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1 ARTIGO

Este trabalho de conclusdo de curso foi estruturado em formato de artigo cientifico,
utilizando-se as normas preconizadas para publicacdo na revista BMC Microbiology
(https://bmcmicrobiol.biomedcentral.com/).
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Caracteriza¢do molecular e predicdo de resisténcia antimicrobiana em isolados Gram-
negativos de pacientes hospitalizados em Governador Valadares, Brasil.

Josimar Leonardo Da Silva!, Clara Rodrigues Guida', Livia Tavares Colombo?, Marcio Luis
Moreira De Souza', Duilio Geber De Melo!, Polyana Soares Homaidan®, Michel Peganha®,
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1.1 RESUMO

Contexto: Em ambientes hospitalares, cepas bacterianas resistentes a antibioticos representam
uma grave ameaca a saude de pacientes e visitantes, aumentando as taxas de readmissdo
hospitalar, utilizagdo de antibioticos de amplo espectro e o risco de oObito. Os principais
mecanismos encontrados nas linhagens resistentes envolvem a expressdo de [B-lactamases,
modulagdo da permeabilidade da membrana e produg¢do de bombas de efluxo. Destes, as -
lactamases t€m sido cada vez mais detectadas em pacientes hospitalizados e na comunidade
desde a década de 1980, sendo de grande importancia clinica. Este trabalho coletou isolados
bacterianos Gram-negativos no periodo de um ano e investigou a presenca de genes codificantes
de beta-lactamases com o objetivo de criar um modelo de predigcdo de resisténcia a antibioticos.

Resultados: Foram coletados e estocados 330 isolados bacterianos Gram-negativos de
pacientes internados, com predominio de E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa e A. baumannii.
Destes, 176 apresentaram resisténcia a cefalosporina de 3° ou 4° geracgao, ou carbapenémicos,
ou monobactimicos ou Amoxicilina com Acido Clavulanico. Os principais antibidticos contra
os quais houve resisténcia foram Ceftazidima (84%), Ceftriaxona (81%), Amoxicilina/Acido
Clavulanico (80%), Cefepima (73%) e Aztreonam (72%). Os genes encontrados com maior
frequéncia foram blaCTX e blaTEM. K. pneumoniae foi a principal espécie ligada aos genes,
representando 40,6% para blaKPC, 53,8% para blaCTX, 68,4% para blaSHV e 45,4% para
blaTEM. A andlise filogenética indicou alta similaridade entre as sequéncias de um mesmo
gene, mesmo quando isoladas em diferentes datas ou locais, indicando transferéncia génica. A
presenga do gene blaKPC apresentou associacdo estatisticamente significativa com resisténcia
a Cefepima, Ceftazidima, Ertapenem, Imipenem e Meropenem. O gene blaCTX foi relacionado
ao Aztreonam e Ceftriaxona e o gene blaSHV foi relacionado a sensibilidade a
Amoxicilina/Acido Clavulanico. Somente o gene blaTEM ndo apresentou alguma relagdo
estatistica. Os testes feitos com os cinco algoritmos de aprendizagem de maquina, mostraram
que o modelo Random Forest (RF) apresentou os melhores resultados e permitiu construir um
modelo para predicao de resisténcia baseado na presenca/auséncia dos genes estudados.

Conclusao: K. pneumoniae foi a principal espécie relacionada a resisténcia no cenario
analisado, sendo o gene de maior impacto clinico b/aKPC, além disso, foi identificado indicios
de persisténcia clonal e de transmissdo genética horizontal. O modelo de Aprendizado de
mdquina aplicado foi capaz de prever satisfatoriamente o fenodtipo de resisténcia aos
antibioticos estudados, indicando que o aprofundamento dos estudos pode aprimorar o modelo
e impactar positivamente a predi¢ao de resisténcia a antibidticos em isolados bacterianos Gram-
negativos de ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, Gene de resisténcia, Beta-lactamase, Hospital,
Aprendizado de maquina, Gram-negativo.



1.2 ABSTRACT

Context: In hospital settings, antibiotic-resistant bacterial strains pose a serious threat to
patients and visitors, increasing hospital readmission rates, broad-spectrum antibiotic use, and
mortality. The main mechanisms of resistance involve the expression of B-lactamases, changes
in membrane permeability, and efflux pumps. Among these, B-lactamases have been
increasingly detected since the 1980s and remain of great clinical importance. This study
collected Gram-negative bacterial isolates over one year and investigated the presence of [3-
lactamase-encoding genes to build a predictive model of antibiotic resistance.

Results: We collected 330 Gram-negative isolates, predominantly E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, and A. baumannii. Among them, 176 showed resistance to third- or fourth-
generation cephalosporins, carbapenems, monobactams, or amoxicillin/clavulanic acid. The
most common resistant profiles were to ceftazidime (84%), ceftriaxone (81%),
amoxicillin/clavulanic acid (80%), cefepime (73%), and aztreonam (72%). The most frequently
detected genes were blaCTX and blaTEM. K. pneumoniae was most often associated with these
genes, representing 40.6% of blaKPC, 53.8% of blaCTX, 68.4% of blaSHV, and 45.4% of
blaTEM. Phylogenetic analysis revealed high sequence similarity among isolates carrying the
same gene, suggesting horizontal gene transfer. blaKPC was significantly associated with
resistance to cefepime, ceftazidime, ertapenem, imipenem, and meropenem; blaCTX with
aztreonam and ceftriaxone; and blaSHV with amoxicillin/clavulanic acid sensitivite. blaTEM
showed no significant association. Tests with five machine learning algorithms indicated that
Random Forest yielded the best performance, allowing the creation of a predictive model of
resistance based on the presence or absence of these genes.

Conclusion: K. pneumoniae was the primary species linked to resistance, with blaKPC being
the most clinically impactful gene. Evidence of clonal persistence and horizontal gene transfer
was observed. The machine learning model successfully predicted the resistance phenotype,
suggesting that further refinement may enhance its utility for predicting antibiotic resistance in
Gram-negative hospital isolates.

Keywords: Bacterial resistance, Resistence gene, Beta-lactamase, Hospital, Learn machine,
Gram-negative.
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1.3 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) identificou, em 2022, as espécies bacterianas
mais preocupantes no contexto da resisténcia aos antimicrobianos, de acordo com os resultados,
bactérias associadas a infec¢des hospitalares, como Acinetobacter spp. e Klebsiella
pneumoniae, apresentaram taxas de resisténcia superiores a 50%. Além disso, 8% das infecc¢des
causadas por K. pneumoniae demonstraram resisténcia aos carbapenémicos, uma classe de
antibioticos de ultima linha [1]. Outros patdégenos de relevancia clinica, como Escherichia coli
e Neisseria gonorrhoeae, responsaveis por infecgdes do trato geniturindrio, também exibiram

um perfil de resisténcia aumentado em comparagdo com dados de 2017 [2, 3].

Em ambientes hospitalares, cepas bacterianas resistentes representam uma grave
ameaca a saude de pacientes, uma vez que estdo associadas a infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS). Tais infec¢des resultam em prolongamento de tempo de internagao,
aumento das taxas de readmissao hospitalar, maior utilizagdo de antibidticos de amplo espectro
e elevacdo do risco de obito [3, 4]. Em estudos realizados no Brasil, bactérias com fenotipo de
resisténcia prioritario, definidos pela OMS [5], elevaram o risco de morte e tempo de
permanéncia hospitalar, sendo encontrados mais de um mecanismo para a resisténcia [6, 7].
Nesse contexto, a selecdo de antimicrobianos eficazes tem se tornado progressivamente mais
complexa, devido a perda de eficécia tanto dos agentes terapéuticos tradicionalmente utilizados

quanto dos antimicrobianos de amplo espectro [3, §].

Os principais mecanismos encontrados nas linhagens resistentes envolvem a expressao
de B-lactamases, modulacdo da permeabilidade da membrana e produ¢do de bombas de efluxo
[9]. Destes, as B-lactamases, em especial as de espectro estendido (ESBLs), tém sido cada vez
mais detectadas em pacientes hospitalizados e na comunidade desde a década de 1980, sendo

de grande importancia clinica [10].



Tais enzimas conseguem hidrolisar antibidticos como penicilinas, monobactamicos e
cefalosporinas de 3" geragdo. As ESBLs pertencem as classes A, B, C e D de Ambler, algumas
familias de ESBLs, dos tipos TEM e SHV, possuem variantes de genes que diferem apenas em
algumas substituicdes de aminoacidos. Outras familias, como as ESBLs do tipo CTX-M, sao
muito mais diversificadas. Cada uma das familias ESBL possui caracteristicas unicas que

conferem diferentes perfis de susceptibilidade a drogas [11, 12].

A resisténcia a cefalosporinas, carbapenémicos e penicilinas ¢ rapidamente disseminada
em comunidades bacterianas através da transferéncia de genes codificadores de ESBLs. Deste
modo, linhagens resistentes podem vir a expressar genes para todas as classes de f-lactamases
[13]. Por outro lado, CTX, de acdo preferencial sobre cefotaxima e ceftriaxona, ¢ KPC,
relacionada a degradacao de carbapenémicos, hoje sdo comumente encontradas em P.
aeruginosa, A. baumannii e na familia Enterobacteriaceae [8, 14, 15]. Mais de 50% das
linhagens de K. pneumoniae possuem genes que codificam ESBL ao redor do mundo, enquanto
P. aeruginosa e A. baumannii sdo responsaveis pela maioria das infec¢des resistentes a

carbapenémicos [16, 17, 18].

Estudos epidemiologicos realizados na América Latina revelaram que 96% dos isolados
clinicos provenientes de pacientes infectados por K. pneumoniae e resistentes ao tratamento por
carbapenémicos apresentavam o gene blaKPC [8]. As enzimas codificadas por esse gene
também foram as carbapenemases mais prevalentes entre os isolados clinicos de
Enterobactérias Resistentes a Carbapenémicos (CRE) na China, sendo mais prevalentes entre
K. pneumoniae isolada de pacientes adultos [19]. Outro estudo revelou uma elevada resisténcia
a antibioticos em Enterobacteriaceae na regido de Oltenia, na Roménia, a enzima CTXM-15
predominou especialmente em E. coli. SHV estava presente em todas as cepas de K.

pneumoniae, ¢ a enzima TEM era mais frequente em E. coli do que em K. pneumoniae [20].

A identificagdo de genes de resisténcia em isolados clinicos através da biologia
molecular fornece informagdes sobre a transferéncia horizontal de genes associada a
disseminagdo de fatores que tornam espécies bacterianas resistentes a antimicrobianos [8],

tornando possivel orientar a conduta da equipe e a escolha do melhor tratamento.



Porém, o sucesso dessa abordagem depende de ferramentas capazes de traduzir os perfis
genéticos das bactérias em perfis de susceptibilidade a antimicrobianos, o que pode ser feito
por meio do uso de ferramentas estatisticas. Outras abordagens, como o uso de técnicas de
screening genético e de learn machine, em conjunto, podem permitir estabelecer relagdes entre
a presenca dos genes, a espécie, os locais de isolamento, a data de coleta, dentre outros, ¢ a
probabilidade de resisténcia. Essas relacdes permitem a identificagdo mais célere dos
antimicrobianos com maior chance de sucesso para cada tratamento, valendo-se da construgao
de diretrizes baseadas na analise do historico de dados disponiveis sobre a epidemiologia da

resisténcia microbiana na regido [21, 22, 23, 24].

Desta forma, o objetivo do presente trabalho foi a caracterizagdo de isolados clinicos
Gram-negativos, isolados de pacientes hospitalizadas, quanto a presencga de genes codificantes
de beta-lactamases e a busca por modelos estatisticos visando analisar a relagdo entre a presenca

dos genes e a resisténcia aos antibioticos selecionados.

1.4 METODOLOGIA

1.4.1 Coleta

Os isolados foram obtidos de um hospital particular em Governador Valadares—MG,
sendo coletadas todas as culturas provenientes de pacientes internados neste hospital no periodo
compreendido entre outubro de 2022 e outubro de 2023. Este trabalho foi submetido ao comité
de ética e aprovado (CAAE: 15101219.8.1001.5147). Nenhum dado que identificasse o
paciente foi coletado. Os isolados selecionados foram investigados quanto a presenga dos genes
blaCTX, blaKPC, blaSHV e blaTEM, pela técnica de PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase).
A 1identificagdo das espécies e determinagao do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos
foram realizados de maneira automatizada utilizando o equipamento Vitek-2® (Biomeriux,
USA). Para cada isolado foram tabulados os seguintes dados: data de coleta, sitio de isolamento
(Aspirado Orotraqueal, Swab de Ferida, Hemocultura, Ponta de cateter e outros), agente

etiologico e o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos testados.
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Os pontos de corte utilizados para determinagdo da resisténcia/sensibilidade a drogas
antimicrobianas foram aqueles descritos no BRCAST (www.brcast.org.br). Os dados foram

compilados e os graficos gerados no programa SigmaPlot®.

1.4.2 Extracao de DNA

A presenca de genes de resisténcia foi investigada nos isolados de bactérias Gram-
negativas e classificados como resistentes a pelo menos um dos seguintes antibioticos:
cefalosporina de 3° ou 4° geracio, carbapenémicos, monobactimicos ou Amoxicilina/ Acido
clavulanico. Ao incluir isolados resistentes a essas classes, aumenta-se a probabilidade de
identificar genes de resisténcia relevantes, uma vez que tais antibioticos sao alvos frequentes
de enzimas inativadoras, permitindo uma analise mais direcionada e eficiente dos determinantes

genéticos envolvidos.

Os isolados foram reativados em caldo BHI e as culturas crescidas overnight foram
utilizadas para extragdo de DNA gendmico com o kit Wizard Genomic DNA Purification® e

quantificado em equipamento Nanovue (GE HealthCare, UK).

1.43 PCR

Para a amplificacdo génica, foram padronizadas reagdes contendo 25 pL de volume total
nas seguintes condi¢des: Tampao 1X, 200 uM DNTp, 1 uM de cada primer (Forward and
Reverse) (Table 1), 2.25mM MgCl2 e 1U Taq DNA polymerase (Promega, USA) e 80 ng de
DNA. Foram usados os seguintes parametros para blaKPC, blaTEM e blaSHV: desnaturagao
inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida de 35 ciclos de desnatura¢dao a 95 °C por 1 minuto, 1
minuto na temperatura de anelamento especifica de cada primer (Tabela 1) e alongamento a 72
°C por 1 minuto, e elongagdo final por 10 minutos a 72 °C. para blaCTX, utilizou-se
desnaturagdo inicial a 94°C por 7 minutos, seguida de 35 ciclos de desnaturagao a 94°C por 50
segundos, anelamento a 50°C por 40 segundos e alongamento a 72°C por 1 minuto, seguidos

de alongamento final a 72°C por 5 minutos.
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Posteriormente, as amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose na
concentragdo de 1,2%, sob tensdo constante de 120 volts, com tampao 1X e visualizadas com
SYBR Safe® (ThermoFischer Scientific, USA). Em todas as reagdes foram utilizados controles

positivos identificados e sequenciados neste trabalho.

Tabela 1. Sequéncia dos primers, tamanho do produto e temperatura de anelamento para cada par de
primers usados neste trabalho.

Gene Sequéncia (5'-3") Tamanho do  Temperatura de Referéncia
produto anelamento
blaCTX MUI: ATGTGCAGYACCAGTAARGT ~600pb 500 Pagani, 2003

MU2: TGGGTRAARTARGTSACCAGA

blaSHV F: GGGTTATTCTTATTTGTCGC ~1000pb 62° Cabral et. al,
R: AGCGCGAGAAGCATCCTG 2012

blaKPC 1A: TGTCACTGTATCGCCGTC ~1000pb 63° Cabral et. al,
1B: CTCAGTGCTCTACAGAAAACC 2012

blaTEM F: ATAAAATTCTTGAAGACGAAA ~1000pb 57° Cabral et. al,
R: GACAGTTACCAATGCTTAATCA 2012

1.4.4 Sequenciamento e analise filogenética

A confirmag¢dao da identidade dos genes amplificados foi realizada por meio do
sequenciamento dos produtos de PCR, para algumas bactérias. As sequéncias geradas foram
comparadas com as disponiveis nos bancos de dados e depositadas no GENBANK (Numeros
de acesso: PV522041-PV522062). As sequéncias geradas neste trabalho foram alinhadas no
Programa MEGA 11 [25], e o alinhamento utilizado para construgdo de arvore filogenética pelo

método de Maxima Parcimonia.

1.4.5 Analises estatisticas e aprendizado de maquina
As analises estatisticas dos resultados foram feitas com o software estatistico R [26], a
ferramenta foi utilizada para encontrar padrdes e relacdes entre a presenga dos genes e

resisténcia aos antibidticos selecionados.
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Para isso, a presenca e auséncia de genes de resisténcia, para cada isolado, foi representada por
variaveis dicotdmicas, presenga ou auséncia. De maneira similar, os resultados de antibiograma
foram representados por varidveis dicotomicas (sensivel ou resistente). O termo “NA” (not
applicable) foi usado para indicar que o antibidtico ndo foi testado. Os testes qui-quadrado e
Exato de Fisher foram realizados para determinar significancia estatistica em valor de P menor
que 0.05. Foram utilizadas técnicas de aprendizado de maquina para construir um modelo
preditivo que fosse capaz de atrelar a presenca dos genes, isolados e aos pares, a resisténcia aos
antimicrobianos avaliados, sendo a taxa de sucesso obtida expressa percentualmente. Para
maior confiabilidade os dados foram rodados em cinco programas distintos: RL (Regressao
logistica); RF (Floresta aleatéria); SVM (Maquina de vetores de suporte); KNN (K-vizinho

mais proximo) e NB (Naive Bayes).
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1.5 RESULTADOS

1.5.1 Caracterizacio das bactérias e sitio de isolamento

Durante o periodo entre outubro de 2022 e outubro de 2023, foram coletados e estocados
330 isolados bacterianos Gram-negativos, com predominio de E. coli (22%), K. pneumoniae
(15%), P. aeruginosa (14%) e Acinetobacter baumannii (11%), oriundos de pacientes
internados no hospital em estudo, localizado no municipio de Governador Valadares, Minas
Gerais, Brasil. As amostras foram obtidas, principalmente, de secre¢des orotraqueais,
hemoculturas, swabs (ferida, nasal e retal) e ponta de cateteres (Figura 1). Destas, 176
atenderam ao critério de selecao (bactéria resistente a pelo menos um dos seguintes antibioticos:
cefalosporina de 3° ou 4° geragdo, carbapenémicos, monobactimicos ou Amoxicilina com
Acido Clavulanico) e foram investigadas quanto a presenca dos genes que codificam beta-

lactamases. Das bactérias testadas, 86 apresentaram pelo menos um dos genes pesquisados.

Do total de isolados coletados, 154 foram oriundos da Unidade de Terapia Intensiva
(UTI). Considerando-se apenas os isolados que se enquadram no critério de inclusdo
estabelecido, o nimero de isolados da UTI ¢ de 89, o que representa aproximadamente 50%

dos isolados que atenderam aos critérios de inclusao.



14

Figura 1 - Representagdo grafica dos principais sitios de coleta de amostras de pacientes
internados e as espécies identificadas em cada sitio, considerando todos os isolados coletados
no periodo de outubro de 2022 a outubro de 2023. Os graficos menores representam a
prevaléncia de espécies bacterianas dentro de cada sitio amostrado. Os numeros no interior
dos circulos representam o nimero de isolados, daquele sitio, que atenderam ao critério de
inclusdo e foram submetidos a investigagdo / nimero de isolados positivos para algum dos

genes de resisténcia.

AspiradO K. pneumoniae
Orotraqueal

P. aeruginosa

A. baumannii

Hemocultura

Outros

E. coli

Outros

Enterobacter spp,

49/27

Ponta de
catéter

P. aeruginosa
Outros

A. baumannii

" 310

K. pneumoniae /
P. aeruginosa | » /Outros

K. pneumoniae

Fonte: elaborado pelo autor (2025).

As andlises revelaram que a maior parte dos microrganismos que atenderam ao critério
de inclusdo foi isolada em secrecdes orotraqueais. Nesse recorte, a maioria 74,32% (55/74) foi
proveniente de pacientes internados na UTI e as espécies predominantes foram K. pneumoniae
28,37% (21/74) e P. aeruginosa 28,37% (21/74). Por outro lado, nas hemoculturas, segundo
sitio com maior numero de amostras, a maioria 73,46% (36/49) foi obtida de pacientes fora da
UTI, sendo que E. coli 26,53% (13/49), Enterobacter sp. 22,44% (11/49) e K. pneumoniae

22,44% (11/49) foram as espécies predominantes.



15

1.5.2 Identificacao dos genes de beta-lactamases

A investigacao da presenga dos quatro genes que codificam enzimas beta-lactamases foi
realizada nos 176 isolados que se enquadraram no critério de inclusdo citado anteriormente,
sendo que 86 isolados foram positivos para pelo menos um dos genes (Figuras 1 e 2). Destes,
44 foram obtidos de amostras da UTIL, com 52,27% (23/44) das amostras provenientes de
secrecOes orotraqueais, enquanto que os isolados de enfermaria foram provenientes,
principalmente, de Hemoculturas com 50% (21/42). Entre todos os isolados positivos as
espécies K. pneumoniae ¢ E. coli predominaram.

Os genes encontrados com maior frequéncia (Figura 2a) foram blaCTX com 60,46%
(52/86 dos isolados testados) e blaTEM com 51,16% (44/86). Quando considerados apenas os
isolados que apresentaram um unico gene, a distribui¢do foi a seguinte: blaCTX em 16,27%
(14/86) dos isolados, blaKPC em 12,79% (11/86), blaTEM em 10,46% (9/86) e blaSHV em
5,81% (5/86), somando 45,34% (39/86) dos isolados. A presenca de multiplos genes foi
comum, tendo maior prevaléncia nos casos com dois ou mais genes, representando cerca de
25,58% (22/86) dos isolados positivos, com 68,18% ( 15/22) destes provenientes da UTI
(Figura 2b).
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Figura 2: Graficos mostrando (a) prevaléncia dos genes investigados de acordo com o sitio de

coleta (UTI e FORA DA UTI) e (b) percentual de isolados identificados com um, dois, trés ou

quatro genes; e ¢) Numero de genes identificados conforme o més de isolamento da bactéria,
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Dentre os 32 isolados analisados positivos para o gene blaKPC, observou-se que

46,87% (15/32) provinham de pacientes internados em UTIL. A distribui¢do dos isolados

conforme o numero de genes de resisténcia associados revelou que 34,37% (11/32) possuiam

apenas um gene, dos quais 45,45% (5/11) estavam na UTI. Isolados com dois genes de

resisténcia corresponderam a 18,75% (6/32), sendo que 50% (3/6) deles foram identificados na

UTIL. Ja aqueles com trés genes representaram 21,87% (7/32), com 57,14% (4/7) provenientes

da UTL
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blaCTX

Dos 52 isolados positivos para o gene blaCTX, 55,8% (29/52) foram detectados em
pacientes internados na UTI. A andlise revelou que somente um gene estava presente em 27%
(14/52) dos isolados, dos quais 50% (7/14) estavam na UTI. Isolados com dois genes de
resisténcia corresponderam a 25% (13/52), sendo 84,6% (11/13) deles provenientes da UTI.
Além disso, 34,6% (18/52) dos isolados apresentaram trés genes de resisténcia, com 50% (9/18)
localizados na UTI. Dentre os isolados com dois genes (25% 13/52), a combinagdo
blaCTX/blaSHV foi a mais frequente, representando 53,8% (7/13) dos casos, sendo todos

identificados em pacientes da UTL

blaSHV

Dentre os 38 isolados bacterianos positivos para o gene blaSHV, observou-se que 52,6%
(20/38) eram provenientes de pacientes internados na UTIL. A andlise do perfil dos genes de
resisténcia demonstrou que 13,1% (5/38) dos isolados apresentavam apenas o gene blaSHV,
sendo que 60% (3/5) destes casos foram identificados na UTI. Isolados com dois genes de
resisténcia corresponderam a 34,2% (13/38) do total, com 69,2% (9/13) localizados na UTI.
Além disso, 31,6% (12/38) dos isolados possuiam trés genes de resisténcia, dos quais 41,6%

(5/12) estavam na UTI.

blaTEM

Entre os 44 isolados bacterianos positivos para o gene blaTEM, 45,4% (20/44) eram
provenientes da UTI. A anélise revelou que 20,4% (9/44) dos isolados apresentavam apenas o
gene blaTEM, sendo que 33,3% (3/9) desses casos foram detectados na UTI. Além disso, 27,3%
(12/44) dos isolados carregavam dois genes de resisténcia, com 58,3% (7/12) localizados na
UTI, enquanto 34,1% (15/44) possuiam trés genes de resisténcia, dos quais 46,6% (7/15)

estavam na UTI.
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1.5.3 Distribuicao dos genes de resisténcia antimicrobiana por sitio de coleta

Dentre os tipos de amostras, 40,6% (13/32), 38,5% (20/52) e 42,1% (16/38) dos isolados
positivos para blaKPC, blaCTX e blaSHV, respectivamente, foram coletados em aspirado
orotraqueal, sendo nestes casos o principal sitio e sempre seguido por hemocultura com 31,2%
(10/32), 25% (13/52) e 23,7% (9/38) dos isolados positivos para os mesmos genes
respectivamente. Para isolados positivos para o gene blaTEM, o principal sitio foi hemocultura
(41%; 18/44), seguida de aspirado orotraqueal (29,5%; 13/44). Tais dados sugerem grande
importancia a infecgdes ocorridas no trato respiratorio e bacteremias em casos de

microrganismos resistentes.

1.5.4 Distribuicao dos genes de resisténcia por patégenos

Entre as espécies bacterianas que mais se associaram aos genes de resisténcia, K.
pneumoniae foi a principal, expressando 40,6% (13/32) para blaKPC, 53,8% (28/52) para
blaCTX, 68,4% (26/38) para blaSHV e 45,4% (20/44) para blaTEM. Além disso, P. aeruginosa
correspondeu a 34,4% (11/32) dos isolados positivos para blaKPC, enquanto E. coli representou
25% (11/44) dos isolados positivos para blaTEM.

De todos os isolados analisados e que foram positivos para algum gene, oito possuiam
os quatro genes de beta-lactamases. Destes, 75% (6/8) eram K. pneumoniae ¢ 25% (2/8) P.
aeruginosa. Importante ressaltar que 37,5% (3/8) estavam na UTIL, nimero menor do que
aqueles encontrados para bactérias com dois ou trés genes. Os isolados foram oriundos de

secregdes orotraqueais 37,5% (3/8), hemoculturas 37,5% (3/8) e pontas de cateteres 25% (2/8).

1.5.5 Analise filogenética dos genes

A confirmacao da identidade dos genes amplificados durante este trabalho foi realizada
por meio do sequenciamento de amplicons de todos os genes estudados. A comparagdo das
sequéncias com  aquelas  disponiveis no banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov) confirmou que o produto amplificado, em cada situagao,

correspondia aos respectivos genes investigados (blaKPC, blaCTX, blaSHV e blaTEM).

A andlise filogenética (Figura 2) confirmou que as sequéncias de cada gene de
resisténcia (blaKPC, blaTEM, blaSHV e blaCTX) agruparam-se em clados monofiléticos,

indicando alta similaridade entre as sequéncias de um mesmo gene, mesmo quando isoladas em
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diferentes datas ou locais. Por exemplo, sequéncias de blaTEM de K. pneumoniae (ID 304, 388)
e P. aeruginosa (ID 163, 179), coletadas em diferentes pavilhdes e meses, apresentaram grande
proximidade filogenética. Além disso, alguns isolados (como ID 304 e 388, ambos K.
pneumoniae) carregavam multiplos genes (blaKPC, blaTEM, blaSHV e blaCTX) e apareceram
agrupados na arvore, indicando que podem representar linhagens clonais persistentes no

ambiente hospitalar.

1.5.6 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos dos isolados

Os antibioticos testados para cada isolado foram determinados a partir do protocolo
interno do laboratério do hospital em estudo, sendo que as drogas mais testadas foram
Meropenem (testado em 172 dos 176 isolados selecionados), Cefepima (146 isolados),
Ceftazidima (139 isolados) e Ceftriaxona (100 isolados). Dentre todos os antibioticos testados,
as maiores taxas de resisténcia foram encontradas para Amoxicilina/Acido Clavulanico (84%
dos isolados selecionados), Ceftazidima (80% dos isolados), Imipenem (78% dos isolados) e
Ceftriaxona (73% isolados).

Considerando as bactérias que apresentaram algum dos genes pesquisados, os principais
antibidticos contra os quais houve resisténcia foram Ceftazidima (84%), Ceftriaxona (81%),
Amoxicilina/Acido Clavulanico (80%), Cefepima (73%) e Aztreonam (72%). A distribuigdo
percentual de resisténcia e sensibilidade entre os 86 isolados, com base nos resultados dos
antibiogramas (Tabela 2), revela que apenas Meropenem e Ertapenem exibiram maior

propor¢ao de isolados sensiveis em comparagdo aos resistentes.
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Tabela 2 - Analise estatistica da associagcdo entre perfil de resisténcia aos antimicrobianos
cefalosporinas de 3° e 4° geracdo, carbapenémicos, monobactamicos ou Amoxicilina/ Acido
clavulanico, conforme dados dos testes realizados pelo hospital de acordo com protocolo

interno e presenga dos genes de beta-lactamases nos isolados.

blaCTX blaTEM blaSHV blaKPC
A Presente  Ausente Presente Ausente Presente Ausente Presente Ausente
6ROk J!
ANTIBIOTICO SENSIBILIDADE ) %) % (%) % (%) ) (%)
RESISTENTE 38* 28 3 36 29 36 7 59
AZTREONAM :
SENSIVEL 3 31 11 24 7 27 0 34
RESISTENTE 26 43 21 47 16 53 19* 50
CEFEPIMA .
SENSIVEL 9 22 9 23 9 22 229
RESISTENTE 28 52 2 59 23 58 19 62
CEFTAZIDIMA .
SENSIVEL 4 16 4 15 217 0 19
RESISTENTE 41* 32 31 42 29 44 19 54
CEFTRIAXONA .
SENSIVEL 4 23 8 19 5 22 1 26
— RESISTENTE 12 8 8 11 g 11 12
‘ ‘ SENSIVEL 34 47 28 53 27 54 4 77
RESISTENTE 15 64 10 69 g8 71 25% 54
IMIPENEM .
SENSIVEL 16 5 10 11 8§ 13 3 18
RESISTENTE 12 32 11 33 8 35 13* 30
MEROPENEM .
SENSIVEL 18 38 14 43 12 45 5 52
AMOXICILINA RESISTENTE 38 46 37 48 26 59 14 7
CLAVULANATO SENSIVEL 8 8 4 11 12%* 3 0 15

* Estatisticamente significativo, P < 0.05, segundo os testes qui-quadrado e Exato de Fisher,
para associagao entre presenca do gene investigado e resisténcia ao referido antimicrobiano.

** Estatisticamente significativo, P < 0.05, segundo os testes qui-quadrado e Exato de Fisher,
para associagao entre presenca do gene investigado e sensibilidade ao referido antimicrobiano.

*#% (s antibidticos listados nesta tabela sdo aqueles utilizados no critério de inclusdo de
1solados neste estudo (resisténcia a algum desses). Os antibioticos testados foram selecionados
conforme protocolo interno do hospital. Por esse motivo, nem todos os isolados foram testados
com todos os antibioticos, resultando em quantidade de testes diferentes para cada farmaco.
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Figura 3 - Reconstrucdo Filogenética dos genes blaKPC, blaTEM, blaSHV e blaCTX,
sequenciados de isolados deste trabalho, pelo método de méxima parcimonia. O gene blaNDM

foi utilizado como grupo externo. Os valores dos nds representam bootstrap com 1000

repeticoes.
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Fonte: elaborado pelo autor (2025).

1.5.7 Analises estatisticas e aprendizado de maquina
A analise estatistica realizada para investigar a associagdo entre presenca dos genes € 0
perfil de resisténcia aos antibidticos testados (Tabela 2) revelou que o gene blaKPC teve relagao

significativa com resisténcia a Cefepima, Ceftazidima, Ertapenem, Imipenem e Meropenem.
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O gene blaCTX foi relacionado a resisténcia ao Aztreonam e Ceftriaxona, ja os genes blaSHV
e blaTEM nao foram relacionados a resisténcia a algum dos antibidticos, entre os
antimicrobianos, Amoxicilina/Acido Clavulanico foi o Ginico que ndo teve relagio estatistica
com algum gene.

Os testes feitos com os cinco algoritmos de aprendizagem de maquina, utilizados para
relacionar a presenca dos genes pesquisados a resisténcia, mostraram que o modelo Random
Forest (RF) apresentou os melhores resultados nos quesitos, acurdcia, sensibilidade,
especificidade e ROC_AUC (Area sob a curva ROC, que mede a capacidade do modelo em
distinguir entre as classes positivas e negativas) (Tabela 3), obtendo avaliagdio maxima para
analise de resisténcia 8 Amoxicilina/Acido clavulanico. Embora todos os algoritmos testados
tenham apresentado resultados validos, o RF foi selecionado como modelo final devido a um
equilibrio entre: capacidade explicativa, robustez, praticidade clinica e desempenho sem
overfitting, que mostrou que o RF manteve alta sensibilidade (detec¢do de verdadeiros
resistentes) sem comprometer a especificidade, crucial para evitar falsos negativos em cenarios

de risco. KNN, por exemplo, mostrou-se instavel com tamanhos pequenos de amostra.

Tabela 3: Desempenho preditivo do algoritmo Random forest utilizado para relacionar a

presenca dos genes pesquisados a resisténcia para cada antibidtico.

ROC_AUC Accuracy Sensitivity Specificity
C?\:S'}L({C:i};léo 1.000 1.000 1.000 1.000
MEROPENEM 0.858 0.812 0.667 0.900
IMIPENEM 0.875 0.667 1.000 0.000
ERTAPENEM 0.656 0.900 0.500 1.000
CEFTRIAXONA 0.568 0.769 0.818 0.500
CEFTAZIDIMA 0.646 0.786 0.917 0.000
CEFEPIMA 0.482 0.750 1.000 0.200

AZTREONAM 0.800 0.714 0.600 1.000
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1.6 DISCUSSAO

Este trabalho coletou amostras e dados de isolados clinicos oriundos de pacientes
internados em um hospital de Governador Valadares com o objetivo de compreender os perfis
de susceptibilidade e resisténcia a antibioticos e relaciona-los com a presenga de genes de
resisténcia a beta-lactamases. A biblioteca, construida a partir de isolados coletados durante o
periodo de doze meses, permitiu realizar os estudos e realizar inferéncias sobre essas relagoes.

Os critérios de inclusdo neste trabalho foram estabelecidos diante da disponibilidade
procedimental do hospital em estudo e visou todos os isolados de pacientes hospitalizados,
independente da origem da infec¢do, como estratégia para compreender a dinamica do fluxo
génico no hospital e no periodo em estudo. Esta abordagem justifica-se pelo fato de que
bactérias comensais e adquiridas na comunidade podem ser consideradas reservatorios de genes
de resisténcia [27]. e a interagdo entre essas bactérias pode resultar no surgimento de linhagens
bacterianas resistentes e virulentas [28]. Portanto, o estudo realizado independentemente da
origem da infec¢@o permite mapear a diversidade genética local e contribuir para a vigilancia
de mecanismos de resisténcia.

Secrecdo orotraqueal foi o principal sitio de coleta dentre os isolados portadores dos
genes pesquisados, tendo K. pneumoniae como a principal espécie identificada, refor¢ando a
caracteristica de multipla resisténcia a diversas classes de drogas deste patdégeno, capaz de
resultar em infecgdes graves e persistentes no ambiente hospitalar [29].

O estudo identificou que secrecao orotraqueal foi o principal sitio de coleta na UTI, o
que pode estar relacionado com o uso frequente da ventilagdo mecanica em pacientes em terapia
intensiva. As amostras foram dominadas por K. pneumoniae e P. aeruginosa, patdgenos
frequentemente associados a infecgdes respiratorias [30]. Nessas espécies, o gene blaCTX foi o
mais prevalente, muitas vezes coexistindo com outros genes de resisténcia um padrao atribuido
a disseminacdo horizontal de plasmideos. Essa multirresisténcia, comum em ambientes
hospitalares, amplia a diversidade genotipica e desafia o controle terapéutico [31, 32, 33].
Outros sitios de coleta com grande relevancia entre pacientes da UTI sdo trato urinario e
corrente sanguinea, isso se deve as intervengdes médicas prolongadas nesses locais, que
aumentam a chance de contaminacao bacteriana [34].

Considerando-se todos os isolados testados, K. pneumoniae foi a principal espécie em
nimero e quantidade de genes de resisténcia pesquisados, possuindo com frequéncia mais de
um gene. Essa tendéncia de carregar mais de um gene ¢ observada para todas as espécies
bacterianas em diversos trabalhos, porém de forma mais pronunciada em algumas, como em

Klebsiella spp. [35, 36, 37]. Fora da UTI, este estudo encontrou que K. pneumoniae também
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foi a principal espécie entre todos os sitios coletados, portando principalmente blaCTX e
blaTEM.

A alta capacidade de aquisicao genética desse género ¢ refor¢ada neste estudo pela
elevada prevaléncia dos genes blaCTX e blaSHV, codificadores de ESBLs, comumente
encontrados em plasmideos e abrigados em transposons em isolados de K. pneumoniae [11,
33]. A combinacao de genes blaCTX/blaSHV foi encontrada somente em isolados provenientes
da UTI e, assim como neste trabalho, a presenca simultanea desses genes — associados ou nao
a outros mecanismos de resisténcia — tem sido frequentemente relatada, conferindo aos
microrganismos resisténcia ndo apenas a beta-lactimicos, mas também a outras classes de
antibidticos, como quinolonas, sulfonamidas e tetraciclinas [20]. Outro ponto relevante foi a
elevada diversidade de espécies bacterianas em amostras da unidade intensiva, indicando
propagacao dos genes associados a resisténcia entre elas, fato refor¢cado pela auséncia de
espécie predominantemente quanto a presenca do gene mais detectado (blaCTX), corroborando
a hipotese de difusdo genética e suas variantes dentre patégenos encontrados em pacientes
internados em UTIs [30, 38, 39].

Quando considerado apenas as amostras de hemocultura, que foi o sitio mais coletado
fora da UTIL a espécie E. coli predominou. Esta bactéria também representou parcela
significativa dos isolados portadores de blaTEM, especialmente devido a elevada detecgdo no
més de setembro de 2023 (Figura 2¢), quando houve aumento expressivo no isolamento dessa
bactéria. blaTEM ¢ muito relatado em cepas de E. coli, nas quais se suspeita que promova
resisténcia a Piperaciclina Tazobactam, podendo haver envolvimento de mecanismos como a
redu¢do do plasmideo, que resulta no aumento do niimero de copias [20, 40]. Esse modo de
acdo promove a resisténcia bacteriana na espécie e favorece sua disseminagdo para além das
conhecidas infecgdes no trato geniturinario, provavelmente, favorecida pela manipulagdo dos
pacientes, através de contaminacao cruzada durante os procedimentos de cuidado, elevando
assim, o risco de bacteremias e levando a piora no progndstico [41, 42, 43].

Uma vez instalado o quadro de bacteremia, os patégenos Gram-negativos, como 0s
analisados neste estudo, ganham destaque pela sua importancia clinica, especialmente devido a
producdo de ESBLs por muitas espécies. Esse fenomeno ¢ particularmente observado em
enterobactérias submetidas a pressdo seletiva causada pelo uso frequente de antibidticos ao
longo da vida dos pacientes, o que compromete a eficacia dos tratamentos disponiveis. [32, 44].
Tais achados reforgcam a preocupacao com infecgdes da corrente sanguinea em ambiente
hospitalar devido ao elevado risco associado, especialmente quando os microrganismos

causadores carregam genes de resisténcia a antimicrobianos de ampla disseminacdo. Além
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disso, a coexisténcia de multiplos genes de resisténcia em um unico patdogeno, bem como
possiveis interagdes sinérgicas entre eles, pode potencializar a resisténcia [39, 45].

Um dos objetivos deste estudo foi avaliar a relagdo entre a presenca dos genes
investigados e o perfil de resisténcia aos antimicrobianos utilizados no critério de inclusao,
neste contexto, foi possivel observar uma relagao estatistica significativa entre resisténcia a pelo
menos um dos antibidticos e a presenca dos genes blaKPC e blaCTX. O gene blaKPC, embora
tenha sido o menos detectado, foi estatisticamente relacionado a resisténcia a cinco dos
antibioticos testados (Tabela 2), contemplando todos os carbapenémicos e duas cefalosporinas,
de 3° e 4° geracao - corroborando estudos feitos na América Latina e China [8, 19].

A ocorréncia simultanea desses genes em isolados multirresistentes ¢ frequente e pode
conferir resisténcia a antibidticos carbapenémicos e cefalosporinas pela produgao de ESBLs,
capazes de elevar varias vezes as concentracdes inibitorias minimas [46, 47, 48]. O gene
blaKPC, em especial, ¢ conhecido e frequentemente associado a falhas terapéuticas com a
classe dos carbapenémicos, elevando a dose eficaz destes antimicrobianos, podendo até
inviabilizar seu uso [49, 50, 51].

O cenario envolvendo o gene blaKPC tem se tornado cada vez mais preocupante,
especialmente diante das dificuldades em combater bactérias que o carregam. Mutagdes nesse
gene tém ampliado o espectro de agdo da enzima KPC, conferindo resisténcia a outros
antimicrobianos, como a ceftazidima. Neste estudo, foi detectada associagao estatistica entre a
presenca do gene e a resisténcia a esse antibidtico. Além disso, observou-se também uma
associacao significativa entre a presenca do blaKPC e o perfil de resisténcia a cefepima, uma
cefalosporina de quarta geragdo, o que reduz de forma relevante a probabilidade de sucesso
terapéutico [52, 53, 54].

Este estudo também detectou uma associacdo estatisticamente significativa entre os
genes blaCTX, com o antibidtico Ceftriaxona, uma cefalosporina de terceira geracao, € com o
monobactamico Aztreonam. Outros trabalhos indicam que blaCTX costuma conferir resisténcia
ampla as cefalosporinas, estendendo-se a outros farmacos desta classe e também ao aztreonam
sendo, em outros estudos, frequentemente encontrado em conjunto com blaSHV e/ou blaTEM,
caracterizando isolados multirresistentes a diversas subclasses de B-lactamicos. Esses achados
corroboram nossos resultados e destacam o papel desses genes na disseminacdo da
multirresisténcia [45, 55, 56].

No entanto, ao contrario do que foi observado em estudos realizados na Roménia, em
nosso trabalho, o gene blaCTX nao predominou em E. coli, embora tenha sido o mais

disseminado entre todos os isolados, especialmente em K. pneumoniae. Em relacdo ao gene



26

blaTEM, este estudo também apresentou resultado diferente, pois E. coli ndo foi a principal
espécie em que o gene foi detectado, mas, entre os isolados de E. coli que apresentavam apenas
um dos genes pesquisados, blaTEM foi o mais frequente [20].

O cenario epidemioldgico de presenca de um ou multiplos genes, especialmente
blaKPC, associados a perfis de resisténcia a antimicrobianos descritos neste trabalho, reforcam
a necessidade de vigilancia e controle microbiologico rigorosos. Soma-se a isso a
predominancia de bactérias normalmente associadas a perfis de resisténcia em amostras do trato
respiratorio € hemoculturas, em especial K. pneumoniae ¢ P. aeruginosa, sugerindo que
infecgOes associadas a intervencdes invasivas estdo entre as principais ligadas a piora clinica,
reforcando a necessidade de a¢des de controle microbiologico [57, 58].

Os genes blaTEM e blaSHV foram muito identificados nos isolados testados (Figura
2a), mas ndo foram relacionados estatisticamente a resisténcia aos antibioticos utilizados. No
entanto, suas presencas vém sendo relacionadas com isolados multirresistentes, afetando nao
somente os antibidticos avaliados neste trabalho, mas também outras classes [59]. Outro ponto
importante foi que todos os isolados portadores da combinacdo de genes blaCTX e blaSHV
foram detectados na UTI, sugerindo um maior potencial de agravamento clinico para esta
combina¢do, como ocorre para a coexisténcia entre blaCTX e blaTEM em cepas
multirresistentes, resultando em amplo fenotipo de resisténcia [59, 60, 61].

Destaca-se também que amoxicilina com clavulanato de potassio obteve associacdo
estatistica com o gene blaSHV para a ocorréncia de sensibilidade, sugerindo que o fenotipo
resistente identificado nos isolados do trabalho nao ¢ devido a acao de beta-lactamases, mas
possivelmente devido a outros mecanismos como bombas de efluxo [60, 61].

Diante do exposto, a identificacdo de genes de resisténcia em isolados clinicos através
de métodos confiaveis representa um método que pode contribuir para 0 monitoramento e
interpretagao dos perfis de resisténcia a antibidticos entre os isolados. Muitos desses genes sao
codificados em plasmideos, que em muitos casos se relacionam a fendtipos de viruléncia e
resisténcia, podendo ser transmitidos célula a célula pelo mecanismo de conjugacdo entre
espécies diversas, resultando numa grande variedade de patogenos multirresistentes [62, 63].

Culminando na persisténcia de cepas patogénicas em ambientes hospitalares, causando
assim extensdo na permanéncia dos pacientes e maior tempo de infeccdo ativa, permitindo
aumento nas chances de transmissao para outros pacientes e setores dos hospitais [57, 64], deste
modo, clones de diversas espécies podem permanecer por longos periodos nos ambientes
causando surtos e promovendo a disseminagdo horizontal de genes para outros organismos,

tornando a higiene dos locais e aspectos de biosseguranca pontos chave no enfrentamento a este



27

problema [ 65, 66].

A transmissdo dos fatores genéticos ¢ evidenciada neste trabalho pelo aparecimento de
sequéncias idénticas ou muito similares em UTIs e enfermarias, ao longo de meses distintos,
refor¢ando a hipotese de transmissao continua desses determinantes de resisténcia (Figura 3),
indicando também que os patdgenos portadores foram carreados entre os ambientes, 0s
colonizando e criando uma dindmica interna propria [58]. Neste ambiente, por meio da
transmissao horizontal, os genes podem ser transmitidos entre as espécies por intermédio de
plasmideos, que conseguem permanecer no ambiente a medida que chegam a patdgenos mais
adaptados, que atuam como reservatorio local, podendo permitir a permanéncia da sequéncia
no ambiente por longos periodos [67, 68].

Levando em consideracdo a complexidade do cenario, este estudo utilizou alguns
modelos de machine learning, uma subarea da inteligéncia artificial, para analisar os dados
referentes a resisténcia, foi encontrado que o modelo RF (Random Forest) foi o mais eficiente
para prever a resisténcia em fungdo da presenga dos genes procurados (Tabela 3) [69].

Sua capacidade explicativa, diferentemente de "caixas pretas" como SVM (que depende
de transformagdes complexas via kernels) ou KNN (baseado em proximidade nao
parametrizada), permite visualizar a importancia das varidveis (genes) na resisténcia a cada
antibiotico. Essa transparéncia ¢ critica para decisdes clinicas, onde entender quais genes mais
contribuem para a resisténcia pode orientar terapias [70].

A robustez a desafios dos dados, ao contrario da Regressao Logistica que sofre com
relagdes ndo lineares entre genes e resisténcia, ¢ do Naive Bayes, que falha ao assumir
independéncia irreal entre features, naturalmente lida com interacdes complexas entre genes
(ex: efeitos sinérgicos de blaKPC + blaCTX); 2) e ¢ menos sensivel a desequilibrio de classes
(comum em dados de resisténcia), devido ao class weighting implementado [71].

O modelo também demonstrou praticidade clinica ao permitir a geragdo arvores de
decisdes passiveis de simplificacdo para regras bindrias ("Se blaKPC = presente — alta
probabilidade de resisténcia a carbapenémicos"), facilitando sua integracdo em fluxos
hospitalares. J& modelos como SVM exigem calculos de vetores de suporte pouco intuitivos
para ndo especialistas [72].

Dentre as principais vantagem do modelo, estdo a praticidade e a transparéncia para
criar uma aplicagdo/software, a exemplo do “BactoShield” (disponivel no link:
https://bactoshield.flutterflow.app), desenvolvido pelo estudo, em que ¢ possivel calcular a
probabilidade de a bactéria ser resistente aos antibioticos testados (Tabela 2) baseado na

presenca ou auséncia dos quatro genes codificadores de beta-lactamases, esforcos como este
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sdo importantes a medida que buscam alternativas para os métodos convencionais, mais
demorados, porém ainda sdo de custo elevado em sua maioria, tais estudos utilizam dados
clinicos, epidemioldgicos locais, antibiogramas, sequenciamento genomico, dentre outros,
obtendo resultados promissores quanto a eficiéncia a aceitabilidade dos modelos nos ultimos
anos [70, 71].

Ainda sobre o desempenho do Random Forest, dentre os antibioticos testados, o modelo
se destacou na andlise de Amoxicilina com clavulanato, Meropenem e Aztreonam, muitos
autores enaltecem a robustez e assertividade oferecidas por este modelo, porém, dentre as
principais dificuldades, sdo relatadas distor¢des nos dados utilizados, que precisam ser
minimizadas pelo uso de técnicas de corre¢des para os erros [73].

Os modelos de Random Forest desenvolvidos podem ser integrados a sistemas digitais
de hospitais para alertas precoces de resisténcia, como exemplo na Automatizacao de Laudos
ao se detectar os genes blaKPC ou blaCTX em um isolado bacteriano, o sistema poderia emitir
um alerta automatico no prontudrio eletronico, sugerindo evitar carbapenémicos ou
cefalosporinas de 3? geracdo. Em Painéis de Controle dados agregados poderiam gerar mapas
de calor em tempo real, mostrando a prevaléncia de genes resistentes por ala hospitalar (ex:
UTIs com surtos de K. pneumoniae produtora de KPC). Também ¢ possivel o uso em Protocolos
Personalizados, combinando os resultados com dados clinicos (por exemplo: comorbidades do
paciente), o modelo auxiliaria na escolha de esquemas antimicrobianos mais assertivos,
reduzindo o uso empirico [74].

Este trabalho restringiu-se a patdogenos Gram-negativos e a resisténcia mediada por
produgdo de beta-lactamases, relacionada a antibidticos de maior interesse clinico. Desta
maneira, ndo tratou o impacto da resisténcia em Gram-positivos, outros mecanismos
mediadores de resisténcia como bombas de efluxo e modificagdo de permeabilidade da
membrana, além de antibioticos de outras classes, como aminoglicosideos e fluoroquinolonas.
Outra limitacdo deste trabalho ¢ a auséncia de isolados de urocultura, devido ao fluxo de
obtengao dos isolados junto ao laboratdrio. Assim, novos estudos sdo necessarios para continuar
a mapear os mecanismos de resisténcia bacteriana e seu impacto no manejo clinico dos
pacientes, por meio da ampliagdo dos grupos microbianos estudados, incluindo bactérias Gram-
positivas e isolados de urocultura. Dessa forma, o modelo aqui proposto pode ser melhorado e
obter maior precisdo do fenotipo de resisténcia ou susceptibilidade. Entretanto, os resultados
obtidos neste trabalho demonstram que a constru¢do de modelos preditivos a partir da presenca

de genes de resisténcia ¢ possivel.
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1.7 CONCLUSAO

A investigacdao epidemiologica permitiu identificar os principais sitios de coletas de
amostras para isolamento bacteriano de pacientes internados e as bactérias predominantes, bem
como seu perfil de resisténcia e gendtipo. O principal sitio coletado no periodo foi aspirado
orotraqueal e, no geral, houve predominio de E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa ¢ A.
baumannii. Quando considerados somente os isolados resistentes aos antibioticos considerados
neste trabalho, a principal espécie bacteriana foi K. pneumoniae, portadora da maioria dos genes
codificantes de beta-lactamase identificados, seguida por outras espécies, relevantes no
contexto estudado, a saber, E. coli e P. aeruginosa. A investigacdo molecular mostrou que o
gene blaKPC ¢ o que possui 0 maior impacto clinico, pois foi associado estatisticamente a
resisténcia a cinco dos oito antibioticos de interesse. Além disso, foi identificado indicios de

persisténcia clonal ao longo do tempo no ambiente e de transmissao genética horizontal.

Com os dados obtidos, o0 modelo de aprendizado de mdaquina escolhido foi capaz de
prever com razoavel precisao o fendtipo de resisténcia aos antibidticos de interesse por meio da
presenga ou auséncia dos genes. Os resultados obtidos sdo promissores e indicam a
possibilidade de predi¢do da resisténcia baseada em vigilancia molecular. Porém, mais estudos
sd0 necessarios para investigar melhor a dindmica genética e de espécies com relacdo aos
mecanismos de resisténcia e antibidticos ndo avaliados neste estudo, fornecendo uma base de

dados mais robusta e completa para ampliar a confiabilidade do modelo de predigao testado.
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