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Resumo

A resisténcia a carbapenemases em bacilos gram-negativas (BGN) tornou-se um problema mundial, elevando a taxa
de morbidade e mortalidade. O método automatizado foi utilizado para identificacéo e suscetibilidade dos isolados. E
0 método molecular foi aplicado na deteccdo de bacilos gram-negativas (BGN) produtoras de carbapenemase. Um
total de 205 BGN foram recuperados a partir de diferentes amostras clinicas, resistentes a carbapenemases. Os genes
de resisténcia blakpc (57,5%), blavim (30,2%), blaces (17%), blanom (15%) e blasem (2,4%) foram recuperados a partir
de isolados clinicos. O gene blae ndo foi detectado em nenhum dos isolados. E preocupante que Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii representem a maioria dos isolados (61,6%) recuperados de infecgdes de
diferentes sitios, com alta resisténcia a carbapenémicos, carregando simultaneamente os genes blakec, blaces € blayim,
assim como encontrados também em Enterobactericeae. A carbapenemase mais prevalente foi blakec € blavim,
seguida de blanom dentre os isolados multidroga resistentes. Esses resultados sdo um ameaca a salde publica,
configurando altas taxas de resisténcia, limitando as opg¢des terapéuticas.
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Abstract

Resistance to carbapenemases in gram-negative bacilli (BGN) has become a worldwide problem, increasing the rate
of morbidity and mortality. The automated method was used for identification and susceptibility of isolates. And the
molecular method was applied in the detection of gram-negative bacilli (BGN) producing carbapenemase. A total of
205 BGN were recovered from different carbapenemase-resistant clinical specimens. Resistance genes blakpc
(57,5%), blavim (30,2%), blaces (17%), blanom (15%) and blasem (2,4%) were recovered from clinical isolates. The
blaiwe gene was not detected in any of the isolates. It is worrying that Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter
baumannii represent the majority of isolates (61.6%) recovered from infections at different sites, with high resistance
to carbapenems, carrying simultaneously the blakec, blaces and blavim genes, as well as found in Enterobactericeae.
The most prevalent carbapenemase was blakpc and blavim, followed by blanpm among the resistant multidrug isolates.
These results are a threat to public health, configuring high rates of resistance, limiting therapeutic options.
Keywords: Gram-negative bactéria; Carbapenemase; Resistant multidrug; Molecular epidemiology.
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Resumen

La resistencia a las carbapenemasas en los bacilos gram-negativos (BGN) se ha convertido en un problema mundial,
aumentando la tasa de morbilidad y mortalidad. Se utiliz el método automatizado para la identificacion y
susceptibilidad de los aislamientos. Y el método molecular se aplicé en la deteccion de bacilos gram-negativos (BGN)
productores de carbapenemasa. Se recuperd un total de 205 BGN de diferentes muestras clinicas resistentes a las
carbapenemasas. Los genes de resistencia blakec (57,5%), blavim (30,2%), blaces (17%), blanom (15%) y blasem
(2,4%)se recuperaron de los aislados clinicos. EI gen blawe no se detecté en ninguno de los aislamientos. Es
preocupante que Pseudomonas aeruginosa y Acinetobacter baumannii representen la mayoria de los aislamientos
(61,6%) recuperados de infecciones en diferentes sitios, con alta resistencia a los carbapenémicos, que portan
simultaneamente los genes blakpc, blaces y blavim, asi como los encontrados en Enterobactericeae. La carbapenemasa
mas prevalente fue blakec Y blaviv, Seguida de blanpm entre los aislados de multiples farmacos resistentes. Estos
resultados son una amenaza para la salud publica, configurando altas tasas de resistencia, limitando las opciones
terapéuticas.

Palabras clave: Bacterias gram-negativas; Carbapenemasa; Multifarmaco resistente; Epidemiologia molecular.

1. Introducéo

Infeccbes por bacilos gram-negativos produtores de carbapenemases surgiram como uma grande ameaca e estd
associada a altas taxas de mortalidade (Nordmann, Poirel, 2019; Wilson, Torék, 2018).

A prevaléncia da producdo de carbapenemase apesar de estar disseminada mundialmente, essa distribuicdo varia de
acordo com as regifes do mundo. A resisténcia a carbapenemase em bactérias ndo fermentadoras incluindo Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii embora menos freqliente, apresenta uma ameaga mundial na Alemanha (Hagemann et
al, 2018), na Estbnia (Telling et al, 2018), na Bulgaria (Petrova et al, 2017), na América Latina (Labarca et al, 2016)
representando um desafio emergente para a salde publica agentes terapéuticos ativos contra esses patdgenos.

Além disso, a resisténcia a carbapenemase em Enterobacteriales se espalha rapidamente tornando-se endémicos em
alguns paises como na Tunisia que chega a 81,6% (Ben Helal et al, 2018), no norte da California (38,7%) (Senchyna et al,
2019), na China (89%) (zZhang et al, 2018) e Egito (33,8%) (Soliman et al, 2020), assim como também é observado na
America Latina incluindo Brasil, Coldmbia, Argentina e México (Escanddn-Vargas et al, 2017). Geralmente essas infec¢des
causadas por Enterobacteriales produtora de carbapenemase sdo mais comuns no trato urinario, na corrente sanguinea e
infeccBes do trato respiratério (Oteo et al, 2013). E os antibiéticos comumente usados no tratamento sdo geralmente inativos
contra CPE.

Os principais grupos de carbapenemase mais comumente encontrados incluem KPC, NDM e OXA-48 (lovleva; Doi,
2017), limitando desta forma as opg¢des terapéuticas. A rapida expansdo da resisténcia adquirida aos carbapenemes é cada vez
mais propagada por elementos genéticos méveis, como plasmideos que transferem genes de carbapenemase intra e entre as
BGN (Brink, 2019). Os genes da B-lactamase carregados em elementos genéticos moveis sdo importantes para a rapida
disseminacdo de BGN resistentes a antibidticos em todo o mundo (Logan; Weinstein, 2017). As carbapenemases VIM, NDM,
KPC, OXA-48 e IMP sdo as mais comumente encontradas em centros de salde incluindo, Grécia, Guatemala, Itélia, Espanha,
Sérvia e Vietna (Peirano et al, 2018). Diante disso, 0 objetivo desse estudo foi analisar a epidemiologia molecular de bacilos
Gram-negativos multidrogas resistente produtores de carbapenemases isoladas de diferentes sitios de infeccdo em um hospital

de referencia do Estado de Pernambuco, Brasil.

2. Metodologia

Trata-se de um estudo observacional, no qual os bacilos gram-negativos foram isolados de amostras de diferentes
sitios de infeccdo de pacientes de varias unidades do hospital publico de referéncia do Estado de Pernambuco. Foram
recuperados 205 isolados por demanda esponténea, no qual foram isolados e identificados bioquimicamente quanto a espécie

bacteriana e perfil de resisténcia a antimicrobianos em sistema automatizado VITEK 2 (BIOMERIEUX®). Os isolados foram
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mantidos em estoque congelado com glicerol 15% a -80°C para realizagdo das analises moleculares.

Analise molecular

O DNA bacteriano foi extraido através de kit de Extracdo de DNA da Promega®. Uma coldnia pura de cada isolado
foram incubados durante 24h a 37°C em 4gar MacConkey (Merck KgaA, Darmstadt, Alemanha) suspensa em 200 pL de Tris-
EDTA pH 8,0. A suspensdo foi centrifugada a 13.000 rotacdes por minuto durante 2 minutos, a suspensdo foi descartada e a
partir do pellet foi realizado a extragdo de DNA de acordo com o protocolo do fabricante. A qualidade do DNA foi avaliada

usando o espectrofotometro NanoDrop ™ 2000 (ThemoFisher Scientific, Wilmington, Delaware, EUA).

Deteccéo de Carbapenemases em BGN
Todos os isolados resistentes ao carbapenem foram rastreados por PCR para os genes blakec, blanom, blaces, blaive,
blaspm, blavim, blaoxa-ss-ike Usando iniciadores e condicdes especificos listados em tabela 2.

Condicles da PCR para identificacao dos genes blaxpc € blaces

Os genes de resisténcia blakec e blages foram  investigados utilizando os  primers 5’-
ATGTCACTGTATCGCCGTCTAGTTC -3’ ¢ 5°- CAATCCCTCGAGCGCGAGTC -3’ para detec¢io de blakec. E 0s primers
5’- CTATTACTGGCAGGGATCG — 3’ ¢ 5°- CCTCTCAATGGTGTGGGT — 3’ para detec¢do de blages. As reacBes de
amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1l de DNA genémico a 5ng/ul, 2,0U
da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 200 UM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCI2 e 1 pmol dos primers. Em
cada partida de amplificacéo foi incluso um controle negativo e um controle positivo. As amplificaces do gene blakpc foram
realizadas com ciclos de desnaturagdo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto a
95°C para desnaturagdo, 1 minuto a 63°C para anelamento do primer e 1 minuto a 72°C para extensdo. Apos estes ciclos foi
realizada uma etapa de alongamento final de 10 minutos & 72 °C. A amplificacdo do gene blages utilizou as seguintes
condicBes: 3 min a 93°C para desnaturagdo inicial; seguido de 40 ciclos de 1 min a 93°C, 1 min 4 55°C e 1 min &4 72°C, e 7

min & 72°C para extensdo final (Wang et al, 2006).

CondicOes da PCR para identificacao dos genes blanowm, blaime, blasem, blavim

Os genes de resisténcia blaviu, blajwe foram investigados pela técnica de PCR, com os primers descritos por Mendes,
2007. As reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1ul de DNA
gendmico a 20ng/ul, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 100 uM de dNTP (Ludwig Biotec), 1,5 mM de MgCI2
e 0,4 umol dos primers. Em cada partida de amplificacdo foi incluso um controle negativo e um controle positivo. As
amplificagdes dos genes de MBL foram realizadas com ciclos de desnaturacéo inicial @ 95°C por 5 minutos, seguido de 30
ciclos, consistindo cada ciclo de 1 minuto & 95°C para desnaturacgdo, para anelamento dos primers: 1 minuto a 60°C para blawe
e blasem (Mendes, 2007) e 1 minuto & 620C para blavim e para extensdo, 1 minuto a 68°C. Ap0s estes ciclos foi realizado uma
etapa de alongamento final de 5 minutos a 68°C.

A presenca do gene blanpwm foi investigada utilizando os primers descritos na literatura (Nordmann et al., 2011). As
reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 50 pl por tubo, compreendendo: 2l de DNA gendmico,
2,0U da enzima Tag DNA polimerase (Promega), 0,125 mM de cada dNTP, 1,5 mM de MgCI2 e 0,1 umol dos primers. A
amplificacdo foi realizada sob as seguintes condi¢des térmicas de ciclagem: 10 min a 94° C para desnaturacgdo inicial, 36 ciclos

de amplificacdo consistindo em 30s a 94 °C, 40s a4 52° C, 50s a 72° C e para a extensdo final 5 min & 72° C.
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Condic¢es da PCR para identificacdo dos genes blaoxa-4s

A presenca do gene blaoxa-s foi investigada utilizando os primers descritos por Poirel et al, 2011. As reagdes de
amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 1pl de DNA genémico, 1,0U da
enzima Tag DNA polimerase (Promega), 2 mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl; e 3,5 pmol dos primers. A amplificacéo foi
realizada sob as seguintes condicdes térmicas de ciclagem: 5 min a 94° C para desnaturacdo inicial, 35 ciclos de amplificacdo

consistindo em 60s a 94 °C, 45s a 55° C, 60s a 72° C e para a extensdo final 7 min a 72° C.

Consideracdes Eticas
Este estudo foi aprovado pelo comité de ética (CAAE: 20195119.3.0000.5586) numero de perecer 3.787.364 e
(CAAE: 20195119.3.3001.5198) namero de parecer 3.838.892, seguindo a Resolucédo 466/12 do Conselho Nacional de Sadde.

3. Resultados

Um total de 205 bacilos Gram-negativos foram isoladas de diferentes sitios de infeccBes de pacientes atendidos em
hospital de referéncia no estado de Pernambuco, Brasil. Do total de 205 isolados, a maioria foram de amostra de secrecdo
traqueal 52 (25,37%), seguida de amostras de urina 48 (23,9%), liquor 17 (8,3%), ponta de cateter 12 (5,8%), swab retal 12
(5,8%) e swab nasal 10 (4,8%), ferida operatdria 15 (7,31%), hemocultura 14 (6,8%), liquido peritoneal 5 (2,4%), liquido
pleural 2 (1%), abscesso 4 (2%), 0sso 3 (1,5%), partes moles 2 (1%), outros fluidos corporais 8 (4%). Entre 205 isolados, 76
(37%) foram A. baumanii, 51 (25%) P. aeruginosa, 25 (12,7%) Proteus spp, 20 (9,75%) K. pneumoniae, 18 (8,8%) Serratia
marcescens, 7 (3,4%) Providencia stuarti, 2 (1%) E. coli, 2 (1%) Klebsiella aerogenes, 1 (0,5%) Enterobacter cloacae, 1

(0,5%) Morganella morganii, e 1 (0,5%) Burkholderia cepacia (Gréfico 1).

Gréfico 1. Distribuicdo dos isolados bacterianos Gram-negativos multidroga resistentes isolados de diferentes sitios de

infeccéo.
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Fonte: Autores.
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Perfil de Suscetibilidade Antimicrobiana

Todos os isolados gram-negativos multidroga resistente (MDR) foram analisados de acordo com a defini¢do do ponto
de corte clinico BrCAST versdo 10.0 (www.brcast.org.br). Dos isolados de Proteus mirabilis, 17 foram produtores de blanom €
11 de blakpc, apresentando maior resisténcia a aminoglicosideos, betalactamico, cefalosporinas de 22, 3% e 42 geracdo e
fluoroguinolonas. A resisténcia intrinseca a colistina e polimixina B foi observada principalmente em Proteus spp, Serratia
mascescens, Providencia stuartii e Klebsiella spp.

Alto nivel de resisténcia foi observado em cefalosrorinas (cefazolina, cefuroxima, cefuroxima axetil, cefepima,
cefoxitina, ceftazidima e ceftriaxona).

O perfil de suscetibilidade aos antibidticos mostrou que os isolados eram mais resistentes a cefazolina (99,38%),
cefuroxima (98,5%), cefuroxima/axetil (97,4%), ticarciclina/Acido clavulanico (97,1%), imepenem (96,5%), ceftriaxona
(95,6%), aztreonam (95,3%), meropenem (94,14%), ampicilina/subactam (94,1%), ceftazidima (92,2%), cefepima (89,1%),
cefoxitina (87%) ertapenem (84,41%), e eram menos resistentes a ciprofloxacina (73,5%), levofoxacina (70%), ampicilina
(56%), gentamicina (41,11%) e amicacina (33,3%) Tabela 1.

Tabela 1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana de isolados bacterianos de diferentes sitios de infeccéo.

Antimicrobianos n° de isolados n° Suscetivel (%0) n° Intermediario (%) n° Resistente (%)
Amicacina 204 114 (55,8%) 22 (10,8%) 68 (33,3%)
Ampicilina 58 2 (3,44%) 0(0,0) 56 (%)
Ampicilina/Sulbactam 153 8 (5,22%) 1 (0,65%) 144 (94,1%)
Aztreonam 43 2 (4,65%) 0 (0,0) 41 (95,3%)
Cefepima 203 19 (9,35%) 3(1,47%) 181 (89,1%)
Cefazolina 162 1 (0,61%) 0(0,0) 161 (99,38%)
Cefoxitina 62 5 (8,06%) 3 (4,83%) 54 (87,09%)
Ceftazidima 205 14 (6,82%) 2 (0,97%) 189 (92,2%)
Ceftriaxona 205 6 (2,92%) 3 (1,46%) 196 (95,6%)
Cefuroxima 204 3(L,47%) 0(0,0) 201 (98,5%)
Cefuroxima Axetil 77 2 (2,6%) 0 (0,0) 75 (97,4%)
Ciprofloxacina 204 42 (20,6%) 12 (5,88%) 150 (73,5%)
Ertapenem 77 12 (15,58%) 0(0,0) 65 (84,41%)
Gentamicina 204 107 (52,45%) 7 (3,43%) 90 (44,11%)
Imepenem 204 4 (1,96%) 3(1,47%) 197 (96,5%)
Meropenem 205 12 (5,85%) 0(0,0 193 (94,14%)
Levofloxacina 113 34 (30,1%) 0 (0,0) 79 (70%)
Ticarciclina/Acido 141 4 (2,83%) 0(0,0) 137 (97,1%)
clavulanico

Tobramicina 54 23 (42,6%) 0(0,0) 31 (57,40%)
Norfloxacina 12 3 (25%) 0 (0,0) 9 (75%)
Pipe/Tazobatam 9 9 (100%) 0 (0,0) 0 (0,0
Tigeciclina 120 96 (80%) 17 (14,16%) 7 (5,83%)
Colistina 146 130 (89%) 0(0,0) 16 (11%)
Polimicina B 143 127 (88,8%) 0(0,0) 16 (11,18%)

Nem todos os antibidticos foram testados para todos os 205 isolados e nem todos os valores de n somaram 205. Fonte: Autores.

Bactérias gram-negativas resistentes a carbapenemases

Dos 205 isolados que apresentaram resisténcia fenotipica a imipenem e meropenem, 166 (80,9%) foram positivos para
a producdo de carbapenemase pela deteccdo de genes de resisténcia. Os organismos mais frequentes produtores de
carbapenemase foram Proteus spp 23 (88%), Serratia mascescens 18 (100%) e Pseudomonas aeruginosa 46 (90%) (Tabela 2).
Os resultados da PCR revelam que o gene blakpc foi observado em 11 espécies de Proteus mirabilis, 16 Serratia mascescens, 4
Providencia stuartii, 44 Pseudomonas aeruginosa, 22 Acinetobacter baumannii, 16 Klebsiella spp., 1 Morganella morganii, 2

Escherichia coli, 1 Burkholderia cepacia e 1 Enterobacter cloacae. O gene blanom foi observado em 17 Proteus mirabilis, 2
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Serratia mascescens, 2 Providencia stuartii, 4 Pseudomonas aeruginosa, 1 Acinetobacter baumannii, 5 Klebsiella spp.

A presenca de blages foi constatada em 5 Proteus mirabilis, 16 Serratia mascescens, 1 Providencia stuartii, 6
Pseudomonas aeruginosa, 4 Acinetobacter baumannii, 1 Klebsiella pneusmoniae, 1 Escherichia coli e 1 Enterobacter
cloacae.

A producéo do gene blayim foi observada em 20 Pseudomonas aeruginosa, 37 Acinetobacter baumannii, 5 Klebsiella
pneumoniae. Apenas 4 isolados de P. aeruginosas e 1 K. aerogenes foram positivos para o gene blasem. Um isolado apresentou
0 gene blaoxa-ss-ike. Nenhum dos isolados apresentaram o gene blave. A presenca simultanea de genes carbapenemases foi

detectada em alguns isolados.
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Tabela 2. Identificacdo dos genes de resisténcia dos 205 isolados bacterianos resistentes aos carbapenémicos e a distribuicdo das cepas coletadas de diferentes unidades e de diferentes

sitios em um hospital pablico de referéncia de Pernambuco, Brasil.

Isolado bacteriano (n) Amostra coletada Unidade Genes (n) % Resisténcia Antimicrobiana (n°)

Proteus mirabilis (25) Abscesso (2) Enfermaria (13) KPC (11) 45,8% AMI (4), AMP (24), ASB (23)
Ferida operatdria (1) UTI (8) NDM (18) 70,8% ATM (23), CPM (23), CFO (23)
Hemocultura (1) SRPA (1) GES (5) 20% CAZ (23), CRO (23), CRX (23)
Ponta de cateter (1) USAN (1) Cefuroxima Axetil (23), CIP (8), Ertapenem
Secregdo traqueal (2) Und de Trauma (1) (20), GEN (2), IPM (24), LVX (11), MER

Partes moles (1)
Urina (14)

Swab nasal (1)

Swab retal (1)
Liquido peritoneal (1)

Neurocirurgia (1)

(21), TIC (23), TOB (11)

Proteus hauseri (1)

Secregdo de prétese (1)

Enfermaria (1)

AMP, CFZ, CRX, Cefuroxima Axetil, CIP,
IPM, LVX

Providencia stuartii (7) Urina (4) UTI (3) KPC (4) 57,14% AMI (1), AMP (7), ASB (7), CPM (3), CFO
Hemocultura (1) uTQ (1) NDM (2) 28,6% (4), CAZ (6), CRO (7), CRX (7),
Ponta de cateter (1) UCEN (1) GES (1) 14,28% Cefuroxima Axetil (7), CIP (1), Ertapenem

Secregdo traqueal (1)

Enfermaria (1)
Sala de recuperacéo (1)

OXA-48 (1) 14,28%

(5), GEN (5), IPM (7), LVX (1), MER (5),
TOB (1)

Serratia marcescens (18)

Abscesso (2)

Enfermaria (8)

KPC (16) 88,88%

AMI (8), AMP (18), ASB (18), ATM (18),

Ferida operatoria (2) UTI (7) NDM (2) 11,1% CPM (17), CFO (18), CAZ (18), CRO (18),
Liquido peritoneal (1) Neurocirurgia (3) GES (17) 94,4% CRX (18), Cefuroxima Axetil (18), CIP (7),
Liquido pleural (1) USAN (1) Ertapenem (18), GEN (6), IPM (18), LVX
Secregdo traqueal (3) (8), MER (18), TIC (18), TOB (17), TIG (1)
Hemocultura (3)

Ponta de cateter (2)

Swab nasal (2)

Liquor (2)

Urina (1)

Pseudomonas aeruginosa (51) Osso (1) Enfermaria (21) KPC (44) 86,27% AMI (39), CFZ (51), CAZ (47), CRO (51),
Ferida operatdria (3) UTI (23) NDM (4) 7,84% CRX (51), GEN (44), IPM (50), LVX (47),
Secrecdo traqueal (11) UTIP (2) GES (6) 11,8% MER (50)

Secregdo conjuntival (1) SR (1)

Liquor (6) Und de trauma (1)
Hemocultura (1) UCEN (2)

Ponta de cateter (3) USAN (1)

Urina (18)

Swab nasal (1)

Swab retal (3)

Liquido peritoneal (1)

Liquido pleural (1)

Protese (1)

Acinetobacter baumanii (76) Secrecdo traqueal (31) Enfermaria (19) KPC (22) 29% AMI (12), ASB (73), CPM (73), CFZ (75),
Fluido de biopsia (1) UTI (42) NDM (1) 1,31% CAZ (73), CRO (76), CRX (76), CIP (75),
Ferida operatoria (9) UTIP (2) GES (4) 5,26% GEN (19), IPM (75), MER (76),
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Swab nasal (6)

Swab retal (5)

Liquor (7)

Liquido peritoneal (2)
Hemocultura (5)
Ponta de cateter (3)
0Osso (2)

Partes moles (1)

uTQ (2)

UCEN (2)

SR (6)
Neurocirurgia (3)

Ticarciclina/Ac clavulanico (76)

Urina (2)
Parede de saco aneuriomatico de orta (1)
Profundo (1)

Klebsiella pneumoniae (20) Liquor (1) Enfermaria (6) KPC (16) 80% AMI (2), ASB (20), CPM (18), CFO (15),
Ponta de cateter (2) UTI (10) NDM (4) 20% CAZ (20), CRO (20), CRX (20),
Hemocultura (3) UCEN (2) GES (1) 5% Cefuroxima Axetil (20), CIP (12),
Urina (7) Sala de recuperacéo (1) Ertapenem (19), GEN (10), IPM (19), LVX

Secrecdo traqueal (2)
Liquido peritoneal (1)
Fragmento superficial (1)
Swab retal (2)

Controle de qualidade (1)

Nao informado (1)

(13), MER (19), Ticarciclina/Ac clavulanico
(19)

Klebsiella aerogenes (2)

Secregdo vaginal (1)
Swab retal (1)

uTl (1)
Enfermaria (1)

KPC (1) 50%
NDM (1) 50%

AMP (2), ASB (2), CPM (2), CFO (2), CAZ
(2), CRO (2), CRX (2)

Cefuroxima Axetil (2), CIP (1), Ertapenem
(2), IPM (2), LVX (1), MER (2), TIC (1)

Morganela morgani (1) Secrecdo traqueal (1) UTI () KPC (1) 100% AMP, CFZ, CRX, Cefuroxima Axetil,
Escherichia coli (2) Urina (2) USAN (2) KPC (2) 100% AMP (2), ASB (2), CPM (1), CFZ (2), CFO
GES (1) 50% (2), CAZ (2), CRO (2), CRX (2),
Cefuroxima Axetil (2), Ertapenem (2), GEN
(2), IPM (2), MER (2), Ticarciclina/Ac
clavulanico (2)
Bucoderia cepacia (1) Secrecdo traqueal (1) USAN (1) KPC (1) 100% CRO (1)

Enterbacter cloaceae (1)

Liquor (1)

Enfermaria (1)

KPC (1) 100%
GES (1) 100%

AMP, CFO, CRX, Cefuroxima Axetil, IPM,
MER,

UTI — Unidade de Terapia Intensiva, UTIP — Unidade de Terapia Intensiva Pediatrica, UTQ — Unidade de Tratamento de Queimados, UCEN — Unidade de Cuidados Especiais Neonatos, USAN — Unidade
de Servico em Atendimento Neuroldgico, SR — Sala de Recuperagdo, SRPA — Sala de Recuperagdo Pds-Anestésica. Fonte: Autores.
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4. Discussao

Infeccdes relacionadas a bacilos Gram-negativos multidroga resistentes, especialmente a carbapememases estdo se
tornando cada vez mais frequientes, tornando uma ameaca a salde publica, limitando cada vez mais as op¢des terapéuticas. No
presente estudo a maioria dos isolados foram recuperados de secrecdo traqueal 52 (25,3%) e urina 49 (24%). Sendo a maioria
dos isolados predominante de UTI (100) e enfermaria (70), 170 (82,9%).

Um estudo de Gana mostrou maior freqiiéncia de infecgBes em amostras de urina (34,5%), sepse (14,5%), secrecdo de ferida
(11%) resistentes a multiplos medicamentos (Agyepong et al, 2018).

O perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos isolados apresentou alto nivel de resisténcia a cefazolina, cefuroxima,
ticarciclina/acido clavulanico, imepenem, meropenem, observado em outros estudos como na india (Mohapatra et al, 2018), no
México (Uc-Cachén et al, 2019). Em contrapartida, outro estudo mostrou perfil de resisténcia mais freqliente em
aminoglicosideo e fluorogquinolonas (Zeynudin et al, 2018).

As bactérias ndo fermentadoras 127 (61,9%) representam a maioria, sendo 51 Pseudomonas aeruginosa e 76 Acinetobacter
baumannii, destes apresentam pelo menos um gene de resisténcia a carbapenemase em P. aeruginosa (49) e em A. baumannii
(42).

Em nosso estudo a producdo de carbapenemase foi de 80,9% (166), com altas taxas entre Serratia marcescens e
Klebsiella spp (100%), Pseudomonas aeruginosa (96%) e Proteus spp. (88,5%). Dados semelhantes foram observados de
resistentes a carbapenemase (74,5%) em BGN, com altas taxas entre A. baumannii (89%) e K. pneumoniae (78%). As maiores
taxas de resisténcia foram encontradas em agentes penicilinas e cefalosporinas, realizadas por triagem fenotipica em um estudo
no Sud&o (Dirar et al, 2020).

Dentre 127 bacilos Gram-negativos ndo fermentadores resistentes a carbapenémicos 91 (71,6%) produziram
carbapenemases. Resultados semelhantes foram observados em estudos recentes, no qual um total de 86% dos isolados de P.
aeruginosa produtores de carbapenemase produziram carbapenemases classe B. E que 60% dos isolados de A. baumannii
produtores de carbapenemase classe D produzem carbapenemases do tipo OXA (Simmer et al, 2017). Além disso, os genes de
metalo-B-lactamase (NDM) carbapenemase de Nova Delhi foram detectados em 92% entre as enterobactérias (Dretler et al,
2020). No presente estudo foi encontrado uma porcentagem relativamente baixa de deteccdo de carbapenemases dos tipos
NDM, SPM e IMP, o que tem sido comumente relatado em outros estudos no Brasil (Carvalho-Assef, et al, 2013, Ferreira et
al, 2016 e Firmo et al, 2019).

Os resultados revelaram que blakec foi 0 mais prevalente 118 (57,5%), seguido por blavim 62 (30,2%), depois blaces
35 (17%), blanom 31 (15%) e blasepm 5 (2,4%). Curiosamente, alguns isolados abrigavam mais de um tipo de metalo-
Betalactamase. Seis isolados de Proteus mirabilis abrigavam blakec, blanpwm, € trés destes isolados também abrigavam o gene
blaces. Embora, o gene blakpec tenha sido identificado em isolados de Klebsiella spp desde entdo, ja foram documentadas nas
Americas (Castanheira et al, 2020, Cuaical-Ramos et al, 2019) incluindo o Brasil (Firmo et al, 2020, Aradjo et al, 2018). A
carbapenemase blayvim foi predominante, seguida de blakpc € blanom em infeccdo da corrente sanguinea em um estudo Grego
(Papadimitriou-Olivgeris et al, 2019), diferentemente do nosso estudo, o qual mostrou uma predominéancia de 57,5% (118/205)
entre blakpc.

O gene blayim foi relatado como o segundo gene mais prevalente com 30,2% entre os isolados Pseudomonas
aeruginosa, Acinetobacter baumannii e Klebsiella pneumoniae. O gene blayim-4 j& foi encontrado em isolados de P.
aeruginosa produtoras de metallo B-lactamases (Merradi et al, 2019). Isolados de P. aeruginosa (20) que carregavam
simultaneamente os genes blakec € blavim MDR, suscetiveis apenas a colistina, conforme ja relatado em estudos (Pacheco et al,
2019). Girija e colaboradores (2018) mostraram uma deteccdo de blavim em 34,24% em isolados de A. baumanii de infecgéo

do trato urinario, ndo apresentando genes blajve € blanom. Em nosso estudo o gene blanom foi documentado em Proteus
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mirabilis, Serratia mascescens, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Klebsiella
pneumoniae e Klebsiella aerogenes. Na China o gene blanom-s foram identificados em cepas de Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella aerogenes e Escherichia coli, apresentaram resisténcia significativamente alta aos antibioticos p-lactdmicos, sendo
suscetiveis a tigeciclina e colistina. As estirpes de K. pneumoniae e K. aerogenes foram respectivamente definidas como
isolados clonais homologos por electroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (Tian et al, 2020). O gene blaoxa-ss-iike fOi
detectado em apenas um isoldado de Providencia stuartii. Relatado anteriormente no Nepal (Sah et al, 2019), Italia (Barbarini
et al, 2015). A presenca do gene blawe ndo foi detectada em nenhum dos isolados. Resultado semelhante encontrado no Egito
(Hassuna et al, 2020). Nenhum dos isolados com resisténcia intrinseca a colistina abrigava gene mcr-1, similar em estudo
(Lopes et al, 2020).

Os resultados mostraram uma alta taxa de resisténcia ao carbapenem. Apresentando isolados que abrigam mais um
gene simulaneamente. Trés isolados de Proteus mirabilis expressaram simultaneamente os genes blakpc, blanom € blages. Um
isolado de Pseudomonas aeruginosa expressou 0s genes blakec, blavim e blaspm simultaneamente. Outro isolado de P.
aeruginosa abrigava os genes blakpc, blanom € blavim. Assim como também foi encontrado em trés isolados de P. aeruginosa
0s genes blakpc, blaces e blayim simultaneamente. Em 14 isolados de Acinetobacter baumannii foram detectados
simultaneamente 0s genes blakpc € blavim. Em dois isolados foram detectados os genes blakec € blaces. E em apenas um
isolado de A. baumannii foi encontrado simultaneamente os genes blakec, blaces € blaviwv.

Em um isolado de Klebsiella pneumoniae abrigava simultaneamente os genes blakpc, blaces € blayim. E em 4 isolados K.
penumoniae expressavam 0s genes blakec e blavim. Os genes blakec e blages foram detectados simultaneamente em isolados de
Escherichia coli e Enterobacter cloacea.

A coexisténcia simultinea de diversas p-lactamases também foram detectados no Egito (Benmahmod et al, 2019), no
Iran (Kiaei et al, 2019), no Libano (Yaghi et al, 2020).

Na China, espécie de Klebsiella pneumoniae co-abrigava os genes blanpom-1 € blakce-2 (Yan et a, 2017). A coexisténcia
dos genes blanpwm-s € blaoxa-1s1 ja foram identificados em um hospital terciario da Coréia em isolados de E coli (Baek et al,
2019). No Brasil, culturas ativas de vigilancia de pacientes de UTI de um hospital do Rio de Janeiro, co-abrigava até quatro
carbapenemases NDM, KPC, OXA-48 e VIM (Flores et al, 2020). Em P. mirabilis e S. marcescens foi descrito a associa¢do de
blanpwm-1 € blakpc.2 em Pernambuco, Brasil (Firmo et al, 2020). O gene blanom foi detectado em um isolado de Klebsiella
aerogenes pela primeira vez como citado (Soares et al, 2020) e o gene blaspm. Os genes blakec, blavim € blanom foram os mais
comuns relatados no estudo, assim como 0s genes blakpc e blanom foram os mais comuns na China (Wang et al., 2018).

Resisténcia a carbapenemase em gram-negativos tem sido causa de grande preocupacdo para a saude publica,

tornando-se cada vez mais dificeis de tratar infecgdes por cepas metalo-p-lactamases.

5. Considerac0es Finais

As carbapenemases foram frequentes nestes isolados de gram-negativas, principalmente os genes blakec, blavim €
blanom. O conhecimento sobre a epidemiologia local dessa bactéria produtora de metalofB-lactamases é fundamental para
estabelecer uma estratégia terapéutica apropriada. A prevaléncia de gram-negativas produtoras de carbapenemase tem se
tornado grande preocupacdo na rotina clinica, uma vez que, o aumento da resisténcia tem limitado as opg¢des de terapia

empirica, tornado-se um desafio o tratamento de infec¢Bes anteriormente trataveis.
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