Universidade do Estado do Rio de Janeiro

% ubRg 2 Centro Biomédico
e >
% W F n . L
? estapo Faculdade de Ciéncias Médicas

Jéssica de Oliveira Abreu

Stenotrophomonas maltophilia de origem clinica: caracterizacio fenotipica e

molecular da resisténcia a trimetoprima/sulfametoxazol e carbapenémicos

Rio de Janeiro

2021



Jéssica de Oliveira Abreu

Stenotrophomonas maltophilia de origem clinica: caracterizacio fenotipica e molecular

da resisténcia a trimetoprima/sulfametoxazol e carbapenémicos

m: Dissertacdao apresentada, como r@parcial para
0 a de Pos-

obtengdo do titulo de Mestre, a

Graduag@o-em Microbiologia, da Esidade do

>4 L S —
>

N

a Orientach.EizeRA:J Marques
‘ : Coorientador: Prof. Dr. [ bson de Souza Ledo \

o
7,
£sapo O
|

Rio de Janeiro

2021



CATALOGACAO NA FONTE
UERJ/REDE SIRIUS/BIBLIOTECA CB-A

A162  Abreu, Jéssica de Oliveira.
Stenotrophomonas maltophilia de origem clinica: caracterizagdo fenotipica e

molecular da resisténcia a trimetoprima/sulfametoxazol e carbapenémicos / Jéssica de

Oliveira Abreu —2021.
70 f.

Orientadora: Prof.* Dra. Elizabeth de Andrade Marques
Coorientador: Prof. Dr. Robson de Souza Ledo

Dissertagao (Mestrado) — Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Faculdade de
Ciéncias Médicas. Pos-graduacdo em Microbiologia.

1. Stenotrophomonas maltophilia. 2. Resisténcia a trimetoprina. 3. Sulfametoxazol.
4. Fibrose cistica — Teses. I. Marques, Elizabeth de Andrade. II. Ledo, Robson de Souza.
II1. Universidade do Estado do Rio de Janeiro. Faculdade de Ciéncias Médicas. IV. Titulo.

CDU 576.8

Bibliotecaria: Ana Rachel Fonseca de Oliveira
CRB7/6382

Autorizo, apenas para fins académicos e cientificos, a reproducao total ou parcial desta

dissertacdo, desde que citada a fonte.

Assinatura Data



Jéssica de Oliveira Abreu

Stenotrophomonas maltophilia de origem clinica: caracterizacio fenotipica e molecular

da resisténcia a trimetoprima/sulfametoxazol e carbapenémicos

Dissertagcdo apresentada, como requisito parcial para
obtencdo do titulo de Mestre, ao Programa de Pos-
Graduagdo em Microbiologia, da Universidade do
Estado do Rio de Janeiro. Area de Concentraco:
Microbiologia Médica Humana.

Aprovada em 31 de agosto de 2021.

Orientadora: Prof.? Dra. Elizabeth de Andrade Marques
Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Coorientador: Prof. Dr. Robson de Souza Ledo

Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Banca Examinadora:
Prof.* Dra. Angela Correa de Freitas Almeida

Faculdade de Ciéncias Médicas — UERJ

Dra. Bianca de Oliveira Fonseca

Hospital Federal da Lagoa

Prof.* Dra. Mila Muraro de Almeida
Universidade Veiga de Almeida

Rio de Janeiro

2021



DEDICATORIA

Aos meus pais.



AGRADECIMENTOS

Meu agradecimento a Deus, sempre em primeiro lugar. S Ele sabe quantas barreiras eu
tive que ultrapassar para chegar aqui. Barreiras criadas por mim e pelas circunstancias da vida.
Agradeco aos meus pais, por todo investimento e zelo. Por todas as vezes em que negaram suas
proprias vontades e necessidades pelo meu irmao e por mim.

Ao meu irmao, por ser tao determinado e um grande amigo.

Aos amigos que acreditam em mim, que me impulsionam, ¢ estdo sempre dispostos a
me aconselhar e ouvir. Em especial, agradeco ao Rafael, por ser meu irmao de alma, ¢ a sua
esposa Thamyres, que se tornou uma das minhas melhores amigas. Grato encontro! A Ana
(sempre prestativa) e ao Vinicius, minhas joias da graduacdo! Ao Wesley, por sua calma e
brandura que sempre me levam a aguas mais tranquilas. Ao André, sempre pronto para tudo. A
Patricia e Amanda, amigas da vida toda.

Agradeco a UERJ, onde cresci, mudei, aprendi e amadureci.

Ao laboratdrio 2, braco dessa mae, por me acolher e gerar senso de pertencimento em
mim. Obrigada a todos os que foram/sdo dessa familia, da qual fago parte ha sete anos. As
técnicas Marcia e Elisa, por serem tdo pacientes e prestativas. Obrigada, Ingrid, por ser uma
Otima parceira e amiga de turma, laboratorio e rolé€s (porque ninguém ¢ de ferro!). Obrigada,
Nicoli, por tantas risadas na viagem de Arraial e por todas as cantorias. Ao Felipe, por tantos
meios vertidos e por ter feito eu me sentir tao feliz quando passou no mestrado. Agradeco ao
Edgard, por me acalmar quando tive COVID-19 e pelos momentos partilhados. Karol, obrigada
pelo doce de pessoa que vocé ¢!

Gratiddo a Mila. Sua amizade ¢ um presente que quero levar por toda a vida. Obrigada
por me ajudar todas as vezes em que precisei, por ser tdo gentil, acolhedora, paciente e,
principalmente, por ter um cora¢do bom. Vocé foi essencial nessa jornada!

Agradecgo ao professor Robson, pelas broncas, ensinamentos e por seu cuidado com os
alunos. Cuidado que, como aconteceu comigo, pode ser sentido em uma simples frase, como
“tudo passa”, dita num momento ruim.

A professora Elizabeth, por ser fundamental em minha vida. Sou grata desde o “sim”
dado, quando fui buscar vaga de iniciagdo cientifica, e nunca deixarei de ser. Obrigada por ter
acreditado em mim, por todo apoio, por lutar pelos seus alunos e dividir tanto conosco. A
senhora ¢ alguém em quem eu posso, declaradamente, me inspirar e admirar. Obrigada,

obrigada e obrigada!



Agradego a professora Ana Paula e aos integrantes de seu laboratorio na FIOCRUZ,
por toda a prestatividade.

Agradego aos amigos dos demais laboratérios do Departamento de Microbiologia e
Imunologia, por terem me mostrado que ¢ possivel trabalhar em grupo, com harmonia e
amizade de verdade, sem disputa de egos. Obrigada Yuri, Pamella, Guilherme, Felipe, Bianca,
Manu (principalmente quando precisava saber algo sobre PCR) e aos demais, pelas tardes em
que comemos pipoca ¢ bebemos café na copa, pelas risadas, histérias e tantos momentos
eternizados na memoria. Vocés sdo maravilhosos!

Agradeco também a todos os professores da pos graduagdo, por serem tao bons no que
fazem. Obrigada a Carla, por ser tdo gentil e doce.

Por fim, agradeco ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifco e Tecnologico
(CNPq) e a Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ), pelo
auxilio financeiro, sem o qual este trabalho nio seria possivel.

Em tempos de pandemia, de negacionismo e banalizagdo da ciéncia, concluir este
trabalho foi uma grande honra.

A todos, de coracdo, meus sinceros agradecimentos! Amo vocés.



Talvez nao tenha conseguido fazer o melhor, mas lutei para que o melhor fosse feito.

Nao sou o que deveria ser, mas Gragas a Deus, ndo sou o que era antes.

Marthin Luther King



RESUMO

ABREU, Jéssica de Oliveira. Stenotrophomonas maltophilia de origem clinica:
caracterizacao fenotipica e molecular da resisténcia a trimetoprima/sulfametoxazol e
carbapenémicos. 2021. 70 f. Dissertagdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Stenotrophomonas maltophilia ¢ um microrganismo oportunista e frequentemente
associado a infec¢des em pacientes imunocomprometidos, hospitalizados em unidades criticas,
estando associado a exacerbagdo e perda da funcdo pulmonar naqueles com Fibrose Cistica
(FC), colaborando para a elevacao das taxas de morbi-mortalidade. A resisténcia a multiplos
antimicrobianos ¢ um desafio do ponto de vista clinico. O objetivo do trabalho foi avaliar o
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos mais utilizados no tratamento das infecgdes por S.
maltophilia e investigar genes associados a resisténcia a trimetoprima/sulfametoxazol e
carbapenémicos. Foram analisadas 155 amostras de S. maltophilia, coletadas de janeiro de 2010
a abril de 2021, de espécimes clinicos variados. Destas, 112 (72,3%) eram de pacientes sem FC
(NFC) e 43 (27,7%) de pacientes com FC. No grupo NFC, a maioria foi obtida de secre¢des
respiratdrias (95, 84,8%) seguidas por amostras de sangue (10, 8,9%), enquanto no grupo FC,
todas foram de espécimes respiratérios. Esses dados corroboram a maior prevaléncia de S.
maltophilia em infecgdes respiratdrias. O encontro exclusivo desse microrganismo em amostras
sanguineas em NFC era esperado ja que casos de bacteremias ndo sdo usuais em FC, cujo
seguimento clinico é predominantemente ambulatorial. O teste de sensibilidade aos
antimicrobianos das 155 amostras de S. maltophilia foi feito, pelo método de disco-difusao,
para: trimetoprima-sulfametoxazol (SXT), levofloxacina (LEV) e minociclina (MIN). A quase
totalidade das amostras foi sensivel aos trés antimicrobianos testados, independente do grupo
de pacientes, incluindo as amostras (n=9) obtidas de pacientes NFC com diagndstico de
COVID-19. Apenas uma amostra do grupo NFC, foi resistente a SXT e LEV, e apenas uma do
grupo FC foi resistente a LEV. Foram selecionadas 32 (20,6%) amostras, isoladas entre 2014 e
2019, para a determinacdo das concentracdes inibitdrias minimas de SXT, LEV, MIN e
ceftazidima (CAZ), pelo método de fita gradiente. Cinco (15,6%) tiveram resultado
intermediario para CAZ enquanto 17 (53,1%) amostras foram resistentes. Destas, 43,7%
apresentaram niveis elevados de resisténcia (> 256 pg/mL). Todas as amostras foram sensiveis
aos demais antimicrobianos. Apesar da resisténcia intrinseca de S. maltophilia aos
carbapenémicos, investigamos a presenca dos genes codificadores de carbapenemases blakpc,
blanpwm € blaoxa-ssiike, por Polymerase Chain Reaction (PCR), a fim de verificar um possivel
papel dessa bactéria como reservatorio desses genes. PCR para o gene sull, associado a
resisténcia ao SXT, também foi realizado. Todas as amostras foram negativas para os genes
pesquisados. Embora a ocorréncia de S. maltophilia ndo sensiveis aos antimicrobianos, em
nosso estudo, tenha sido incomum, ndo invalida o monitoramento continuo dos perfis
resisténcia em nossa unidade hospitalar, incluindo nao apenas as de origem clinica, como as
ambientais. A vigilancia microbiologica, incluindo o perfil de resisténcia, permite a introdugao,
quando necessaria, de medidas de controle de surtos em casos especificos.

Palavras-chave: Stenotrophomonas maltophilia; resisténcia a antimicrobianos; fibrose cistica.



ABSTRACT

ABREU, Jéssica de Oliveira. Stenotrophomonas maltophilia of clinical origin: phenotypic
and molecular characterization of resistance to trimethoprim/sulfamethoxazole and
carbapenems. 2021. 70 f. Dissertacao (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Stenotrophomonas maltophilia is an opportunistic microorganism and often associated
with infections in immunocompromised patients hospitalized in critical units, related to
exacerbation and loss of lung function in Cystic Fibrosis (CF) patients, contributing to morbi-
mortality rates. Multidrug resistant strains is a clinical challenge. The aim of this study was to
evaluate the antimicrobial resistance profile to the most antibiotics commonly used in S.
maltophilia  infection and investigate genes associated with resistance to
trimethoprima/sulfamethoxazole and carbapenems. We analyzed 155 S. maltophilia isolates
recovered from many clinical specimens, during January 2010 to April 2021. 112 (72.3%) and
43 (27.7%) isolates were obtained from patients without CF (NFC) and CF patients,
repectivelly. In NFC group, most of all were obtained from respiratory secretions (95; 84.8%)
followed by blood samples (10; 8.9%), while in CF group, all of them were from respiratory
specimens. These data corroborate the higher prevalence of S. maltophilia in respiratory
infections. The exclusive isolation in blood samples from NFC was expected since cases of
bacteremias are unusual in CF, whose clinical follow-up is predominantly ambulatory. Using
disk diffusion test, 155 S. maltophilia isolates was analyzed for trimethoprima-
sulfamethoxazole (SXT), levofloxacin (LEV) and minocycline (MIN). Most of all were
suscetible to antimicrobials tested, in both patients group, including isolates (n=9) from NFC
patients with COVID-19. Just a single isolate from NFC group was resistant to SXT and LEV,
and only one of the FC group was resistant to LEV. Minimal inhibitory concentration was
performed using gradient diffusion test to SXT, LEV, MIN and ceftazidime (CAZ) for 32
(20.6%) isolates, obtained between 2014 to 2019. Five (15.6%) and 17 (53.1%) isolates showed
an intermediate and resistance categories to CAZ, respectively. Among the resistance isolates,
43.7% presented high levels resistance (> 256 pug/mL). All isolates were susceptible to other
antimicrobials. Despite the intrinsic resistance of S. maltophilia to carbapenems, we
investigated the presence of genes encoding carbapenemases such as blaxpc, blanpy and blaoxa-
48ike; by PCR, 1n order to verify a possible role of this microorganism as reservoir of these genes.
PCR for sull gene, associated with SXT resistance, was also performed. All isolates were
negative. The majority isolates showed high susceptible rates to all antimcirobial tested in our
study. Despite that, it does not excluded the continuous monitoring of resistance profiles in our
hospital, including clinical and environmental origins. Microbiological surveillance, including
the resistance profile, allows development of an action plan for an outbreak control measures.

Keywords: Stenotrophomonas maltophilia; antimicrobial resistance; cystic fibrosis.
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INTRODUCAO

Stenotrophomonas maltophilia: historico e caracteristicas gerais

Stenotrophomonas maltophilia é um bacilo Gram-negativo nao fermentador da glicose
(BGNNF) frequente em infecgdes respiratorias, especialmente em  pacientes
imunocomprometidos e/ou assistidos em centros de terapia intensiva (CTI), além de se destacar
como patdgeno em pacientes com fibrose cistica (FC) (ADEGOKE, STENSTROM, OKOH,
2017; CRUZ-CORDOVA et al., 2020; RODRIGUES, GIOIA, ROSSI, 2011; WANG et al.,
2020).

Antes de ser adotada a classificacdo taxondmica atual, esta espécie foi incluida em
diversos géneros. Ao ser isolada de liquido pleural no ano de 1943, sua primeira classificacao
foi estabelecida: Bacterium bookeri. Em 1961, foi incluida no género Pseudomonas, recebendo
o nome de Pseudomonas maltophilia, por ter sido isolada de amostras animais, alimentares e
humanas (HUGH & RYSCHENKOW, 1961).

Essa classificacao durou até 1983, quando passou a fazer parte do género Xantomonas
por similaridades genéticas, passando a se chamar Xantomonas maltophilia (SWINGS et al.,
1983 apud PALLERONI & BRADBURY 1993). A criacdo do género Stenotrophomonas foi
proposta em 1993, devido a diferengas fenotipicas com o género anterior, sendo categorizada
como S. maltophilia (PALLERONI & BRADBURY, 1993).

O nome Stenotrophomonas provém etimologicamente do grego ‘stenos', que significa
"limitado", ‘trophus’, cujo significado ¢ "o que se alimenta" e ‘monas’, que denota unidade,
dando a ideia geral de unidade que se alimenta de poucos substratos (PALLERONI &
BRADBURY, 1993). O nome maltophilia, por sua vez, origina-se da capacidade de
microrganismos desta espécie serem capazes de produzir &cido tendo a maltose como substrato
(SAID, TIRTHANI, LESHO, 2021).

Atualmente, o género Stenotrophomonas abriga 20 espécies’ com vasta diversidade

genética (CRUZ-CORDOVA et al., 2020; MERCIER-DARTY et al., 2020).

2List of  Prokaryotic ~ names  with  Standing in  Nomenclature. Enderego  eletronico:

<https;//Ipsn.dsmz.de/genus/stenotrophomonas>.



18

Stenotrophomonas maltophilia: habitat e infeccoes

S. maltophilia ¢ uma espécie amplamente distribuida geograficamente, sendo
encontrada at¢é mesmo em ambientes extremos. J4 foi isolada a partir de solo, ambientes
aquaticos (pogos, rios, esgoto, agua engarrafada etc.), fezes de frangos e porcos, alimentos (leite
cru, peixe congelado, ovos) e da rizosfera de diversos vegetais (milho, beterraba, banana, entre
outros). Amostras de origem hospitalar de S. maltophilia ja foram isoladas a partir de cateteres,
respiradores, pias, torneiras, dgua de torneira, maquinas de gelo, equipamentos ¢ aguas de
dialise, curativos de algodao e maos de profissionais da saide (AN & BERG, 2018; FRASER
et al., 2019; SAID, TIRTHANI, LESHO, 2021).

Caracterizado como microrganismo ambiental, ndo pertencente a microbiota, S.
maltophilia sofreu adaptacgdes e se destacou como patoégeno oportunista (HAMDI et al., 2020;
MERCIER-DARTY etal., 2020). Essa bactéria é responsavel, principalmente, por pneumonias,
especialmente associadas a ventilacdo mecanica (Proportional Assist Ventilation - PAV), e
infeccdes de corrente sanguinea associadas a cateter. Outros fatores de risco para
colonizagdo/infeccdo incluem o uso de terapias antimicrobianas de amplo espectro,
procedimentos invasivos, longa permanéncia no hospital, neutropenia e doenga respiratoria
prévia (ADEGOKE, STENSTROM, OKOH, 2017; BROOKE, 2012; FRASER et al., 2019).

S. maltophilia também pode desencadear, em menor escala, sinusites, endoftalmites,
conjuntivites, endocardites, meningites, infec¢des urindrias, articulares, intra-abdominais,
osseas, de tecidos moles e de pele (EBRAHIM-SARALIE et al., 2019; HAMDI et al., 2020,
PETERS et al., 2015).

No caso de infec¢des do trato respiratorio inferior, S. maltophilia é responsavel por
hemorragias pulmonares, necrose focal pulmonar e, em menor quantidade, por derrames
pleurais e cavitagdes (GAJDACS & URBAN, 2019). Em imunocomprometidos, esta
relacionada a quadros de hemorragias pulmonares fatais (MOLLOY et al., 2020), além de se
destacar como patdgeno respiratorio em pacientes FC, com prevaléncia variada entre os centros
de referéncia no tratamento da doencga, podendo chegar a 30% (FROST et al., 2018; VIDIGAL
etal., 2014).
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Stenotrophomonas maltophilia e a fibrose cistica

A fibrose cistica

A fibrose cistica (também conhecida como mucoviscidose), foi descrita por Dorothy H.
Anderson, em 1938. E uma doenga de origem genética, autossdmica e recessiva causada por
uma mutagao no braco longo do cromossomo 7, locus q 31 ¢ éxon 102. Este gene ¢ responsavel
pela codificagdo de uma proteina de mesmo nome (Cystic Fibrosis Transmembrane
Condutance Regulator - CFTR), que funciona como canal de cloro, bicarbonato e outros ions
nas células de diversos o6rgdos e tecidos do corpo, como pulmdes, dutos de suor e trato
gastrointestinal (BROWN, WHITE, TOBIN, 2017; FIRMIDA, MARQUES, COSTA, 2011,
GIANOTTI et al., 2020; JUSTICIA et al., 2015; SCOTET, HOSTIS, FEREC, 2020).

Nas células epiteliais dos pulmdes, a impermeabilidade da membrana apical ao cloro
promove o acumulo deste ion no meio intracelular, ja que ele fica impossibilitado de sair da
célula, o que prejudica a hidratagao da superficie celular e promove desequilibrio homeostatico,
pois estimula a entrada de sal e agua na célula. Como consequéncia, h4 obstrugdo das vias
aéreas em fun¢do do acumulo de muco espesso, que dificulta o movimento ciliar das células e
facilita o estabelecimento de microrganismos patogénicos. Com isso, os pacientes podem
desenvolver pneumonias, que tendem a se tornarem cronicas (FIRMIDA, MARQUES,
COSTA, 2011; GIANOTTI et al., 2020).

As infecgdes na FC que levam ao comprometimento pulmonar sao a principal causa das
altas taxas de morbi-mortalidade desses pacientes, ja que ha progressiva perda da capacidade
pulmonar (cerca de 90% dos 6bitos estdo relacionados a insuficiéncia respiratoria) (BROWN,
WHITE, TOBIN, 2017; FRASER et al., 2019; MCDANIEL, SCHOEB, SWORDS, 2020). Os
episodios de exacerbagdo do quadro respiratdrio também estdo associados a essas taxas, € a
durabilidade inadequada da antibioticoterapia intravenosa pode estar relacionada a novas
exacerbagoes (HELTSHE et al., 2018; JUSTICIA et al., 2015; SANDERS et al., 2017;
VANDEVANTER et al., 2017; WEST et al; 2017).
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Bactérias na fibrose cistica

As infecgdes cronicas do trato respiratorio sao causadas, especialmente, por bacilos
Gram-negativos ndo fermentadores, um grupo ambiental que ndo costuma causar infec¢do em
individuos sem fibrose cistica, sugerindo que pacientes com FC possuem um ambiente
pulmonar propicio para microrganismos oportunistas (GALLAGHER et al., 2019; MARQUES,
2011).

Entre os microrganismos mais comumente encontrados nessas infec¢des, estdo bactérias
do Complexo Burkholderia cepacia (CBc), Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae
e Staphylococcus aureus. Porém, outros microrganismos, como S. maltophilia, Achromobacter
xylosoxidans, micobactérias ndo tuberculosas e fungos também tem sido relatados e vem

ganhando notoriedade (BROWN, WHITE, TOBIN, 2017; FRASER et al., 2019).

Stenotrophomonas maltophilia na fibrose cistica

S. maltophilia é a espécie do género que conhecidamente causa infecgdes em humanos,
e as infecgdes por esse microrganismo ocorrem, sobretudo, no ambiente hospitalar (SAID,
TIRTHANI, LESHO, 2021). Foi isolada na FC, pela primeira vez, na Dinamarca, no ano de
1975, a partir de amostra do trato respiratério (FREDERIKSEN, 1975 apud DENTON &
KERR, 1998). Desde entdo, a prevaléncia deste microrganismo na FC tem crescido, infectando
de 10% a 18% dos pacientes (BRAGA et al., 2020).

Apesar do aumento da expectativa de vida dos pacientes com FC, o nimero de infec¢oes
por bactérias multirresistentes vem se elevando, sendo S. maltophilia uma das espécies mais
comuns neste cenario (AMIN & WATERS, 2016; BRAGA et al., 2020; MCDANIEL,
SCHOEB, SWORDS, 2020).

S. maltophilia desencadeia danos teciduais através da produgao e liberagdo de proteases,
além de ser capaz de prejudicar a agao do sistema imunoldgico degradando algumas de suas
proteinas. O dano tecidual, além de facilitar o crescimento bacteriano na FC, pode promover a
ocorréncia de micro-hemorragias e hemorragias maiores em individuos com
imunocomprometimento (MOLLOY et al., 2020). Nos pacientes FC, infec¢des cronicas por S.

maltophilia podem implicar em necessidade de transplante pulmonar e trés vezes mais risco de
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morte (WATERS et al., 2013).

Tratamento das infeccoes por Stenotrophomonas maltophia

O tratamento de infecgdes causadas por este agente ¢ dificultado pela ampla resisténcia
intrinseca e adquirida a maioria das classes de antimicrobianos. Os mecanismos envolvidos na
resisténcia sdo variados e ainda pouco conhecidos no Brasil. A partir de 1980, houve aumento
no numero de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) por S. maltophilia,
especialmente devido a um melhor tratamento de pacientes imunocomprometidos e ao avango
no desenvolvimento de procedimentos cirurgicos, o que favorece as chances de sobrevivéncia
de grupos de risco. (CALISKAN et al., 2019; GAJDACS & URBAN, 2019).

S. maltophilia é considerado um dos principais microrganismos multirresistentes no
ambiente hospitalar, ocupando o terceiro lugar no ranking de BGNNFs nestas infec¢des (os
dois primeiros lugares pertencem a P. aeruginosa e Acinetobacter spp.) (SAID, TIRTHANI,
LESHO, 2021).

Dentre as IRAS, aquelas causadas por S. maltophilia estdo associadas a um alto indice
de mortalidade nos quadros de pneumonia (25% a 75%) e de bacteremia (20% a 60%), porém
a incorporacgdo de terapias direcionadas pode ampliar as chances de sobrevivéncia dos pacientes
(CALISKAN et al., 2019; GAIDACS & URBAN, 2019).

Atualmente, o antimicrobiano de escolha para o tratamento de infec¢des por S.
maltophilia ¢ o trimetoprima/sulfametoxazol (SXT), ainda que a resisténcia a este agente tenha
sido descrita em diversas regides do mundo. Quando ha algum fator que impega a prescricao
de SXT, as fluoroquinolonas (principalmente levofloxacina - LEV), tetraciclinas (como
minociclina - MIN) e a cefalosporina ceftazidima (CAZ) podem ser consideradas opg¢des
terapéuticas para o manejo das infec¢des por S. maltophilia, porém o aumento das taxas de

resisténcia também tem sido fator de preocupacao (LIN et al., 2021; RHOADS, 2021).

Stenotrophomonas maltophilia: resisténcia a antimicrobianos

Devido a caracteristica de resisténcia a multiplos antimicrobianos (MDR) de S.
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maltophilia, que inclui a resisténcia a um amplo espectro de fairmacos, como a maioria dos
cloranfenicois, beta-lactdmicos, polimixinas, tetraciclinas, cefalosporinas, macrolideos,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e carbapenémicos, ha poucos antimicrobianos disponiveis
para tratar as infec¢des causadas por esse microrganismo (BRAGA et al., 2020; CRUZ-
CORDOVA et al., 2020; EBRAHIM-SARAIE et al., 2019).

A resisténcia observada em S. maltophilia pode ser de carater intrinseco, como a baixa
permeabilidade de membrana, a presenca de bombas de efluxo de multipla agcdo e as enzimas
beta-lactamases (BROOKE, 2014; SANCHEZ, HERNANDEZ, MARTINEZ, 2009; WANG et
al., 2018) ou de carater adquirido, através de mutagdes e por transferéncia horizontal de genes
(por ilhas genomicas, plasmideos, transposons e integrons) (EBRAHIM-SARAIE et al., 2019;
WANG et al., 2018).

Resisténcia de S. maltophilia a trimetoprima/sulfametoxazol

A resisténcia ao SXT tem aumentado ao longo dos anos, € os percentuais mais elevados
(16-78,8%) foram relatados em diversos paises, incluindo Taiwan, Japao, Tailandia, Coreia,
Espanha, México, Ardbia Saudita, Turquia e Canada (CHANG et al., 2015).

A resisténcia a esse farmaco esté relacionada aos genes dihidropteroato sintase (sull e
sul?) e dihidrofolato redutase (drf4), que conferem resisténcia ao sulfametoxazol e a
trimetoprima, respectivamente, sendo a aquisicao e expressao de genes su/, o principal desses
mecanismos (CRUZ-CORDOVA et al., 2020; HU et al., 2011; TOLEMAN et al, 2007).

Até o momento, os genes sull e sul2 foram descritos em amostras de S. maltophilia,
estando relacionados a elevados valores de CIM para SXT, sendo o primeiro observado com
mais frequéncia do que o segundo. O gene sull geralmente estd localizado em integrons de
classe 1 e associado a sequéncias de insercao (Insertion Sequence Common Region - ISCR),
sendo, portanto, facilmente transferido intra e interespécies através de plasmideos. J4 o gene
sul2 geralmente estd localizado em plasmideos, porém j& foi encontrado no cromossomo
bacteriano (CHUNG et al., 2015; EBRAHIM-SARALIE et al., 2019; TOLEMAN et al., 2007).

Além disso, a presenga de genes que conferem resisténcia a compostos de amonio
quaternario (inseridos em integrons de classe 1), também foram relacionados a resisténcia a
SXT, portanto, a utilizacdo de desinfetantes com amonio quaterndrio pode favorecer a selecdo

de cepas resistentes (CRUZ-C()RDOVA etal., 2020; KAUR, GAUTAM, TEWARI, 2015).
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Resisténcia de S. maltophilia a levofloxacina, minociclina e ceftazidima

As fluoroquinolonas possuem atividade contra microrganismos Gram-positivos e
Gram-negativos, sendo muito utilizadas em infec¢des respiratorias (JACKSON & SCHUTZE,
2016). A fluoroquinolona mais utilizada ¢ a LEV, porém ha descricdo de crescente resisténcia
a este farmaco (BIAGI et al., 2020). A exposicao prévia a uma variedade de classes de
antimicrobianos, a permanéncia na UTI e administragdo de quinolonas estdo associados a
ocorréncia de isolados de S. maltophilia resistentes a LEV (WANG et al., 2020).

A resisténcia intrinseca e adquirida as fluoroquinolonas ¢ determinada por uma
associacao de mecanismos, como as alteragdes na permeabilidade da membrana, a expressao
de sistemas de efluxo e mutagdes no sitio alvo das fluoroquinolonas (JIA et al., 2015). Dentre
eles, os sistemas de efluxo se destacam como mecanismo mais importante em funcdo da
superexpressdo das bombas de efluxo SmeDEF, que ocorre devido a mutagcdes no gene
regulador smeT, e € responsdvel pela resisténcia intrinseca e adquirida aos macrolideos,
cloranfenicol, tetraciclina e fluoroquinolonas (GARCiA—LEON et al., 2014; SANCHEZ &
MARTINEZ, 2015). Recentemente, a superexpressio de SmeV/WX foi associada a elevadas
taxas de resisténcia a fluoroquinolonas (GARCIA-LEON, 2014).

Os genes plasmidiais gnr (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS) ja foram identificados em S.
maltophilia. Inclusive, a segunda descri¢do do mundo de gnrB e gnrS foram feitas no Brasil
(FURLAN et al., 2019). Quando expressos, representam um dos mecanismos de resisténcia
adquirida as fluoroquinolonas, sendo responsavel por impedir a agdo desta classe de fArmacos
sobre as topoisomerases Il e [V (EBRAHIM-SARALIE et al., 2019; GORDON & WAREHAM,
2010; STRAHILEVITZ et al., 2009).

As mutagdes nas topoisomerases Il (Gyrd e GyrB) e IV (ParC e ParE) também sao
determinantes de resisténcia adquirida e, assim como os genes gnr, sdo frequentes em bactérias
Gram-negativas, porém esse mecanismo em amostras de S. maltophilia ainda nao foi totalmente
elucidado (CHANG et al., 2015; JIA et al., 2015; VALDEZATE et al., 2002).

S. maltophilia tem se mostrado sensivel a MIN de maneira semelhante ao SXT nos testes
in vitro. Mesmo diante de tais resultados, MIN dificilmente € prescrita para tratamento de
infec¢des por S. maltophilia devido a falta de realizagdo de testes comerciais de sensibilidade
para este farmaco nos laboratorios de diagndstico e da comprovagdo de sua eficacia nessas

infec¢des (BIAGI et al., 2020; CRUZ-CORDOVA et al., 2020; RHOADS, 2021).
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A ceftazidima ¢ uma cefalosporina de terceira geracdo com potencial de inibir o
crescimento de S. maltophilia, apesar da conhecida resisténcia intrinseca desse microrganismo
a maioria dos beta-lactamicos. A resisténcia a esse farmaco ocorre em func¢ao de sua hidrolise
por uma MBL LI e da atividade da cefalosporinase L2, presentes nesse microrganismo. Porém,
um estudo chinés indica que € possivel que a combinac¢dao de CAZ com farmacos inibidores de
beta-lactamases tenha eficacia contra cepas resistentes na monoterapia em infecg¢des por S.

maltophilia (LIN et al., 2021).

Resisténcia de S. maltophilia aos carbapenémicos

Os carbapenémicos sao beta-lactimicos de baixa toxicidade e amplo espectro, os mais
utilizados contra bactérias Gram-negativas. Devido as suas caracteristicas, a classe foi
considerada de ultima linha para tratar infec¢des por Gram-negativos MDR (EL-GAMAL et
al., 2017; PAPP-WALLACE et al., 2011; SSEKATAWA et al., 2018; ZHANEL et al., 2007).

As cefalosporinas eram amplamente utilizadas nas unidades criticas, até que a
disseminagdo de beta-lactamases se intensificou, impedindo o uso clinico da maioria desses
antimicrobianos. Com isso, houve a necessidade de desenvolver uma nova droga, surgindo a
tienamicina como alternativa terapéutica. Hoje, imipenem, doripenem, meropenem e ertapenem
estdo entre os principais carbapenémicos disponiveis (EL-GAMAL et al., 2017; PAPP-
WALLACE et al., 2011).

O imipenem foi o primeiro farmaco em que a resisténcia a classe dos carbapenémicos
foi observada, em 1980, através de uma cepa de P. aeruginosa (DOI, 2019). Atualmente, outros
microrganismos apresentaram resisténcia a classe, como enterobactérias produtoras de
carbapenemases (EPC), Acinetobacter spp. e Stenotrophomonas spp., sendo maior nos
BGNNFs (acima de 60%) do que nas enterobactérias (inferior a 10%) (NORDMANN &
POIREL, 2019; PAPP-WALLACE et al., 2011; THEURETZBACHER et al., 2020).

A resisténcia aos carbapenémicos se da por diversos mecanismos, sendo o principal
deles, a capacidade de produzir carbapenemases (enzimas beta-lactamases que hidolisam o anel
beta-lactamico dos farmacos dessa classe). Outros mecanismos incluem: bombas de efluxo,
transferéncia de elementos genéticos moveis (como plasmideos contendo carbapenemases),

proteinas ligadoras de penicilina (Penicillin-Binding Protein - PBP) e porinas com expressao
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ou funcao modificadas (BRINK, 2019; MILLER & HUMPHRIES, 2016; NORDMANN &
POIREL, 2019; PAPP-WALLACE et al., 2011; TAMMA & HSU, 2019).

As enzimas beta-lactamases foram categorizadas por Ambler em quatro grupos, de
acordo com sua atividade catalitica, similaridades estruturais e substrato de preferéncia. As
carbapenemases fazem parte das classes A (Klebsiella pneumoniae Carbapenemase — KPC, por
exemplo), B (como, New Delhi Metallo-beta-lactamase - NDM) e D, que incluem as
oxacilinases, como oxacillinase 48 - OXA—48, responsavel pela hidrolise de imipenem. Ja a
classe C inclui a ampicilina-cefalosporinase cromossémica (AmpC), que hidrolisa
cefalosporinas (principalmente). Com excecdo da AmpC, as demais sdo metalobetalactamases
(MBLs) e possuem atividade carbapenemase.

As MBLs possuem zinco no sitio catalitico ativo, enquanto as demais classes possuem
serina no sitio ativo. A MBL NDM estd presente em diversas espécies Gram-negativas. A classe
C, embora nido contenha atividade carbapenemase, pode atrapalhar a permeabilidade aos
carbapenémicos (NORDMANN & POIREL, 2019; PAPP-WALLACE et al., 2011;
SSEKATAWA et al., 2018).

Do ponto de vista epidemiologico, as carbapenemases do tipo KPC, NDM e OXA-48
sdo as de maior importancia, pois se encontram disseminadas em diversos continentes. A KPC
tem

despontado como a carbapenemase mais prevalente em varias partes do mundo,
inclusive no Brasil (ANVISA, 2021; NORDMANN, CUZON, NAAS, 2009; SAMPAIO &
GALES. 2016).

A NDM ¢ menos frequente, entretanto no Brasil, apos o primeiro relato em 2013, em
Providencia rettgeri (CARVALHO-ASSEF et al., 2013) tem sido descrita em diferentes
espécies de enterobactérias (CARVALHO-ASSEF et al, 2014; ROZALES et al., 2014). O
primeiro relato de NDM em S. maltophilia foi descrito em uma amostra obtida de solo,
reforcando o possivel papel desse microrganismo como um reservatorio ambiental de genes de
resisténcia (FURLAN, PITONDO-SILVA, STEHLING, 2018).

Embora seja conhecida a resisténcia intrinseca aos carbapenémicos em S. maltophilia,
a pesquisa de genes de resisténcia para esse grupo de antimicrobianos poderia contribuir para o
reconhecimento dessa espécie como reservatédrio de genes difundidos no Brasil, especialmente
de genes codificadores de beta-lactamases, que podem ser transmitidos, gerando resisténcia em
outros microrganismos (NORDMANN & POIREL, 2019; RODRIGUES, GIOIA, ROSSI,
2011).

A resisténcia intrinseca aos carbapenémicos em S. maltophilia se deve a inducao de L1
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e L2 (DOI, 2019; HAN et al., 2020; NORDMANN & POIREL, 2019; TAMMA & HSU, 2019).
J& a resisténcia aos beta-lactimicos em S. maltophilia tem relagdo com diversos mecanismos,
como acao de enzimas, efluxo de drogas e impermeabilidade da membrana externa aos beta-
lactamicos (uma porcentagem menor do que 5% desta classe ¢ capaz de penetrar na célula)
(ALMEIDA et al., 2005).

De origem cromossdmica, as beta-lactamases L1 e L2 s3o expressas quando a bactéria
¢ exposta aos beta-lactamicos, impedindo a agdo dos mesmos. L1 ¢ uma MBL que necessita de
zinco como cofator e age, principalmente, como uma carbapenemase. E resistente aos
inibidores de beta-lactamases e capaz de hidrolisar beta-lactimicos (exceto o monobactamico
aztreonam). L2, por sua vez, ¢ uma serino-beta-lactamase que possui serina no sitio ativo e tem
atividade cefalosporinase, hidrolisando monobactans. E sensivel aos inibidores de beta-
lactamases, como avibactam e acido clavulanico (ALMEIDA et al., 2005; LIN et al., 2021;
RODRIGUES, GIOIA, ROSSI, 2011).

Em um estudo chinés, a combinagcdo de aztreonam com avibactam pdde inibir o
crescimento de quase 90% de amostras resistentes ao aztreonam, enquanto a combinagdo
ceftazidima-avibactam, que era considerada ineficaz contra isolados de S. maltophilia,
demonstrou atividade inibitdria contra metade das amostras resistentes na monoterapia com
CAZ (LIN et al., 2021).

O uso da tigecilina, apesar de confiavel e eficaz no tratamento de A. baumannii, S.
maltophilia e diversas enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (CREs) nos testes in
vitro, ¢ limitado devido a diversos fatores, como a auséncia de formula oral e toxicidade
gastrointestinal (BIAGI et al., 2020; DOI, 2019)

O desenvolvimento de novos farmacos que sejam capazes de combater os microrganismos
resistentes € importante para que mais opg¢oes terapéuticas vidveis estejam disponiveis,
promovendo a reducdo das taxas de mortalidade associadas a baixa sensibilidade. Novos
medicamentos tém sido descritos como possiveis substitutos para os carbapenémicos nos casos
de microrganismos resistentes, entre eles ceftazidima-avibactam, aztreonam-avibactam,
aztreonam-ceftazidima-avibactam, meropenem-vaborbactam, plazpmicina, cefiderocol,
imipenem-cilastatina-relebactam, eravacilina e ceftolozano-tazobactam (CORCIONE et al.,

2019; DOI, 2019; RHOADS, 2021; TAMMA & HSU, 2019).
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Stenotrophomonas maltophilia na era COVID-19

Responsavel pela pandemia decretada no ano de 2020, a COVID-19 ¢ uma doencga
descrita pela primeira vez na cidade de Wuhan, na China, em de dezembro de 2019. E causada
por um RNA virus de fita simples senso positivo intitulado SARS-CoV-2, pertencente a ordem
Nidovirales e a familia Coronaviridae (MOHAMADIAN et al., 2021).

A transmissao ocorre por meio de tosse, espirro, € contato com objetos ou pessoas
contaminadas (PIMENTEL et al., 2020). A maioria dos infectados ndo desenvolve a forma
grave da doenga, apresentando os sintomas mais comuns, como febre, tosse seca e cansago, nao
necessitando de hospitalizagdo. Outros sintomas associados sdo perda de olfato e paladar,
calafrios, dores no corpo, congestao nasal, cefaleia, desregulagdo gastrointestinal, taquicardia,
dor no peito, entre outros (SOUSA et al., 2020).

Em contrapartida, a forma agravada pode culminar em internacdo em UTI com
necessidade de ventilagdo mecanica. Os casos mais graves sdo associados a um indice maior de
mortalidade e s3o observados mais frequentemente em idosos ou em individuos que apresentam
comorbidades (como diabetes e hipertensdao) (LANSBURY et al., 2020).

Estima-se que 15,5% dos pacientes internados em fun¢ao da COVID-19 desenvolvem
infeccdes bacterianas. A utilizacdo de dispositivos invasivos, ventilagio mecanica € uso
excessivo de antimicrobianos, sobretudo de amplo espectro, aumentam as chances de infecgdes
por bactérias Gram-negativas MDR, j4 que a antibioticoterapia ¢ realizada de maneira empirica
na maioria desses pacientes (BAIOU et al., 2021; LANSBURY et al., 2020; ZHANG et al.,
2020).

Foram observadas coinfec¢des respiratdrias pelo novo coronavirus e outras bactérias,
tais como Mycoplasma pneumoniae, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae, S. maltophilia e
K. pneumoniae (LANSBURY et al., 2020; OFSTEAD et al., 2020). Esse tipo de coinfeccao
pode aumentar as taxas de morbi-mortalidade, principalmente em idosos (WU, ADHI,
HIGHLAND, 2020). Segundo uma pesquisa do Catar, S. maltophilia foi o Gram-negativo MDR
mais encontrado nos casos de COVID-19, seguidos por Klebsiella pneumoniae (BAIOU et al.,
2021). S. maltophilia se destaca devido aos diversos fatores de risco, comuns em casos graves
de COVID-19, que favorecem sua ocorréncia, como internagdo a longo prazo, ventilagdo

mecanica e utilizagdo de cateteres (PEK, CABANILLA, AHMED, 2021).
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Justificativa

Devido a ampla resisténcia intrinseca e adquirida de S. maltophilia a maioria das classes
de antimicrobianos, e a escassez de trabalhos clinicos que demonstrem a eficacia de outros
agentes, o tratamento de infec¢des por esse microrganismo pode representar um desafio,
sobretudo quando ha resisténcia aos farmacos de escolha.

Em fungao da ocorréncia desse tipo de resisténcia ao redor do mundo, e da possibilidade
de declinio da sensibilidade a esses medicamentos em amostras provenientes de pacientes
atendidos em unidades brasileiras, a investigacdo temporal, incluindo o periodo pandémico da
SARS-CoV-2, dos perfis de sensibilidade aos antimicrobianos e da presenga de genes de
resisténcia, se faz necessdria uma vez que S. maltophilia poderia se comportar como

reservatorio de genes, podendo ser transferidos a outros microrganismos.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

Avaliar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos e¢ mecanismos moleculares

associados a resisténcia a trimetoprima/sulfametoxazol e carbapenémicos.

1.2 Especificos

Determinar, entre as amostras em estudo, o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
mais comumente utilizados no tratamento das infec¢des por S. maltophilia;

Analisar temporalmente a ocorréncia e distribuicdo dos perfis de sensibilidade aos
antimicrobianos nos diferentes grupos de pacientes;

Investigar a  presenca do gene sull, associado a resisténcia a
trimetoprima/sulfametoxazol;

Investigar a presenca dos principais genes codificadores de enzimas com acdo de
carbapenemases;

Analisar amostras provenientes de coinfeccao por S.maltophilia e SARS-CoV-2.
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2 METODOLOGIA

2.1 Selecao das amostras

Foram selecionadas 155 amostras de S. maltophilia, amostragem por conveniéncia,
estocadas e catalogadas no Laboratério de Microbiologia da Fibrose Cistica - LabMiFC da
Disciplina de Microbiologia e Imunologia (DIMI) da Faculdade de Ciéncias Médicas (FCM)
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ). Essas amostras foram previamente
isoladas e identificadas fenotipicamente no Laboratério de Bacteriologia (LABACT) do
Hospital Universitario Pedro Ernesto (HUPE) durante o periodo de janeiro de 2010 a abril de
2021 (136 meses).

As amostras incluidas no estudo foram obtidas de espécimes clinicos variados de
pacientes sem fibrose cistica (NFC) e pacientes com fibrose cistica (FC). Os pacientes com FC
foram atendidos no Instituto Nacional de Satide da Mulher, da Crian¢a ¢ do Adolescente
Fernandes Figueira da Fundagdao Oswaldo Cruz (IFF-FIOCRUZ) e no Departamento de
Doencas do Toérax, setor Pneumologia/Policlinica Piquet Carneiro (PPC/UERJ), dois centros
de referéncia no Rio de Janeiro, responsaveis pelo acompanhamento dos pacientes pediatricos
e adultos, respectivamente. Os pacientes NFC, tanto adultos quanto pediatricos, foram

atendidos no HUPE-UERJ.

2.2 Critérios de selecao das amostras

Para que uma amostra fosse incluida no estudo, ela deveria respeitar o periodo
estipulado (janeiro de 2010 a abril de 2021) e a identificagdo feita pelo LABACT. Logo, fatores
como: o numero de amostras por paciente, espécime clinico, sexo, idade e a quantidade de
pacientes FC em relagdo ao ntiimero de pacientes NFC nao foram fatores essenciais para a
selecao.

As 155 amostras, de pacientes adultos (97 amostras de 88 pacientes) e pediatricos (58

amostras de 38 pacientes) foram incluidas no estudo a fim de gerar informacdes sobre: o perfil
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de sensibilidade aos antimicrobianos, os mecanismos genéticos associados a resisténcia ao SXT

e aos carbapenémicos.

2.3 Reativacio das amostras e caracterizacio fenotipica

As amostras, armazenadas em tubos de 2 mL contendo meio Skim Milk a 10% (DIFCO,
Hants, Inglaterra) acrescentado de glicerol a 10%, foram retiradas do freezer de estoque
bacteriano, onde eram mantidas a -20°C. Essas amostras foram semeadas em tubos contendo
Caldo Infuso de Cérebro e Coracdo - Brain Heart Infusion Broth (BHI) (Becton
Dickinson/BDe, Heidelberg, Alemanha) e mantidos em aerobiose por um periodo de 18 - 24
horas, na temperatura de 35 + 2°C. As amostras, entdo, foram semeadas em placas com agar
Cystine Lactose Electrolyte Deficient — CLED (BDe, Heidelberg, Alemanha) por esgotamento
e incubadas por 18 - 24h em estufa a 35 = 2°C. Uma coldnia pura foi selecionada e semeada
por enriquecimento em Columbia Agar Base (CAB) (BDe, Heidelberg, Alemanha). As placas
de CAB foram incubadas por 18 - 24 horas, a 35 + 2°C, para que fosse realizada a confirmagao

da identificagdo através de testes fenotipicos.

2.3.1 Identificacao fenotipica

Os testes realizados para confirmagdo da identificacdo de S. maltophilia foram:
avalia¢do do metabolismo oxidativo da glicose, descarboxilagdo da lisina e producdo de DNase

(OPLUSTIL et al., 2010).

2.3.1.1 Base de oxidagao/fermentacao

O teste bioquimico com a base de Oxidagdo/Fermentacdao (OF) acrescida de glicose a
1% (BD®, Heidelberg, Alemanha), em tubos com e sem 6leo mineral, foi realizado com o

objetivo de verificar o metabolismo da S. maltophilia em relagao a utilizagdo da glicose e suas
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vias de consumo. Através de alca bacteriologica estéril, os tubos foram inoculados de 3 a 5
vezes numa profundidade de 2/3 do meio e incubados por 24 - 48h, a 35 + 2°C, em aerobiose
e, apos esse periodo, a leitura das provas foi realizada.

Microrganismos eram considerados fermentadores ao utilizarem a glicose nos tubos
com e sem Oleo mineral. Em contrapartida, aqueles que ndo utilizaram a glicose em nenhum
dos dois tubos foram considerados assacaroliticos. Bactérias de metabolismo oxidativo
utilizaram a glicose apenas no tubo sem 6leo mineral. Amostras que apresentaram metabolismo
fermentador foram excluidos do estudo, ja que S. maltophilia apresenta comportamento
oxidativo ou assacarolitico (OPLUSTIL et al., 2010).

Como controle, foram utilizadas cepas de Escherichia coli ATCC® 25922, que possui
metabolismo fermentativo, P. aeruginosa ATCC® 27853, de metabolismo oxidativo e S.

maltophilia ATCC® 13637, de metabolismo assacarolitico.

2.3.1.2 Descarboxilacao do aminoacido lisina

Para o teste de utilizagdo do aminoéacido lisina, foram utilizados tubos com base Moeller
de descarboxilagio (BD®, Heidelberg, Alemanha) com o acréscimo de lisina de modo a obter
uma concentra¢ao de 1%, ¢ um tubo sem o aminoacido, a fim de verificar se ocorria a
acidificacdo do meio para a sintese da descarboxilase. Os tubos com e sem o0 aminoacido foram
inoculados com o auxilio de alga bacteriologica e incubados em estufa a 35 + 2°C, em aerobiose,
por 24 a 48 horas, quando foi realizada a leitura das provas. As amostras com microrganismos
que descarboxilaram a lisina apresentaram coloracdo diferenciada em relagdo ao controle no
momento da leitura e foram mantidas no estudo, ja que S. maltophilia utiliza esse aminoacido
(OPLUSTIL et al., 2010).

Escherichia coli ATCC® 25922 e P. aeruginosa ATCC® 27853 foram utilizadas como

controle negativo e S. maltophilia ATCC® 13637 foi o controle positivo.

2.3.1.3 Produg¢ao de DNase

Foi realizada a semeadura de culturas recentes formando-se pequenos circulos com

massa bacteriana (spots), com o auxilio de alca bacteriologica, em placas contendo agar DNase
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(BD®, Heidelberg, Alemanha). As amostras foram incubadas em estufa por 72h, a 35 + 2°C em
ar ambiente. Em seguida, a leitura da prova foi realizada 3 minutos apods a adi¢dao de acido
cloridrico (HCI) 1N sobre as placas, até que todo o crescimento bacteriano estivesse submerso.
Os microrganismos produtores de DNase foram revelados através da formagdo de halos
transparentes no entorno dos "spots".

O controle positivo da producdo de DNase foi feito com S. aureus ATCC® 25923. J4
para o controle negativo, foi utilizado E. coli ATCC® 25922.

2.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA)

2.4.1 Teste de disco-difusdo

O teste de sensibilidade por disco-difusao (DD) foi realizado conforme as
recomendacdes estabelecidas pelo Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI a e b, 2019),
que preconiza a utilizagdo de discos impregnados com os antimicrobianos: SXT 1,25/23,75 ng,
LEV 5 pug e MIN 30 pg (Becton, Dickinson and Company, BD, Sparks, Estados Unidos), e
como controle, as cepas padrio: E. coli ATCC® 25922 e P. aeruginosa ATCC®27853.

Para a realiza¢do do teste, de trés a cinco coldnias puras de culturas de até 24h foram
selecionadas, com o auxilio de alga descartavel, e inoculadas em tubos contendo salina, até que
a turvacao da suspensdo alcangasse o equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland. Na
etapa seguinte, swabs descartaveis estéreis foram utilizados para coletar as amostras nos tubos
e semea-las em trés diferentes dire¢des, nas placas de agar Mueller Hinton (BD®, Heidelberg,
Alemanha) sem suplementagdo. Os discos com os antimicrobianos SXT, LEV ¢ MIN foram,
entdo, levemente pressionados sobre a superficie do meio com uma pinga. As placas foram
deixadas na estufa pelo periodo de 20 - 24 horas, na temperatura de 35 + 2°C, em aerobiose.
Tendo passado o periodo estipulado, os halos foram observados e seus didmetros foram
medidos através de um paquimetro. A leitura do teste foi feita a partir dos parametros
estabelecidos pelo Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI a e b, 2019) de acordo com o
quadro 1.
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Quadro 1 - Critérios de interpretagdo para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo

método de disco-difusido

- ‘ Concentracio do Critérios de Interpretacdo para o didmetro dos halos
Antimicrobiano disco (mm)
S I R
SXT 1,25/23,75 pg >16 11-15 <10
LEV 5ug >17 14-16 <13
MIN 30 ug >19 15-18 <14

Legenda: S: sensivel; I: intermediario; R: resistente; SXT: trimetoprima/sulfametoxazol; LEV: levofloxacina;
MIN: minociclina.
Fonte: CLSI aeb, 2019.

2.4.2 Método de fita gradiente

Foram realizados testes com fitas contendo gradientes de concentracdo de
antimicrobianos da marca Etest® (AB Biodisk, Solna, Suécia), com a finalidade de determinar
a concentracao inibitoria minima (CIM) de cada amostra. Os antimicrobianos utilizados e suas
respectivas concentragdes foram: SXT, LEV, CAZ e MIN. Os controles foram as cepas padrao:
E. coli ATCC® 25922 e P. aeruginosa ATCC® 27853.

Amostras com crescimento bacteriano puro e recente (24 horas, no maximo), foram
inoculadas com alga descartavel em tubos com salina, na turvagao 0,5 da escala de McFarland.
Imediatamente apos a escala ser alcangada, as amostras foram semeadas em agar Mueller
Hinton (BD®, Heidelberg, Alemanha) com swab estéril e, posteriormente, as fitas gradientes
foram adicionadas ao meio, com o auxilio de uma pinga, e cuidadosamente pressionadas contra
a superficie do mesmo. As placas foram incubadas em estufa por, 20 - 24h, na temperatura de
35 £2°C, em aerobiose. Apds esse periodo, as elipses formadas ao redor das fitas impregnadas
pelos antimicrobianos foram medidas, com auxilio de um paquimetro, e interpretadas conforme

as recomendacdes do Clinical Laboratory Standarts Institute (CLSI a e c, 2019).
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Quadro 2 - Critérios de interpretagdo para o teste de sensibilidade aos antimicrobianos pelo

método de fita gradiente

Critérios de interpretagdo da CIM (pg/mL)
Antimicrobiano
S I R
SXT <2/38 - >4/76
LEV <2 4 >8
MIN <4 8 > 16
CAZ <8 16 >32

Legenda: CIM: concentragdo inibitéria minima; S: sensivel; I: intermedidrio; R: resistente; (-) - ndo se aplica;
SXT: trimetoprima/sulfametoxazol; LEV: levofloxacina; MIN: minociclina; CAZ: ceftazidima.
Fonte: CLSI a e c, 2019.

2.5 Reacio em Cadeia da Polimerase

2.5.1 Deteccdo dos genes codificadores de carbapenemases e do gene sull

Foram realizadas reacdes em cadeia da polimerase (PCR) para a deteccdo dos genes

blaxpc, blanowm e blaoxa-ssiike € para o gene sull (MONTEIRO et al., 2012).

2.5.1.1 Obtencao do DNA

A obtencdo do DNA ocorreu a partir de culturas puras oriundas de crescimento recente.
Para isso, as amostras de S. maltophilia foram semeadas em agar Mueller Hinton (BD®,
Heidelberg, Alemanha) e incubadas em estufa a 35 &+ 2°C por, aproximadamente, 24h. Apds
esse periodo, colonias foram selecionadas e, com o auxilio de al¢a bacterioldgica, inoculadas
em tubos estéreis do tipo Eppendorf, contendo 500 pL de Agua Nuclease Free estéril

(Invitrogen®, Grand Island, Estados Unidos). Em seguida, os tubos foram agitados por 10
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segundos em vortex (Daigger®, New Jersey, Estados Unidos), para obten¢do de uma suspensio
homogénea. As amostras foram, ento, colocadas em sonicador (Crist6foli®, Parana, Brasil),
onde foram realizados 3 ciclos de 30 segundos, homogeneizando os tubos com as amostras a
cada ciclo. Apos passar pela etapa de sonicacdo, as amostras foram centrifugadas (Biofuge
Fresco Heraeuse, Druckerei, Alemanha) a 13.000 rotagcdes por minuto (rpm) por 3 minutos.

200 pL do sobrenadante com o DNA extraido foi armazenado em tubos tipo eppendorf.

2.5.1.2 Preparo da mistura da reacao

A reacdo para os genes codificadores de carbapenemases foi realizada a partir da mistura
de 7,5 uL de 4gua nuclease free estéril (Invitrogene), 0,5 nL. de cada iniciador (6 iniciadores, 3
forward e 3 reverse) a20 pmol e 12,5 uL de GoTaq®™ Green Master Mix (Promega Corporation,
USA), que contém: solucdo pronta de DNA Tagq polimerase, desoxinucleotideo trifosfatado —
dNTP, cloreto de magnésio (MgCl,), tampdes para PCR com pH de 8.5 (Promega Corporation,
USA) e corantes azul e amarelo. 23 pLL dessa mistura foram aliquotadas em microtubos e 2 pL
do DNA extraido foram adicionados, totalizando 25 pL de reagdo, conforme Monteiro e
colaboradores (2012), com adaptagoes.

A reacdo para o gene sull foi desenvolvida a partir de 1,5 pL de cada iniciador (2
iniciadores, 1 forward e 1 reverse) a 20 pmol e 1 uLL. de DNA, adicionados a um mix para PCR
de 24 pL composto por 0,5 uL (1U) de Platinum Taq DNA polimerase (Invitrogen, Carisbad,
EUA), 2 uL (250 uM) de cada ANTP (Invitrogen, Carisbad, EUA), 0,75 pL (50mM) de MgCl,
(Invitrogen, Carisbad, EUA), 5 pL de tampao 10X para PCR (Invitrogen, Carisbad, EUA),
adaptado de Toleman e colaboradores (2007).

2.5.1.3 Amplificacdo dos genes codificadores das carbapenemases

Os tubos com a reagdo seguiram imediatamente para amplificagdo em termociclador
(GeneAmp PCR System 9700 — Applied Biosystems®). Os iniciadores Forward e Reverse
utilizados para a amplifica¢@o dos genes blaxpc, blanpm e blaoxa-asiike estdo dispostos no quadro

3, conforme as recomendagdes de Monteiro e colaboradores (2012).
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As cepas controles positivos utilizadas foram: CCBH 6556, CCBH 16303 ¢ CCBH
10079 para os genes blaxrc, blanpm € blaoxa-asiire, respectivamente. Essas cepas foram advindas
da Colecao de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH) do Laboratério de Infecgao
Hospitalar (LAPIH) do Instituto Oswaldo Cruz e gentilmente cedidas pela Dra. Ana Paula

D’ Alincourt Carvalho-Assef.

Quadro 3 — Condigdes metodoldgicas para detecgao de genes blaxpc, blanom e blaoxa-4siike pOor

meio de PCR multiplex
Gene Iniciadores Tamanho do Condigoes de amplificagdo | Referéncias
alvo fragmento
(pb)
bla 5’- TCGCTAACTCGAAACAGG 285
KP€ 1 3-TTACTGCCCGTTGACGCCAATCC 1 ciclo: 94 °C - 5 min
30 ciclos: 94 °C - 0,45 s 60
bl 5’ — CGAAGCTGAGCACCGCATTA 345 72C°é (_)’g Z 55 S Monteiro et
“xpM 3’ — ATCTTGCCCTGATGCGCGTG . o . al., 2012
1 ciclo: 72 °C - 5 min
bla 5’- TGTTTTTGGTGGCATCGAT 177
OXA4% | 3> _ GTAAMRATGCTTGGTTCGC

Legenda: pb: pares de bases.

2.5.1.4 Amplificagdo do gene su/l

As amostras em reagdo foram amplificadas em termociclador (GeneAmp PCR System
9700 — Applied Biosystems. Os iniciadores Forward e Reverse utilizados para a amplificagao
do gene sull estao dispostos no quadro 4 (CHUNG et al., 2015).

Os controles positivos da reacdo foram cepas de P. aeruginosa CCBM 3282 ¢ CCBM
5939, advindas da Colecdo de Culturas de Bactérias de Origem Hospitalar (CCBH) do
Laboratorio de Infecgao Hospitalar (LAPIH) do Instituto Oswaldo Cruz e gentilmente cedidas
pela Dra. Ana Paula D’ Alincourt Carvalho-Assef.
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Quadro 4 — Condig¢des metodologicas para detecgdo do gene sul/l por meio de PCR simples

Gene o Tamanho do
Iniciadores Condig¢des de amplificagdo Referéncias
alvo fragmento
(pb)
1 ciclo: 95 °C - 5 min
) Chung et al,
33 ciclos: 94°C -45 s
5’ — ATGGTGACGGTGTTCGGCATTCTGA 2015
Sull 840 64°C—-45s
3’ - CTAGGCATGATCTAACCCTCGGTCT Toleman et
72 °C — 2 min
al, 2007
1 ciclo: 72 °C - 8 min

Legenda: pb: pares de bases.

2.5.1.5 Eletroforese

Para a andlise do produto da PCR, foi confeccionado gel de agarose a partir de uma
solugdo contendo 100 mL de uma mistura de tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) a 0,4X,
acrescidas de 1,5% de gel de agarose ultrapuro (Invitrogen, Carisbad, EUA) e corante SYBER®
Safe (Invitrogen, Carisbad, EUA) a 10%. O gel foi vertido numa base e deixado em local escuro
até que solidificasse, em funcdo da sensibilidade a luz do corante utilizado. Ap6s preenchimento
da cuba (LCH, Loccus®, Sdo Paulo, Brasil) com tampio TBE 0,4X, o gel solidificado foi
submerso nessa solugdo e 6 pL. dos produtos da PCR foram inoculados em seus pogos. A corrida
de eletroforese foi realizada por 35 minutos, numa voltagem de 110 V e 400 mA. Em sequéncia,
o gel foi retirado da cuba e depositado em transiluminador com luz ultravioleta (DNR —
MiniBIS Pro® SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Alemanha), para que pudesse ser
visualizado. O padrao de peso molecular e controle da eletroforese, foi utilizado um ladder 1

kb (Invitrogen®, Carisbad, EUA).
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3 RESULTADOS

3.1 Caracterizacio fenotipica de Stenotrophomonas maltophilia

As 155 amostras apresentaram os mesmos comportamentos diante das provas
bioquimicas e foram compativeis com as caracteristicas fenotipicas esperadas para S.
maltophilia: metabolismo assacarolitico, capacidade de consumir o aminoacido lisina por meio

de descarboxilagdo e produgdo de DNase.

3.2 Caracteristicas da amostragem

Das 155 amostras coletadas no periodo do estudo, 112 (72,3%) foram originadas de
pacientes NFC e 43 (27,7%) de pacientes com FC. (Grafico 1). Do total de amostras, 97 (62,6%)
foram obtidas de 88 pacientes adultos e 58 (37,4%) foram provenientes de 38 pacientes
pediatricos. O nimero de amostras variou de 1 a 4 por pacientes NFC e de 1 a 2 por pacientes

FC.

Grafico 1 — Distribuicdo do nimero e percentual de amostras e pacientes incluidos no estudo

95
75,40%

B Numero de pacientes
B Numero de amostras

Legenda: NFC — pacientes sem fibrose cistica; FC — pacientes com fibrose cistica. Fonte: A autora, 2021.
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3.3 Caracteristicas das amostras dos pacientes sem fibrose cistica e com fibrose cistica

A maioria das amostras foi coletada de pacientes adultos, estando concentradas em
maior niimero no grupo NFC (n=89/57,4%). Em contrapartida, a maior parte das amostras FC
foi obtida de pacientes pediatricos (n=35/22,6%). A tabela 1 correlaciona as amostras € o

numero de pacientes adultos e pediatricos em cada grupo.

Tabela 1 - Distribuig¢do das 155 amostras de Stenotrophomonas maltophilia obtidas de 126

pacientes
I()}e:::liz?l t(elz i‘ﬁi{[ﬁaﬂe % de amostras Ij;;ﬁggieie % de pacientes
Adultos NFC 89 57,4 80 63,5
Pediatricos NFC 23 14,8 15 11,9
Adultos FC 8 52 8 6,3
Pediatricos FC 35 22,6 23 18,3
Total 155 100 126 100

Legenda: NFC: pacientes sem fibrose cistica; FC: pacientes com fibrose cistica.
Fonte: A autora, 2021.

3.3.1 Em relacdo ao espécime clinico

A maior parte das amostras foi obtida de secregdes respiratorias em ambos 0s grupos.
Sessenta e trés amostras foram obtidas de escarro (40,7%), 37 de secre¢do traqueal (23,9%),
26 de aspirado traqueal (16,8%) seguidos de 10 amostras de sangue (6,5%), conforme a tabela
2.
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Tabela 2 — Espécimes clinicos das 155 amostras de Stenotrophomonas maltophilia isoladas de

pacientes sem fibrose cistica e com fibrose cistica

Espécime clinico

Numero de amostras e respectivas porcentagens

NFC (n=112) FC (n=43) TOTAL (n=155)
n (%) n (%) n (%)
Secre¢do Traqueal 37 (33) - 37 (23,9)
Escarro 28 (25) 35(81,4) 63 (40,7)
Aspirado traqueal 25(22,3) 1(2,3) 26 (16,8)
Swab de orofaringe - 5(11,6) 5(@3.2)
Sangue 10 (8,9) - 10 (6,5)
Lavado broncoalveolar 2 (1,8) - 2 (1,3)
Ponta de cateter 2(1,8) - 2(1,3)
Aspirado transtraqueal 2 (1,8) - 2 (1,3)
Secrecdo de pele 1(0,9) - 1(0,6)
Liquido peritoneal 1(0,9) - 1(0,6)
Liquido pleural 1(0,9) - 1(0,6)
Urina 1(0,9) - 1(0,6)
* 2 (1,8) 2(4,7) 4 (2,6)

Legenda: *: Procedéncia do espécime clinico desconhecida.

Fonte: A autora, 2021.

Das 112 amostras de pacientes NFC, 95 (84,8%) foram de origem respiratoria, sendo 75

de pacientes adultos (67%) e 20 (17,8%) de pacientes pediatricos. Quinze amostras (13,4%)

foram de origem nao respiratéria: duas de pacientes pediatricos (1,8%) e 13 de adultos (11,6%).

Duas amostras oriundas de pacientes NFC (1,8%) ndo tinham espécime clinico informado,

ambas de pacientes adultos. A tabela 3 apresenta a distribuigdo desses resultados.
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Tabela 3 - Distribui¢@o dos espécimes clinicos de pacientes sem fibrose cistica

Pacientes Pacientes
‘ ' Amostras dul diAtri
Espécime clinico adultos pediatricos
0
n (%) n (%) n (%)
Respiratorio 95 (84,8) 75 (67) 20 (17,8)
Nao respiratorio 15 (13,4) 13 (11,6) 2(1,8)
Nao identificado 2 (1,8) 2 (1,8) -
Total 112 (100) 90 (80,4) 22 (19,6)

Legenda: NFC: pacientes sem fibrose cistica.
Fonte: A autora, 2021.

Uma parte das amostras de pacientes NFC (n=9; 8%) foi obtida de oito pacientes com
diagnodstico de COVID-19, sendo sete adultos e um pedidtrico. Todas as amostras de pacientes
com COVID-19 foram provenientes de espécimes clinicos respiratorios, aspirado ou secre¢ao

traqueal.

Tabela 4 — Distribui¢ao das amostras de Stenotrophomonas maltophilia em pacientes com

diagnostico de COVID-19

Data Paciente Espécime clinico Origem clinico/hospitalar
11/05/2020 1 Aspirado traqueal UTI pediatrica de COVID-19
19/05/2020 2 Aspirado traqueal UTI 4 de COVID-19
19/01/2021 3 Aspirado traqueal UTI 2 de COVID-19
26/01/2021 4 Secrecdo traqueal UTI 2 de COVID-19
26/02/2021 4 Secrecdo traqueal UTI 2 de COVID-19
26/01/2021 5 Secrecdo traqueal UTI 2 de COVID-19
19/02/2021 6 Aspirado traqueal UTI 6 de COVID-19
02/04/2021 7 Aspirado traqueal UTI COVID-19 *
12/04/2021 8 Aspirado traqueal UTI 7 de COVID-19

Legenda: *: Numero da UTI de COVID-19 néo informado.
Fonte: A autora, 2021.

Entre as 43 amostras de pacientes FC, a quase totalidade (41/95,3%) foi obtida de

espécime clinico respiratério e duas (4,7%) foram de origem desconhecida. Oito isolados
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(18,6%) foram de pacientes adultos e 35 (81,4%) de pacientes pediatricos, conforme disposto

na tabela 5.

Tabela 5 - Distribui¢cdo dos espécimes clinicos de pacientes com fibrose cistica

Espécime clinico Amostras Pacientes adultos Pacientes pediatricos
n (%) n (%) n (%)
Respiratorio 41 (95,3) 8 (18,6) 33 (76,7)
Nao identificado 2(4,7) - 2 (4,7)
Total 43 (100) 8 (18,6) 35(81,4)

Legenda: FC: pacientes com fibrose cistica.
Fonte: A autora, 2021.

O ntimero de amostras variou ao longo dos anos em ambos os grupos de pacientes (NFC
e FC). O ano com maior numero de amostras coletadas foi 2011 (n=65; 41,8%). Em
contrapartida, os anos de 2015 e 2016 foram os que menos geraram amostras, ja que foram
coletadas apenas duas amostras (1,3%) de pacientes FC, uma em cada ano. Nos anos de 2019,
2020 e 2021 ndo houve amostras de pacientes FC. Esses resultados estdo discriminados na

tabela 6.

Tabela 6 - Analise temporal do isolamento das amostras de Stenotrophomonas maltophilia

considerando o ano de coleta e o grupo de pacientes

G.p. 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

NFC 11 50 8 11 8 - - 4 1 3 6 10
FC 1 15 6 5 9 1 1 2 3 - - -
Total 12 65 14 16 17 1 1 6 4 3 6 10

Legenda: FC: pacientes com fibrose cistica; NFC: pacientes sem fibrose cistica; G.p.: Grupo de pacientes.
Fonte: A autora, 2021.

As amostras NFC do ano de 2011 variaram de uma a quatro por paciente. Uma amostra
por paciente foi selecionada (a mais recente) para comparagdo com a clinica de origem e
espécime clinico. Dessa forma, foram contabilizadas 38 amostras. Os dados estdo dispostos na

tabela 7.



Tabela 7 - Distribui¢do das 38 amostras de pacientes sem fibrose cistica do ano de 2011, de

acordo com os espécimes clinicos e da clinica de origem (continua)

Numero e
Meés de 2011 percentual de Espécime clinico Clinica de origem
amostras
Janeiro 1(2,6%) Secregdo traqueal UCIPG
Fevereiro 1 (2,6%) Sangue Pediatria
Aspirado traqueal Umda.d ©
coronariana
Pneumologia
Margo 5 (13,2%) Escarro PPC
Sangue Enfermaria 12
Secrecdo traqueal CTI geral
BAL Pneumologia
Abril 4(10.4% Escarro PPC
o (10.4%) Enfermaria infantil
Secrec¢do traqueal
UCIPG
Maio - - -
PPC
Escarro PPC
Junho 5(13,2%) PPC
Enfermaria infantil
Secrecdo traqueal
UCIPG
i Enfermaria infantil
Aspirado traqueal . :
Enfermaria infantil
PPC
PPC
Escarro PPC
Julho 10 (26,4%)
PPC
PPC
CTI geral

Secrecdo traqueal

Enfermaria infantil

UCIPG
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Tabela 7 - Distribui¢do das 38 amostras de pacientes sem fibrose cistica do ano de 2011, de

acordo com os espécimes clinicos e da clinica de origem (conclusao)

Numero e
Meés de 2011 percentual de Espécime clinico Clinica de origem
amostras
Aspirado traqueal | Enfermaria infantil
Pneumologia
Pneumologia
Agosto 6 (15,8%)
Escarro PPC
PPC
PPC
Aspirado traqueal | Enfermaria infantil
Setembro 2 (5,2%) ;
Escarro Pneumologia
Outubro 1 (2,6%) Escarro PPC
Novembro 1 (2,6%) Sangue Urologia
Pneumologia
Dezembro 2 (5,2%) Escarro ;
Pneumologia

Legenda: BAL: bronchoalveolar lavage (lavado broncoalveolar); PPC: Policlinica Piquet Carneiro; UCIPG:
Unidade de Cuidados Intermediarios do Plantdo Geral

Fonte: a autora, 2021.

O escarro foi o espécime clinico prevalente entre os pacientes NFC no ano de 2011

(n=20; 52,5%) e a clinica de origem com maior nimero de amostras coletadas foi a PPC (n=14;

36,7%). Dentre os pacientes, 30 (78,8%) eram adultos.

O més de julho foi o que apresentou maior numero de amostras (n=10; 26,2%), sendo 5

(13,1%) advindas da PPC e tendo escarro como espécime clinico. Trés amostras (7,9%) tiveram

a enfermaria infantil como clinica de origem, todas de origem respiratoria. O més de maio foi

0 Unico em que amostras nao foram obtidas.

Em relagdo as amostras de pacientes FC, ndo houve mais de uma amostra por paciente

no ano de 2011, sendo todas as 15 de escarro. Dessas, 7 (46,6%) foram provenientes do IFF

(pacientes pediatricos), 4 (26,7%) de pacientes adultos da enfermaria de pneumologia do HUPE

e 4 (26,7%) de pacientes adultos atendidos na PPC.
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3.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

3.4.1 Teste de disco-difusdo

A quase totalidade das amostras foi sensivel aos trés antimicrobianos testados,
independente do grupo de pacientes. Apenas uma amostra NFC, obtida de ponta de cateter no
ano de 2013, foi resistente a SXT e LEV, e apenas uma amostra FC, obtida a partir de escarro

no ano de 2011, foi resistente a LEV (Tabela 8).

Tabela 8 - Anélise temporal do perfil de sensibilidade das 155 amostras de Stenotrophomonas

maltophilia

SXT/LEV/ 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021
MIN (0=12)  (@=65) (=14) (=16) (=17) (=) (=) (=6) (n=4) (=3) (=6) (n=10)
S/S/S  TINFC/IFC SQNFC/I4FC  NFC/GRC ONFC/SFC QNFC/QRC _jFC_jJFC gNFC/FC  |NFC/3FC 3NFC/ GNFC/ QNFC/
R/R/S - - - 1NFCy. - - - - - ; ; ]
S/R/S - -/17¢ - - ; ; ; ; ; ; ; ]

Legenda: FC: pacientes com fibrose cistica; NFC: pacientes sem fibrose cistica; SXT:
trimetoprima/sulfametoxazol; LEV: levofloxacina; MIN: minociclina; S: sensivel; I: intermedidrio; R: resistente.
Fonte: A autora, 2021.

3.4.2 Método de fita gradiente

As amostras de S. maltophilia para as quais foram determinadas as CIM para os
antimicrobianos SXT, LEV, MIN e CAZ foram aquelas isoladas no periodo de 2014 a 2019,
totalizando 32 amostras. Destas, 50% foram recuperadas de 13 pacientes com FC e a outra
metade era de 15 pacientes NFC.

Do total de amostras, cinco (15,6%) tiveram resultado intermediario para CAZ enquanto
17 (53,1%) amostras foram resistentes. Em contrapartida, todas as amostras foram sensiveis

para os demais antimicrobianos. (Tabela 9).
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Tabela 9 — Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de 32 amostras de pacientes sem

fibrose cistica e com fibrose cistica pelo método de fita gradiente

FC (n=16) NFC (n=16) T (n=32)
ATB S I R S I R S I R
SXT 16 (100%) 0 0 16 (100%) 0 0 32 (100%) 0 0
LEV 16 (100%) 0 0 16 (100%) 0 0 32 (100%) 0 0
MIN 16 (100%) 0 0 16 (100%) 0 0 32 (100%) 0 0
CAZ 5(31,2%) 3 (18,8%) 8 (50%) 5(31,2%) 2 (12,5%) 9 (56,3%) 10 (31,3%) 5 (15,6%) 17 (53,1%)

Legenda: ATB: antimicrobiano; FC: pacientes com fibrose cistica; NFC: pacientes sem fibrose cistica; SXT:
trimetoprima/sulfametoxazol; LEV: levofloxacina; MIN: minociclina; CAZ: ceftazidima; S: sensivel; I:
intermediario; R: resistente.

Fonte: A autora, 2021.

Os critérios interpretativos das CIM para o SXT, segundo o CLSI a, (2019), variam de

<2/38 (S) a>4/76 (R), e todas as 32 amostras estiveram na faixa de sensibilidade em ambos

os grupos, apresentando CIM de 0,006 ng/mL a 0,064 pg/mL nos pacientes FC e de < 0,002

png/mL a 0,032 ng/mL nos pacientes NFC.

Nos pacientes NFC, a CIM de 0,016 pg/mL para SXT foi a mais prevalente nas amostras

de S. maltophilia (n=5; 31,2%). Em contrapartida, apenas uma amostra (6,2%) apresentou valor

de CIM < 0,002 pg/mL, o valor mais baixo para esta droga nos pacientes NFC. A CIM mais

alta, porém, foi de 0,032 pg/mL para uma amostra de 2014 e para outra de 2017 (12,5%).

Em relacdo ao antimicrobiano SXT nos pacientes FC, as CIM de 0,08 pg/mL e de

0,032 pg/mL foram as mais prevalentes, com 3 amostras (18,8%) para cada concentragdo. A

CIM mais baixa foi de 0,006 pg/mL e o valor mais alto foi de 0,064 pg/mL. Ambos foram

obtidos a partir de amostras de 2014.
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Grafico 2 - Concentragdo inibitoria minima para trimetoprima/sulfametoxazol de
pacientes sem fibrose cistica
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Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.

Grafico 3 - Concentragdo inibitdria minima para trimetoprima/sulfametoxazol de pacientes
com fibrose cistica

NUmero de amostras

0

0,006 0,008 0,012 0,016 0,023 0,032 0,035 0,047 0,064
Concentragdo Inibitéria Minima pg/mL

W 2014 (n=9) W2015(n=1) = 2016(n=1) m2017(n=2) m2018 (n=3)

Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.



49

Em relacdo a LEV, os valores de referéncia das CIM variam entre <2 (S),4 () e> 8§, e
todas as amostras foram classificadas como sensiveis, apresentando valores de 0,064 ng/mL a
0,75 pg/mL nos pacientes NFC e de 0,032 pug/mL a 1 pg/mL nos pacientes com FC.

Em relacao a LEV nos pacientes NFC, a CIM com mais amostras foi a de 0,25 pg/mL,
totalizando quatro amostras (25%). O valor de CIM mais baixo foi de 0,064 pg/mL para uma
amostra (6,2%) de 2014 e o mais alto foi de 0,75 pg/mL para duas amostras de 2014 e para uma
de 2017 (18,8%).

O ano de 2014 foi o unico que apresentou 3 amostras (18,7%) com os mesmos valores

de CIM tanto nos valores de 0,19 ng/mL quanto de 0,25 pg/mL nos pacientes FC.

Grafico 4 - Concentracgdo inibitoria minima para levofloxacina de pacientes sem fibrose
cistica

2

0

0,064 0,094 0,125 0,25 0,38 0,5 0,75

Concentracdo Inibitdria Minima pg/mL

NUmero de amostras

W 2014 (n=8) m2017 (n=4) m2018(n=1) m2019 (n=3)

Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.
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Grafico 5 - Concentragdo inibitéria minima para levofloxacina de pacientes com fibrose
cistica

Numero de amostras
N

| I I I
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Concentragdo Inibitéria Minima pg/mL

M 2014 (n=9) m2015(n=1) =2016(n=1) m2017(n=2) m 2018 (n=3)

Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.

Para o antimicrobiano MIN, os valores determinados pelo CLSI a, (2019) para CIM
variam entre < 4 (S), 8 (I) e > 16 (R). Os valores das amostras variaram de 0,047 pg/mL a 0,75
png/mL nos pacientes NFC e de < 0,016 pg/mL a 1,5 pg/mL nos pacientes com FC, logo todas
as amostras foram sensiveis para este antimicrobiano.

A CIM para MIN mais prevalente foi a de 0,094 pug/mL nos pacientes NFC. Entre as 16
amostras, cinco amostras (31,2%) apresentaram este valor. Duas amostras (12,5%), uma de
2014 e uma de 2017 apresentaram os valores de 0,047 pg/mL, os mais baixos observados para
MIN nos pacientes NFC. O valor mais alto foi de 0,75 pg/mL e foi observado a partir de uma
amostra (6,2%) de 2014.

A CIM que apresentou mais amostras para MIN nos pacientes FC foi a de 0,094 ng/mL,
com trés amostras (18,8%) do ano de 2014 e duas amostras (12,5%) de 2018. A menor CIM foi
< 0,016 pg/mL de uma amostra (6,2%) de 2017 e a maior foi de 1,5 pg/mL de uma amostra
(6,2%) de 2016.
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Grafico 6 - Concentragdo inibitoria minima para minociclina de pacientes sem fibrose cistica
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Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.

Grafico 7 - Concentragdo inibitoria minima para minociclina de pacientes com fibrose cistica
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Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.

Em relagdo a CAZ, os valores de referéncia das CIM s3o de < 8 (S), 16 (I) e > 32 (R).

No grupo NFC, cinco (31,2%) amostras foram classificadas como sensiveis a CAZ, ja que
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apresentaram valores de CIM no intervalo de 0,75 pg/mL a 8 pg/mL. Duas (12,5%) amostras
foram classificadas como intermedidrias por apresentarem CIM na faixa de 12 pg/mL a 24
png/mL. Foram classificadas como resistentes, nove (56,3%) amostras que apresentaram valores
de CIM entre 32 pg/mL e > 256 ng/mL. Sete das 16 amostras (43,7%) testadas apresentaram
CIM > 256 pg/mL, os valores mais altos. Uma amostra (6,2%) de 2014 apresentou CIM de 32
pg/mL e uma amostra (6,2%) de 2019 apresentou CIM de 64 pg/mL. O valor de CIM mais
baixo foi de 0,75 pg/mL em uma amostra (6,2%) de 2017.

No grupo FC, cinco amostras (31,2%) apresentaram CIM entre 0,5 ng/mL e 8 pg/mL,
sendo classificadas como sensiveis para este antimicrobiano. Trés amostras (18,8%)
apresentaram CIM no intervalo de 12 pg/mL a 24 pg/mL, sendo classificadas como
intermediarias e oito (50%) amostras apresentaram CIM de 24 pg/mL a > 256 pg/mL, sendo
classificadas como resistentes. Sete amostras (43,7%) apresentaram o maior valor de CIM >

256 pg/mL. O valor mais baixo, por sua vez, foi de 0,5 ng/mL em uma amostra (6,2%) de 2017.

Grafico 8 - Concentragdo inibitoria minima para ceftazidima de pacientes sem fibrose cistica
5
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Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.
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Grafico 9 - Concentracdo inibitdria minima para ceftazidima de pacientes com fibrose cistica
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Legenda: pg/mL.
Fonte: A autora, 2021.
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3.5 Caracterizacgiao dos genes de resisténcia
Deteccdo  molecular de genes de resisténcia a  carbapenémicos e a

trimetoprima/sulfametoxazol

As 155 amostras foram selecionadas para a realizagdo da PCR, buscando os genes

blaxpc, blanpwm, blaoxa-ssiike. € sull. Nenhuma amostra analisada apresentou bandas compativeis

com os fragmentos amplificados nas cepas controle, indicando auséncia dos genes de

resisténcia pesquisados.



54

4 DISCUSSAO

S. maltophilia ¢ um microrganismo Gram-negativo oportunista, resistente a multiplas
classes de antimicrobianos e frequentemente associado a infeccdes em pacientes
imunocomprometidos, hospitalizados em unidades criticas, estando associado a exacerbacao e
perda da fungdo pulmonar naqueles com FC, colaborando para a elevagao das taxas de morbi-
mortalidade (BOSTANGHADIRI et al., 2019; GAJIDACS & URBAN, 2019; TRIFONOVA &
STRATEVA, 2019).

A escolha da terapia antimicrobiana ¢ um desafio do ponto de vista clinico no manejo
destes pacientes, uma vez que o perfil MDR, fenotipicamente expresso por esta bactéria, torna
o arsenal de farmacos restrito (INSUWANNO, KIRATISIN & JITMUANG, 2020; ISMAIL et
al., 2017).

As amostras de S. maltophilia incluidas neste estudo, recuperadas entre os anos de 2010
e 2021, foram subdivididas em dois grupos de pacientes: NFC (n=112) e FC (n=43). A maior
parte das amostras foi recuperada de pacientes do primeiro grupo (72,3%).

A predominancia de amostras advindas de pacientes NFC pode ser explicada, uma vez
que o quantitativo de pacientes NFC que sofrem internagdes em UTI por motivos de doengas
ou agravo e/ou sdao submetidos a ventilagdo mecanica, utilizagdo de cateter e procedimentos
invasivos ¢ proporcionalmente superior ao da populacdo FC, cujo acompanhamento ¢,
predominantemente, ambulatorial.

A maioria das amostras NFC era de pacientes adultos. Em contrapartida, as amostras do
grupo FC foram, majoritariamente, pedidtricas. A maior parte das amostras bacterianas foram
obtidas de secrecdes respiratorias seguidas de sangue no grupo NFC, ja que o diagndstico
laboratorial de pneumonias ¢ realizado através de coleta de secregdes respiratorias € sangue.
Estes dados podem estar associados ao fato da maioria das infec¢cdes causadas por S.
maltophilia ocorrerem nas vias respiratdrias, relacionadas a PAV e no sangue (CALISKAN et
al.,2019; MERCIER-DARTY etal., 2020). Além disso, idade avangada e insuficiéncia cardiaca
cronica sdao considerados fatores de risco para aumento da mortalidade por S. maltophilia
associada a PAV (SAIED et al., 2020).

Em um estudo realizado em Taiwan com 406 pacientes, pdde-se observar que a metade
deles foi submetida a ventilagdo mecanica e um quarto tinha alguma comorbidade antes do

diagnostico de S. maltophilia (JEAN et al., 2020).
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O grupo FC, por sua vez, apresentou apenas amostras de origem respiratdria, o que era
esperado, uma vez que esse grupo de pacientes costuma realizar cultura de secrecdes
respiratorias, em média, trés vezes ao ano, ou na iminéncia de exacerbacao do quadro pulmonar.

O isolamento de S. maltophilia ocorre majoritariamente nos espécimes clinicos
respiratorios e sangue e podem ser evidenciados em dois estudos robustos em pacientes sem
FC: um tailandés e um americano. O estudo tailandés analisou 100 amostras e destas, 53% eram
provenientes de infec¢des respiratdrias e 25% de infec¢des de corrente sanguinea. A média de
idade dos pacientes era de 66 anos (INSUWANNO, KIRATISIN, JITMUANG, 2020). A
pesquisa realizada nos EUA incluiu 76 amostras de S. maltophilia de pacientes adultos, sendo
metade deles internados em CTI. A quase totalidade das amostras foi obtida de individuos com
pneumonia constatada apds internacdo (NYS et al., 2019).

Um estudo brasileiro realizado em dois hospitais, mostrou resultados similares com
inversdo dos percentuais em relacdo aos espécimes clinicos. Analisando 106 amostras de S.
maltophilia isoladas de pacientes majoritariamente adultos, 44,2% e 34,9% foram obtidas de
infeccoes de corrente sanguinea e de trato respiratorio, respectivamente (MENDES et al.,
2020).

Dados publicados pela Coordenagdo Estadual de Controle de Infecgdo Hospitalar do
Estado do Rio de Janeiro, referente ao ano de 2019, relatam 3.397 casos de PAV e 2067 de
Infecgdo Primaria da Corrente Sanguinea (IPCS). Entre os principais microrganismos isolados
nas notificagdes de [IPCS em UTI adulto, S. maltophilia representou aproximadamente 0,8% do
total de amostras bacterianas isoladas (CECIH, 2019).

A variacao do nimero de amostras por grupo de pacientes e por ano pode ser explicada
em funcao da periodicidade de retorno determinada pelo acompanhamento médico, em fun¢do
do seu seguimento e de eventos de exacerbag¢do. A pandemia causada pelo COVID-19,
decretada no ano de 2020 em nosso pais, teve um impacto direto nos percentuais de isolamento
de S. maltophilia em nossa unidade. Nos anos de 2020 e 2021 ndo houve isolamento desse
microrganismo no grupo FC, associada a suspensdo de atendimento ambulatorial para
precaucao de contagio. Por outro lado, no grupo NFC, 33,3% no ano de 2020 e 70% no ano de

2021 foram isolados pacientes com COVID-19.
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Um maior nimero de amostras no més de julho de 2011 (n=10), todas de pacientes NFC
e de trato respiratdrio, foram oriundas do HUPE e da PPC. Embora possa sugerir a possibilidade
de um surto, essas unidades sdo distantes entre si 3,2 Km e realizam atendimento ambulatorial
(PPC) e hospitalar (HUPE). Além disso, seria preciso a aplicagdo de metodologias que
avaliassem a dispersdo clonal para avaliar a ocorréncia de surto.

E conhecida a caracteristica de baixa sensibilidade de S. maltophilia 4 maior parte das
classes de antimicrobianos e do limitado nimero de farmacos disponiveis para o tratamento das
infec¢des causadas por esta bactéria (FRASER et al., 2019; ZHAO et al., 2016). Em fungao
disso, a identificagdo correta desse microrganismo e a realizagdo de testes de sensibilidade aos
antimicrobianos podem favorecer a prescri¢do adequada de farmacos, aumentando as chances
de recuperagdo do paciente (FRASER et al., 2019; RHOADS, 2021).

A quase totalidade das amostras testadas em nosso estudo foi sensivel ao SXT, LEV e
MIN. Apenas duas amostras, uma de paciente NFC de 2013 e outra de paciente FC de 2011
foram resistentes a LEV. Destas, a amostra do paciente NFC também mostrou-se resistente ao
SXT.

Mundialmente, ha relatos descrevendo a resisténcia ao SXT, farmaco de escolha no
tratamento das infec¢des causadas por este agente (ZHAO et al., 2016). Um estudo com cerca
de 6000 isolados de S. maltophilia coletados em todo o mundo apresentou 4% de resisténcia a
esse farmaco (RHOADS, 2021).

Um estudo longitudinal global (Asia-Pacifico, América do Norte, América Latina e
Europa) com 6467 amostras de S.maltophilia, coletadas de 1997 a 2016, analisou em parte
dessas amostras (6453), as taxas de resisténcia ao SXT. Essas taxas variaram entre as areas
estudadas, porém permaneceram abaixo de 10%. Entre as amostras provenientes da América
Latina, houve uma diminui¢do na porcentagem da sensibilidade, ja que ela permanecia em torno
de 96,9%, durante o quadriénio de 1997-2000, enquanto no intervalo de 2013 a 2016, ela se
encontrava na faixa de 91,5%. Ou seja, houve uma queda de 5,4% da sensibilidade de S.
maltophilia ao SXT em duas décadas (GALES et al., 2019).

O mesmo estudo analisou a distribui¢dao geografica de 112 amostras de S. maltophilia,
que exibiram, simultaneamente, resisténcia ao SXT e ndo sensibilidade (amostras
intermediarias e resistentes) a LEV. No Brasil, essas taxas foram de 2,5%, maiores do que as
observadas em paises da América do Norte, como EUA (1,9%) e Canada (0,8%) (GALES et
al., 2019).

Quando ha deteccdo de amostras resistentes a SXT e diante de situacdes clinicas do

paciente, como neutropenia, as fluoroquinolonas (em particular a LEV) sdo empregadas como
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opcao terapéutica no tratamento de infec¢des por S. maltophilia. Porém, € notdria a emergéncia
de resisténcia a esses farmacos (BIAGI et al., 2020; KHAN et al., 2021). Além do aumento da
resisténcia observada, a prescri¢ao desse medicamento ¢ limitada em fun¢do da possibilidade
de interagdes medicamentosas, aos efeitos colaterais e a restricdo de uso em pacientes
pediatricos (BIAGI et al., 2020; JACKSON & SCHUTZE, 2016).

As taxas de sensibilidade de S. maltophilia a MIN foram descritas como semelhantes as
do SXT, porém sua utilizacdo ¢ rara em funcao da auséncia de comprovagao de sua eficacia nas
infecg¢des por essa bactéria (BIAGI et al., 2020).

A determinacdo da CIM ¢ uma ferramenta fundamental, tanto para a escolha dos
antimicrobianos a serem prescritos nas infec¢des quanto na afericdo do nivel de resisténcia
bacteriana (LOWMAN, 2018).

No Brasil, um trabalho multicéntrico desenvolvido em dois hospitais localizados em
diferentes cidades de Sao Paulo avaliou a sensibilidade de S. maltophilia, pela determinagao da
CIM por microdilui¢ao, de 106 amostras obtidas de pacientes NFC (uma amostra por paciente),
das quais 79,3%, 21,7%, 18%, 1% eram resistentes a CAZ, SXT, LEV e MIN, respectivamente.
O mesmo estudo avaliou se havia resisténcia simultdnea entre as 23 amostras resistentes ao
SXT e outros farmacos (CAZ e LEV). Todas foram resistentes também a CAZ e 12 (52%), a
LEV (MENDES et al, 2020).

Um estudo norte americano foi desenvolvido ao longo de dez anos (janeiro de 2008 a
dezembro de 2017), com 94 amostras coletadas de pacientes NFC com bacteremia e seus
resultados apontaram que dois isolados (2,1%) foram resistentes ao SXT (CIMs > 2/38 pg/mL),
21 (22,3%) a LEV (CIMs > 4 pg/mL), 60 (63,8%) a CAZ (CIMs > 16 pg/mL), e todas as
testadas para MIN mostraram-se sensiveis, com CIMs <4 pg/mL (HAMDI et al., 2020).

Um estudo realizado com 41 amostras de S. maltophilia obtidas de pacientes de um
hospital em Oma, localizado no Oriente Médio, mostrou 50% de resisténcia a CAZ pelo método
de fita gradiente (SANNATHIMMAPPA et al., 2021).

Trinta e duas (20,6%) amostras incluidas no presente estudo, obtidas entre 2014 ¢ 2019,
foram selecionadas para a determinagdo das CIMs, pelo método de fita gradiente, para os
antimicrobianos: SXT, LEV, MIN e CAZ. A distribuicdo do numero das amostras foi
equivalente nos dois grupos de pacientes (50% NFC e FC). A maioria (68,7%) foi ndo sensivel
(intermediarias e resistentes) a CAZ, no entanto apresentou sensibilidade aos demais
antimicrobianos testados.

Em ambos os grupos de pacientes, aproximadamente metade das amostras (43,7%)

apresentou valores de CIM > 256 pg/mL para CAZ, ou seja, cerca de oito vezes acima do
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intervalo considerado para a classificacdo de amostras resistentes (> 32 pg/mL), indicando
elevados niveis de resisténcia. Nos estudos citados anteriormente, os valores de CIM nao foram
precisamente descritos para todas as amostras, somente as faixas do critério de interpretagao.

Valores elevados de CIM impactam diretamente na diminuicdo das opg¢des de
tratamento para essas infec¢des, ja que caracterizam resisténcia, ¢ ha poucas opgdes de
farmacos disponiveis para microrganismos MDR, a exemplo de S. maltophilia (HUEDO et al.,
2018).

A despeito da resisténcia relatada a CAZ, um estudo realizado num hospital
universitario da China testou a combinagdo ceftazidima-avibactam em 33 amostras de S.
maltophilia resistentes a CAZ. Destas, 48,4% delas apresentou sensibilidade a essa
combinagdo. Porém, os autores ressaltaram que ha estudos relatando a inatividade dessa
associacao de farmacos contra essa bactéria (LIN et al., 2021).

A resisténcia ao SXT estd relacionada, principalmente, a aquisicdo dos
genes sul (ADEGOKE, STENSTROM & OKOH, 2017). Um estudo recente, conduzido no
México, avaliou caracteristicas de resisténcia aos antimicrobianos em 30 amostras de S.
maltophilia de origem ambiental e hospitalar. Do total de amostras, 10% e 46,6% foram
classificadas como pan-drogarresistentes ¢ MDR, respectivamente. Destas, todas foram
positivas para sull e 73,3% apresentaram produto de amplificagdo compativeis com sul2. A
resisténcia fenotipica a SXT foi observada em 76,6% das amostras (CRUZ-CORDOVA, etal.,
2020).

Como apontado em um estudo realizado em dois hospitas de Sdo Paulo, a presenga do
gene sull em amostras de S. maltophilia (n=106) pode ser observado em amostras sensiveis a
SXT. No referido estudo dentre as 83 amostras sensiveis ao SXT, o gene sull foi encontrado
em 6%, sugerindo a relacdo do gene a resisténcia ao farmaco, mas chamando a aten¢do para o
fato de que sua presenca pode ndo determinar, obrigatoriamente, a ocorréncia de resisténcia
(MENDES et al, 2020).

Em nosso estudo, a presenca do gene su// nao foi detectada em nenhuma amostra,
mesmo naquela que apresentou resisténcia fenotipica para SXT. Esse achado, sugere que a
resisténcia observada no teste de disco-difusdo ao SXT pode estar relacionada a circulagio de
outros mecanismos, como a presenca de genes, como sul2 e drfA, ou perda/alteragcdo de porinas
e/ou bombas de efluxo.

S. maltophilia é resistente intrinsecamente aos carbapenémicos, principalmente em
funcdo da producdo de beta-lactamases L1 e L2. Entretanto, investigamos a presenga de

carbapenemases transferiveis, o que chamaria atencao para possibilidade de S. maltophilia se
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constituir como um reservatério de genes com possibilidade de dispersdao para outros
microrganismos (MANCANO et al., 2020; TAMMA & HSU, 2019).

Dentre as carbapenemases, KPC ¢ endémica no Brasil, enquanto OXA-48 ¢ considerada
a mais frequente mundialmente. NDM, por sua vez, também foi disseminada a nivel global, ja
tendo sido relatada, inclusive, no Brasil (ANVISA, 2021).

KPC ja foi descrita em Stenotrophomonas spp., ¢ NDM em S. maltophilia (FURLAN,
PITONDO-SILVA, STEHLING, 2018; MANCANO et al., 2020). Um estudo realizado com
319 amostras de Stenotrophomonas spp. recuperadas de aguas costeiras recreacionais no Rio
de Janeiro, 68,9% apresentaram o gene blaxpc. Portanto, Stenotrophomonas spp. pode atuar
como reservatorios estaveis e potenciais vetores de resisténcia antimicrobiana em ambientes,
especialmente matrizes aquaticas, e ndo deve ser negligenciado. Por outro lado, os autores nao
confirmaram a transferéncia do gene por intermédio de plasmideos, sugerindo que essa
passagem possa ocorrer por outros mecanismos, como elementos cromossdmicos ou
plasmideos nao conjugativos (MANCANO et al., 2020).

blanpm tem sido predominantemente encontrado em enterobactérias, porém ja foi
descrito em BGNNFs (CARVALHO-ASSEF et al, 2014; KHAN, MARYAM, ZARRILLI,
2017; ROZALES et al., 2014; VATANSEVER et al., 2020). Uma amostra de origem clinica de
S. matophilia produtora de NDM foi descrita pela primeira vez na India no ano de 2009 (YONG
et al., 2009), posteriormenente outro relato foi observado na China (YANG et al., 2014). A
presenca desse gene, assim como observado em blakxpc, também ja foi relatado em amostras
ambientais de dgua e solo. Um estudo realizado com amostras ambientais, originaria do solo
brasileiro, foi observado a presenca de S. maltophilia carreando o gene blanpm (FURLAN,
PITONDO-SILVA, STEHLING, 2018).

Os genes blakpc, blanpm € blaoxa-ssiike ndo foram detectados nas amostras incluidas
neste trabalho, o que ndo exclui a possibilidade de que S. maltophilia contenha outras
carbapenemases e se comporte como vetor das mesmas. Logo, testes para outros genes devem
ser feitos.

A pandemia de COVID-19 tem sido a causa de internacdes prolongadas em CTI e do
uso de ventilagdo mecanica (PEK, CABANILLA, AHMED, 2021). Com isso, a literatura tem
relatado casos de coinfecc¢do, inclusive com microrganismos Gram-negativos, o que se torna
mais grave quando se trata de BGNNFs, devido a resisténcia intrinseca e adquirida a diversos
farmacos (OFSTEAD et al., 2020; SENOK et al., 2021).

Um estudo multicéntrico dos Emirados Arabes, com pacientes adultos internados com

COVID-19, avaliando 392 amostras bacterianas nao repetidas de individuos com coinfecc¢ao
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(1,3% do total de pacientes), principalmente, por P. aeruginosa, K. pneumoniae, E. coli, S.
maltophilia, A. baumannii e S. aureus resistente a meticilina. Entre os pacientes com
coinfeccdo, 33,2% foram a Obito, ¢ a maior mortalidade foi relacionada aos individuos
internados em CTI, sob ventilagdo mecanica e oxigenacao extracorporea (SENOK et al., 2021).

Em outro trabalho, de 98 amostras de Gram-negativos MDR coletadas de pacientes com
COVID-19 internados em um hospital do Catar, S. maltophilia foi o mais prevalente (24,5%).
Nos casos graves de COVID-19 desse estudo, a ocorréncia de coinfecgdes por Gram-negativos
MDR foi associada a diversos fatores, como o uso cateteres venosos centrais € urinarios,
comumente portas de entrada para S. maltophilia (BAIOU et al., 2021).

Entre nossas amostras, nove (5,8%) foram isoladas de pacientes NFC com COVID-19
e todas foram sensiveis aos antimicrobianos no teste de disco-difusdo. Os trabalhos j& apontam
que casos de coinfe¢do com bacterias, ndo necessariamente ocorrem por cepas MDR
(MAHMOUDI, 2020; SENOK et al., 2021). Além disso, outros fatores, que nao foram
avaliados em nosso estudo, como a unidade de tratamento do paciente (CTI ou enfermaria),
condigdo clinica, idade, tempo de hospitalizagdo, entre outros, certamente tem impacto direto
no perfil de resisténcia aos antimicrobianos. Também, chamamos atengao para o fato de termos
realizado o teste de suscpetibilidade apenas para as drogas que sdo padronizadas pelo comité
CLSI.

Embora a ocorréncia de S. maltophilia ndo sensiveis aos antimicrobianos em nosso
estudo tenha sido baixa, ndo invalida o monitoramento continuo dos perfis resisténcia em nossa
unidade hospitalar, incluindo ndo apenas as de origem clinica como as ambientais. A vigilancia
microbiologica, incluindo o perfil de resisténcia, permite a introdugdo, quando necessaria, de

medidas de controle de surtos em casos especificos.
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CONCLUSOES

A origem respiratoria da maioria das amostras de S. maltophilia, corroboram a maior
prevaléncia nas infec¢des do trato respiratério para pacientes com e sem fibrose cistica.

O encontro de S. maltophilia em amostras sanguineas foi exclusivo em pacientes sem
fibrose cistica, condi¢cdo esperada ja que casos de bacteremias ndo sao usuais em pacientes FC
cujo seguimento clinico ¢ ambulatorial.

Apesar da descricdo de taxas de resisténcia a drogas de escolha para o tratamento de
infecgcdes por S. maltophilia na literatura, a sensibilidade observada na quase totalidade das
amostras ao SXT e a LEV em nosso estudo demonstraram que ambos ainda sdo eficientes na
terapia contra S. maltophilia na populacao estudada.

Os resultados para MIN, por outro lado, foram similares a outros trabalhos, ja que todas
as amostras de S. maltophilia foram sensiveis. Sua utiliza¢do ¢ rara em func¢do da auséncia de
comprovagao de sua eficacia nas infecgdes por essa bactéria.

Niveis elevados de resisténcia (CIM) a uma porcentagem consideravel de amostras a
CAZ em ambos os grupos (sem e com fibrose cistica) foram observadas. A monoterapia com
esse farmaco deve ser recomendada com cautela. Dados de literatura apontam para melhores
resultados quando CAZ ¢ combinado com inibidores de beta-lactamase.

O gene sull nao foi detectado em nenhuma amostra, mesmo na Unica amostra que
apresentou resisténcia fenotipica para SXT. Esse achado, sugere que a resisténcia observada no
teste de disco-difusdo ao SXT pode estar relacionada a circulacdo de outros genes, como sul?
e drfA, ou a outros mecanismos, como perda/alteracao de porinas e/ou bombas de efluxo.

Investigamos a presencga de carbapenemases transferiveis, com objetivo de avaliar a
possibilidade desse microrganismo se constituir como um reservatorio de genes de resisténcia.
Os genes blakpc, blanpm € blaoxa-4siike N30 foram detectados nas amostras incluidas neste
trabalho.

As nove amostras isoladas de pacientes NFC com COVID-19 foram sensiveis aos
antimicrobianos MIN, SXT e LEV, testados por disco-difusdo. Casos de coinfe¢do por SARS-
CoV-2 com bactérias, ndo necessariamente ocorrem por cepas MDR. Fatores clinicos-
demograficos, nao avaliados em nosso estudo, podem influenciar no perfil de resisténcia aos

antimicrobianos.
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