45,7)

Fonte: Autor

Os parametros de avaliacdo do teste de triagem pela gota encontram-se na Tabela IV,
sendo que os quatro isolados heterorresistentes na gota foram considerados como resistentes

na avaliacdo da acuracia.
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Tabela 4 - Valores de sensibilidade e especificidade, valor preditivo positivo e negativo para o teste de triagem
da gota

CIM Parametro Estimado IC (95%)
(%)

R S Total Sensibilidade 100 91,9 -100,0
o o R | 44 37 81 Especificidade 76,1 68,8% - 82,1%
D sy
= oS 0 118 118 VPP 54,3% 43,5 —64,7%
Total 44 155 199 VPN 100 -

Acurécia 81,41 75,4 - 86,2

CIMs: considerando pontos de corte do BrCAST 2022 — (Resistente > 4 ug/mL); R= resistente; S= Sensivel
*VPP:Valor preditivo positivo

**VPN: Valor preditivo negativo

Fonte: Autor

O teste de coeficiente Kappa de Cohen foi aplicado a partir dos resultados obtidos na
microdiluicdo e teste da gota, 0 nimero de concordancias observadas foi de 162 (81,41% das
observacgdes), 0 numero de concordancias esperadas por acaso foi de 109,8 (55,19% das
observagdes), com valores de Kappa= 0,59. Intervalo de confianga de 95% compreende
valores dentro da faixa de 0,475 a 0,695. A capacidade do teste da gota detectar corretamente
uma amostra resistente foi 100% e excluir corretamente um isolado sensivel foi 76,1%. A
probabilidade de um isolado de K. pneumoniae ou E. coli resistente a polimixina receber uma
avaliacdo de sensibilidade correta apenas utilizando o teste da gota é de 54%. Sumarizando,
entre os 121 isolados de K. pneumoniae e as 78 cepas de E. coli, o teste da gota identificou
um total de cepas resistentes a polimixina sendo 59 (72,8%) isolados de K. pneumoniae e 22
(27,1%) isolados de E.coli. O teste de microdilui¢cdo confirmou resisténcia em 40 isolados de
K. pneumoniae entre 0s 59 considerados resistentes no teste da gota (67,8%), enquanto para
E. coli, dos 22 isolados identificados como resistentes no teste da gota, somente quatro
isolados (18%) tiveram a resisténcia confirmada pela microdiluicdo em caldo.

Para identificar fatores de riscos associados a resisténcia a polimixina, os dados
demograficos e clinicos foram estratificados de acordo com a sensibilidade a este
antimicrobiano para todos os 44 casos classificados como resistentes pelo teste de

microdiluicdo em caldo (Tabela V).
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Tabela 5 - Caracteristicas demogréficas e clinicas de pacientes com infeccdo da corrente sanguinea devido a K.
pneumoniae e E. coli estratificada por sensibilidade & polimixina, conforme determinado pelo teste da
microdiluicdo em caldo (n =199) *

Caracteristicas PR PS P-value
(n=44) (n=155)
Idade (anos), mediana (IQT) 68 (61-82) 66 (51-79) 0,07
Idade >65 anos 36 (63,2) 113 (53,1) 0,174
Sexo masculino 30 (52,6) 109 (51,2) 0,845
Comorbidades
Diabetes mellitus (doenca grave) 10 (22,7) 12 (7,7) 0,0009
Tumor solido 8 (18,2) 23 (14,8) 0,577
Malignidade hematoldgica 10 (22,7) 44 (28,4) 0,382
Insuficiéncia cardiaca crénica 7 (15,9) 9 (5,8) 0,011
Insuficiéncia renal cronica 12 (27,3) 28 (18,1) 0,105
Doenga hepatica crénica 2 (4,5) 11 (7,1) 0,263*
Acidente vascular cerebral 8 (18,2) 17 (10,1) 0,205
Internacdo hospitalar anterior (dias), mediana 20,5 (8,5-40,5) 10 (4-25) 0,0583
(IQR)
Intervencéo hospitalar anterior”
Ventilagdo mecénica 13 (29,5) 8 (5,2) 0,000001
Cateter urinario de demora 15 (34,1) 9 (5,8) <0,000001
Cateter venoso central 25 (56,8) 33(21,3) <0,000001
Cirurgia 18 (40,9) 15 (9,7) <0,000001
Uso prévio de antibidticos* 5(11,4) 13 (8,4) 0,361
Sepse 31 (70,4) 41 (26,5) <0,000001
Choque séptico 7 (15,9) 17 (10,1) 0,322
Infeccdo associada aos cuidados de satde 35 (79,5) 57 (36,8) <0,000001
Obito 23 (52,3) 25 (16,1) <0,000001

SD: desvio padrdo; IQR: intervalo interquatil; *Trinta dias antes da bacteremia; PS: Polimixina sensivel; PR:
Polimixina resistente segundo a anélise da microdiluicdo.’ 83 isolados heteroresistentes ndo foram incluidos
nesta analise.
Fonte: Autor

Os pacientes com isolados resistentes a polimixina apresentaram maior frequéncia de
comorbidades como diabetes e também insuficiéncia cardiaca crénica. Além disso, observa-se
gue os pacientes resistentes fizeram uso de dispositivos com maior frequéncia e apresentaram
gravidade das infecgbes, principalmente concomitantes aos quadros de sepse, e sd0 mais
susceptiveis ao desfecho de obito.

Quanto ao perfil de sensibilidade, E. coli foi bastante sensivel aos antimicrobianos
testados, com 23% dos isolados resistentes as cefalosporinas e 1% de resisténcia aos
carbapenémicos, enquanto a espécie K. pneumoniae teve 55% de resisténcia as cefalosporinas

e 22% de resisténcias aos carbapenémicos (Tabela V1).
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Tabela 6 - Perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados de K. pneumoniae e E. coli submetidos a
avaliacao de sensibilidade a polimixina pelo teste da gota

Escherichia coli N=198(%b) K. pneumoniae N= 168(%b)
Antibidtico S I R S I R
Amicacina 198 (100)  0(0,0) 0 (0,0 153 0(0,0) 15 (8,9)
(91,2)
Gentamicina 175(88,4) 0(0,00 23(11,6) 103 2(1,2) 63(375)
(61,3)
Ceftazidima 152 (76,8) 0(0,00 46(23,2) 76(452) 0(0,00 92(54,8)
Ceftriaxona 152 (76,8) 0(0,00 46(23,2) 76(452) 0(0,00 92 (54,8)
Cefepime 152 (76,8) 0(0,00 46(23,2) 76(452) 0(0,00 92(54,8)
Piperaciclina\tazobactam 187 (94,5) 0 (0,0) 11 (5,50 90(53,6) 15(8,9) 63(37,5)
Ciprofloxacina 120 (60,6) 0(0,00 78(39,4) 81(48,2) 10(59) 77 (459)
Meropenem 196 (99,00 0(0,0) 2 (1,0 132 2(1,2 34(20,2
(78,6)
Imipenem 196 (99,00 0(0,0) 2 (1,0 128 3(1,8) 37(22,0)
(76,2)
Ertapenem 196 (99,00  0(0,0) 2 (1,0 129 2(1,2) 37(22),0)
(76,8)
Tigeciclina 196 (99,00 2(1,0) 0(0,0) 158 2(1,2) 8 (4,8)
(94,0

S = Sensivel; | = Sensivel Dose Dependente; R = Resistente.
Fonte: Autor

Na Tabela VII, encontra-se representado o perfil de resisténcia a outros antibidticos
pelas bactérias resistentes a polimixina, e neste cenario, identificamos que 75% dos isolados
de E. coli resistentes a polimixina sdo também resistentes a Ciprofloxacina e Gentamicina. Os
isolados de K. pneumoniae com resisténcia a polimixina, apresentam em sua maioria
resisténcia as cefalosporinas (77%), e em 50%de resiténcia aos carbapenémicos também

apresentam o perfil de resisténcia a outros farmacos.
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Tabela 7 - Perfil de resisténcia a outros antibidticos entre as 44 cepas confirmadas como resistentes a
polimixina, através do teste de microdiluicdo em caldo.

Tratamento Espécies
E.coli (n=4 [%]) Klebsiella pneumoniae (n=40 [%])

Amicacina 0(0,0) 4(10,0)
Ampicilina + Sulbactan 3(75,0) 30(90,0)
Cefepime 1(25,0) 31(77,5)
Ceftazidima 1(25,0) 31(77,5)
Ceftriaxona 1(25,0) 32(80,0)
Cefuroxima 1(25,0) 32(80,0)
Ciprofloxacino 3(75,0) 29(72,5)
Gentamicina 3(75,0) 20(50,0)
Piperaciclina + Tazobactan 1(25,0) 26(65,0)
Imipenem 0(0,0) 20(50,0)
Meropenem 0(0,0) 20(50,0)
Tigeciclina 0(0,0) 3(7,5)

Fonte: Autor

A Tabela VIII apresenta o perfil de multirresisténcia das 44 cepas resistentes a
polimixina, através do teste de microdiluicdo em caldo. Amicacina e Tigeciclina sdo as drogas
em que os isolados resistentes a polimixinas sdo mais sensiveis. Relativo a espécie
Escherichia coli, das quatro cepas resistentes a polimixina, dois isolados foram também
resistentes a Ciprofloxacina e Gentamicina. Dentre os isolados da espécie K. pneumoniae, 15
(37,5%) isolados foram sensiveis aos carbapenémicos, e destes, cinco isolados (12,5%) foram
sensiveis a todos os outros antibioticos testados. Entre todas as cepas testadas, 37 (84,1%)
apresentaram o perfil MDR. Sete (15,9%) isolados possuiam perfil de resisténcia estendida
(XDR), sensivel apenas a Amicacina ou Tigeciclina. Quatro isolados (10%) de K. pneumoniae
foram resistentes a todos os antibidticos testados, com excecdo da Tigeciclina, para 0s quais

trés isolados foram SDD (sensivel dose dependente) e um isolado foi sensivel.
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Tabela 8 - Perfil de multirresisténcia entre os isolados de enterobactérias resistentes a polimixina em casos de
infeccdo de corrente sanguinea em Salvador, Bahia.

Grupos de farmacos E. coli K. pneumoniae
N=4 (%) N=40 (%)
AMC, ASB, PPT, CAZ, CTX, CRO, CPM, CIP? 1(25,0) 15 (93,7)
CAZ, CTX, CRO, CPM, CIP, GEN? 2 (50,0%) 10 (87,5)
IMP, MER, GEN, AMC, ASB, PPT? 0(0,0) 9 (100,0)
AMI, CAZ, CTX, CRO, CPM, AMC, CIP® 0(0,0) 4 (100,0)
TIG, AMI, IMP, MER, AMC, ASB, PPT® 0 (0,0 3(100,0)
AMI, CFM, CAZ, CRO, CRX,CIP, GEN, PPT,IMP, 0(0,0) 4 (10,0)
MER
CFM, CAZ, CRO, CRX,CIP, GEN, PPT,IMP, 0 (0,0) 4 (10,0)
MER#
aMDR. °’XDR

&Todos os isolados sdo SDD para Amicacina e um isolado foi sensivel a Gentamicina, todos os 4 isoaldos foram
sensiveis a tigeciclina.
Fonte: Autor

5.2 Pesquisa de Genes de Resisténcia as Polimixinas (mcr-1;mgrB; phoP/Q e PmrA/B)

A pesquisa do gene plasmidial e dos genes cromossomais foi realizada em diferentes
isolados de K. pneumoniae e E.coli.

5.2.1 Deteccdo do gene mcr-1

A busca do gene plasmidial mcr-1 foi realizada em 110 isolados avaliados pelo teste
da gota, incluindo cepas resistentes e suscetiveis. Assim, foram utilizadas duas cepas
sensiveis a polimixina (uma K. pneumoniae e uma E. coli), 27 heterorresistentes (12 E. coli e
15 K. pneumoniae) e 81 isolados, resistentes. Somente um isolado de E. coli foi positivo
(HB234) para o gene mcr-1, este isolado apresentou uma CIM de 16 pg/ml. O perfil

eletroforético da reacdo de PCR para o gene mcr-1 pode ser visualizado na Figura 9.
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MARC HAI2 HB49 HB60A1 HB70 HAI70 HB234 HA316 HB365 HB366 HB376 HB393 HB39% HB400 HB413

Figura 9 - Eletroforese em agarose a 1% do produto de PCR para detec¢do do gene plasmidial mcr-1 com
identificacdo do produto com 320 pares de base.
Fonte: Autor.

5.2.2 Deteccao do gene mgrB

O gene mgrB foi investigado para os mesmos 110 isolados descritos no item anterior.
A deteccdo do gene mgrB, foi positiva em apenas um isolado (HA19) de K. pneumoniae
(Figura 10), considerado entdo positivo para expressdo deste gene. As bandas em HAOL,

HAOQ07, HA35, HA103 refletem a marcacdo de 253 pb que corresponde ao gene mgrB sem

mutacdo, com 47 aminoacidos.

MARC HAO01 HA07 HAI9 HA35 HAI103 HAIIS HAI57 HAISS HAIS9 HAIG6l HA168A HA168B HA170 HAISS HAISS HAIS? C- ct+

1110ph ="

Figura 10 - Gel da PCR para deteccdo do gene mgrB mutado/truncado. A banda em HA19 indica que esta
amostra expressa este gene sugerindo a possibilidade de gene mgrB mutado gerando proteinas truncadas, com
tamanho semelhante ao controle positivo.

Fonte: Autor
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5.2.3 Deteccdo do gene phoQ/P

A presenca do gene phoQ (Figura 11) foi identificada em 78 cepas, sendo 7 de E. coli
e 71 de K. pneumoniae. Dos 78 isolados com deteccdo do gene phoQ, 22 (28,2%)
expressaram resisténcia a polimixina pelo método de microdiluigdo em caldo. As demais 56

cepas positivas no PCR foram resistentes (n=7) ou heteroresistentes (n=49) no teste da gota.

MARC HA406 HA43 HAS543 HAO03 HAI2 HA27 HA36 HB49 HB61 HB69Y HB70 HB79 HBS1 HBS2 HB91 HB92 HBI1l4 HBI146 HBI162

e e PO be s " e e e DU pu bw ow S B e

Figura 11 - Perfil de eletroforese em gel de agarose (1%) do produto de PCR para deteccdo do gene
cromossomal phoQ, com deteccéo de fragmento de 1594pb.
Fonte: Autor

A deteccdo de phoP foi observada em 88 amostras resistentes, sendo 80 (90,9%) em
K. pneumoniae. Destas 88 cepas, apenas 36 (40,9%) tiveram a resisténcia confirmada pela
microdiluicdo em caldo. Um total de 47 (53,4%) foram heteroresistentes no teste da gota.
Entre as 70 amostras heterorresistentes, 48 foram positivas para o gene phoQ e 47 foram

positivas para o gene phoP. (dados ndo mostrados)

5.2.4 Deteccdo dos genes pmrA/B

O gene pmrA foi detectado em 86 isolados, sendo 30 (68%) dentre as 44, resistentes
pelo teste de microdiluicdo e as demais 56 foram resistentes(n=3) ou heteroresistentes (n=53)
no teste da gota. O gene pmrB foi detectado em 68 isolados, sendo 4 isolados de E. coli
heteroresistentes e em K. pneumoniae foram 15 resistentes e 49 heteroresistentes. Em 58
cepas de K. pneumoniae foi identificada a presenca de ambos os genes pmrA/pmrB. A figura

12 mostra o padrdo eletroforético de produtos de PCR com amplificagdo do gene pmrA.
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Figura 12 - Perfil de eletroforese em gel de agarose (1%) do produto de PCR para deteccdo do gene
cromossomal pmrA, com deteccdo de fragmento de 808 pares de bases.
Fonte: Autor

Entre 41 amostras que foram resistentes no teste da gota e sensiveis no teste de
microdiluicdo, identificamos genes de resisténcia em 12 (29,0%), sendo a seguinte
distribuicdo: phoQ foi detectado em 4 isolados, mgrB em 1, phoP em 1, pmrA em 1,
phoQ/phoP em 1, phoP/pmrB em 1, phoP/pmrA/pmrB em 1, phoQ/phoP/pmrA em 1, e
phoQ/phoP/pmrA/pmrB em 1 isolado.
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6 DISCUSSAO

Caracterizada como um problema de saude puablica, a resisténcia microbiana esta
altamente relacionada a morbidade, mortalidade e elevagdo dos custos durante a assisténcia a
salde, o que colabora com o agravo das infec¢cbes (NETO, 2020). As infecgdes por
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos se disseminaram globalmente, deixando as
polimixinas, como “tratamento de Ultimo recurso” devido a agravos clinicos como
neurotoxicidade e nefrotoxicidade. Entretanto, esta resisténcia aos carbapenémicos aumenta a
probabilidade de eventos como sepse e 6bito, observado neste estudo. No presente estudo a
frequéncia de isolados resistentes a polimixinas foi 22,1%, o que esta de acordo com o estudo
realizado em Sao Paulo, Brasil, Silva et al. (2022) com isolados de K. pneumoniae produtores
de carbapenemases, cujo indice de resisténcia a polimixina vem crescendo, variando de 1%
em 2011 a 27% em 2015. Na China, os resultados encontrados por Zhang et al. (2021) em um
estudo envolvendo hospitais terciarios com isolados resistentes de K. pneumoniae e E. coli
determinou a prevaléncia e mecanismos moleculares de enterobactérias resistente a
polimixina, encontrando um total de 3,8%, demonstrando que a frequéncia de cepas
resistentes pode variar segundo a localidade.

No presente estudo a maioria dos pacientes que fizeram uso de polimixinas
apresentava um isolado resistente a um ou mais carbapenémicos, sendo entdo a resisténcia a
esta classe terapéutica um limitrofe importante na incluséo de terapias de Ultima escolha como
as polimixinas. O wuso irracional de carbapenémicos deveu-se ao surgimento de
cefalosporinases resultando em resisténcia aos carbapenémicos (COSTA JUNIOR et al.,
2022). A resisténcia a polimixinas tem ocorrido também devido a presséo seletiva causada
pelo uso inadequado desses antibidticos. Os mecanismos de resisténcia sdo mediados por
alteracOes intrinsecas, mutacionais ou genéticas em genes cromossdmicos. O mecanismo
inclui as modificagbes quimicas da rede reguladora de controle da por¢édo lipidica A do
lipopolissacarideo, reduzindo a carga negativa e sua afinidade pelas polimixinas (RAY et al.,
2022). As polimixinas (colistina e polimixina B) tornaram-se o antibiotico de Gltimo recurso e
foram reclassificadas como criticamente importantes para a medicina humana pela
Organizacdo Mundial da Satude em 2011 (XIE et al., 2022).

Os mecanismos de resisténcia a polimixinas podem ser plasmidiais ou, na maioria dos
casos, cromossomais, como observado inclusive neste estudo. Além dos mecanismos
cromossomais, 0 Unico gene movel de resisténcia a colistina/polimixina B (mcr) relatado em

enterobacterales e encontrado em uma das cepas de E. coli deste estudo é responsavel pela
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propagacgdo horizontal da resisténcia as polimixinas, levando a uma necessidade urgente de
aumentar a vigilancia para detectar resisténcia a estes farmacos (RAY et al., 2022). A
transferéncia horizontal mediada por plasmideo resulta na rapida disseminacdo de genes de
resisténcia entre varias espécies bacterianas, que é responsavel por uma ampla variedade de
fendtipos multidroga resistente em bactérias que podem causar infecces em humanos. A
existéncia de mcr-1 e outros genes de resisténcia sugere a presenca de diferentes vias para a
transmisséo horizontal (SILVA et al., 2022), como foi descrito neste trabalho com a deteccéo
de diversos genes ndo so plasmidiais como cromossomais.

Desde a descoberta da resisténcia a colistina mediada por plasmideo pela primeira vez
na China em 2015, o mcr-1, foi detectado em mais de 50 paises e regides em todo o mundo. E
interessante saber que, apesar desta pesquisa ser direcionada a amostras clinicas humanas e
ser comparada a trabalhos semelhantes na maior parte desta discussdo, atualmente cepas
portadoras de mcr-1 foram isoladas de animais, carne crua e dgua de ambientes. Devido a
transferibilidade do plasmideo que abriga mcr-1, quinze espécies bacterianas foram relatadas
como positivas para este gene, culminando em desafios para a saude publica em todo o
mundo (XIE et al., 2022). Nas cepas dos dois hospitais terciarios deste estudo, uma E. coli
possuia o0 gene, que ja esta disseminado em paises como Argentina, Brasil, Bolivia, Colémbia,
Chile, Equador, Paraguai, Peru, Uruguai e Venezuela (DAZA CARDONA, 2022). O trabalho
de Costa Junior et al (2022) descreveu que relatos iniciais da presen¢a de mcr-1 no Brasil
foram baseados em 16 amostras de E. coli isoladas de aves e suinos, o primeiro caso de
isolados clinicos e amostras ambientais carregando mcr-1 foi relatado em 2016, e atualmente,
existem varios relatos de isolados produtores de mcr-1 relacionados a infecgdes hospitalares
em todo o pais.

Apesar dos dados esparsos, a resisténcia a polimixina foi documentada em oito de 11
paises asiaticos ja estudados, tendo o gene mcr-1 como o0 marcador genético predominante.
Nesta casuistica foi encontrado apenas um isolado, entre os 110 avaliados, positivo para o
gene plasmidial mcr-1. A presenca generalizada de resisténcia a carbapenémicos e polimixina,
incluindo sua disseminagdo em oito paises asiaticos, representa um risco continuo e aumenta a
ameaca de infeccOes resistentes a ambas as classes antimicrobianas (MALCHIONE et al.,
2019). Girardello et al. (2021) isolaram 490 bastonetes Gram-negativos resistentes a colistina
de infec¢Bes humanas em um ambiente hospitalar na regido Nordeste do Brasil, dos quais oito
eram Escherichia coli mcr-1 positivo. O estudo de Elaskary e Badawy (2023) ao investigarem
as carbapenemases e determinar a suscetibilidade a colistina encontraram 0 gene mcrl em

9,1% dos isolados de K. pneumoniae resistente a carbapenémico. Cerca de 16,3% destas cepas
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eram resistentes a colistina.  No nosso estudo entre as 44 cepas confirmadas resistentes a
polimixina, 20 também apresentavam resisténcia a algum carbapenémico, mas néo
apresentavam o gene mcr-1. Cordeiro-Moura et al. (2022) detectaram a presenca de mcr-1 em
uma cepa de E. coli isolada de uma amostra de rio em Jodo Pessoa, Paraiba, a cepa isolada
com 0 gene apresentou MIC de 4 pg/mL, dado que confirma os achados do presente estudo,
demonstrando que a frequéncia deste gene esta muito mais associada a espécie de E. coli, e 0
isolado geralmente apresenta valores de MIC baixos, quando comparados a isolados que
expressam genes cromossomais. Da mesma forma, Fernandes et al. (2016) detectaram a
presenca do gene mcr-1 em cepas de E. coli isoladas de &guas costeiras da cidade de S&o
Paulo. No estudo conduzido por Bir et al. (2022) foram testados um total de 100 isolados de
enterobacterales resistentes a carbapenémicos, 15% eram resistentes a colistina, e uma cepa
de K. pneumoniae abrigava o gene mcr-1, demonstrando que mesmo sendo mais provavel
encontrar este gene em espécies de E. coli, onde inclusive foi detectado neste trabalho,
também é possivel encontrd-lo em outros bacilos. Lorenzoni et al. (2018) investigaram a
presenca do gene mcr-1 em 340 isolados clinicos de bacilos Gram-negativos resistentes a
polimixina coletados entre agosto de 2015 e janeiro de 2018 em um hospital universitario
localizado em Santa Maria, Rio Grande do Sul, Brasil, e uma E. coli abrigou o gene mcr-1,
confirmando também os dados deste estudo. Rocha et al. (2020) também descreveram 0s
mecanismos moleculares da resisténcia as polimixinas envolvendo a expressao de mcr-lem
cinco isolados clinicos de enterobacterales, 2 isolados de Escherichia coli, 2 de Klebsiella
pneumoniae e 1 isolado de Citrobacter freundii, todas as cepas eram oriundas de um hospital
terciario, localizado em Recife, Brasil, confirmando que o envolvimento do gene mcr-1 na
transmissao de resistenténcia a colistina em bacilos representa uma séria ameaga a0 manejo
clinico atual de infec¢des adquiridas na comunidade humana.

Reddy et al (2022), semelhante aos resultados do nosso estudo, determinou a
prevaléncia de isolados clinicos resistentes a colistina obtidos de pacientes de UTIs e
enfermarias de um hospital terciario. Entre 31 BGN resistentes a colistina, 41,94% (13/31)
eram K. pneumoniae, 25,81% (8/31) eram E.coli. Na microdiluigéo, a maioria das E. coli e K.
pneumoniae foram confirmadas como resistentes a colistina apresentando MIC>4 pg/ml. K.
pneumoniae apresentou maior prevaléncia de resisténcia a colistina do que E. coli (0,71% vs
0,42%, p<0,05), como relatado também neste estudo, reafirmando a resisténcia a colistina
como situacao relevante para saude publica mundial. No trabalho de EI-Mokhtar et al. (2021)
foi investigado o surgimento de resisténcia a colistina em 140 isolados nosocomiais de E. coli,

estes pacientes apresentavam pneumonia e estavam internados na UTI com dor torécica



65

durante 36 meses. Os resultados apontaram que a resisténcia a colistina foi observada em
21/140 (15%) dos isolados de E. coli, frequéncia préxima da observada neste trabalho, que foi
9,1% (4/44).

O mecanismo de resisténcia a polimixina pode ser mediado cromossomicamente
devido a reducdo na afinidade da polimixina apds as modificacBes do lipidio A por um
sistema regulador de dois componentes, e um isolado resistente pode apresentar mutacoes
cromossémicas especificas em genes que controlam o sistema de dois componentes phoP/Q e
pmrA/B, como observado em muitas cepas resistentes e até sensiveis deste estudo. O sistema
phoPQ codifica uma pequena lipoproteina transmembranar que é responsavel pela regulacdo
negativa do sistema phoPQ. Como os dois sistemas regulam a resisténcia alterando a carga
catibnica e o padrdo ibnico da membrana externa, mudancas em sua funcdo podem levar a
uma diminuicdo da carga anibnica e, consequentemente, impedir a interacdo eletrostatica da
célula bacteriana com moléculas de drogas (COSTA JUNIOR et al., 2022). Outro exemplo de
mutacdo cromossdmica, relatado neste trabalho e nos resultados de Silva et al. (2020) s&o as
alteracdes no gene mgrB, caracterizadas na obra destes autores como a fonte mais comum de
resisténcia a polimixina no ambiente clinico brasileiro em isolados de K. pneumoniae.
Entretanto, neste estudo o gene mgrB foi detectada em apenas um isolado de K. pneumoniae.

As infecgOes causadas por Klebsiella pneumoniae resistente a carbapenémicos
representam um enorme desafio de saude em todo o mundo, e sdo muito frequentes em
hospitais terciarios, como foi destacado também neste estudo. Na China, o estudo de Chein et
al. (2022) avaliou a incidéncia de resisténcia a polimixina em isolados clinicos de KPC e
caracterizou os mecanismos moleculares subjacentes a esses isolados. Um total de 493 destas
cepas foi coletado em seis hospitais terciarios durante os anos de 2017 e 2018. Observou-se
uma taxa de resisténcia a polimixina de 2,2% (11/493), bem menor quando comparada a este
trabalho. As MICs de polimixina variaram de 4 a 128 pg/mL, semelhante ao presente estudo,
em 11 isolados de KPC. As principais variacdes genéticas identificadas envolveram uma
delecdo em mgrB e trés mutacbes sem sentido em pmrA, pmrB e phoP. Além disso, foi
relatada uma nova mutacdo em pmrB que pode conferir resisténcia a polimixina em K.
pneumoniae. Além dos genes mcr mediados por plasmideos, muta¢des envolvendo genes
cromossomais, como mgrB, phoP/phoQ, pmrA e pmrB, séo as principais causas de resisténcia
a colistina, como foi confirmado neste estudo.

Ao realizar uma caracterizacdo molecular dos genes de resisténcia associados a
polimixinas, Pancotto et al. (2020) avaliaram 35 isolados de K. pneumoniae e detectaram 11

(32,4%) positivos para mgrB truncado, todos expressavam 0s genes correspondentes aos
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sistemas phoP/Q e pmrA/B, o que corrobora os dados encontrados neste estudo com alta
frequéncia da expressédo de genes destes dois componentes e, maior incidéncia pela expresséo
de phoP.

O surgimento de resisténcia a polimixina B entre Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos torna o tratamento clinico mais dificil. Assim, Xu et al. (2022) investigaram
os fatores de risco e 0s mecanismos de resisténcia nestas cepas. De janeiro de 2021 a janeiro
de 2022, foram selecionados 239 isolados, todos analisados por meio de testes de
suscetibilidade antimicrobiana e dados clinicos. A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi
realizada para a detecg@o de genes de resisténcia. A taxa de resisténcia da polimixina foi de
5,02%. Em todas as cepas de KPC 41,84% vieram da UTI, dado que também corrobora aos
achados deste trabalho, onde o percentual de pacientes oriundos de UT]I foi aproximadamente
36%; estes individuos mais manipulados tendem a apresentar cepas com perfil de resisténcia a
um maior numero de farmacos. Nas 12 cepas de KPC rastreadas, pmrB e pmrA foram
superexpressos em todas as amostras que estavam ligadas a resisténcia a polimixina B,
diferente do que foi observado neste estudo, em que entre as KPC resistentes no teste da gota,
detectamos um nimero maior da presenca de pmrA e pmrB, sendo em 30 e 15 isolados,
respectivamente.

Liu et al. (2022) identificaram os fatores de risco para mortalidade em 30 dias em
pacientes de unidade de terapia intensiva pediatrica (UTIP) com infec¢des por enterobactérias
e compararam os resultados clinicos de diferentes regimes antimicrobianos. Para os 56
pacientes, a mortalidade geral em 30 dias foi de 50%. Nao houve diferenca significativa na
mortalidade em 30 dias (42,9% versus 45,5%, p = 0,854) ou na taxa de eficiéncia clinica
(53,4% versus 40,9%, P = 0,374) entre aqueles que foram ou néo tratados com polimixina B,
ou seja, o tratamento com polimixina B ndo conseguiu reduzir a mortalidade em 30 dias.
Nosso estudo evidenciou que 0s pacientes que sdo resisitentes a polimixina, apresentam
também resisténcia a outros farmacos, sendo que este € um fator de risco para o Obito,
lembrando que as polimixinas s&o terapias de ultima escolha no tratamento das
enterobacteérias.

Outro estudo, com o objetivo de identificar preditores para o isolamento de
enterobacterales resistentes a carbapenémicos e polimixina entre pacientes hospitalizados foi
0 de Teo et al. (2019), que encontraram entre 33 casos analisados 43,2% isolados eram de K.
pneumoniae, percentual semelhante ao achado deste trabalho. Pacientes imunocomprometidos
com diabetes mellitus sdo particularmente propensos a infecgdes nos pés por Klebsiella

pneumoniae multirresistente, que pode ser agravada por osteomielite cronica (TAHA et al.,
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2018). Essa caracteristica pode explicar a diferenca significativa encontrada neste estudo em
pacientes portadores desta disfuncao glicémica e apresentar isolado resistente as polimixinas.
Os individuos com diabetes tém risco 10 vezes maior de serem hospitalizados por infec¢bes
de tecidos moles e 0ssos do pé, do que individuos sem diabetes. Outros estudos demonstram
que a resisténcia aos antibioticos em pacientes diabéticos aumentou dramaticamente, sendo
assim, testes de sensibilidade aos antibi6ticos, como o teste da gota para polimixina, sdo
requisitos importantes para o0 manejo de infeccdes, o que pode auxiliar em melhores escolhas
terapéuticas, principalmente quando estes doentes Sdo propensos ao uso continuo de
antibioticoterapias, como acometidos por situacfes cronicas (ANVARINEJAD et al., 2015).
Diversas pesquisas relataram a bacteriologia das infeccdes do pé diabético nos ultimos 25
anos com presenca de bacilos MDR (PRIYADARSHINI SHANMUGAM et al., 2020). Rawat
et al. (2012) também trazem informacGes sobre infec¢Bes entre pacientes diabéticos e altas
taxas de resisténcia a varios antibioticos entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. A
resisténcia a mdultiplas drogas foi encontrada em 82,5% (33/40) entre bactérias Gram-
negativas e 60,8% (14/23) em bactérias Gram-positivas. O baixo nivel de resisténcia a
Piperacilina/Tazobactam e o alto nivel de resisténcia a Ceftazidima/Clavulanato também
foram encontrados, o que pode ser atribuido a hiperproducédo de AmpC ou a presenca de beta-
lactamases resistentes a inibidores (especialmente em E. coli) mascarando a deteccdo de
ESBL por Clavulanato, mas permanecendo suscetivel a inibicdo por Tazobactam.
Interessantemente, houve também uma maior frequéncia de resisténcia a polimixinas em
pacientes com insuficuiéncia cronica, fato pouco explorado na literatura, mas que pode ser
explicado pelo maior tempo de internamento em hospitais terciarios.

Ainda considerando os fatores de risco para resisténcia contra antimicrobianos, o
estudo de Tian et al. (2023) investigou a prevaléncia, fatores de risco e caracteristicas
epidemioldgicas moleculares de enterobactérias em pacientes com doenca hepéatica. A
populacdo foi composta por 574 pacientes adultos internados, a resisténcia a maioria dos
antimicrobianos foi independente da espécie, diferente do que foi observado neste trabalho,
no qual a espécie de K. pneumoniae demonstrou maior gravidade nos pacientes infectados.
Vale ressaltar também que no presente estudo a doenca hepatica cronica ndo foi fator
agravante para os individuos apresentarem isolados sensiveis ou resistentes a polimixina, mas
pode ser uma caracteristica clinica relevante segundo outros autores.

Pacientes na unidade de terapia intensiva (UTI) tém risco aumentado de infecgdo por
K pneumoniae adquirida no hospital, especialmente KPC (QIN et al., 2020). Silva et al.

(2020) avaliaram o impacto clinico e os potenciais fatores de risco associados a cepas de
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enterobacterales resistentes a polimixina isoladas de pacientes internados em unidades de
terapia intensiva neonatal e adulta. Encontraram que pacientes adultos, com uso de um cateter
e procedimento cirdrgico foram considerados fatores de risco para aquisicdo de cepas
resistentes a polimixina, situacdo também encontrada neste estudo. Em pacientes neonatais o
uso de um cateter venoso central foi o Unico fator de risco associado a aquisicdo de cepas
resistentes a polimixina. A analise dos resultados revelou que a taxa de mortalidade foi
significativamente maior em pacientes adultos (66,6%) e neonatais (23,5%) com cepas
resistentes a polimixina do que naqueles com cepas suscetiveis a polimixina, corroborando
também os dados deste estudo. Além disso, a exposicdo a terapias de Ultima escolha foi
fortemente associada a mortalidade, confirmando que a aquisicdo dessas cepas € um preditor
de desfechos desfavoraveis como foi relatado neste estudo. O tratamento combinado com um
aminoglicosideo e polimixina pode ser uma alternativa mais eficaz para melhorar os
resultados dos pacientes, fato também confirmado neste estudo ja que as cepas resistentes a
polimixina na maioria dos casos nédo era resistente a Amicacina (SILVA et al, 2020 ).

Dentre as infeccBes associadas a assisténcia a saude, as relacionadas a dispositivos
constituem situacdes bastante comuns entre pacientes internados em unidade de terapia
intensiva. Assim como neste trabalho, no estudo de Avilla-Torres et al. (2021), foi
determinada a distribuicdo de infecces associadas a dispositivos, seu perfil microbiol6gico e
resisténcia bacteriana em unidades de terapia intensiva. As infec¢des da corrente sanguinea
associadas a cateteres foram as mais frequentes com 84%, seguidas pelas infeccOes
sintomaticas do trato urinario associadas a cateter com 12% e em menor grau pneumonia
associada ao ventilador mecénico com 4%, confirmando também os achados deste estudo, em
que foi encontrada uma frequéncia de 65%, 23% e 21% quanto ao uso de dispositivos como
cateter venoso central, urinério, e ventilagdo mecénica, respectivamente. Menlendéz et al.
(2023) também realizou um estudo semelhante, analisando 308 culturas bacterianas obtidas
de 188 pacientes, principalmente de origem respiratéria, urinaria e fluxo sanguineo (76,7%),
de origem nosocomial (65,3%), com predominancia de Gram-negativos (65%)
multirresistentes, diferente do que foi observado neste trabalho, a origem comunitaria foi mais
associada a infec¢do do que a nosocomial, garantindo também a necessidade de trabalhos com
isolados oriundos de pacientes ndo internados, apesar da dificuldade neste processo, ja que o
acompahamento de um paciente fora da unidade fechada é bastante desafiador.

Neste estudo, 21% dos pacientes faziam uso de ventilagdo mecanica, e a maioria
destes apresentavam infeccOes por isolados resistentes a polimixina, com diferenca

significativa quando comparado ao grupo de isolados sensiveis. No estudo observacional
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conduzido por Hasan e Rabbani (2020) com 121 pacientes, a ventilagdo mecénica também foi
um fator agravante nos individuos com infeccdo por K. pneumoniae MDR, resistentes a
penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e fluoroguinolonas, mas apenas sensivel a
polimixina B.

Contudo, sabe-se que infeccOes associadas a ventilagdo mecanica (VM) causada por
enterobacterias resistentes a carbapenémicos estdo se tornando mais prevalentes, afetando
seriamente os desfechos de cura dos pacientes. Gao et al. (2019), assim como neste trabalho,
estudaram o mecanismo de resisténcia aos medicamentos e as caracteristicas epidemioldgicas
destas cepas, analisaram os fatores de infecgcdo por ventilacdo oriundas de isolados MDR em
58 cepas, para fornecer evidéncias para o controle eficaz da infeccdo hospitalar em pacientes
ventilados entre 2016 a 2018. Os isolados mais comuns incluiram Klebsiella pneumoniae e
Escherichia coli. Todas foram sensiveis a polimixina B, uma alta taxa de resisténcia de K.
pneumoniae MDR isolado de pacientes com dispositivos de ventilagdo indicou que 0s
infectados apresentavam maior mortalidade e maior tempo de internacdo do que o grupo
controle. Estes achados corroboram com a frequéncia e significancia dos dados apresentados
neste estudo ao comparar internados com cepas resistentes a polimixina em processo de VM.

Estudando os preditores para aquisicdo e infecgcdo de enterobactérias em receptores de
transplante renal, Freire et al. (2021) identificou fatores de risco em 331 pacientes colonizados
por enterobacterales multidroga resistentes envolvendo pacientes renais cronicos. Pacientes
com uso de carbapenémicos e colonizagdo por cepa resistente a polimixinas tiveram 93,8% de
probabilidade de desenvolver infeccdo. Neste trabalho, insuficienéncia renal crénica ndo foi
relevante em adquirir cepas resistentes a polimixinas, sendo necessarios outros estudos.

Sodhi et al. (2020), avaliaram a prevaléncia e o padrdo de resisténcia a colistina em
espécies de Klebsiella spp em um hospital terciario na india, as cepas foram isoladas de
sangue e 0s pacientes eram internados em unidades de terapia intensiva (UTIs). Identificamos
em nosso estudo em 5,6% dos pacientes internados, cepas de K. pneumoniae PoliR em
(40/199) 20,1% dos individuos, muitos também acometidos em unidade intensiva,
frequetemente manipulados e com clinica mais grave, reforcando que isolados de Klebsiella
resistentes a colistina se tornaram uma ameaca nestas unidades fechadas.

Ergonul et al. (2016) descreveram a prevaléncia de resisténcia a antibioticos e
preditores de mortalidade para infec¢cbes Gram-negativas da corrente sanguinea associadas
aos cuidados de saude. No total, foram incluidos 831 casos de 17 unidades de terapia
intensiva em diferentes centros na Turquia; a taxa de mortalidade por todas as causas foi de

44%. A resisténcia ao carbapenémicos em Klebsiella pneumoniae foi de 38% e a taxa de
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resisténcia a colistina foi de 6%. A analise multivariada mostrou que uso de cateter venoso
central, pneumonia associada ao ventilador foram significativamente associados a
mortalidade. Neste estudo foi encontrado um percentual superior (20,1%) devido utilizacdo de
metodologias padronizadas pelo BrCAST (2022) em identificacdo de resisténcia a classe de
polimixinas. Contudo, apesar dos achados do presente trabalho, no estudo de meta-anélise
desenvolvido por Uzairue et al. (2022) relacionando a resisténcia a colistina em isolados de
Klebsiella pneumoniae estudados em 2015 e em 2016-2019 foi encontrada uma taxa
agrupada de resisténcia a colistina de 2,89% (48/1661) e 2,95% (28/948), respectivamente,
dados bem diferentes ao deste trabalho. A maior resisténcia a colistina foi encontrada em
isolados de Klebsiella pneumoniae da Tailandia (19,2%), enquanto a menor resisténcia
agrupada foi em Klebsiella pneumoniae da Coréia do Sul (0,8%). A prevaléncia agrupada de
multirresistente de Klebsiella pneumoniae de infec¢do da corrente sanguinea variou de 80,1%,
95% CI (65,0-95,2%). Foi observada também resisténcia significativa a polimixinas em
isolados de Klebsiella pneumoniae em infecgdes da corrente sanguinea da unidade de terapia
intensiva (UTI) em comparacdo com aqueles de ndao UTIs, corroborando os dados deste
estudo ao comparar perfil de resisténcia e ocupar unidades de cuidados acentuados. Porém,
hoje, ainda ha uma escassez de estudos abordando o tratamento com polimixina B (PMB)
para infecc¢Oes por produtores de carbapenemases por K. pneumoniae (KPC).

Neste estudo grande parte dos isolados resistentes a polimixinas ndo eram resistentes a
Amicacina, sendo entdo esta droga uma importante alternativa nestas cepas ou, inclusive,
como auxilio na terapia combinada com polimixina, demonstrando um beneficio nestes
padrdes terapéuticos, informagdes confirmadas no estudo de coorte retrospectivo de Medeiros
et al. (2019), que avaliou o desfecho primario em 30 dias de pacientes com infeccdes da
corrente sanguinea (ICS) por KPC. Um total de 82 individuos com estas cepas oriundas de
ICS foram identificados; 40 (48,8%) faleceram nos primeiros 30 dias. A mortalidade dos
pacientes tratados com a combinacdo de dois agentes antimicrobianos, principalmente
Polimixina B e Amicacina, foi significativamente menor (37,5%) em compara¢do com a
monoterapia (64,7%) (P=0,01).

O presente estudo também confirmou fatos descritos em outras fontes priméarias como
de Finello et al. (2021), que determinaram as caracteristicas epidemioldgicas e
microbiologicas dos episddios de infeccbes da corrente sanguinea (ICS) em pacientes
oncol6gicos neutropénicos; 74,1% dos isolados eram bacilos Gram-negativos e Escherichia
coli foi o microrganismo mais frequente (32,1%), assim como também entre 0s 366 pacientes

avaliados neste estudo. Nesse mesmo sentido, Amanati et al. (2021) investigaram a
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epidemiologia, a microbiologia e os fatores de risco associados a mortalidade e infeccOes
bacterianas da corrente sanguinea resistentes a multiplas drogas entre pacientes adultos com
cancer. Em torno de 2.393 hemoculturas foram testadas durante o periodo de estudo de quatro
anos. Foram incluidas 414 culturas positivas. Escherichia coli foi o microrganismo Gram-
negativo mais comum, responsavel por 47% (123/262) dos resultados positivos. No estudo de
Ariza et al. (2021) a espécie isolada com maior frequéncia também foi a E. coli, seguido pela
K. Pneumoniae.

Do mesmo modo, apesar de Escherichia coli ser a espécie mais frequente, Liang et al.
(2019) confirmaram que os casos de ICS mais severos devem-se a infecgdes ocasionadas por
Klebsiella pneumoniae, corroborando aos achados desse estudo. Estes autores coletaram 40
casos de infeccbes da corrente sanguinea por Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos tratados com combinacdes baseadas em polimixina B ao longo de 30 meses.
O desfecho primario foi a taxa de mortalidade em 30 dias igual a 52,5% (21/40).

Grande parte das pneumonias relacionadas a ventilagdo mecénica em pacientes
criticamente enfermos de unidades de terapia intensiva (UTI) estdo associadas a altas taxas de
mortalidade e morbidade, esse processo quando causado por bactérias Gram-negativas (BGN)
multirresistentes (MDR), como Klebsiella pneumoniae, € um evento infeccioso com risco de
vida, principalmente quando estes isolados também sdo resistentes a polimixinas, como
descrito nesse trabalho, porém, muitas destas infeccBes, causadas por esta espécie, 0 paciente
também pode apresentar uma cepa sensivel a estas drogas de ultima escolha (HASAN;
RABBANI, 2020), ou aminoglicosideo; entre os 44 isolados resistentes a polimixina
confirmados na microdiluicdo em caldo, quatro também eram resistentes a amicacina, e 23 a
gentamicina, evidenciando grandes diferencas entre os farmacos da classe dos
aminoglicosideos. Trés cepas eram resistentes a tigeciclina, 20 a carbapenémicos, e 33 a
cefalosporinas de terceira geracao.

De acordo com Abboud et al. (2014) a mediastinite € uma das complicagcbes mais
temidas apds a cirurgia cardiaca, resultando em altas taxas de mortalidade (10% a 47%) e
aumento do tempo de internagdo e dos custos hospitalares. Estes autores conduziram um
estudo retrospectivo de pacientes de cirurgia cardiaca que desenvolveram mediastinite devido
a infecgdes por Enterobacteriaceae resistente a carbapenem, de dezembro de 2010 a margo de
2014. Os pacientes foram agrupados em suscetiveis ou resistentes para polimixina. Nos 33
pacientes que desenvolveram infecgdo durante o periodo do estudo, vinte (61%) foram
isolados de Klebsiella pneumoniae. Os pacientes iniciaram empiricamente a terapia

combinada (n = 30, 91%); para a terapia direcionada, 10 (30%), foram tratados com cobertura
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dupla, 14 (42%) cobertura tripla e 9 (27%) com quatro ou mais antibiéticos. Quinze (45%)
pacientes estavam infectados com cepas resistentes a polimixina; 18 (55%) estavam
infectados com cepas sensiveis a polimixina. Pacientes com infeccdo resistente a polimixina
tiveram mortalidade significativamente maior em 60 dias em comparacdo com pacientes
portadores de infecgdo suscetivel a polimixina, afirmando a relacdo também encontrada neste
trabalho associada ao risco de doenca cardiaca cronica e utilizagdo de polimixinas.

Dubrovskaya et al. (2013) descrevendo os resultados de pacientes com infeccBes por
KPC tratados com monoterapia de polimixina B, em que foi realizada revisao retrospectiva de
prontuarios medicos e recebendo monoterapia entre 2007 a 2011, verificaram que 53% dos
pacientes com dados de cultura alcancaram cura microbioldgica. A mortalidade no final do
tratamento foi de 10% e a mortalidade em 30 dias foi de 28%, provando que quanto mais
tempoo paciente fica internado em unidades fechadas maior chance de gravidade destas
infecOes, afirmacdo também encontrada neste estudo e outros trabalhos deste grupo de
pesquisa. Nesse mesmo sentido, Boszczowski et al. (2019) observaram resisténcia a
polimixina a Klebsiella pneumoniae em pacientes gravemente enfermos, principalmente de
unidades de terapia intensiva e/ou pacientes imunossuprimidos com altas taxas de
mortalidade. Foram apresentados os resultados clinicos de 28 pacientes infectados por PoliR
em um hospital terciario. Infecgcdes da corrente sanguinea associada a cateter central, além de
episodios de bacteremia por outras fontes, foram as mais frequentes (61%), como encontrado
nesse estudo.

Neste trabalho aproximadamente 70% dos pacientes com isolados resistentes a
polimixinas apresentaram sepse, enquanto apenas 26% dos internados com cepas sensiveis,
confirmando que este evento era diretamente associado ao perfil de sensibilidade dos
microorganismos causadores da infec¢do nas duas unidades fechadas em anélise e, embora as
infeccbes relacionadas a bactérias Gram-positivas sejam mais prevalentes em ambiente
hospitalar, a maior taxa de mortalidade esta associada a microrganismos Gram-negativos,
especialmente enterobacterales como Escherichia coli e Klebsiella spp (ALHASHEM et al.,
2017), espécies objeto deste estudo. Apesar dos pacientes infectados com isolados resistentes
a polimixinas apresentarem mais frequentemente o quadro séptico, o uso das polimixinas é
fundamental na terapéutica destes individuos, inclusive na pesquisa realizada por Esteban et
al. (2013) diversos beneficios da hemoperfusdo de Polimixina em pacientes sépticos foram
relatados, incluindo melhora hemodindmica, aumento da propor¢do de oxigénio arterial de
pressdo parcial e fragdo de oxigénio inspirado (PaO2 / FiO2), diminuiu a mortalidade em 28

dias e diminuiu os niveis de endotoxina.
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Neste estudo foi confirmado o teste da gota sendo uma 6tima opcéo de triagem a
resisténcia a polimixina em isolados de K. pneumoniae, principalmente para locais onde a
realizacdo de microdiluicdo em caldo é inviavel pelos custos e rotina trabalhosa. Perez et al.
(2021) também avaliaram o desempenho do teste de gota para deteccdo de resisténcia a
polimixina B entre enterobacterias e bastonetes Gram-negativos ndo fermentadores resistentes
a carbapenémicos. Foram testados 715 isolados, destes: 628 espécies de enterobacterales e 87
bastonetes Gram-negativos ndo fermentativos. Para o teste de gota de polimixina, as
concentracdes variam de 0,25 a 8,0 pug/mL, diferente deste estudo que foi utilizada uma
concentracdo de 16,0 pg/mL. O teste de gota verificado por estes autores apresentou uma
concordéncia maior que 95%, sem erros muito importantes, para isolados de K. pneumoniae,
porém neste trabalho a concordéncia obtida segundo o coeficeinte Kappa de Cohen foi
préxima de 60%. Ambos os dados confirmam os beneficios de utilizar o teste, porém como ja
descrito nesta tese, este ensaio é muito positivo na deteccdo de amostras sensiveis, porém a
microdilui¢do é mais efetiva em detectar cepas resistentes.

A determinacéo da sensibilidade as polimixinas sempre foi um desafio, principalmente
na rotina do laboratério clinico. O estudo de Shinohara et al. (2022), assim como Perez e
colaboradores, também avaliaram dois métodos fenotipicos rapidos, simples e baratos para
testar a suscetibilidade a polimixina B (PMB) em enterobacterales e bacilos Gram-negativos
nédo fermentadores. Foram testados 100 isolados de trés hospitais no sul e sudeste do Brasil de
1995 a 2019. O teste da gota utilizou uma concentracdo de 12 pg/ml, os valores de
concordancia categdrica ultrapassaram 90% demonstrando ser excelente para triagem inicial
de resisténcia a polimixina em rotinas laboratoriais pela simplicidade na realizacdo e uso de
insumos baratos, podendo otimizar as decisoes terapéuticas. Iglesias Llorente et al. (2022) em
seu trabalho também descreve o teste da gota como uma alternativa eficaz para testar a
suscetibilidade antimicrobiana da colistina contra K. pneumoniae e E. coli, podendo inclusive
testar varios isolados em um curto periodo de tempo, reafirmando a praticidade deste ensaio.
Portanto, apesar do teste da gota ndo substituir completamente o padréo ouro, € um teste facil
e vidvel, reduz o tempo de resposta para deteccdo de resisténcia a polimixina e pode impactar

na implementacao precoce de intervengdes terapéuticas precisas.
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7 CONCLUSOES

A resisténcia a polimixina € mais frequente entre isolados de K. pneumoniae do que de
E. coli, afirmando os isolados de K. pneumoniae mais susceptiveis a infeccdes multidroga
resistente. O teste da gota mostrou ser uma boa op¢édo para triagem de resisténcia a polimixina
entre isolados de K. pneumoniae, principalmente quando a cepa € caracterizada como
sensivel, sendo um teste excelente para confirmacéo de sensibilidade descrita na automacéo e
rotina diaria dos laboratdrios clinicos. Por outro lado, esta técnica superestima o numero de
isolados verdadeiramente resistentes, logo, ndo é um parametro adequado em caracterizar 0s
isolados resistentes, isto ocorre com mais frequéncia entre isolados de E. coli. Entre os 76
isolados com heterorresisténcia, 71 (93,4%) apresentaram alguma alteracdo genética
cromossomal responsavel pela resisténcia a polimixina, garantindo que este perfil se aproxima
mais das cepas resistentes, que as com perfil sensivel, embora outras pesquisas devam
acontecer para melhor elucidagcdo da heterorresisténcia. Os riscos de infeccdo por isolados
resistentes aumentam quando o paciente possui faixa etaria acima dos 50 anos, e se for
submetido a cuidados de saude e uso de dispositivos hospitalares em unidade fechada, pois
estes individuos apresentam um sistema imune mais debilitado, e quando manipulados objetos
que transmitem e acumulam microorganismos; assim a hipotese H1 foi confirmada, ja que
pacientes com isolados resistentes apresentam maiores chances de desenvolver quadros
clinicos graves que pacientes com cepas de bacilos sensiveis. Entre as cepas resistentes, a
expressdao do gene phoP foi a mais frequente, seguido do gene phoQ, sugerindo que o
componente phoP/Q é o mais associado a resisténcia a polimixina em isolados de K.
pneumoniae. Apenas uma cepa de Escherichia coli estava expressando o gene plasmidial mcr-
1, sinalizando para o risco de disseminacdo desta resisténcia, através da transferéncia de
material genético para outros bacilos.

Contudo, estratégias antimicrobianas capazes de contornar o desenvolvimento de
resisténcia sao urgentemente necessarias. Assim, utilizar o teste da gota pra uma consideravel
escolha de tratamento é uma excelente op¢éo, sendo importante também, aprofundar estudos
para melhor compreensdo dos fatores criticos que contribuem para a persisténcia e agravo da
resisténcia antimicrobiana visando desenvolver perspectivas inovadoras sobre este cenario

desafiador que acomete a saude publica.
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Anexo A - Questionario epidemioldgico

84

Perfil de resisténcia e padrdo genético entre patdgenos gram negativos isolados em infec¢Ges de
corrente sanguinea (ICS) de origem comunitaria e hospitalar na regido metropolitana da cidade de
Salvador, Bahia

| QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO CASO

1. IDENTIFICACAQ

11 | N° de Identificagdo no estudo: | | NIE
2. HISTORIA EPIDEMIOLOGICA
21 Data do internamento: __ /| DI / /___
2.2 Local do internamento: | 1 |Enfermaria | 2] UTI Adulta LINT |__|
| 3 |UTI pediétrica |4]UCO
| 4 | UTI neurolégica |6 | Outro
23 . QENF |_|
Se enfermaria ou outro, qual?
25
Local de aquisi¢do de infeccéao: LINF I
* O local de aquisicéo da infeccdo é aquele no qual o paciente encontra-se a mais de 48h
no ambiente hospitalar. Caso o paciente seja transferido para outra unidade onde faga
uso de dispositivos médico-cirlrgicos invasivos, a ICS pode ser relacionada a nova
unidade. Desconsiderar o item caso a infecgéo seja de origem comunitéria.
2.6 Data da coleta da hemocultura: __ / /|
DDIAGH__ /__ [/
3. HISTORICO CLINICO
31 Foi internado nos Gltimos 6 meses? INT 1|
|1]Sim | 2| N&do | 9 |N&o sabe
3.2 Se sim, qual a hospital? QHOSP
33 Quantos dias ficou internado no outro hospital: |__| | | DIOH
3.4 O paciente utilizou algum servigo de saide nos ultimos 06 meses (excluida internagéo AAS |_|
341 hospitalar)? | 1| Sim | 2| Nao | 9 IN&o sabe
Se sim, qual? QAAS
35 InfeccOes agudas nos 30 dias anteriores a internagdo?
|1|Sim | 2 |Ndo | 9 |N&o sabe INFA |
Se sim, qual?
35.1 Gripe GRI |
35.2 Faringite FARI ]
353 Otite aguda OTIA ||
354 Sinusite aguda SINUA ||
355 Diarréia DIR |
356 Abscesso dentério ADENT |__|
357 Conjutivite CONJ I
35.8 Pneumonia PNEUMO |__|
3.5.9 Infeccéo Urinaria IURO ]
3.5.10 Infeccéo cutanea ICUT I_I
3511 Infecgdo intra-abdominal IINTRAAB I_I
3.5.12 Endocardite infecciosa —
3.5.13 Outros ENDO -
35.14 Se outros, qual? OINFA  |__|
QOINFA
3.6 Surgiu outra infecgdo ap6s 72 horas de internamento?
|11]Sim | 2 |N3o SOI72H | _|
36.1 Se sim, qual data do diagnéstico, sitio de infecgédo e agente etiolégico?
3.6.1.1 Infecgdo 1:
3.6.1.2 SIT1
SIT2
_ SIT3
3.6.1.3 SIT4.
— SIT5
Infeccéo 2:
3.6.14 AESIT1
AESIT2
— AESIT3
3615 AESIT4
Infecgdo 3: AESITS
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DDIAGSIT1
3.6.1.6 DDIAGSIT2
— DDIAGSIT3
DDIAGSIT4
— DDIAGSITS
Infeccéo 4:
3.7
CM|_|
371 .
3.7.2 Infeccéo
3.7.3 5: IM | |
3.74 icc ]
375 — DVP ||
3.7.6 pcv ]
377 | DME ||
378 DPC ||
3.7.9 , DTC |
3.7.10 Presenca de co-morbidades? uLC Il
3.7.11 | 1 |S|m | 2 | Nao DFCIR |_|
3.7.12 Classificagdo das co-morbidades apresentadas pelo indice de Charlson: DSC | _|
3.7.13 Peso I: _
3.7.14 Infarto do miocérdio PARA |
3.7.15 Insuficiéncia cardiaca congestiva DRM |_
3.7.16 Doenca vascular periférica DCC T
3.7.17 Doenga cérebro-vascular TLF [
3.7.18 Demencia —
3.7.19 Doenga pulmonar cronica DFMS |
3.7.20 Doenga de tecido conjuntivo (reumatoldgica) —
3.7.21 Ulcera T™MM L
3.7.22 Doenga cronica do Figado e cirrose SIDA T
3.7.23 Diabetes sem complicagéo OCM LT
Peso I1: QOCM -
3.8 Hemiplegia ou paraplegia
391 Doenga renal moderada POH|_|
3.9.1.1. | Diabetes com complicagdo QOH _
3.9.2 Tumor, leucemia, linfoma PNT |
Peso I11: ) QNEUTRO|__|_|_|
3.10 Doenga de figado moderada ou severa
Peso VI: QM'NT
Tumor maligno, metastase
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquidirida
Outras
Se outras, qual?
Paciente onco-hematolégico? | 1| Sim |2 | Nao
Se sim, qual a doenga?
Paciente neutropénico |1|Sim |2]|Né&o
Se sim, quantos neutrdfilos na data da coleta da hemocultura? |_| | |
Qual motivo do internamento
4. EPISODIO INFECCIOSO E FATORES DE RISCO PARA BACTEREMIA
4.1 A ICS classifica-se como IRAS ou Infec¢do comunitaria? IRASIC|__|
| 1|IRAS [2]IC
*ICS adquirida na comunidade = cultura microbiana obtida até 48 horas da admissdo
hospitalar, ndo tendo sido o paciente submetido, nos 6 meses anteriores a hospitalizagéo,
a servigos de cuidados & satide. No momento do diagnéstico os pacientes ndo devem estar
sob 0 uso de dispositivos médicos invasivos. Também séo classificados como portadores
de IC aqueles com evidéncia de doenga clinica antes do internamento. Os pacientes que
ndo atendem aos referidos critérios sdo classificados como portadores de ICS relacionada
aos cuidados a satde (IRAS).
42 A infeccéo caracteriza-se como priméria ou secundaria? INFPS |_|
| 1 |Priméria |2 |Secundéria
* Priméria= Néo possui foco primario identificavel.
Secundaria = possui foco primario identificavel; derivada de infecgdo em outro sitio.
4.3. O Paciente apresentou fatores de risco para infeccdo?
423 | 1]Sim | 2 | Nao | 8| Néo se aplica PFRIS |_|
424 Se sim, qual?
425 Entubacéo ETB|_|
426 Traqueostomia TRAQ|_|
4.2.7 Cateter CAT| |




86

4.2.8

4.2.9

4.2.10
4.2.11
4.2.12
4213
4.2.14
4.2.15

43
44

441
442

443
444
4.4.5
4.4.6
4.4.7
4.4.8
449

4.4.10
4411

4.4.12
4413

4.5

451
45.2
453

4.6
46.1
46.2
46.3
46.4
4.6.5
4651
46.5.2
4.6.6
46.7
46.8

4.7
471
472
473
474
4.75
4751
4751
4.7.6
4.1.7
478

48

49.1
492
493

Sonda urinéria
Ventilagdo Mecéancia
Cirurgia

Derivacéo ventricular interna
Derivagéo ventricular externa
Outros

Se outros, qual?
Se cateter, qual tipo?

Se secundaria, qual sitio anatémico de origem?

Qual a gravidade da ICS segundo Escore de Pitt:
Pontuacdo +4

Parada cardiaca

Nivel de consciéncia comatoso

Pontuacdo +2

Temperatura > 40 °C
Temperatura <35°C

Queda de PA > 30mmHg sistélica e > 20mmHg diastdlica
PA sistolica < 90mmHg

Necessidade de vasopressor

Ventilacdo mecéanica

Estado de consciéncia torporoso

Pontuacdo +1

Temperatura 39 — 39,9 °C

Temperatura 35,1-36°C

Pontuacdo 0

Temperatura 36, 1 -38,9 °C

Nivel de consciéncia alerta

O paciente apresentou alguma das sindromes sistémicas?
| 1| Sepse |2 |Choque séptico |3 |Né&o

Screening Sepse (=2 pontos ho gSOFA)
Frequéncia respiratoria > 22 ipm | 1 | Sim
PAS <100mmHg |1 |Sim |2]|Nao
Escala de Coma de Glasgow < 15 ou rebaixamento do nivel de consciéncia |1|Sim|2| N&do

| 2| Nao

SOFA pré-infeccéo

Pa02/Fi02

Plaquetas x 10°

Bilirrubina total

Presséo arterial média

Em uso de vasopressor? |1|Sim
Se sim, qual?
Se sim, qual dose?
Escala de Coma de Glasgow
Creatinina (mg/dL)

Débito urinario (mL/d)

| 2 | Nao

SOFA infec¢éo

Pa02/Fi02

Plaquetas x 10°

Bilirrubina total

Presséo arterial média

Em uso de vasopressor? |1|Sim
Se sim, qual?
Se sim, qual dose?
Escala de Coma de Glasgow
Creatinina (mg/dL)

Débito urinario (mL/d)

[2 | Ndo

Choque séptico:

Sepse com hipotensdo persistente necessitando de uso de vasopressores para manter
PAM > 65mmHg E lactato > 2 mmol/L (18mg/dL) apds ressuscitagdo volémica adequada
|1]Sim |2]|Néo

Paciente com histérico de colonizacdo por gram negativo resistente a Carbapenémicos? |
1|Sim |2]|Néo

Se sim, qual a data do exame positivo maisrecente? /[
Se sim, qual a bactéria?

SURO |_|
VM ||
CIR |_|
DVI |_|
DVE |_|
QOFR

SEPT

QCAT |

SECORI

ESPITT|_|
PC ||
COMA|_|

TEMP40 |_|
TEMP35 |_|
QPA ||
PA90 ||
VASO |_|
VM |
TORP |_|

TEMP39 |_|
TEMP35 |_|

TEMP36 |_|
ALERTA|_|

SINDS |_|

SOFAFR |_|
SOFAPAS |_|
SOFAECG |

SOFA|_]
PAOFI|_|
PLAQ|_|
BILI|_|_|_|
PAM|_|_| |
CHOQUE |_|
VPSQ

VPSQD

ECGSOFA|_|_|
CRSOFA|_[_|
DUSOFA |||

SOFA2|_|
PAOFI2 ||
PLAQ2 |_|
BILI2|_| | |
PAMZ |_|_|_|
CHOQUE2|_|

VPSQ2

VPSQD2

ECGSOFA2|_|_|
CRSOFA2 |||
DUSOFA2 ||

CHOQUE |_|

EPC|_|
EPCD / /

EPCQ
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6. FATORES DE RISCO PARA RESISTENCIA BACTERIANA

6.1 Uso prévio de ATB profilatico nos ultimos 15 dias? ATBP |__|
|1]Sim |2 |Néo
6.1.1 Se sim, qual? QATBP
6.2 ATBT|_|
Uso prévio de ATB terapéutico?
6.2.1 |11]Sim |2 |N&o ATBT1
Se sim, qual? 1. OND1_/ [/ a_ | | ATBT2
2. OND2 _/ /| a | | ATBT3
3. OND3_/ [/ a_[| [ ATBT4
4. OND4 _/ /| a | | ATBT5
5. OND5_/ [/ a_ 1 |/
Foi empregada terapia empirica? | 1 |Sim |2 [N&o
6.3 Se sim, qual ATB? TEMP |__|
1. OND6_/ [/ a_ [/ [
6.3.1 2. OND7 _ [/ [/ a _ [ |
3. QND8_/ [/ a_ [ [ EMATB1
4. QND9_/ [/ a_ [ [ EMATB2
5. QND1O0_/ [/ a_ [/ [ EMATB3
Apbs o resultado da cultura o ATB foi trocado? | 1 |Sim |2 [Ndo | 8 | N&o se aplica EMATB4
Se sim, quais antibi6ticos foram utilizados?
OND11_/ [ a_ I [/
2 QND12 _/_/ a _ [ [
3 QND13 _/ / a_ [/ [ TCULT |_|
6.4 4. OND14_/ | a_ [ |
6.4.1 5. OND15_/ [/ a_ [ [
Data de inicio do tratamento: _ /_ / CULATB1
Data do inicio do tratamento guiado por cultura __/_ / CULATB2
Data do término do tratamento: __ / / CULATB3
CULATB4
CULATB5S
DINTER _/_ [/
6.5 DATBG I
6.6 DFTER_/_ [/
6.7
8. EVOLUCAO CLINICA - (DESFECHO DE 30 DIAS)
7.1 Data do desfecho: _ /[ DDESF__/ [
Tipo do desfecho:
| 1| Curado/Melhorado | 2 | Transferido TDESF ]
7.2 | 3 |Outro desfecho | 4| Obito
| 9 | Néo se sabe
7.3
Se 6bito, causa da morte:
COBT
8.0 Paciente permaneceu internado em unidade semi-intensiva ou intensiva? UTl |_|
| 1]Sim | 2 | Nao
8.1 Se sim, quanto tempo antes da cultura positiva? |__|__|_| UTIA | |||
8.2 Se sim, quanto tempo depois da cultura positiva? |__|_ | | UTID ||| |
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Anexo B - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Titulo do Projeto: Perfil de resisténcia e padrdo genético entre patdgenos gram negativos
isolados em infeccbes de corrente sanguinea (ICS) de origem comunitaria e hospitalar na
regido metropolitana da cidade de Salvador, Bahia

Pesquisador Responsavel: Dra. Joice Neves Reis Pedreira Telefone: (071) 3283-6958

Paciente: No. de estudo:

Para ser lido a todos os pacientes/responsaveis: As informacdes que se seguem descrevem a nossa
pesquisa e 0 seu papel/do seu parente/cOnjuge como participante. O entrevistador respondera a
quaisquer perguntas que vocé tiver sobre este questionario ou sobre esta pesquisa. Por favor, ouca com
atencédo e ndo hesite em fazer qualquer pergunta sobre a informag&o que esta sendo fornecida.

Objetivo desta Pesquisa:

Vocé/seu parente/seu conjuge estd sendo convidado a participar de um estudo que estamos realizando
no Hospital Geral Roberto Santos (HGRS), em parceria com a Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal da Bahia (UFBA). N6s convidamos vocé/seu parente/seu conjuge a participar
deste estudo porque os seus sintomas e 0s seus resultados de exames laboratoriais indicam que vocé
tem infeccdo de corrente sanguinea ou vocé/seu parente/seu conjuge pode estar carreando uma bactéria
resistente a antibidticos. A infeccdo de corrente sanguinea é uma infeccdo generalizada no sangue e
pode ser muito grave. Estas infecgBes podem ser causadas por bactérias resistentes aos antibidticos,
que sdo medicamentos utilizados para combater a doenca. Isto significa que as opcles de
medicamentos sdo mais limitadas quando a infeccdo é causada por bactérias resistentes. Para
identificar o agente causador da doenga, 0 medico solicitou alguns exames de rotina, sendo 0s
principais a cultura de sangue (hemocultura). O médico pode também ter solicitado uma cultura de
outra area do corpo para verificar se vocé/seu parente/seu conjuge carrega alguma bactéria resistente.
Nenhuma amostra sera coletada s6 para o estudo. Utilizaremos apenas a bactéria que ja foi isolada de
seu exame/de seu parente/de seu cOnjuge para realizar alguns testes mais detalhados e o estudo ndo vai
interferir no seu tratamento. O objetivo de nosso estudo é conhecer mais esta infeccdo na nossa
populacdo, estudando a forma como ela é transmitida; quais sdo os fatores que fazem com que
algumas pessoas as adquirem e como elas respondem aos tratamentos; quais as melhores formas de
tratamento, e os testes de diagnodstico. Obtendo estas informagdes teremos condicdes, no futuro de
orientar melhor os tipos de tratamentos utilizados para estas infec¢es.

Procedimento:

Se vocé voluntariamente decidir participar deste estudo de pesquisas apo6s ter lido este formulario de
consentimento, o investigador coletara informacfes no prontuario médico seu/de seu parente/de seu
conjuge relacionado ao local onde moram, sua idade, sua histéria médica e os medicamentos ja
utilizados durante o tratamento. Podera ainda obter informac@es através dos resultados de seus exames
realizados no Laboratério. Nenhum material sera coletado exclusivamente por conta da pesquisa,
vamos analisar apenas o que j& foi feito para seu diagnostico.

Sigilo:

As informacdes obtidas feitas durante a coleta de dados do prontuério e as informacgdes dos seus
exames serdo confidenciais e apenas vocé/seu parente/seu conjuge e o investigador terdo acesso a elas.
Vocé ndo sera identificado (a) em qualquer relatdrio ou publicacédo resultante deste estudo.

Participacdo voluntaria;




89

Sua participagdo neste estudo é voluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou pode desistir de
participar em qualquer momento do estudo de pesquisa se vocé quiser. Caso ndo deseje ou se sinta
desconfortavel, vocé ndo precisa autorizar o acesso as informacgdes no prontuario. Sua recusa em
participar no estudo de pesquisas ou em parte do mesmo, ou sua decisdo de interromper sua
participacdo, ndo afetarad seu cuidado futuro de nenhuma forma, nem prejudicara suas relagbes com o
HGRS ou a Faculdade de Farméacia agora ou no futuro. Vocé podera ter uma cépia deste formulario.
Vocé ndo sera responsavel por nenhuma despesa associada a este estudo, nem receberd compensacdo
financeira.

Beneficios: Ndo haverad de imediato beneficio para vocé. Mas, indiretamente os participantes estarao
contribuindo com informagdes muito importantes no estudo das infecgOes hospitalares e de corrente
sanguinea, que poderdo melhorar o controle da doenca e aumentar o conhecimento cientifico.

Com guem contatar:

Se vocé tiver qualquer pergunta futura sobre sua participacdao neste estudo, ou sobre seus direitos como
participante desta pesquisa, por favor, entre em contato com a Dra. Joice Pedreira, Pesquisadora
responsavel por este estudo na Faculdade de Farmacia, Av. Barao de Jeremoabo, Ondina Salvador, telefone
(071) 3283-6958.

Consentimento:
Pelo presente Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, declaro que autorizo a minha participacéo
neste projeto de pesquisa, pois fui informado, de forma clara e detalhado, livre de qualquer forma de
constrangimento e coercdo, dos objetivos, da justificativa, dos riscos, desconfortos e beneficios todos
acima descritos.

Assinatura do paciente Data Hora

Impressédo datiloscopia do sujeito da pesquisa (caso necessario)

Assinatura do Investigador Data: Hora:



Anexo C - Questionario epidemiolégico

Pesquisador Responsavel: Dra. Joice N Reis Pedreira

PARA PROTEGER A CONFIDENCIALIDADE DO PACIENTE, ESTE QUESTIONARIO DEVERA SER
DESTACADO PELO GESTOR DO PROJETO OU INVESTIGADOR PRINCIPAL DEPOIS DA ENTREVISTA E
ANTES QUE OS DADOS SEJAM DIGITADOS. TODOS OS QUESTIONARIOS DO MESMO PACIENTE DEVEM

QUESTIONARIO DE DADOS PESSOAIS

TER NUMERO DO ESTUDO (NIE).

I. IDENTIFICACAO

N° de identificacdo no estudo: || | | NIE
1.1 |Data da Entrevista:__ /__/ DATE
Sexo do paciente | 1 [masculino | 2 [feminino SEX
19 Idade (em anos) :|__|_| ID
"~ IProfissdo: PROF
Vocé se declara: i COR
|1|Branco  |2|Negro [3|Pardo  |4|indio
1.3 Nome: ||| | [ ||| NOME
|
I
1.4 |Data de Nascimento: __ /[ NASC
1. DADOS SOCIAIS
2.1 | 1. Qual o seu nivel de escolaridade? ESC
|1] Ensino fundamental incompleto |2| Ensino fundamental completo
|3] Ensino médio incompleto |4] Ensino médio completo
|5| Ensino superior incompleto |6] Ensino superior completo
|7| Pés-graduacao [8] Mestrado 9] Doutorado
|88] NSA |99] Néo sabe
2.2 [2.Em qual das faixas abaixo vocé calcula estar a soma da renda mensal dos membros da sua familia que|[SAL
moram em sua casa?
|1]1a2 SALMIN |2[3a5SAL MIN 3|6 a7 SAL MIN |4| ACIMA DE 7 SAL MIN
|88] NSA |99] N&o sabe
11. ENDERECO (SE SEM INFORMACAO PREENCHA 99)
3.1 Bairro: |_|_ ||| BAI
3.2 (Cidade: |__|__[_ || ||| | [ ||

CID




