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RESUMO

PELOSO, Victor. Analise fenotipica e molecular da resisténcia aos antimicrobianos em
Pseudomonas aeruginosa provenientes de espécimes clinicos de hospitais privados do
estado do Rio de Janeiro e de S&o Paulo. 2024. 55 f. Dissertacdo (Mestrado em
Microbiologia) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro,
Rio de Janeiro, 2024.

Pseudomonas aeruginosa € um bacilo Gram-negativo ndo fermentador de glicose,
frequentemente relacionado a infec¢es associadas a assisténcia a satide. Devido a producéo de
multiplos fatores de viruléncia e mecanismos multifacetados de resisténcia, as infeccdes por
essa bactéria apresentam alta morbidade e mortalidade, constituindo um problema de satde
publica global. O presente estudo teve como objetivo determinar o perfil de sensibilidade a
antimicrobianos de primeira linha e a novos antimicrobianos usados na pratica clinica; a
ocorréncia de P. aeruginosa multirresistente (MDR), a frequéncia de resisténcia a
carbapenémicos e caracterizar os genes codificadores de carbapenemases em amostras de
pacientes assistidos em hospitais privados nos estados do Rio de Janeiro e Sdo Paulo. O perfil
de sensibilidade foi avaliado por disco-difuséo e a deteccdo de genes de carbapenemases, por
PCR em tempo real comercial. Entre os 130 isolados testados, 0s antimicrobianos com maiores
taxas de resisténcia foram levofloxacina (40%), imipenem (36%) e meropenem (34%), além
disso, 14 (11%) foram classificados como MDR e 20 (15%) com resisténcia extensiva (XDR).
Esses isolados foram testados frente a novos antimicrobianos e a polimixina, sendo 44%
resistentes a ceftazidima/avibactam e 19% resistentes a polimixina. A investigacdo dos genes
de carbapenemases em 14 isolados MDR revelou dois positivos para o gene bla-KPC e um
para o gene bla-VIM. Além disso, o gene bla-CTX-M, associado a betalactamases de espectro
estendido (ESBL), foi detectado em um isolado. Esses resultados indicam que perfis MDR e
XDR em alguns hospitais estudados estdo associados a resisténcia aos carbapenémicos,
reduzindo as opcdes terapéuticas em infeccGes graves. Dos 14 isolados resistentes a
carbapenémicos, apenas trés apresentaram genes de carbapenemases, sugerindo a presenca de
outros mecanismos de resisténcia ou outras carbapenemases ndo pesquisadas. Além disso, a
taxa de resisténcia de 44% a ceftazidima/avibactam sugere a emergéncia de mecanismos de
resisténcia a esse antimicrobiano recentemente introduzido na pratica clinica, o que reforca a
necessidade de estudos mais aprofundados sobre a sua natureza e funcionamento.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa; multirresisténcia; infecgdes relacionadas a

assisténcia a saude; carbapenemases.



ABSTRACT

PELOSO, Victor. Phenotypic and molecular analysis of antimicrobial resistance in
Pseudomonas aeruginosa from clinical specimens in private hospitals in the states of Rio
de Janeiro and Séo Paulo. 2024. 55 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Faculdade
de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative, non-glucose fermenting bacillus that is
frequently associated with healthcare-associated infections. Due to the production of multiple
virulence factors and multifaceted resistance mechanisms, infections with this bacterium have
a high morbidity and mortality rates, constituting a global public health problem. The aim of
this study was to determine the susceptibility profile to first-line antimicrobials and new
antimicrobials used in clinical practice; asses the occurrence of multidrug-resistant (MDR) P.
aeruginosa; analyse the frequency of carbapenem resistance and characterize carbapenemase-
encoding genes in samples from patients treated in private hospitals in Rio de Janeiro and S&o
Paulo. The susceptibility profile was assessed by disk diffusion and cabapenemase gene
detections was performed by comercial real-time PCR. Among 130 isolates, the antimicrobials
with the highest resistance rates were levofloxacin (40%), imipenem (36%) and meropenem
(34%). Additionally , 14 (11%) isolates were classified as MDR and 20 (15%) as extensively
drug-resistant (XDR). These isolates were further tested against new antimicrobials and
polymyxins, with 44% being resistant to ceftazidime/avibactam and 19% resistant to
polymyxin. Carbapenemase genes were investigated in 14 isolates, revealing two positive for
the bla-KPC gene and one for the bla-VIM gene. Moreover, the bla-CTX-M gene, associated
with extended-spectrum beta-lactamases (ESBL), was detected in one isolate. These results
indicate that MDR and XDR profiles in some hospitals are associated with resistance to
carbapenems, reducing therapeutic options for serious infections. Among the 14 carbapenem-
resistant isolates, only three exhibited carbapenemase genes, suggesting the presence of other
resistance mechanisms or unstudied carbapenemases. Furthermore, the 44% resistance rate to
ceftazidime/avibactam suggests the emergence of resistance mechanisms to this recently
antimicrobial introduced into clinical practice, highlighting the need for more in-depth studies
on its nature and function.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa; multidrug resistance; healthcare-related infections;

carbapenemases.
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INTRODUCAO

O género Pseudomonas

Em 1882 um farmacéutico francés chamado Carle Gessard publicou no artigo “On the
blue and green coloration of bandages” 0 primeiro isolamento bem sucedido de um
microrganismo que aparentemente chamava mais atencao e despertava mais curiosidade no
objetivo de isolamento por tornar os curativos de feridas de pacientes com sinais infecciosos
erverdeados ou azulados, nomeando essa bactéria como Bacillus pyocyaneus, que futuramente
foi classificada e nomeada como P. aeruginosa (Gessard, 1882). Com o advento de técnicas
moleculares cada vez mais avangadas e precisas 0 género Pseudomonas que foi descrito anos
depois por Migula (1984) e segue sendo constantemente atualizado com novas espécies e
representa o bacilo gram negativo com maior nimero de espécies descritas.

Segundo o0 Genome Taxonomy Database (GTDB), dentro da familia
Pseudomonodaceae, existem nove géneros classificados atualmente Atopomonas, Azomonas,
Azobacter, Entomonas, Halopseudomonas, Pseudomonas, Stutizerimonas, Thiopseudomonas e
Ventosimonas (https://gtdb.ecogenomic.org/tree?r=f Pseudomonadaceae acessado em 15 de
julho de 2024). Dentro do género Pseudomonas, de acordo com o List of Prokaryotic Names
with Standing in Nomenclature (LPSN), atualmente existem 342 espécies validadas, excluindo
subespécies e sinonimos (https://Ipsn.dsmz.de/genus/Pseudomonas, acessado em 26/08/2024).
Dentre as principais espécies relacionadas a infeccdes humanas, P. aeruginosa é a mais
frequentemente encontrada principalmente em infeccbes nosocomiais, além das espécies
Pseudomonas putida, Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
mendocina, Pseudomonas paucimobilis e Pseudomonas acidovorans que com menos
frequéncia também causam infeccdes em humanos (Bush e Pertejo, 2024,
https://www.msdmanuals.com/professional/infectious-diseases/gram-negative-

bacilli/pseudomonas-and-related-infections, acessado em 10/08/2024).

Pseudomonas aeruginosa: Caracteristicas bioldgicas e epidemiologicas.

P. aeruginosa € um bacilo gram negativo mdvel, ndo fermentador de glicose,
pertencente a familia Pseudomonadaceae e é amplamente encontrado em ambientes naturais
como solo, superficies e ambientes com agua. Possui uma grande diversidade genética e

consegue crescer em diferentes ambientes; possui diversos fatores de viruléncia, além de
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produzir variados mecanismos de resisténcia a maioria dos antibidticos disponiveis atualmente
(Sathe et al., 2023).

Clinicamente possui grande importancia por ser um dos principais patégenos de
infeccdes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS) como pneumonias hospitalares (HAP) e
pneumonias associadas a ventilagdo mecénica (VAP), infeccbes do trato urindrio (ITU),
infeccbes de corrente sanguinea, infecgdes de pele e partes moles e infecgbes Osseas e de
articulacGes (Sanya et al., 2023). Também é o patégeno de maior ocorréncia nas infeccoes
pulmonares em individuos com fibrose cistica (FC).

A FC ¢é uma doenca genética autossémica recessiva basicamente caracterizada por
auséncia ou funcédo reduzida da proteina Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator (CFTR)
que é responsavel pelo transporte de ions e esta localizada na membrana apical de células do
epitélio de multiplos 6rgdos como pulméo, trato gastrointestinal, figado e pancreas (Ong;
Ramsey, 2023). A auséncia ou deficiéncia desse gene leva a manifestacOes clinicas relacionadas
a obstrucdo das glandulas exdcrinas levando a insuficiéncia pancreatica com ma nutricdo, a
cirrose biliar, a infecgdes bacterianas endobrdquicas cronicas, entre outras comorbidades (Ong;
Ramsey, 2023).

O microbioma pulmonar de individuos com FC varia ao longo dos anos e infec¢Ges
iniciais em pacientes ainda criangas tem como principais patégenos bacterianos Staphylococcus
aureus e Haemophilus influenzae. Com o passar dos anos, P. aeruginosa é um dos principais
agentes isolados nessas infec¢des sendo um grande desafio a erradicacao desse microrganismo,
levando a infeccdes cronicas e de repeticdo que causam grandes danos aos tecidos pulmonares

e com alta mortalidade (Reyne et al., 2023).

Pseudomonas aeruginosa: Aspectos relacionados a viruléncia

A viruléncia de P. aeruginosa é multifacetada e regulada por uma combinacéo complexa
de fatores, incluindo sistemas de secrecéo, biofilmes, toxinas e resisténcia a antibidticos. Dentre
os princpais fatores de viruléncia relacionados a sistemas de secrecdo de toxinas, 0 complexo
sistema T3SS secreta toxinas importantes como ExoS, ExoT, ExoU e ExoY que causam
diferentes danos a céulas hospedeiras (Liao, et al., 2022). Além desse sistema, tambem se
destacam a exotoxina A, responsavel pela inibicdo de sintese de proteinas; a exoenzima S que
causa diferentes danos a células do hospedeiro levando a morte celular; o alginato, um
polissacarideo viscoso importante na manutencdo de biofilme e responsavel pelo fenotipo

mucoide de determinados isolados de P. aeruginosa, principalmente em clones encontrados em
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individuos com FC; as fosfolipases C que causam danos a proteinas surfactantes do pulmao; a
producdo de pigmento como piocianina que leva a lesdo de tecido atraves da indugdo de
producdo de espécies reativas de oxigénio e apoptose, além da producdo de hemolisina que lisa
diferentes células e facilita a disseminacdo da infeccdo (Edward, et al., 2023). Em relacdo a
presenca de lipopolissacarideos (LPS) envolvidos na viruléncia de P. aeruginosa, estdo
presentes na membrana externa e possuem diferentes fungdes como fixacao e invaséo de tecidos

de hospedeiros e também na formacéo de biolfimes (Qin, et al., 2022).

Métodos de identificacdo

Em relacdo a identificacdo de P. aeruginosa diferentes metodologias podem ser
utilizadas e vao depender dos recursos disponiveis e das caracteristicas da instituicdo. Existem
metodologias que sdo mais basicas, de baixo custo e que geralmente demandam mais tempo
para a realizagdo, assim como metodologias mais avancadas que possuem um custo e
investimento maior e que geralmente identificam em um tempo menor.

Utilizando provas bioquimicas basicas, as principais caracteristicas de P. aeruginosa
sdo oxidase positiva, nitrato positivo, hemolisina positiva, citrato positivo, arginina positivo,
indol negativo, lisina negativo, crescimento a 42° e fermentacéo de lactose negativa (Oplustil
et al., 2020).

Em relacdo a identificacdo de P. aeruginosa através de metodologias moleculares, as
principais metodologias empregadas sdo a identificacdo por espectrometria de massas atraves
da técnica Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight (MALDI-TOF) que
analisa proteinas ribossomais bacterianas para chegar nas identificacbes com espectros gerados
e analisados pelo equipamento (Tsuchida e Nakayama, 2022) e o sequenciamento de nova
geracdo (NGS) que geralmente é utilizado para confirmacdes de identificacBes previamente
realizadas por outras metodologias ou para identificacbes de microrganismos direto de amostras
clinicas através da metagendmica, sendo baseado na analise das sequéncias de nucleotideos do
rRNA bacteriano (Nafea, et al., 2024).

Em relacdo a identificacOes de isolados de P. aeruginosa realizadas por MALDI-TOF
ndo costumam existir dificuldades ou grande limitagcdes para bons resultados em nivel de
espéecie. Segundo, Wang, et al., (2014) 35 isolados de P. aeruginosa foram identificados
corretamente pelo equipamento MALDITOF VITEK MS, enquanto Tang, et al., (2017)
também relataram um bom desempenho na identificacdo de cinco clones (ST111, ST175,
ST235, ST253 e ST395) de alto risco de P. aeruginosa.
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Além da identificacdo de P. aeruginosa por meio da técnica MALDI-TOF utilizando o
protocolo direto de colbnias bacterianas, também € possivel realizar a sua identificacéo
diretamente a partir de amostras de sangue provenientes de frascos de hemoculturas positivos.
Esse método permite a antecipacdo de resultados parciais em até 24 horas, uma vez que dispensa
o periodo de incubacéo das placas antes da identificacdo direta das col6nias bacterianas (Barth
etal., 2022).

Resisténcia antimicrobiana: Mecanismos de resisténcia e impacto clinico

A resisténcia a antimicrobianos (AMR) é considerada um problema de salde publica
mundial e ja causa centenas de milhares de mortes a cada ano em diferentes paises. Considerado
um dos dez principais desafios de salude publica global pela organizagdo mundial da satde
(OMS), microrganismos resistentes aos antimicrobianos séo a principal causa das altas taxas de
morbidade e mortalidade nos hospitais, principalmente em unidades de terapia intensiva,
prolongando o tempo de internacdo dos pacientes e consequentemente 0s custos relacionados a
assisténcia a saude (Agyeman, et al.,2022).

Em fevereiro de 2017, a Organizagdo Mundial de Satde publicou pela primeira vez uma
lista de patdgenos prioritarios resistentes a antibioticos que abrangia doze familias de bactérias
que deveriam ser rastreadas e estudadas com o objetivo de promover maiores investimentos em
novos tratamentos para infec¢es causadas por microrganismos multirresistentes e combater o
avanco da resisténcia antimicrobiana globalmente (WHO, 2017). Dessas doze familias, os
patdégenos considerados como prioridade critica sdo: P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos, Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos e enterobactérias
resistentes aos carbapenémicos.

Mais recentemente em 2024, uma nova publicacdo foi realizada pela organizagéo
mundial de salde que reclassificou microrganismos resistentes aos antimicrobianos e
Pseudomonas aeruginosa foi reclassificado como um patégeno de alta prioridade (WHO,
2024). Microrganismos Gram negativos que apresentam resisténcia a carbapenémicos, uma
classe de antibidticos de amplo espectro utilizada para tratamento de diversos tipos de infec¢des
graves, na maioria das vezes apresentam também resisténcia a outras opgdes terapéuticas o que
dificulta muito o manejo de infec¢des causadas por essas bactérias (Mohamed, et al., 2021).

Os mecanismos de resisténcia que determinam os perfis de sensibilidade aos

antimicrobianos em bactérias multirresistentes sdo variados e podem estar presentes em
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diferentes familias de microrganismos. As bactérias podem sofrer mudancas em seus perfis de
sensibilidade por mutacdes espontaneas que podem aparecer mesmo sem contato com
antimicrobianos, sendo este um mecanismo de resisténcia cromossomal ndo transmitido para
outras espécies (Salam et al., 2023.). Também podem adquirir ou produzir diferentes
mecanismos de resisténcia que envolvem diversos mecanismos de a¢do, como remog&o ativa
dos antimicrobianos da célula bacteriana, modificagdes enziméticas dos antibioticos, producao
de enzimas que inativam antimicrobianos, mudancgas na permeabilidade de membrana das
células bacterianas dificultando a entrada das drogas, producéo de vias metabolicas alternativas
que sao alvo dos antibidticos, entre outros (Chmiel et al. 2022). A transferéncia horizontal de
genes é o processo mais eficiente na aquisicao e na disseminacao de mecanismos de resisténcia
bacteriana e pode ser realizada por trés principais vias: transformacdo com DNA bacteriano
livre, transducdo através de bacteridéfagos e conjugacdo envolvendo plasmideos e elementos
integrativos e conjugativos como transposons (Liu; Thomsen; Olsen, 2022).

Mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa de maneira geral costumam ser complexos
e multifatorias, dividindo-se basicamente em mecanismos intrinsecos e adquiridos, gerando
resisténcia a diferentes clases de antimicrobianos utilizados na pratica clinica (Langedonk et
al., 2021). Em relagdo a mecanismos intrinsecos, a baixa permeabilidade da membrana externa
dessa bactéria gera resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos que precisam atravessar
essa barreira para chegar ao espaco intracelular e ter atividade, bombas de efluxo que expulsam
ativamente antimicrobianos para fora da célula bacteriana também geram resisténcia e a
producdo de enzimas que inativam antibidticos como a enzima ampC, € mais um exemplo de
resisténcia intrinseca presente em P. aeruginosa (Xiao et al., 2022).

P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos podem possuir diferentes mecanismos que
geram resisténcia a essa classe de antimicrobianos, principalmente mecanismos nao
enzimaticos como bombas de efluxo e inativacdo de porinas importantes para a entrada desses
antimicrobianos na célula bacteriana (Langendonk et al., 2021). Dentre as diferentes bombas
de efluxo encontradas em P. aeruginosa, a hiperexpressao de MexAB-OprM, que foi a primeira
a ser reportada na literatura, € uma das que pode gerar resisténcia a carbapenémicos (Lorusso,
2022). Além de mecanismos ndo enzimaticos, a incidéncia de carbapenemases tem sido cada
vez mais frequente em P. aeruginosa e esse fendtipo é considerado critico pois ndo confere
resisténcia apenas a classe dos carbapenémicos, mas também, as principais drogas anti-
pseudomonas da classe dos beta-lactamicos, incluindo novos antimicrobianos com novos

inibidores de beta-lactamates (Reyes et al., 2023).
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A epidemiologia de carbapenemases em P. aeruginona vem sendo cada vez mais
estudada e varia de regido para regido. Segundo Reyes et al. (2023) o gene blaKPC-2, uma
serino carbapanemase de classe A, foi 0 gene com maior prevaléncia global em estudo com
isolados de 10 paises distintos, presente em 39% de Pseudomonas aeruginosa com resisténcia
a carbapenémicos produtoras de carbapenemases, seguido do gene blaVIM-2, uma metallo
carbapenemase de classe B, que foi encontrado em 25% desses mesmos isolados. Além dessas
principais carbapenemases, também foram encontrados em menor prevaléncia genes como
blaNDM-1 (7%) e blaGES-5 (12,6%).

Em estudo realizado na América Latina, de 492 isolados de P. aeruginosa estudados 49
eram positivos para alguma carbapenemase, sendo oito (1,62%) positivos para bla-KPC, 31
(6,3%) positivos para bla-VIM, sete (1,4%) positivos para bla-KPC + bla-NDM, trés positivos
para bla-IMP (0,6%) e um isolado era positivo para bla-SPM, justamente esse o unico isolado
dentre os 39 provenientes do Brasil que apresentou resisténcia a ceftazidima/avibactam e
producdo de carbapenemase (Mojica, et al., 2023).

Em relacdo a dados epidemioldgicos brasileiros, um artigo publicado sobre resisténcia
a carbapenémicos mostrou em P. aeruginosa maior prevaléncia do gene bla-KPC (13,2%) e
do gene bla-VIM (13,4%). Além disso, outros genes em menor ocorréncia foram encontrados,
como bla-NDM (6,9%), bla-IMP (5,1%) e bla-SPM (4,0%) (Kiffer et al., 2023).

Além das carbapenemases, outra betalactamase de importéncia clinica que também
pode ser encontrada em P. aeruginosa € a betalactamase de espectro estendido (ESBL), que
gera resisténcia principalmente a cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracédo,
monobactamicos e penicilina (Husna et al., 2023). Os genes de producdo de ESBL que
costumam ser mais encontrados em P. aeruginosa séo: bla-PER, bla-GES, bla-VEB, bla-CTX-
M e bla-SHV (Castanheira et.al., 2021). Em recente estudo realizado em um hospital pediatrico
na China, dentre 126 isolados de Pseudomonas aeruginosa testados, 40 (32%) foram positivos
para bla-CTX-M-15, 34 (27%) para blaSHV-1, 18 (4%) para bla-TEM-1, 14 (11%) para bla-
CTX-M-14, 11 (8%) para bla-CTX-M-27 e bla-GES-2 e oito (6%) para bla-CTX-M-9 (Patil,
etal., 2023). Em outro estudo abordando a prevaléncia de ESBL em Pseudomonas aeruginosa
em um hospital especializado em cirurgias plasticas no Iraque, foi encontrado dentre 71
isolados, 32 (59%) positivos para bla-OXA-10, 24 (44%) positivos para bla-PER-1 e seis (1%)
positivos para bla-SHV (Polse, et al., 2023).

Os principais antimicrobianos utilizados na préatica clinica para o tratamento de
infeccbes causadas por P. aeruginosa que sdo considerados como opgdes terapéuticas de

primeira linha, sdo os betalactamicos com inibidores de betalactamase (piperacilina/tazobactam
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e ticarcilina/clavulanato); cefalosporinas com atividade antipseudomonas, como ceftazidima,
cefepime, cefoperazone, além das quinolonas ciprofloxacina e levofloxacina (Zakhour, et al.,
2022).

Em relacdo a drogas consideradas como segunda linha os carbapenémicos vem como
opcdo mais frequentemente utilizada, com os antimicrobianos meropenem, imipenem e
doripenem, além dos aminoglicosideos, representados pela amicacina, gentamicina e
tobramicina. Em casos de P. aeruginosa com perfis multirresistentes (MDR) ou extensivo
droga-resistentes (XDR), novas drogas sdo consideradas opcdes terapéuticas de ultima linha,
como ceftazidima/avibactam, ceftolozane/tazobactam, imipenem/relebactam e cefiderocol,
essa ultima ainda ndo disponivel no Brasil (Zakhour, et al., 2022). Além dessas novas drogas,
em isolados de P. aeruginosa MDR e XDR que possuem resisténcia a praticamente todas as
classes de antimicrobianos utilizados na pratica clinica, a polimixina voltou a ser uma opcao
terapéutica apesar da alta complexidade de seu uso por conta de seus graves efeitos adversos
nos pacientes, principalmente pela dificuldade de determinadas instituigdes a terem acesso a
novos antimicrobianos que possuem alto custo e demandam alto recurso financeiro para compra
(Garcia, et al., 2023).

Embora os novos antimicrobianos utilizados como op¢des terapéuticas de Gltima linha
tenham sido recentemente aprovados e introduzidos na prética clinica, ja existem evidéncias na
literatura de resisténcia a esses antimicrobianos em P. aeruginosa. No caso da
ceftazidima/avibactam, uma combinacdo de uma cefalosporina de terceira geracdo
(ceftazidima) e um inibidor de betalactamase ndo beta-lactamico (avibactam), observa-se um
bom desempenho contra isolados com mecanismos de resisténcia como perda de porinas
especificas, hiperexpressao de bombas de efluxo, producdo de beta-lactamases de classe A, C,
algumas variantes de classe D e contra isolados resistentes aos carbapenémicos nao produtores
de metallo-betalactamases.

Apesar das taxas de resisténcia a ceftazidima/avibactam em P. aeruginosa ainda serem
consideradas baixas, a literatura ja reporta taxas de 18% distribuidos em amostras de infeccOes
de trato urinario, infecgbes de corrente sanguinea e pneumonias hospitalares/pneumonias
associadas a ventilagdo mecanica de pacientes internados em unidade de terapia intensiva,
sendo 72% dessa resisténcia causada por producdo de metallo-betalactamases (MBL) (Valzano
et al., 2024). Em outros casos, uma taxa de resisténcia de até 40% pode ser encontrada em
estudo com isolados provenientes de infeccbes de corrente sanguinea e pneumonia hospitalar
ou pneumonia associada a ventilacdo mecénica (Shah et al., 2024). Alem disso, outro estudo

avaliando amostras clinicas com isolados de P. aeruginosa provenientes de cinco paises da
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América Latina encontrou uma taxa geral entre esses paises de 22% de resisténcia a
ceftazidima/avibactam (Mojica et al., 2023).

Ceftolozane/tazobactam € uma combinacdo de uma cefalosporina de quinta geracéao
(ceftolozane) com um inibidor betalactamico (tazobactam). Apesar de ndo possuir atividade
frente a isolados produtores de carbapenemases, esta combinacdo é estavel a alguns
mecanismos de resisténcia comuns em P. aeruginosa, como a hiperexpressao de bombas de
efluxo, modificacbes em porinas (oprD), hiperexpressdo de ampC, além do tazobactam inibir
betalactamases de classe A, como as ESBL. Assim como ocorre com ceftazidima/avibactam,
apesar de ceftolozane/tazobactam ser considerada uma excelente opgédo terapéutica para o
tratamento de infec¢des causadas por P. aeruginosa, existem relatos na literatura de resisténcia
a este antimicrobiano. Estudos indicam uma taxa de resisténcia de 10% (Shah et al., 2024) e até
20% em outros (Valzano et al., 2024).

Métodos de andlise da resistencia a antimicrobianos por testes fenotipicos e moleculares

Para a determinacdo dos fendtipos de resisténcia aos antimicrobianos, podem ser
utilizadas metodologias qualitativas, como a difusdo em disco - Kirby Bauer e quantitativas,
como microdiluicdo em caldo, eluicdo em caldo, diluicdo em agar e testes epsilométricos ou
fitas gradientes, que determinam a concentrac¢do inibitéria minima (CIM) (Wenzler et al., 2023).
A partir dos resultados encontrados nos testes fenotipicos para a caracterizacdo de resisténcia
aos antimicrobianos podemos classificar os perfis em trés grandes grupos: Microrganismos
multirresistentes (MDR); microrganismos  extensivo-droga resistentes (XDR) e
microrganismos PAN-droga resistentes. Bactérias consideradas MDR s&o resistentes a um ou
mais agentes em trés categorias de antimicrobianos testadas, ja as classificadas como XDR séo
resistentes a um ou mais agentes em todas as categorias de antimicrobianos testados, mas
mantém sensibilidade a pelo menos uma ou duas categorias. Isolados considerados PAN-
resistentes ndo apresentam sensibilidade em todas as categorias testadas (Magiorakos, et al.,
2012).

Além dessas classificagfes, uma nova categorizacao foi proposta em 2018 por Kadri e
colaboradores em relacédo aos fendtipos de resisténcia em bacilos Gram-negativos, categorizada
como resisténcia de dificil tratamento (DTR). Essa classificacdo considera a resisténcia a todas
as principais classes de antimicrobianos de primeira linha, que geralmente possuem baixa
toxicidade e menor complexidade de uso, como um fator principal para determinar uma bactéria

como de dificil tratamento. A ndo suscetibilidade desses isolados a essas principais classes de
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antimicrobianos leva ao uso de drogas menos eficazes e com maiores efeitos toxicos adversos,
que sdo consideradas as Unicas opgOes terapéuticas disponiveis. Isso gera dificuldades para a
desospitalizacdo dos pacientes e para a obtencdo de um desfecho clinico favoravel. P.
aeruginosa com resisténcia simultanea a piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefepima,
aztreonam, meropenem, imipenem, ciprofloxacina e levofloxacina sdo incluidas nessa
categorizacdo (Kadri et al., 2018).

Em relacdo a deteccdo dos gendtipos de resisténcia em P. aeruginosa metodologias
como a PCR (reacdo em cadeia da polimerase), PCR em tempo real multiplex e sequenciamento
de nova geragdo (NGS) sdo técnicas amplamente utilizadas visando a detecgdo dos genes de
resisténcia desses isolados. Em estudo realizados por Polse e colaboradores, (2023) os genes
codificadores de ESBL bla-OXA-10, bla-PER-1 e bla-SHV foram investigados utilizando
primers complementares especificos com realizacdo de PCR em gel de agarose e dentre as
amostras positivas foi confirmada a presenca do gene bla-OXA-10 em 32 (59,26%) isolados e
a presenca do gene bla-PER-1 em 24 (44,44%) isolados. O gene de menor prevaléncia foi o bla-
SHV com apenas 6 (11,11%) isolados.

Em trabalho realizado por Patil e colaboradores em 2023, os genes bla-CTX-M e bla-
SHV responsaveis pela producdo de ESBL também foram investigados pela técnica de PCR
sendo 32% (40/126) positivo para o gene bla-CTX-M-15, 27% (34/126) para o gene bla-SHV-
11, 14% (18/126) para 0 gene bla-TEM-1, 11% positivo para o gene bla-CTX-M-14, 8%
(11/126) positivo para os genes bla-CTX-M-27 e bla-GES-2 e 6% (8/126) positivo para o gene
bla-CTX-M-9.

Em outro estudo avaliado, foi realizado uma PCR em tempo real (qPCR) para genes que
codificam as principais carbapenemases presentes em P. aeruginosa, sendo 83 (39%) dos
isolados produtores de carbapenemases positivos para o gene bla-KPC-2, 52 (25%) dos isolados
produtores de carbapenemases positivos para o gene bla-VIM-2 , 14 (7%) positivos para o gene
bla-NDM-1 e 12 (6%) positivos para bla-GES-5 (Reyes, et al., 2023).

Justificativa

A resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa representa um grave problema de salde
publica global, devido ao aumento das taxas de mortalidade e morbidade em infeccbes
relacionadas a saude, além de elevar custos e tempo de internacdo. O estudo continuo desse
patdgeno é crucial para reduzir seu impacto na salde publica, orientar terapias eficazes e

compreender 0s mecanismos de resisténcia associados aos principais fendtipos. A deteccéo
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precisa de fenotipos e gendtipos de resisténcia € vital para 0 manejo adequado das infecces e
a vigilancia epidemioldgica de clones multirresistentes. Esta dissertacdo visa fornecer dados
sobre a resisténcia antimicrobiana em P. aeruginosa em instituicdes hospitalares, investigando

perfis de sensibilidade e genes de resisténcia para orientar possiveis escolhas terapéuticas.
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1 OBJETIVOS

1.1 Objetivo Geral

Determinar a ocorréncia de P. aeruginosa multidroga resistente e caracterizar 0s genes
codificadores de carbapenemases em amostras recuperadas de pacientes assistidos em hospitais

do estado do Rio de Janeiro e de Sdo Paulo.

1.2 Objetivos especificos

a) Identificar isolados sugestivos de P. aeruginosa oriundos de diversos espécimes
clinicos;

b) Determinar os perfis sensibilidade aos antimicrobianos utilizados na prética clinica;

c) Determinar a ocorréncia de perfis multidroga-resistentes e extensivo-droga resistentes
e sua distribuicdo nos hospitais selecionados;

d) Awvaliar a ocorréncia de resisténcia aos carbapenémicos;

e) Investigar os genes responsaveis pela producédo de carbapenemases e CTX-M.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostragem

As amostras bacterianas utilizadas no estudo foram provenientes de 19 hospitais da rede
privada e coletadas prospectivamente no periodo de seis meses, sendo do inicio de abril de 2022
a marco de 2023. Foram selecionadas amostras isoladas de espécimes clinicos que sugerem
infeccdo, como, urina, hemoculturas, secrecdes gerais de sitios estéreis e também algumas
amostras de sitios ndo estéreis como secrecao traqueal. Considerando a demanda espontanea
desses hospitais, o total de amostras de P.aeruginosa recuperadas nesse periodo foi de 130
isolados.

A semeadura primaria desses isolados foi realizada inicialmente nos laboratorios locais
de cada hospital. As amostras de urina foram semeadas em &gar cystine lactose eletrolyte
deficient - CLED (Plastlabor ind e comercio de equipamentos hosp. e laboratorio LTDA); as
amostras de sangue foram semeadas em agar sangue e agar chocolate (Plastlabor ind e comercio
de equipamentos hosp. e laboratério LTDA) e os demais especimes foram semeados em agar
sangue, agar chocolate e agar macconkey provenientes do mesmo fornecedor. Com excecao do
agar chocolate que foi incubado em estufa bacterioldgica em microaerofilia a 35+-1°C, todos
0s outros meios de cultura foram incubados em estufas bacteriolgicas aerdbicas a 35+-1°C.
Todas as semeaduras e procedimentos foram realizados de acordo o documento normativo
interno. (POP-MIC-007 Richet 2023). Posteriormente as placas foram acondicionadas, em
temperatura ambiente, em maletas térmicas proprias para transporte de amostras clinicas e
transportadas até a microbiologia central de um laboratério privado que recebe as amostras
semeadas nos meios primarios de isolamento e realiza os todos os procedimentos analiticos até

a liberagéo dos resultados das culturas.

2.2 ldentificacOes das amostras bacterianas

A identificacdo de todos isolados recuperados foi realizada pela metodologia de
espectrometria de massas pelo sistema VITEK® MS MALDI-TOF (bioMérieux — France-
Versdo 3) e foram realizadas no protocolo de identificacdo direto da col6nia com
aproximadamente 24 horas de incubagdo em aerobiose a 35°+-1. Todos os spots realizados das

colonias bacterianas foram feitos com a caneta “Pick Me (Biomerieux), sendo 0 processo
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realizado com uma espécie de “ponta” de caneta descartavel e estéril que encaixa na caneta de
plastico “Pick Me” (Biomerieux) e possibilita o toque de uma col6nia para posterior realizacdo
de um esfregaco na posicao especifica a ser lida pelo equipamento que ¢ identificada em um
“slide”, objeto metalizado com 48 posic¢des disponiveis em pequenos circulos onde séo feitos
os esfregacos das col6nias a serem identificadas. Posteriormente a confecgéo desses esfregacos,
1uL de uma matriz orgénica (a-cyano-4-hydroxycinnamic acid; bioMérieux) foi adicionada
em cada esfregaco de coldnia e apds secagem a temperatura ambiente, o “Slide” foi introduzido
dentro do equipamento para a realizacdo da leitura e identificacdo. Para a determinacdo dos
picos atraves da espectrometria de massas, o slide foi inserido no equipamento VITEK® MS
MALDI-TOF (bioMérieux — France- Verséo 3)

2.2.1 Andlise dos resultados da espectrometria de massas

Os picos detectados pela leitura do equipamento foram interpretados pelo sistema que
opera com um laser linear positivo com frequéncia de 50Hz e um intervalo de massas entre
2.000 e 20.000 Daltons. Os picos foram gerados e processados utilizando o programa Vitek MS
Acquisition 1.6.0 e posteriormente disponibilizados na aplicacdo Myla 4.7.1 Os resultados
foram comparados ao banco de dados de referéncia do VITEK® MS MALDI-TOF (bioMérieux
—France- Versdo 3) e a partir da qualidade da leitura e do pico encontrado foi liberado um score
de identificacdo que possuiam um valor maximo de 99.9% atingido pelo equipamento que

consequentemente confirma os isolados em nivel de espécie.

2.3 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

Os Testes de sensibilidade aos Antimicrobianos (TSA) seguiram as diretrizes do comité
brasileiro de teste de susceptibilidade Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
- BrCAST (2023). No final de 2019, a Portaria n°® 64/2018 do Ministério da Satde passou a vigorar,
determinando que todos os laboratérios no pais adotassem as normas do BrCAST para a
interpretacdo dos TSA.

A determinacdo dos perfis de sensibilidade foi realizada por método de disco difuséo
(Kirby-Bauer) para nove antimicrobianos: Levofloxacina (5upg), Amicacina (30ug),

Tobramicina (10pg), Imipenem (10ug), Meropenem (10pg), Ceftazidima (10ug), Cefepima
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(30ug), Piperacilina/Tazobactam (30/6ug) e Ciprofloxacina (5ug) (Oxoid Brasil Ltda, Séo
Paulo, SP, Brasil).

Além disso, para os isolados considerados MDR/XDR, as drogas ceftazidima/avibactam
(10/4pug) e Ceftolozane/Tazobactam (30/10ug) também foram testadas pela mesma
metodologia. Todos os resultados foram interpretados de acordo com as recomendagdes do
Brazilian Committe on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) 2023. A cepa P.
aeruginosa ATCC® 27853 foi utilizada como controle.

O método da disco difusdo foi realizado seguindo as orientacGes e recomendacdes
estabelecidas pelo documento “Método da disco-difusdo BrCAST” e interpretado seguindo os
critérios e pontos de corte estabelecidos pelo Brazilian Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing — BrCAST (2023). Antes da realizacdo do procedimento, os discos de
antimicrobianos foram retirados do freezer por pelo menos 15 minutos ou até atingir
temperatura ambiente para posteriormente serem utilizados e aplicados sobre o0 meio de cultura.
A partir de culturas puras, com colonias isoladas e utilizando um swab seco de algodéo, uma
suspensdo bacteriana foi realizada em salina estéril até atingir por meio de turvacao a escala 0,5
de McFarland, que foi verificada e medida com o equipamento Densichek (Biomerieux). Um
novo swab seco de algoddo foi imerso na suspenséo bacteriana e o excesso de liquido absorvido
foi retirado através de uma leve presséo no canto superior do tubo. Logo em seguida, esse swab
foi semeado em meio de cultura Mueller Hinton agar 150mm (PLASTLABOR, Rio de Janeiro,
Brasil) com inoculacdo em pelo menos trés direcdes diferentes e por toda a area da placa. Dentro
de 15 minutos, os discos de antimicrobianos, ja em temperatura ambiente, foram aplicados na
placa e em seguida incubados em estufa bacteriolégica em aerobiose a 35+1 por 18 a 24 horas
de incubacdo (BrCAST 2023).

Apds o periodo de incubacdo as placas foram retiradas da estufa e a medicéo do tamanho
dos halos de cada disco de antimicrobiano foi realizada com auxilo de régua e pela regido
posterior ou fundo da placa. Para interpretacdo da sensibilidade de cada antimicrobiano em
sensivel, intermediario (sensivel aumentando a exposicao) e resistente os valores encontrados
na medicédo de cada halo foram interpretados pelo documento do BrCAST (2023).

A testagem para polimixina foi realizada a partir do meio de cultura agar superpoli
(Nordmann e Poirel 2016), metodologia que consite em uma diluicdo em agar com uma
concentracdo fixa de 3,50mg de polimixina no agar base Eosina Azul de metileno (EMB)
(Plastlabor ind e comercio de equipamentos hosp. e laboratério LTDA), contendo sempre um
controle positivo em placa com a cepa ATCC Proteus mirabilis 25933, um controle negativo

com a cepa ATCC Escherichia coli 25922 e a amostra clinica testada em questdo. O
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procedimento do teste consistiu em realizar uma suspenséo bacteriana de 0,5 da escala de
macfarland das cepas controle e das amostras do estudo e a partir desse indculo realizar uma
diluicdo seriada de 1:10. Ap0s esse procedimento, com auxilio de alca bacteriologica de 10uL,
emuma area da placa a amostra clinica foi semeada. Em outra area da placa uma cepa ATCC
Escherichia coli 25922 (Microbiologics) foi semeada como controle negativo e em uma terceira
area da mesma placa foi semeada a cepa ATCC Proteus mirabilis 25933 como controle
positivo (Microbiologics, St Cloud MN - Biotechnology Company). Havendo crescimento na
area da placa semeada com a amostra clinica, inibicdo da cepa ATCC sensivel a polimixina e
crescimento da cepa com resisténcia intrinseca a polimixina utilizada como controle positivo,

a amostra em questdo é considerada resistente a polimixina.

2.4 Categorizacdes dos perfis de resisténcia

A classificacdo das amostras de acordo com fenoétipos de resisténcia em multidroga-
resistentes (MDR) e extensivo-droga resistentes (XDR) foi baseada nos critérios estabelecidos
por Magiorakos et al. (2012): MDR, amostra ndo sensivel a um ou mais agentes, em trés ou
mais categorias de antimicrobianos testados e XDR, amostra ndo sensivel a um ou mais
antimicrobianos em todas as categorias testadas, porém, mantendo sensibilidade a pelo menos
duas ou uma categoria. Além das drogas testadas de rotina para P.aeruginosa, nos casos de
alguns isolados MDR e alguns isolados XDR, foi testado o antibiotico Ceftolozane/tazobactam.
Além disso, para todos os isolados MDR e XDR foram testados também os antimicrobianos de

ultimas geracdes terapéuticas ceftazidima/avibactam e polimixina.

2.5 Deteccdo molecular de genes responsaveis pela producdo de carbapenemases e de
betalactamases de espectro estendido (ESBL)

A deteccdo molecular de genes produtores de carbapenemases e de betalactamases de espectro
estendido (ESBL) foi realizada através da metodologia de PCR em tempo real multiplex com o
kit Allplex™ Entero-DR Assay (Seegene). Os alvos foram os genes bla-KPC, bla-NDM, bla-
OXA 48, bla-VIM, bla-IMP e bla-CTX-M.

A partir de cultura bacteriana recente (24 horas de incubacdo) a extragdo do DNA
bacteriano foi realizada em sistema automatizado a partir de uma algada bacteriana diluida em

tubo estéril DNA free (microtubo Pcr 200ul Em Tiras Kasvi) com 1mL de salina esteril. Apos
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serem submetidos ao vortex para homogeneizacdo, os microtubos foram levados ao
equipamento para a realizagéo da extracdo do DNA.

ApOs esta etapa, a preparacdo da reacdo de PCR (mastermix) com os reagentes do kit
também foi realizada no mesmo sistema automatizado, sendo adicionados em tubo estéril Sul
de reagente ENTERO-DR MOM, 5ul de EM4 e 5ul de EM4 BUFFER para cada amostra, e
distribuido 15ul da mastermix em cada poc¢o da placa. Apds esse procedimento, foi adicionado
5ul de acido nucleico extraido totalizando um volume total de 20l por reacéo.

Fora do equipamento, ja dentro da Workstation de DNA, foi pipetado manualmente 5ul
do controle positivo ENTERO-DR PC e 5ul de &gua RNase-free no poco correspondente ao
controle negativo da reacdo. Ambos os controles contidos no Kit de PCR. De imediato, a placa
foi selada, centrifugada, e seguiu para a realizacdo da PCR em tempo real no equipamento
automatizado (CFX96™ Real-time PCR Detection System (CFX Manager™ Software-1VD
v1.6 - Biorad).
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3 RESULTADOS

3.1 Amostragem

Foram selecionadas 130 amostras de P. aeruginosa isoladas de espécimes clinicos
provenientes de 19 hospitais ( nomeados por letras ) sendo a maior parte deles do estado do Rio
de Janeiro e uma parte do estado de S&o Paulo. Em relacédo ao perfil das unidades hospitalares
estudadas o hospital com o0 maior numero de leitos é o H3, com 340 leitos totais, incluindo UTI,
unidades semi-intensiva e pediatria. J& o hospital com o maior nimero de leitos de UTI é o H2,
que possui 92 leitos de UTI entre seus 175 leitos totais. Em relacdo a complexidade, o hospital
H12 é destaque por ter perfil exclusivamente pediatrico e especialidade oncoldgica, além do
hospital H13 que tem como caracteristica cirurgias de alta complexidade. Dentre as unidades
com salas de centro cirdrgico, detacam-se a H2, H5, H13 e H14 com 5, 10, 9 e 12 salas

respectivamente.

Tabela 1: Perfis das unidades hospitalares estudadas (continua)

Hospitais Leitos Leitos de Outros Particularidades
totais UTI Leitos
H1 220 80 140 Emergéncia Adulto e pediatrica.
H2 175 92 83 5 Salas de Centro cirurgico
H3 340 Né&o Né&o Internagéo, Semi-intensiva,
informado  informado pediatria e hemodinamica.
H4 158 81 77 UTI adulto e pediatrica e unidade
semi intensiva
H5 246 66 174 Unidade oncoldgica e cardioldgica,
10 salas de C.C.
H6 114 53 61 UTI adulto e pediatrica
H7 122 41 81 UTI, Semi-intensiva e internagao
H9 230 Nao Nao UTI, pediatria, emergéncia adulto e
informado  informado pediatrica.
H1l Né&o 11 Nao Né&o informado.

informado informado
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Tabela 1: Perfis das unidades hospitalares estudadas (concluséo)

H12 91 25 8 Hospital Pediatrico com
especialidade oncoldgica
H13 150 45 105 Cirurgias de alta complexidade
H14 Nao 90 Nao 12 Salas de cirurgia hemodinamicas
informado informado
H16 Néo 54 Nao UTI pediatrica, adulto e neonatal.
informado informado
H8, H10, Né&o Né&o Né&o Dados ndo obtidos
H15, H17, informado informado informado
H18, H19

Legenda: UTI — Unidade de terapia intensiva; C.C — Centro cirdrgico.
Fonte: O autor, 2024.

Os isolados foram coletados a partir de demanda espontanea desde abril de 2021 a marco
de 2022, sendo 86% das amostras provenientes desse ano e 14% provenientes do ano de 2022.
A partir do isolamento em placa, a identificacdo diretamente das coldnias das 130 amostras foi
realizada através da técnica de MALDI-TOF utilizando o equipamento VITEK® MS —
BioMérieux. Todas as amostras tiveram a identificagdo confirmada em nivel de género e
espécie com score de 99.9%, confirmando as identificacbes de todos os isolados como P.
aeruginosa. Parte majoritaria das amostras foi proveniente de Unidades de Terapia Intensiva
(UTI), (54%), e outras provenientes de unidades hospitalares como emergéncia (24%) e
unidades de internagdo (22%).

Na tabela 2 € possivel observar que Abril de 2021 foi 0 més com a maior quantidade de
isolamentos de P. aeruginosa com total de 31 amostras. Esses isolados foram provenientes de
diferentes hospitais, sendo o H4 a instituicdo com o maior nimero de amostras (n=5) nesse més.
Os hospitais com o0 segundo maior nimero de isolamentos nesse mesmo més foram o H14 e o
H3, com quatro isolamentos cada. O més que possuiu 0 menor nimero de isolamentos foi o de
setembro de 2021 com apenas trés isolados no total, distribuidos nos hospitais H3, H12 e H15.
Em relacdo aos isolamentos por hospital, durante todo o periodo de estudo, o hospital que teve
maior numero de P. aeruginosa foi o hospital H3, com o total de 18 amostras. Esses isolados
foram distribuidos entre 0s meses de estudo sendo Maio 0 més com o maior nimero de
isolamentos nesse hospital (n=6) e Junho e Novembro de 2021, Janeiro e Marco de 2022, sendo

0S meses em que ndo tiveram nenhum isolamento de P. aeruginosa no hospital H3.



31

Os hospitais que tiveram o menor numero de amostras com P. aeruginosa durante o
estudo foram os hospitais H6, H18 e H19, com apenas um isolado em cada. O hospital H9 foi
a segunda instituicdo com maior numero de isolados no periodo de estudo, sendo 14 amostras
no total. O més que teve maior numero de isolamentos nesse hospital também foi 0 més de
maio, com cinco isolados, 0 mesmo més que foi encontrado maior nimero de isolamentos no
hospital H3.



33

Tabela 2: Distribui¢do temporal de Pseudomonas aeruginosa em hospitais da rede privada
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Fonte: O autor, 2024.
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3.2 Espécimes clinicos

Os isolados selecionados foram oriundos de diferentes amostras clinicas, sendo elas:
Urina (39/31%), Lavado Broncoalveolar (LBA) (29/23%), Sangue (23/17%), Liquidos
Bioldgicos/Secrecdes (23/17%) e Fragmentos 0sseos/Partes moles (16/12%). O hospital H3 foi
0 hospital com mais isolamentos em amostra de urina, com oito isolados de P. aeruginosa,
enquanto o hospital H13 foi o0 que possuiu mais amostras de LBA com P. aeruginosa (n= 6).
Em relacdo as amostras de Sangue, o hospital que teve o maior nimero de isolados foi 0 H4
com sete casos de P. aeruginosa. No caso de outros espécimes clinicos (Liquidos
bioldgicos/Secrecdes e Fragmentos dsseos e partes moles) o hospital que possuiu 0 maior
numero de isolados foi 0 H1 com sete amostras com P. aeruginosa, seguido dos hospitais H2 e
H3 com seis isolados cada. Os hospitais H4, H7, H9 e H14 foram os que tiveram isolados em
todos os espécimes clinicos estudados e em contrapartida, 0s hospitais H18 e H19 foram os que
sO tiveram P. aeruginosa isoladas em apenas um dos espécimes clinicos estudados com isolado
em urina no H18 e um em outros espécimes no H19. O hospital que possui mais amostras com
P. aeruginosa contando todos os espécimes clinicos foi 0 H3, totalizando 18 amostras. Os que
possuem menos isolados no total entre todos os espécimes clinicos durante todo o periodo de
estudo foram os hospitais H6, H18 e H19.
Tabela 3: Distribuicdo dos espécimes clinicos com isolamento de Pseudomonas.aeruginosa

entre os hospitais de origem (continua)

Hospital / Espécime clinico
estado Urina LBA Sangue Outros Total
H1/RJ 1 2 0 7 10
H2/RJ 4 0 3 6 13
H3/RJ 8 1 3 6 18
H4/RJ 1 2 7 3 13
H5/RJ 3 5 0 2 10
H6/SP 0 0 1 0 1
H7/RJ 4 1 1 2 8
H8/SP 2 0 1 2 5
H9/RJ 5 4 2 3 14
H10/RJ 1 1 1 0 3
H11/RJ 0 2 1 0 3
H12/RJ 1 0 0 3 4
H13/RJ 2 6 1 0 9
H14/RJ 1 3 1 1 6
H15/SP 0 0 1 2 3
H16/RJ 2 2 0 0 4
H17/RJ 3 0 0 1 3




35

Tabela 3: Distribuicao dos espécimes clinicos com isolamento de Pseudomonas aeruginosa
entre os hospitais de origem (Concluséo)

H18/R] 1 0 0 0 1
H19/SP 0 0 0 1 1
Total (n) 39 29 23 39 130

Legenda: LBA — Lavado Broncoalveolar; Outros - Liquidos bioldgicos/Secrecdes e Fragmentos dsseos e partes
moles
Fonte: O autor, 2024.

3.3 Identificagéo dos isolados por MALDITOF

Todos os 130 isolados de P. aeruginosa foram identificados a nivel de espécie com
score de 99.9% pelo equipamento VITEK® MS MALDI-TOF (bioMérieux — France - Versdo
3)

3.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

A partir dos testes de sensibilidade realizados, é possivel observar fenotipos variados
nos isolados de P. aeruginosa. Fazendo uma analise por classes de antimicrobianos, os
aminoglicosideos sdo os representantes com melhor desempenho, apresentando sensibilidade
na grande maioria dos isolados testados (85% de amostras sensiveis a amicacina e tobramicina).
Ja as quinolonas e os betalactamicos apresentaram sensibilidade variavel, com maior grau de
resisténcia quando comparados aos aminoglicosideos, porém, ainda mantendo um desempenho
consideravel. A ciprofloxacina demonstrou estar intermediario (Sensivel aumentando a
exposicdo) em 71% dos isolados e resistente para 29%, embora a levofloxacina, outra
quinolona, tenha apresentado um perfil de intermediario (Sensivel aumentando a exposicao) de
60% e resisténcia em 40% das cepas. Em relacdo aos betalactamicos a piperacilina/tazobactam
foi o antimicrobiano com melhor desempenho, demonstrando estar intermediario (Sensivel
aumentando a exposi¢do) em 71% das cepas e resistente a 29%. A ceftazidima foi intermediario
(Sensivel aumentando a exposicao) para 67% dos isolados e resistente para 33%. Ja a cefepima
se manteve intermediario para 69% das cepas e resistente para 31%. Em relacdo aos

carbapenémicos, houve uma resisténcia de 34% ao meropenem e de 36% ao imipenem.



Tabela 4: Fendtipos encontrados no teste de sensibilidade aos antimicrobianos em 130

isolados de Pseudomonas aeruginosa

Intermediario
(Sensivel aumentando

Antibimicrobianos Sensivel a exposi¢ao) Resistente
Amicacina 110 (85%) 3 (2%) 17 (13%)
Tobramicina 110 (85%) 0 20 (15%)
Ciprofloxacina 0 92 (71%) 38 (29%)
Ceftazidima 0 87 (67%) 43 (33%)
Cefepima 0 87 (69%) 43 (31%)
Piperacilina/tazobactam 0 92 (71%) 38 (29%)
Meropenem 81 (62%) 5 (4%) 44 (34%)
Imipenem 0 81 (64%) 47 (36%)
Levofloxacina 0 78 (60%) 52 (40%)

Fonte: O autor, 2024.

3.5 Perfis dos isolados de acordo com a resisténcia aos antimicrobianos
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Na avaliacdo dos perfis de resisténcia dos isolados testados foram identificados

fenotipos mais resistentes que foram classificados como cepas Multidroga-resistentes (MDR)

e Extensivo droga-resistentes (XDR) segundo Magioriakos et al. (2021). Treze cepas foram

classificadas como XDR e 21 cepas foram classificadas como MDR. Os perfis foram nomeados

por letras. O perfil D foi classificado como um isolado XDR e foi o perfil mais presente no

estudo com total de 13 amostras. Esses isolados estiveram distribuidos em 7 hospitais, sendo o

hospital H2, o que possuiu mais amostras com esse perfil, totalizando 6 amostras. O segundo

perfil de resisténcia mais presente dentre os hospitais foi o perfil G, que foi classificado como

MDR e teve uma totalidade de 6 isolados distribuidos em 5 hospitais. O hospital com mais

isolados com perfil G foi 0 H8, com 2 amostras. Todos 0s outros tiveram apenas 1 isolamento.
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Tabela 5: Perfis de resisténcia aos antimicrobianos em Pseudomonas aeruginosa

Perfil de resisténcia Perfil do NUmero Classificagédo Hospitais
isolado de
isolados
AK-TOB-CIP-CAZ-FEP-P/T-MER-IMI- D 13 XDR H1(1) H2(6) H3(1)
LEV H11(1) H13(2)
H19(1) H4(1)
AK-CIP-CAZ-FEP-P/T-MER-IMI-LEV L1 1 MDR H17
CIP-CAZ-FEP-P/T-MER-IMI-LEV G 6 MDR H8(2) H17(1)
HO(1) H14(1)
H2(1)
AK-TOB-CAZ-FEP-P/T-MERO-IMI | 1 MDR H2
TOB-CIP-CAZ-FEP-MER-IMI-LEV X 1 MDR H3
TOB-CIP-CAZ-FEP-P/T-IMI-LEV R1 2 MDR H9(2)
CIP-FEP-P/T-MERO-IMI-LEV H 2 MDR HI(2)
CAZ-FEP-P/T-MER-IMI-LEV \V/ 2 MDR H2(2)
AK-CIP-CAZ-FEP-P/T-LEV U1 1 - H17
TOB-CIP-CAZ-FEP-P/T-LEV Y1 2 - H9 H7
CAZ-P/T-MER-IMI-LEVO E 1 MDR H6(1)
CAZ-FEP-P/T-MER-IMI F1 2 MDR HI(1) H4(1)
CIP-FEP-MERO-IMI-LEV J 3 - H11(1) H(10)
CIP-CAZ-FEP-MER-LEV HO02 1 - H1
CIP-CAZ-MER-IMI-LEV N1 1 MDR H7(1)
CAZ-FEP-MER-IMI-LEV P1 2 MDR H13(2)
CIP-CAZ-P/T-LEV S1 1 - H10
P/T-MER-IMI-LEV Y 1 - H1
CAZ-P/T-MER-IMI G1 1 - H16(1)
CIP-MER-LEV F 1 - H3
CIP-FEP-LEV M 1 - H1
TOB-CIP-LEV o) 2 - H2 H9
CAZ-FEP-P/IT T 3 - H8 (1) H3 (1)
H1(1)
MER-IMI-LEV 11 4 - H14(2) H9(1)
H4(1)
TOB-CIP-LEV X1 2 - HO H2
CIP-LEV B 1 - H2
MER-IMI C 5 - H3(1) H14(1)
H7(1) H4(1)H15(1)
CAZ-PIT K 2 - H4 H5
CAZ-LEV N 1 R H4
TOB-FEP Q1 1 _ H2
CAZ M1 1 - H2
CIP K1 1 - H9
IMI U 3 - H15(1)H13(1)H(1)
LEV S 6 - H9(2) H14(1)

H13(1) H5(1)H3(1)

Legenda da Tabela 5: AK-Amicacina; TOB-Tobramicina; CIP-Ciprofloxacina; CAZ-Ceftazidima; FEP-
Cefepime; P/t-Piperacilina/tazobactam; MER-Meropenem; IMI-Imipenem; LEV-Levofloxacina.
Fonte: O autor, 2024.



38

3.6 Perfis de sensibilidade das novas drogas e de Polimixina

Além das drogas cléssicas antipseudomonas testadas de rotina, foram testadas para os
microrganismos MDR e XDR as novas drogas ceftazidima/avibactam e
ceftolozane/tazobactam. O antimicrobiano Caz/avi foi testado para todos os 34 isolados
classificados como MDR ou XDR e dentre os 34, 19 foram sensiveis e 15 foram resistentes. O
antimicrobiano Ceftolozane/tazobactam foi testado em apenas sete isolados e apresentou
sensibilidade a tres e resisténcia a quatro. Além das novas drogas, a polimixa B foi testada
também para todos os isolados MDR ou XDR e apresentou sensibilidade para 29 isolados e

resisténcia a apenas cinco.

Tabela 6: Percentuais de sensibilidade das novas drogas em isolados multidroga-resistentes e
extensivo-droga resistentes.
Intermediario

(Sensivel aumentando N testado
Antibioticos Sensivel e exposicao) Resistente
Ceftazidima/Avibactam 19 (56%) 0 15 (44%) 34
Ceftolozane/tazobactam 3 (43%) 0 4 (57%) 7
Polimixina 29 (81%) 0 5 (19%) 34

Fonte: O autor, 2024.

3.7 Perfis de resisténcia dos isolados MDR e XDR

Dentre os perfis MDR e XDR o perfil mais presente entre todos os isolados foi o perfil
D. Encontrado em 13 amostras distribuidas por 7 hospitais diferentes, esse perfil apresentou
sensibilidade a polimixina em todos os isolados e sensibilidade a ceftazidima/avibactam (CZA)
em apenas 4 isolados, sendo os outros 9 resistentes. Todas essas amostras com resisténcia a
CZA, apresentaram sensibilidade a polimixina. Em relacdo ao antimicrobiano
Ceftolozane/tazobactam, somente uma amostra foi testada dentre essas 13 que possuem o perfil
D e a mesma apresentou resisténcia tanto ao ceftolozane quanto a CZA, mantendo sensibilidade
somente a polimixina. O perfil C1 foi encontrado em dois hospitais, H17 e H8, sendo que a
amostra presente no hospital H17 com esse perfil apresentou sensibilidade a CZA e polimixina,
porém, o isolado com esse mesmo perfil C1 no hospital H8, apresentou resisténcia tanto a CZA
quanto a polimixina. Em relacéo a resisténcia a CZA, ceftolozane/tazobactam e polimixina foi

possivel observar esse perfil (F1) no hospital H9, representada por uma Gnica amostra. Nenhum
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outro isolado apresentou resisténcia a essas 3 drogas simultaneamente no estudo. Com

sensibilidade simultdnea as 3 drogas testadas como ultimas opgdes terapéuticas, apenas 2

isolados tiveram esse perfil, ambas do hospital H2 apresentando perfis I e V.

Tabela 7: Perfil de sensibilidade a novas drogas em isolados de Pseudomonas aeruginosa
com perfis Multidroga-resistentes e Extensivo droga-resistentes

Perfil Hospital Data Amostras CZA CIT Poli B
D H2 28/06/21 1552009009 R - S
H13 17/12/21 1775758802 R - S
H2 31/07/21 1608550209 R - S
H3 17/12/21 1775787706 R - S
H2 24/10/21 1740353202 R - S
H13 01/03/22 1828654804 R R S
H2 12/12/21 1771638609 S - S
H2 12/04/21 1477588302 S - S
H1 08/02/22 1811332402 R - S
H1l 08/07/21 1570121802 R - S
H2 04/02/22 1808728602 S - S
H4 14/06/21 1535706103 S - S
H19 26/02/22 1824838108 R - S
H02 H1 02/07/21 1559913002 S - S
Y H1 30/04/21 1496224101 S - S
I H2 14/04/21 1479834207 S S S
\ H2 20/05/21 1516027107 S S S
Tl H1l 08/07/21 1570121802 S - R
E H16 26/04/21 1492317502 S - S
G H14 17/04/21 1482408801 S - S
P1 H13 03/05/21 1498426201 R R S
V1 H4 27/04/21 1493147602 S - S
H H9 03/10/21 1727808904 S - S
J H1l 04/10/21 1728930003 S - R
C1l H17 10/12/21 1770740901 S - R
H8 17/08/21 1643546709 R - R
Al H10 24/10/21 1741246714 S - S
N1 H7 17/12/21 1775800302 S - S
Y1 H7 02/02/22 1807638513 S - S
L1 H17 30/01/22 1805754104 S - S
El H9 10/03/22 1840393803 R S S
F1 H9 11/03/22 1842235701 R R R
E H6 26/07/21 1600885608 S - S
G H8 25/26/21 1549026601 S - S

Fonte: O autor, 2024.

3.8 Perfil molecular dos isolados positivos para ESBL e Carbapenemases
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Das 34 amostras classificadas como MDR ou XDR, 14 amostras foram testadas para
genes de carbapenemases e de ESBL e apenas 4 tiveram resultados positivos. Dentre essas
amostras positivas, 2 tiveram o gene bla-KPC detectado, sendo uma delas presente no hospital
H2 e a outra presente no hospital H1, ambos hospitais localizados no Rio de Janeiro. Dessas
duas amostras KPC positivo, uma foi proveniente de uma amostra de sangue e outra proveniente
de uma secrecdo traqueal. Uma amostra foi positiva para a presenca do gene VIM e era
proveniente do hospital H19, sendo isolada em uma amostra de escarro e proveniente de um
hospital localizado no estado de S&o Paulo. Em relagéo a deteccdo do gene CTX-M para ESBL,
somente um isolado apresentou esse perfil e era proveniente do hospital H7.

Nas duas amostras positivas para bla-KPC, o perfil de resisténcia ndo foi o mesmo. Na
amostra positiva para KPC proveniente do hospital H1, o isolado de P. aeruginosa apresentou
resisténcia a todas aos antimicrobianos classicos antipseudomonas além disso ainda apresentou
resisténcia a ceftazidima/avibactam. J& a mostra KPC positiva do hospital H2, apresentou
resisténcia a todos o0s antimicrobianos classicos antipseudomonas, porém, manteve
sensibilidade a ceftazidima/avibactam. A outra amostra positiva para carbapenemase, e positiva
para o gene bla-VIM, apresentou o mesmo perfil de resisténcia do isolado KPC positivo do
hospital H1, tendo inclusive resisténcia a ceftazidima/avibactam.

A amostra positiva para o gene CTX-M de producdo de ESBL apresentou um perfil com
menor resisténcia que as amostras positivas para carbapenemases, mantendo sensibilidade a
carbapenémicos e amicacina. Todos 0s quatro isolados positivos para algum dos genes
pesquisados foram de amostras provenientes do ano de 2022 e provenientes do mesmo més de

fevereiro.
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Tabela 8: Perfil molecular dos isolados positivos para betalactamases de espectro estendido e

carbapenemases em Pseudomonas aeruginosa.

Data Hospital/Estad Perfil de resisténcia Espécime Gene
Amostra o

180872 04/02/22 H2/RJ AK-TOB-CIP-CAZ-FEP-P/T-MER- Sangue bla-
IMI-LEV KPC

02/02/22 H7/RJ TOB-CIP-CAZ-FEP-P/T-LEV Urina bla

180763
CTX-
M

182483 26/02/22 H19/SP AK-TOB-CIP-CAZ-FEP-P/T-MER- Escarro bla-
IMI-LEV-CZA VIM

181133 08/02/22 H1/R] AK-TOB-CIP-CAZ-FEP-P/T-MER- Sec.traqueal bla-
IMI-LEV-CZA KPC

Legenda: AK-Amicacina; TOB-Tobramicina; CIP-Ciprofloxacina; CAZ-Ceftazidima; FEP-Cefepime; P/T-
Piperacilina/Tazobactam; MER-Meropenem; IMI-Imipenem; LEV-Levofloxacina; CZA-
Ceftazidima/Avibactam.

Fonte: O autor, 2024.
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4 DISCUSSAO

P. aeruginosa, um bacilo-gram negativo ndo fermentador de glicose frequente em diversas
infeccBes nosocomiais, é considerado um patdgeno critico por gerar altas taxas de morbidade e
mortalidade em infecgdes relacionadas a assisténcia a saide (IRAS), principalmente por
apresentar um conjunto de mecanismos de resisténcia a antimicrobianos complexo e variado,
além de diferentes mecanismos de viruléncia que facilitam invasdo e infeccdo de células
hospedeiras (Costa, et al., 2022).

Dentre 0s espécimes clinicos estudados, as amostras de urina apresentaram o maior nimero
de isolamentos de P. aeruginosa, com 39 cepas recuperadas. InfeccGes de trato urinério
causadas por P. aeruginosa sdo comuns no ambiente hospitalar, principalmente em pacientes
que fazem uso de cateteres vesicais de alivio que facilitam a formacdo de biofilmes. Esses
achados estdo em concordancia com a literatura sobre infeccbes de trato urinario em ambiente
hospitalar (Eladawy, et al., 2023; Khabipova, et al., 2022; Cole, et al., 2014).

Amostras de trato respiratorio inferior, coletadas via lavado bronco-alveolar (LBA),
representaram o segundo maior grupo clinico com isolamento de P. aeruginosa, totalizando 29
(23%) cepas, das quais sete (24%) eram multirresistentes (MDR). P. aeruginosa é um patégeno
comum em infec¢des respiratorias nosocomiais, principalmente em pneumonias associadas a
ventilagcdo mecénica (PAV). Li e colaboradores (2024) reportaram, em uma meta-anélise, uma
prevaléncia global média de 33% de P. aeruginosa MDR em PAV, com variacdo de 12% a
87,5% dependendo da regido. No Brasil, Resende e colaboradores (2013) encontraram uma
prevaléncia de 34,4% de PAV causadas por P. aeruginosa no Nordeste, com 72,7% dos isolados
sendo MDR.

Apesar dos resultados de culturas de amostras de LBA geralmente serem liberadas
guantitativamente com base em pontos de corte para diferenciar colonizacdo de infeccéo,
considerando que essas amostras provém de uma lavagem do trato respiratério inferior e que
algumas diretrizes j& indicam a auséncia de correlagdo entre culturas quantitativas de LBA e
melhores desfechos clinicos (Kalil et al., 2016), na pratica clinica, achados de P. aeruginosa
nesse tipo de amostra séo valorizados independentemente da contagem de unidades formadoras
de coldnias (UFC).

Devido aos diferentes mecanismos de resisténcia a antimicrobianos presentes em isolados
de P. aeruginosa (Langedonk et al., 2021; Xiao et al., 2022), os testes de suscetibilidade podem
revelar variados padrfes de resisténcia nesses microrganismos. O teste de suscetibilidade

antimicrobiana para P. aeruginosa ndo deve ser realizado por metodologias automatizadas
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devido a diversas limitagcbes descritas na literatura. Essas metodologias podem levar a
interpretagdes equivocadas de suscetibilidade, especialmente com determinados
antimicrobianos, resultando em taxas significativas de erros muito graves, como a liberacao de
resultados que indicam falsa sensibilidade (Gagliotti, et al., 2011; Juretschko, et al., 2007;
Mazzariol, et al., 2008; Otto-Karg, et al., 2009).

Utilizando o método de disco difusdo (Kirby-Bauer) para determinar a sensibilidade dos
isolados deste trabalho, foi possivel encontrar diferentes padrbes de sensibilidade de acordo
com a classe de antimicrobiano testada. Dentre as 130 amostras testadas, 34 (26,15%) foram
consideras MDR ou XDR, mostrando que as demais 96 amostras ndo possuiam um perfil com
altas taxas de resisténcia a antimicrobianos. Os aminoglicosideos foram os antimicrobianos que
tiveram as maiores taxas de sensibilidade, com amicacina e tobramicina demonstrando
sensibilidade a 85% das cepas testadas. Ainda que sejam descritos em P. aeruginosa
mecanismos de resisténcia a aminoglicosideos como enzimas modificadoras (EMAS), bombas
de efluxo como MexXY-OprM e mutagdes no rRNA 16s, altas taxas de sensibilidade a esses
antimicrobianos também sdo encontradas em literatura (Atassi, et al., 2023; Shortridge, et al.,
2019) Até 2019, a gentamicina tinha padronizacdo e ponto de corte clinico no documento do
BrCAST. No entanto, a partir de 2020, seu uso deixou de ser reportado devido a evidéncias
insuficientes relacionadas a distribuicdo de pontos de corte epidemiol6gicos. Desde entdo, a
gentamicina ndo é mais testada rotineiramente para P. aeruginosa (BrCAST, 2024).

Em seguida, os antimicrobianos com as maiores taxas de suscetibilidade foram a
ciprofloxacina e a piperacilina/tazobactam, ambas com 71% de sensibilidade entre todos os
isolados testados. Como pertencem a classes distintas, os principais mecanismos de resisténcia
que poderiam reduzir significativamente a suscetibilidade dessas drogas, exceto pela
hiperexpressao da bomba de efluxo MexAB-OprM, seriam diferentes. As mutacdes nos sitios
ativos das quinolonas gyrA e parC sdo o0s principais mecanismos de resisténcia as
fluoroquinolonas em P. aeruginosa (Arabameri et al., 2021; Nouri et al., 2016; Kanafani et al.,
2023), enquanto as betalactamases, como a ampC cromossomica, carbapenemases de classes A
e B e mutacBes em proteinas ligadoras de penicilina (PBPs), sdo os principais mecanismos de
resisténcia a piperacilina/tazobactam (Giovagnorio et al., 2023).

Esses mecanismos possivelmente ndo estavam presentes na maioria dos isolados deste
estudo, que mostraram alta taxa de sensibilidade aos antimicrobianos, preservando assim a
eficAcia do tratamento. Outra possibilidade para explicar a boa sensibilidade a esses

antimicrobianos é a pressao seletiva menor. Embora ndo tivéssemos acesso a essa informagéo,
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é possivel que o uso desses dois antimicrobianos nas instiuicGes de origem dos isolados de P.
aeruginosa seja menos frequente ou bem regulado.

Além das drogas testadas primariamente para P. aeruginosa, nos casos de alguns isolados
MDR e XDR, foi testado o antibiotico ceftolozane/tazobactam, e os antimicrobianos de ultimas
geracOes terapéuticas ceftazidima/avibactam e polimixina. Para ceftazidima/avibactam foi
encontrada uma taxa de de resisténcia de 44% dentre os 34 isolados de P. aeruginosa MDR e
XDR investigados.

Em recente estudo, dentre 120 isolados de P. aeruginosa coletados no periodo de 2022 a
2023 uma taxa de 18% de resisténcia foi encontrada frente a ceftazidima/avibactam, sendo
aproximadamente 72% dessa resisténcia associada a producdo de metallo-betalactamases,
principalmente bla-VIM-2 (Valzano, et al., 2024). Em nosso estudo a amostra 182483 resistente
fenotipicamente a ceftazidima/avibactam foi positiva para o gene bla-VIM. Esse achado era
esperado, visto que esse antimicrobiano ndo possui atividade frente a betalactamases de classe
B (Zasowski, et al., 2015).

O isolado 181133 foi positivo para o gene bla-KPC, que em tese ndo teria atividade para
hidrolisar ceftazidima/avibactam e seria inibida por esse novo inibidor ndo beta-lactamico, no
entanto, também apresentou resisténcia ao novo antimicrobiano. Algumas mutacGes no gene
bla-KPC ja descritas na literatura conferem resisténcia a ceftazidima/avibactam (Zhang, et al.,
2023; Carrara-Marroi, et al., 2015; Silveira, et al., 2023; Wang, et al., 2023) no entanto, na
técnica de PCR realizada ndo foi possivel identificar qual variante do gene bla-KPC foi
detectada, visto que no teste utilizado as variantes nao sdo diferenciadas.

Dentre as outras 6 amostras com resisténcia a ceftazidima/avibactam, ndo foram detectados
genes de carbapenemases, sugerindo que existam variantes ndo detectadas pelo método
utilizado ou que essa resisténcia seja proveniente de outros mecanismos que nao sejam
carbapenemases. Estudos adicionais sao necessarios para essa confirmacao.

Em relacdo a testagem de ceftolozane/tazobactam foi possivel observar uma taxa de
resisténcia de 57%, porem, devido a um recall do antimicrobiano suspendendo o uso na pratica
clinica por problemas relacionados a estabilidade durante a sua producéo, no periodo do estudo,
apenas sete isolados foram testados. Assim, o percentual encontrado pode néo refletir a taxa
real devido ao pequeno nimero de amostras testadas. Ceftolozane/tazobactam é considerado
um antimicrobiano com bom desempenho para o tratamento de infec¢fes causadas por P.
aeruginosa MDR como sugere a literatura (Leitdo, et al., 2023; Mogyorddi, et al., 2022;
Mendes, et al., 2024).
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Bacilos gram-negativos resistentes a carbapenémicos tém sido, ha algum tempo, um
problema de satde publica global. P. aeruginosa resistente a carbapenémicos (CRPA), que ja
foi classificada como um patdgeno de prioridade critica pela Organizacdo Mundial da Saude,
agora é listada como de alta prioridade. Ainda assim, continua a causar grande impacto, com
altas taxas de morbidade e mortalidade no cenario mundial da multirresisténcia bacteriana
(WHO Bacterial Priority Pathogens List, 2024). No presente estudo, 34% e 36% das amostras
foram resistentes a0 meropenem e ao imipenem, respectivamente. Em outros estudos
brasileiros, essas taxas de resisténcia sdo semelhantes. Um estudo realizado com isolados do
estado de Rondo6nia, por exemplo, demonstrou aproximadamente 30% de resisténcia a
meropenem em 1.065 isolados testados (Santos et al., 2024). Em outro estudo realizado em Sao
Luis, Maranhdo, a resisténcia ao meropenem variou entre 34% e 39%, enquanto ao imipenem
foi de 38% a 42% entre 951 amostras testadas. (Mesquita, et al., 2023).

A resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa pode ser mediada por diferentes
mecanismos, principalmente por bombas de efluxo como MexAb-OprM (Lorusso, 2022), por
hiperexpressao de betalactamase AmpC cromossomal (Cabot, et al., 2011), pela producdo de
carbapenemases que cada vez mais vem sendo relatadas e estudadas em P. aeruginosa (Kiffer
et al., 2023; Reyes, et al., 2023; Mojica, et al., 2023; Gondal, et al., 2024) e por perdas de
porinas especificas como OprD (Biggel, et al., 2023). Dentre os isolados com resisténcia a
carbapenémicos do estudo, apenas oito tiveram perfil sugestivo de perda de porina OprD, pois
cinco apresentaram sensibilidade a todas as outras drogas testadas e resisténcia somente a
imipenem e meropenem, e trés apresentaram resisténcia somente a imipenem, fendtipos esses
que sdo caracteristicos desse mecanismo de resisténcia (Vasquez, et al., 2021; Terzi, et al.,
2015; Beig, et al., 2020).

Com o aumento das infeccGes causadas por bacilos gram negativos resistentes aos
carbapenémicos, a retomada do uso da polimixina fez se necessaria como “Ultimo recurso” na
auséncia de antimicrobianos com atividade frente a microrganismos multirresistentes (Garg, et
al., 2017). No presente estudo, entre as 34 amostras MDR e XDR testadas, foi observada uma
taxa de sensibilidade de 81% nos isolados de P. aeruginosa. Embora a polimixina seja
frequentemente testada e utilizada na prética clinica, vérias limitacbes foram descritas em
relacdo aos testes de suscetibilidade a esse antimicrobiano. Essas limitagGes incluem
caracteristicas da molécula do antimicrobiano, a aderéncia aos materiais usados nos testes, a
falta de reprodutibilidade entre os testes, a baixa difusdo em agar, entre outros fatores que
afetam até mesmo a microdiluicdo em caldo, considerada o padrdo ouro para a testagem de
polimixina (Ezadi et al., 2019; Poirel et al., 2017; Karvanen et al., 2017; Nang et al., 2021,
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Matuschek et al., 2017). Embora a determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM) ndo
tenha sido realizada nas amostras de P. aeruginosa neste estudo, a metodologia do agar
superpoli ja mostrou em literatura bom desempenho na deteccao de resisténcia a polimixina
qguando comparado a microdiluicdo (Nordmann et al., 2016). Entretanto, estudos adicionais
fenotipicos e ou moleculares precisam ser realizados para confirmacao desse achado.

Apesar de ndo ser o principal mecanismo de resisténcia a carbapenémicos em P.
aeruginosa, diversos estudos relatam a presenca de carbapenemases nessas bactérias e, embora
muitos genes tenham sido descritos globalmente em P. aeruginosa, os genes blaVIM e blalMP
sdo 0s mais prevalentes (Tenover et al,2022). No Brasil, até recentemente, o gene blaSPM era
0 mais prevalente em isolados de P. aeruginosa, tendo sido encontrado pela primeira vez em
1997 em Séao Paulo (Toleman et al, 2002). Desde entdo tem sido detectado em quase todas as
regibes do pais (Gales et al, 2003; Kalluf et al 2017). O pico de deteccdo de blaSPM no Brasil
ocorreu entre 2000 e 2012 e foi associado a um unico clone, ST277. No entanto, nos ultimos
10 anos, foi observado um decréscimo na prevaléncia de blaSPM e uma maior frequéncia de
isolamento de outras carbapenemases, principalmente associada aos genes blakKPC, blaNDM e
blaVIM, em alguns hospitais no Brasil (Scavuzzi et al, 2019).

Dentre as 31 amostras MDR e XDR deste estudo, 14 delas foram investigadas para os genes
bla-KPC, bla-NDM, bla-VIM, bla-IMP, e bla-OXA-48, e dentre essas, trés amostras foram
positivas, sendo duas para o gene bla-KPC e uma para o gene bla-VIM. Em recente artigo
publicado com isolados coletados entre 2015 a 2022, foram analisadas as tendéncias de
deteccdo de carbapenemases usando a Rede de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana
(AMR) do Brasil (Kiffer, et al., 2023). Em relagdo a P. aeruginosa a prevaléncia geral dos
genes blaKPC, blaNDM, blalMP, blaVIM e blaSPM foi de 8,4%; 2,5%; 0,2%; 8,4% e 9,5%,
respectivamente. Considerando a distribui¢do temporal ao longo dos anos, é possivel observar
gue os percentuais de positividade variaram de 2,5% (2015) a 14,1% (2021) para o gene
blakKPC; 0,3% (2015) a 8,8% (2021) para blaNDM , 0% (2015) a 12% (2019) para blaIMP,
0% (2015) a 13,4% (2022) para bla VIM e 22,5% (2015) a 4% (2022) para blaSPM. Segundo
esse mesmo estudo, no ano de 2022 as carbapenemases mais prevalentes no Brasil em P.
aeruginosa foram KPC (13,2%) e VIM (13,4%), justamente as enzimas detectadas nos trés
isolados produtores de carbapenemases neste estudo que também foram provenientes de
amostras coletadas no ano de 2022,

Além das carbapenemases, as betalactamases de especto estendido (ESBL) sdo enzimas
também encontradas em P. aeruginosa e geralmente reduzem as op¢Oes terapéuticas que

possuem atividade frente a essa bactéria por promover resisténcia a beta-lactamicos anti-
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pseudomonas (Husna, et al., 2023). Dentre as variantes de ESBL existentes, no PCR realizado
no presente estudo, somente a CTX-M foi investigada e dentre os 14 isolados, somente um
apresentou positividade para essa variante de ESBL, apresentando resisténcia a ceftazidima,
cefepime e piperacilina/tazobactam. Dentre as variantes de ESBL encontradas em P.
aeruginosa na literatura, o gene CTX-M jéa foi descrito em diferentes estudos, inclusive no
Brasil (Polotto, et al., 2021; Hosu, et al., 2021; Ullah, et al., 2017; Shalmashi, et al., 2022;
Galetti. et al., 2015), no entanto, outras variantes de beta-lactamase de espectro estendido como
bla-PSE, bla-PER, bla-GES, bla-OXA-10 e bla-VEB também vem sendo relatadas em estudos
recentes e corroboram para uma possivel maior prevaléncia em determinadas regides (Edward,
et al., 2024; Polse, et al 2023; Hasanpour, et al., 2023; Rahimzadeh, et al., 2023).

Limitacdes

Em relacdo as limitagdes desse presente estudo, € valido destacar a perda de viabilidade de
algumas cepas MDR e XDR para realizacdo da detec¢cdo de carbapenemases o0 que reduziu o
numero de isolados a serem testados, além do ndmero reduzido de testagem do antimicrobiano
ceftolozane/tazobactam devido ao seu recall durante a execugdo do trabalho; a néo realizacéo
da pesquisa do gene bla-SPM e também outros genes ESBL na PCR realizada; embora exista
na literatura boa correlagéo entre a metodologia usada para a determinacéo da resisténcia a
polimixina, seria recomendavel a determinacédo da concentracao inibitéria minima por método
de referéncia; a ndo realizacdo de um método de tipagem onde pudesse ser explorado a

dispersdo de clones nas instituicdes de origem das amostras de P. aeruginosa estudadas
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CONCLUSOES

f)

9)

h)

P. aeruginosa foi encontrada em maior numero em amostras de urina e lavado
broncoaoveolar.

Os 130 isolados de P. aeruginosa foram identificados corretamente por MALDI-TOF a
nivel de espécie.

Os aminoglicosideos foram os antimicrobianos com maior taxa de sensibilidade dentre
os testados, sendo amicacina e tobramicina tendo uma taxa de 85% de sensibilidade.
As taxas de resisténcia aos carbapenémicos foram semelhantes (34% e 36% para
meropenem e Imipenem, respectivamente).

Dentre 130 isolados de P. aeruginosa, 34 (26%) foram classificados como MDR ou
XDR, sendo todos resistentes aos carbapenémicos.

Somente trés amostras de 14 classificadas como MDR ou XDR que foram pesquisadas
para carbapenemases foram positivas, sugerindo presenca de outros mecanismos de
resisténcia, outras carbapenemases ou outras variantes de carbepenemases nao
pesquisadas.

Dentre as trés amostras classificadas como XDR e positivas para carbapenemases, duas
apresentaram o gene bla-KPC e uma para o gene bla-VIM, sugerindo que a producéo
de carbapenemases de classe A e classe B limita significativamente as opcdes
terapéuticas para o tratamento de infec¢des causadas por esses isolados.

A polimixina foi o antimicrobiano com maior taxa de sensibilidade dentre os 34 isolados
MDR e XDR, porem é necessario a utilizacdo de estudos adicionais por testes
fenotipicos e ou moleculares para a confirmacgéo desse achado.

Apesar de sua recente introducao na préatica clinica, observou-se uma taxa de resisténcia
de 44% a ceftazidima/avibactam nos isolados de P. aeruginosa, indicando a presenca
de mecanismos de resisténcia que podem comprometer seu uso terapéutico. Estudos
mais aprofundados sobre esses possiveis mecanismos de resisténcia Sao necessarios

para caracterizar a natureza e funcionamento desses mecanimos de resisténcia.
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ANEXO A — Perfis de sensibilidade dos isolados de Pseudomonas aeruginosa provenientes de

espécimes clinicos de hospitais privados do estado do Rio de Janeiro e de Séo Paulo

FEP  P/T

CAZ

A

ntibidticos

Perfil

A1

C1

D1

E1

F1

G1

HO2

11

K1

L1
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M1 S S I R I I S I I
N1 S S R R I I R R R
P1 S S I R R I R R R
Q1 S R I I R I S I I
R1 S R R R R R R R R
S1 S S R R I R S I R
T R R R R R R R R R
U1 R S R R R I S I R
V1 S S I R R R R R I
X1 S R R I I I S I R
Y1 I R R R R R S I R

Legenda: A- Amicacina; T- Tobramicina; C- Ciprofloxacina; Caz- Ceftazidima; FEP- Cefepima; P/T- Piperacilina/tazobactam;
M- Meropenem; I- Imipenem; L- Levofloxacina
Fonte: O autor, 2024.



