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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) € uma ameaca global critica, e as
Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (ERC) representam uma
preocupacao significativa devido as opcoes terapéuticas limitadas. Este estudo
transversal retrospectivo investigou a prevaléncia de genes de carbapenemase
(blakKPC, blaOXA-48, blaNDM, blaVIM e blalIMP) em linhagens de ERC isoladas de
aspirados traqueais de pacientes em um hospital universitario na Zona da Mata
Mineira, no periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2023. A identificac@o dos isolados
bacterianos foi realizada por espectrometria de massa por ionizacao/dessorcédo em
matriz assistida por laser (MALDI-TOF), enquanto a deteccdo dos genes de
carbapenemase ocorreu por meio da Reacdo da Cadeia da Polimerase em Tempo
Real (QPCR). Das 1.133 amostras de aspirados traqueais analisadas, 111 (9,79%)
apresentaram crescimento de ERC. Apds confirmacdo bacteriana e analise de
prontuarios, 46 isolados, provenientes do mesmo numero de pacientes, foram
incluidos na amostra final, mostrando predominancia de Klebsiella pneumoniae
(65,21%) e Serratia marcescens (19,57%). O gene blaKPC foi identificado como
prevalente (78,26%), enquanto o blaNDM foi encontrado em 21,74% dos isolados; os
genes blaVIM, blaIMP e blaOXA-48 néo foram identificados. A analise demogréafica e
de dados hospitalares revelou uma populacdo predominantemente masculina
(67,39%), idosa (69,57%), autodeclarada branca (56,52%), ndo casada (63,04%) e
com baixa escolaridade (56,52%). A maioria dos pacientes (69,57%) encontrava-se
na Unidade de Terapia Intensiva e permaneceu mais de 30 dias no hospital (76,08%).
A infeccdo por COVID-19 foi registrada em 34,78% dos casos. Houve uma tendéncia
inversamente significativa entre a prevaléncia de Klebsiella pneumoniae e faixa etaria
(p = 0,045), bem como uma tendéncia linear direta entre as propor¢cdes de ERC que
carregam o gene blaNDM e a tendéncia anual do aumento do nimero de casos novos
de COVID-19 no Brasil (p = 0,050). Além disso, este estudo encontrou uma
probabilidade significativamente elevada de encontrar bactérias Nao Klebsiella
pneumoniae em pacientes com tempo de permanéncia hospitalar prolongado,
independente do resultado de COVID-19 (p = 0,006) e do tipo de gene de resisténcia
(p = 0,020). Este estudo destaca a prevaléncia persistente de ERC, principalmente

com o gene blaKPC, resultado este que serve para apoiar as a¢oes de vigilancia em



saude e apoiar politicas publicas com medidas de controle para enfrentar a RAM, uma

crise que pode ser considerada uma das maiores pandemias mundiais.

Palavras chaves: Resisténcia antimicrobiana; Aspirado traqueal, Klebsiella
pneumoniae, Serratia marcescens; blaKPC; blaNDM.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) poses a critical global threat, and Carbapenem-
Resistant Enterobacterales (CRE) are of significant concern due to limited therapeutic
options. This retrospective cross-sectional study investigated the prevalence of
carbapenemase genes (blaKPC, blaOXA-48, blaNDM, blaVIM, and blaIMP) in CRE
strains isolated from tracheal aspirates of patients in a university hospital in the Zona
da Mata Mineira region, from January 2020 to August 2023. The identification of
bacterial isolates was performed using Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization
Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF), while carbapenemase gene
detection was carried out through Real-Time Polymerase Chain Reaction (QPCR).
Among the 1,133 analyzed tracheal aspirate samples, 111 (9.79%) showed CRE
growth. Following bacterial confirmation and chart analysis, 46 isolates from an equal
number of patients were included in the final sample, with a predominance of Klebsiella
pneumoniae (65.21%) and Serratia marcescens (19.57%). The blaKPC gene was
prevalent (78.26%), while blaNDM was found in 21.74% of isolates; blaVIM, blaIMP,
and blaOXA-48 genes were not identified. Demographic and hospital data analysis
revealed a predominantly male (67.39%), elderly (69.57%), self-declared white
(56.52%), unmarried (63.04%), and low-educated population (56.52%). The majority
of patients (69.57%) were admitted to the Intensive Care Unit and remained
hospitalized for more than 30 days (76.08%). COVID-19 infection was documented in
34.78% of the cases. Statistical analysis revealed a significantly inverse trend between
Klebsiella pneumoniae prevalence and age group (p = 0.045) and a direct linear trend
between proportions of CRE carrying the blaNDM gene and the annual trend of new
COVID-19 cases in Brazil (p = 0.050). Furthermore, this study found a significantly
higher probability of encountering Non-Klebsiella pneumoniae bacteria in patients with
prolonged hospital stay, regardless of COVID-19 status (p = 0.006) and type of
resistance gene (p = 0.020). This study underscores the persistent prevalence of CRE,
particularly those with the blakKPC gene, supporting health surveillance actions and
advocating for public policies with control measures to address AMR, a crisis that can

be considered one of the greatest global pandemics.

Keywords: Antimicrobial resistance; Tracheal aspirate; Klebsiella pneumoniae;

Serratia marcescens; blakPC; blaNDM.
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1 INTRODUCAO

Ao longo da ultima década, o Centro de Controle e Prevengcdo de Doencas
(CDC) e a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tém emitido alertas reiterados
acerca da crescente gravidade da resisténcia antimicrobiana (RAM) em ambito global
(CDC, 2019; WHO, 2019; CDC, 2013). Nesse contexto, as Enterobacterales
resistentes aos carbapenémicos (ERC) tém sido identificadas, tanto pelo CDC quanto
pela OMS, como uma das principais ameacas a saude mundial (CDC, 2019; WHO,
2017). A OMS elaborou uma lista de patdégenos prioritarios para pesquisa e
desenvolvimento de novos antibidticos, e as ERC foram categorizadas como uma
prioridade “critica” (WHO, 2017).

As ERC representam microrganismos de especial preocupacéo, principalmente
em ambientes hospitalares, instituicdbes de longa permanéncia para idosos e entre
pacientes que necessitam de tratamentos com dispositivos como ventiladores
mecanicos e cateteres intravenosos. A inquietacao relacionada a esses ambientes e
grupos de pacientes esta fundamentada na potencial capacidade desses agentes em
desencadear infeccbes de gravidade significativa (WHO, 2017). Martin e
colaboradores (2018), por meio de uma metanalise abrangente, concluiram que
pacientes com infec¢Oes causadas por ERC apresentam taxas de mortalidade de 2 a
3 vezes superiores em comparacado com aqueles afetados por infec¢des originadas
por Enterobacterales sensiveis a esses antibioticos.

As estratégias empregadas pelas bactérias para neutralizar o efeito dos
carbapenémicos incluem bombas de efluxo, mutagdes de porinas e acao de enzimas.
Notavelmente, a producdo de carbapenemases, enzimas capazes de hidrolisar
praticamente todos os B-lactamicos, € reconhecida como o principal mecanismo de
resisténcia nesse grupo de microrganismos (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019).

As ERC abrigam genes que codificam resisténcia aos B-lactamicos, localizados
predominantemente em elementos genéticos moveis. Essa disposicdo favorece a
disseminagédo intra ou interespecifica dos mecanismos de resisténcia, contribuindo
decisivamente para a rapida propagacdo da resisténcia aos carbapenémicos em
escala global (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019; Temkin et al., 2014).

A diminuicdo da eficacia dos carbapenémicos implica em significativos dnus
clinicos e socioeconémicos para os sistemas de saude globalmente, especialmente

nos paises em desenvolvimento. Esses antibioticos, frequentemente prescritos na



19

pratica médica hospitalar, sdo considerados em muitos estabelecimentos de saude,
como o ultimo recurso terapéutico (Saliba et al., 2023; Ayobami et al., 2022; Zhen et
al., 2019; Allegranzi et al., 2011).

A RAM emerge como um dos principais desafios globais em saude publica.
Essa preocupacao foi amplamente discutida por O’Neill em 2014, que previu que um
aumento continuo na resisténcia até 2050 podera resultar em 10 milhdes de mortes
anuais, além de uma reducdo significativa de 2% a 3,5% no Produto Interno Bruto
mundial. Os custos associados a essa crise sdo estimados em até 100 trilhdes de
dolares. Conforme as projecbes, em 2050, as mortes relacionadas a RAM
ultrapassardo aquelas causadas por condicbes como céancer, diabetes, doencas
diarreicas, acidentes de trafego rodoviario, sarampo, célera e tétano (O’Neill, 2014).

O uso inadequado de antimicrobianos representa uma das principais causas
do aumento da resisténcia bacteriana, uma situacdo que se intensificou durante a
pandemia da doenca de coronavirus 2019 (COVID-19) (Rehman, 2023). Além de
impactar diversos aspectos da vida, como saude, economia e assisténcia médica, a
pandemia apresentou uma ampla gama de manifestac6es clinicas, desde infec¢cdes
assintomaticas até quadros graves com alto risco de mortalidade (Fernandes et al.,
2022; Forchette; Sebastian; Liu, 2021; Rawson et al., 2020).

Na tentativa de evitar complicacdes associadas a COVID-19, observou-se o
uso indiscriminado de antibiéticos, o que ndo apenas teve impacto direto na RAM
durante a pandemia, mas também pode favorecer, ao longo dos préximos anos, a
disseminacao de bactérias mais resistentes, incluindo aquelas com novos fenétipos
de resisténcia (Rehman, 2023). Este cenario representa uma ameaca potencialmente
grave, levando-nos a um contexto mais critico do que aquele previsto em 2014
(O’Neill, 2014).

A OMS destaca a necessidade de abordagens multissetoriais, pois a
transmissdo da RAM ocorre em diversos ecossistemas, incluindo seres humanos,
animais e meio ambiente. Isso ressalta a importancia da adoc¢ao do conceito de Saude
Unica (WHO, 2015). Além disso, a falta de inovagéo no desenvolvimento de novos
antimicrobianos complica ainda mais o controle da resisténcia, tornando-se um
desafio crescente (WHO, 2019a).

Diante da urgéncia global associada a RAM, é crucial realizar estudos de
prevaléncia, concentrando-se especialmente nos grupos bacterianos considerados de

alto risco conforme os informes da OMS. Essas iniciativas sdo essenciais para a
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compreensao aprofundada da disseminacao da resisténcia e para orientar estratégias

eficazes de controle e prevencdo em escala global.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA

O uso indiscriminado de antimicrobianos em saude humana, animal, producéo
de alimentos e meio ambiente impulsiona microrganismos, como bactérias,
protozoarios, virus e fungos, a desenvolverem resisténcia a esses medicamentos
(WHO, 2019). A RAM em bactérias pode ocorrer por meio de mutagdo espontanea ou
pela aquisicdo de genes de resisténcia através da transferéncia horizontal, facilitada
por elementos genéticos moveis (Li et al., 2023; Bush; Bradford, 2016).

Considerando que a propagacao dos mecanismos de resisténcia em bactérias
ndo reconhece fronteiras geograficas e que as linhagens resistentes podem se
disseminar entre pessoas e/ou para o meio ambiente, a RAM inevitavelmente
desperta uma preocupacédo de ordem global, sendo uma das principais causas de
morte em todo o mundo (Ferri et al., 2017).

Nos Estados Unidos (EUA), anualmente, sdo registrados aproximadamente 2,8
milhdes de infec¢des causadas por microrganismos resistentes aos antimicrobianos,
resultando em 35.000 mortes por ano (CDC, 2019). Na Unido Europeia, observa-se
uma taxa de mortalidade semelhante, com aproximadamente 33.000 mortes anuais
atrivuidas a RAM. Em 2019, a RAM foi diretamente responsavel por 1,27 milhdo de
mortes em todo o mundo (Cassini et al., 2019).

As infeccbes causadas por linhagens bacterianas resistentes aos
antimicrobianos ndo apenas reduzem a qualidade de vida, mas também aumentam
significativamente o risco de sepse, recorréncia de infecgdes, falhas terapéuticas,
complicacbes, agravamento de condicbes patoldégicos e, em Uultima instancia,
mortalidade (Li et al. 2023; Ferri et al., 2017). Além desses desafios clinicos, o tempo
de tratamento, especialmente em ambientes hospitalares, é prolongado, exigindo o
uso de medicamentos mais caros e com um espectro de acdo mais amplo. Em muitos
casos, esses medicamentos também estdo associados a maiores efeitos adversos
(Ferri et al., 2017).

A RAM gera um impacto econdmico significativo, chegando a desestabilizar os
sistemas de saude, especialmente em paises em desenvolvimento. Na Europa,

estima-se um custo anual de € 1,5 bilhdo, com uma perda de produtividade de € 600
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milhdes (ReAct, 2012; White, 2011). Nos EUA, o custo social anual relacionada a RAM
é estimado em cerca de US$ 55 bilhdes (Smith; Coast, 2013).

Um agravante adicional relaciona-se ao declinio acentuado no
desenvolvimento de novos antimicrobianos nas ultimas décadas. Neste cenério, a
RAM impde um desafio significativo devido a rapidez com que 0s microrganismos
conseguem desenvolver resisténcia aos farmacos disponiveis. A descoberta de novos
antimicrobianos, por outro lado, ndo tem conseguido acompanhar essa velocidade
crescente da resisténcia bacteriana (Li et al., 2023).

Para enfrentar essa complexa questdo, estudos cientificos ressaltam a
importancia de acfes multissetoriais coordenadas, pautadas na abordagem “One
Health”, que busca integrar as esferas internacional, nacional e regional nos dominios
da saude humana, animal e ambiental (Cérrea et al., 2023; Majumder et al., 2020).
Sob o paradigma da “Saude Unica”, a OMS delineou um plano de combate & RAM,
envolvendo diversos setores, como medicina humana, veterinaria, pesquisa, pecuaria,
educacdo e comunicagao.

No cerne deste plano, sdo delineados cinco objetivos fundamentais que
incluem: aprimorar a conscientizagdo e compreensdao da RAM; fortalecer o
conhecimento por meio de vigilancia e pesquisa; reduzir a incidéncia de infeccdes;
otimizar o uso de agentes antimicrobianos; e desenvolver argumentos econdmicos
para abordagens sustentaveis no desenvolvimento de novos medicamentos,
ferramentas de diagnostico, vacinas e outras intervengdes (WHO, 2015).

As estratégias nacionais de combate a RAM devem ser adaptadas para atender
as prioridades especificas de cada pais, levando em consideracdo fatores
sociodemogréficos. No entanto, dado o longo periodo necessario para o
desenvolvimento, aprovacéao e distribuicdo de novos farmacos a populacéo, a énfase
na prevencao e controle torna-se imperativa e deve ser constantemente fortalecida e
priorizada (Li et al., 2023; Majumder et al., 2020).

Nesse contexto, destaca-se o papel fundamental dos profissionais de saude,
especialmente em ambientes hospitalares. A vigilancia ativa de clones e linhagens
disseminadas dentro do ambiente hospitalar ou entre os pacientes, aliada ao
conhecimento de sua suscetibilidade aos antimicrobianos, torna-se essencial para
iniciar um tratamento empirico adequado de infeccfes relacionadas a assisténcia a

saude (IRAS) e para a efetiva prevencao e controle de infec¢des (Minarini et al., 2020).
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O comprimento com essas praticas é crucial para enfrentar eficazmente a RAM e

garantir a eficacia continua dos tratamentos antimicrobianos disponiveis.

2.2 ENTEROBACTERALES RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS

A ordem Enterobacterales engloba bacilos Gram-negativos fermentadores de
glicose, destacando-se membros proeminentes como Escherichia coli, Salmonella,
Shigella, Enterobacter, Klebsiella e Citrobacter (Janda; Abbott, 2021; Suay-Garcia,;
Pérez-Gracia, 2019). Esses microrganismos sdo ubiquos, encontrando-se na
microbiota gastrointestinal de animais e seres humanos (Janda; Abbott, 2021). Sua
relevancia clinica € significativa, uma vez que tém a capacidade de causar infec¢cbes
em diversas regides anatdbmicos, abrangendo desde quadros clinicos leves até
condicBes graves, como septicemia, infeccdes complexas do trato urinario e infecgdes
intra-abdominais (WHO, 2017).

As Enterobacterales demonstram uma notavel capacidade de desenvolver
mecanismos de resisténcia a diversos antimicrobianos, sendo as [(-lactamases as
enzimas de maior relevancia clinica. As [-lactamases constituem um grupo
diversificado de enzimas amplamente distribuidas entre bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, representando o mecanismo mais significativo de resisténcia aos -
lactamicos em bactérias Gram-negativas (Li et al., 2023; Bush; Bradford, 2016). Essas
enzimas atuam por meio da hidrolise do anel B-lactamico, presente no nucleo
estrutural de todos os [-lactamicos. Dentre as [B-lactamases, destacam-se as
penicilinases, as B-lactamases de espectro ampliado (Extended-Spectrum -
Lactamases - ESBL), a AmpC B-lactamase e as carbapenemases (BRASIL, 2020;
BUSH, 2018).

As ERCs representam um dos principais fendtipos de resisténcia que
constituem ameacas significativas a saude global, conforme destacado pelo CDC
(2019a) em sua categorizacdo de ameacas urgentes, sérias e relativas.
Exemplificando as |- Ameacgas urgentes, incluem-se Acinetobacter resistente aos
carbapenémicos e Enterobacterales resistente aos carbapenémicos (ERC). Nas II-
Ameacas sérias, encontramos Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE),
Pseudomonas aeruginosa multidroga resistente (MDR) e Staphylococcus aureus

resistente a meticilina (MRSA). Adicionalmente, na categoria lll- Ameacas relativas,
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estdo Streptococcus do grupo A resistente a eritromicina e Streptococcus do grupo B

resistentes a clindamicina.

2.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS

Os carbapenémicos, tais como meropenem, imipenem e ertapenem, Sao
reconhecidos como antibidticos de ultima linha em muitos hospitais, devido a sua
elevada poténcia e amplo espectro de acdo, abrangendo a maioria dos grupos
bacterianos. Além disso, esses medicamentos geralmente apresentam boa tolerancia
e baixa toxicidade em comparacdo com outros antibiéticos, tornando-os opcoes
terapéuticas bem aceitas (El-Gamal et al., 2017; Papp-Wallace et al., 2011).

Em 2012, o CDC definia ERC como aquelas pertencentes a familia
Enterobacteriaceae que ndo exibiam suscetibilidade ao imipenem, meropenem e/ou
doripenem, além de serem resistentes as cefalosporinas de amplo espectro, como
ceftriaxona, ceftazidima, cefotaxima e cefepima. No entanto, em 2015, a definicdo de
ERC foi atualizada pelo CDC, passando a considerar a resisténcia in vitro a um ou
mais carbapenémicos, incluindo o ertapenem, sem a obrigatoriedade de apresentar
resisténcia as cefalosporinas (CDC, 2015).

Dado que existem diversos mecanismos de resisténcia, as ERC podem ser
categorizadas em dois grupos distintos: aquelas que produzem carbapenemases e as
que nédo as produzem (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019). A figura 1 apresenta uma
sintese dos principais mecanismos empregados pelas ERC para garantir sua

sobrevivéncia diante da acédo dos carbapenémicos.
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Figura 1. Classificacdo dos diferentes mecanismos de resisténcia aos medicamentos

na ERC.
Legenda: Verde: Ambler classe A, Roxo: Ambler classe B, Laranja: Ambler classe D. ERC:

Enterobacterales resistente a carbapenémicos; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; IMI: B-
lactamase hidrolisante de Imipenem; GES: Guiana 3-lactamase de espectro estendido; MBLs: Metalo-
B-lactamase; OXA: Oxacilinase; NDM: New Delhi metalo-B3-lactamase; VIM: Verona imipenemase; IMP:
Imipenemase; SMP: S&o Paulo metalo-3-lactamase; GIM: Imipenemase alem&; SIM: Imipenemase de
Seul; AmpC: Ampicilinase tipo C; ESBL: B-lactamas de espectro estendido.

Fonte: Adaptado de Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019.

2.3.1 ERC néo produtora de Carbapenemases

As modificacdes nos niveis de expressao de porinas, juntamente com as
alteracdes nos sitios de ligacdo da Proteina de ligacdo a Penicilina (PLP), restringem

0 acesso da droga aos seus alvos. A superexpressao de bombas de efluxo também
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exerce um efeito limitante, favorecendo o deslocamento ampliado da droga a partir do
espaco periplasmatico bacteriano (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019).

Os mecanismos mencionados anteriormente sao inespecificos, ou sejam,
atuam sobre uma variedade de classes de antibidticos, potencialmente resultando em
um perfil de multirresisténcia. Embora possam conferir resisténcia ao ertapenem, &
importante notar que meropenem ou imipenem ainda podem manifestar atividade
bactericida em concentra¢cfes elevadas (Lasko; Nicolau, 2020; Tangdén et al., 2013).
E relevante destacar que as ERC ndo produtoras de carbapenemases nao
apresentam o mesmo potencial de dissemina¢do devido a auséncia da resisténcia
conferida por plasmideos, uma caracteristica observada nas ERC produtoras de

carbapenemases (Tamma et al., 2017).

2.3.2 ERC produtora de carbapenemase

As carbapenemases, para fins terapéuticos, podem ser categorizadas em
serino-carbapenemases e metalo-B-lactamases (MBLs). As serino-carbapenemases
utilizam um nucledfilo de serina para efetuar sua acdo, sendo exemplificadas pelas
Klebsiella pneumoniae carbapenemases (KPCs) - classe A de Ambler, e pelas
enzimas hidrolisantes de Oxacilina-48 (OXA-48), pertencentes a classe D de Ambler.
Ja as MBLs, integrantes da classe B de Ambler, dependem de cofatores de zinco para
realizar a hidrélise do anel B-lactamico, destacando-se clinicamente as New Delhi
metallo-B-lactamase (NDM), imipenemase (IMP) e Verona-imipenemase (VIM) (Suay-
Garcia; Pérez-Gracia, 2019; Codjoe; Donkor, 2018; Ambler, 1980). A intensidade de
acdo de cada uma dessas enzimas € variavel, assim como a distribuicdo geogréfica
em que sdo encontradas (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019). O quadro 1 apresenta

de forma mais detalhada os tipos e as classificagdes das B-lactamases.



27

Quadro 1 - Classificagdo das B-lactamases conforme as classes moleculares de
Ambler ou grupos funcionais de Bush-Jacoby-Medeiros.

Fam”'a Grupo Classe Sitio Ativo Caracteristicas

Enzima Funcional Molecular

CMY 1 C
Enzimas de amplo espectro;

PDC 1 C Serina Hidrolisam cefalosporinas de 3% e 42
geracoes

ADC 1 C

TEM 2b, 2be, 2br, 2ber A

SHV 2b, 2be, 2br A

CTX-M 2be A

PER 2be A
Enzimas de amplo espectro, incluindo a

VEB 2be A Serina maioria de ESBL e Serina-
carbapenemases

GES 2f A

NMC 2f A

KPC 2f A

SME 2f A

OXAS 2d D Serina _En2|mas que hidrolisam oxacilina,
incluem carbapenemases e raras ESBL

IMP 3 B

VIM 3 B Metalo-B-lactamases, hidrolisam  a

Zinco maioria dos [(-lactdmicos, incluindo

carbapenémicos, mas nao hidrolisam

NDM 3 B .
monobactamicos.

SPM 3 B

Legenda: CMY: Cefamicinase; PDC: Cefalosporinase derivada de Pseudomonas; ADC:
Cefalosporinase derivada de Acinetobacter; TEM: Temoniera B-lactamase; SHV: Sulfidril-variavel £3-
lactamase, CTX-M: Cefotaximase-Munique; PER: Pseudomonas resisténcia estendida; VEB: Vietna -
lactamase estendida; GES: Guiana B-lactamase de espectro estendido; NMC: Nao metalo
carbapenemase; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; SME: Serratia marcescens enzima,
OXA: Oxacilinase; IMP: Imipenemase; VIM: Verona imipenemase; NDM: New Delhi metalo-B-
lactamase; SPM: S&o Paulo Metalo-B-lactamase; ESBL: B-lactamase de espectro estendido.

Fonte: Adaptado de Oplustil et al., 2020.
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2.3.2.1 Carbapenemases da Classe A

A enzima proeminente neste grupo é a Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), cuja sintese é atribuida ao gene blaKPC. Esta enzima demonstra a habilidade
de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e aztreonam, com a
possibilidade de uma inibicdo parcial mediante o acido clavulanico (Rabaan et al.,
2022).

Originalmente descoberta em 1996 em uma linhagem de Klebsiella
pneumoniae isolada de uma amostra clinica de um paciente na Carolina do Norte
(Yigit et al.,, 2001), essa linhagem rapidamente se disseminou pelos EUA,
especialmente na regido nordeste do pais (Bradford et al., 2004). Sua significancia
clinica € ressaltada pelo fato de ser a linhagem mais prevalente e amplamente
disseminada globalmente, havendo estudos que sugerem uma associacdo entre a
disseminacao intercontinental desses microrganismos e o0s cuidados médicos
recebidos nos EUA (Porreca et al., 2018).

Além dos EUA, a KPC tem sido amplamente documentada em paises como
Israel, Grécia, Italia e América Latina (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019; Logan;
Weinstein, 2017). Em Israel, diversas instituicbes notificaram aumento de
Enterobacterales produtoras de KPC a partir de 2006 (Navon-Venezia et al., 2008;
Leavitt et al., 2007). A Grécia apresenta uma das mais elevadas taxas de ERC no
mundo, sendo a KPC o principal mecanismo de resisténcia contra carbapenémicos
desde 2007 (Logan; Weinstein, 2017). A Colémbia foi o primeiro pais da América
Latina a relatar um surto de Klebsiella pneumoniae produtora de KPC, originado de
um paciente que havia viajado para Israel (Maya et al., 2013). Desde entédo, Argentina,
Chile, México e Brasil também reportaram a deteccdo de ERC produtores de KPC
(Logan; Weinstein, 2017).

A enzima KPC foi identificada em varias bactérias por meio de estudos
moleculares e subdividida em KPC-1 a 4 (Monteiro; Santos, 2009), com as seguintes
atribuigcbes: KPC-1 em isolados de Klebsiella pneumoniae; KPC-2 em Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Salmonella enterica e Enterobacter sp.; KPC-3
em Klebsiella pneumoniae e Enterobacter cloacae. Para KPC-4, nao foram
encontrados microrganismos relacionados (Cai et al., 2008). E relevante destacar que
a presenca da KPC nao se limita mais as linhagens de Klebsiella pneumoniae, sendo

observada em isolados clinicos de Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Salmonella
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enterica, Citrobacter freundii, Klebsiella aerogenes, Enterobacter cloacae, Proteus

mirabillis e Serratia marcescens (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019).

2.3.2.2 Carbapenemases da Classe B

Fazem parte deste grupo as MpBLs, que sao resistentes aos B-lactamicos,
incluindo inibidores de B-lactamase, mas podem permanecer sensiveis ao aztreonam
(Rabaan et al., 2022). Quelantes ib6nicos do Zinco, como o0 acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) ou o acido dipicolinico (DPA), sédo eficazes em
bloquear as carbapenemases desta classe, proporcionando uma ferramenta util na
identificacdo de microrganismos produtores dessas enzimas (Ma et al., 2023).

As MBLs mais amplamente disseminadas sao IMP, VIM e NDM, sendo notaveis
devido a sua relevancia clinica significativa, derivada da ampla capacidade de
hidrolisar carbapenémicos e ao alto potencial de transferéncia horizontal.
Historicamente, IMP e VIM, anteriormente as mais prevalentes do grupo, tém origem
em Pseudomonas aeruginosa, com NDM emergindo mais recentemente (Rabaan et
al., 2022; Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019).

As carbapenemases do tipo IMP foram inicialmente detectadas em
Enterobacterales no Japdo durante a década de 1990. A provavel origem foi um surto
originado por uma linhagem de Serratia marcescens, que afetou sete hospitais
japoneses e, subsequentemente, disseminou-se extensivamente pelo pais, incluindo
Taiwan (Ito et al., 1995; Livermore; Woodford, 2000; Nordmann; Naas; Poirel, 2011).
Por outro lado, as carbapenemases do tipo VIM foram isoladas pela primeira vez em
Verona, Italia, em 1997 (Gupta, 2008). No inicio dos anos 2000, casos de
Enterobacterales produtoras de VIM ja estavam sendo relatados, com um um pico de
endemicidade observado na Grécia, envolvendo linhagens de Klebsiella pneumoniae
e Escherichia coli (Walsh et al., 2005)

No que diz respeito a NDM, trata-se da MBL descoberta mais recentemente
(2009), sendo identificada em uma linhagem de Klebsiella pneumoniae proveniente
de um paciente sueco que recebeu atendimento médico em Nova Delhi, india (Yong
et al., 2009). A india é considerado o principal reservatdrio de bactérias produtoras de
NDM, juntamente com Paquistdo e Sri Lanka (Nordmann; Poirel, 2014). Muitos dos
primeiros casos no Reino Unido foram associados ao recebimento de cuidados

médicos na india ou no Paquistdo e, posteriormente, a transmissdo expandiu-se para
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outras partes da Europa e também para os EUA, possivelmente por meio de turistas
(Gupta et al., 2011; Poirel et al., 2010).

E crucial destacar que um desafio adicional relacionado as bactérias produtoras
de NDM ¢é a sua capacidade de disseminagdo por meio de fontes ambientais em
ambientes comunitarios. Diversas pesquisas identificaram ERC produtoras de NDM
em infec¢des hospitalares e infeccbes adquiridas na comunidade, abrangendo casos
como infec¢cdes do trato urinario, septicemia, infeccdes pulmonares, peritonite,
infeccdes associadas a dispositivos e infec¢cdes de tecidos moles (Suay-Garcia,;
Pérez-Gracia, 2019; Poirel at al., 2014.). Atualmente, o NDM predominante em

Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019).

2.3.2.3 Carbapenemases da Classe D

As B-lactamases de classe D formam um grupo estruturalmente diverso de
enzimas e foram nomeadas, a época de sua descoberta, de oxacilinases (OXA) devido
a atividade hidrolitica aumentada em relacao as penicilinas semissintéticas, como a
oxacilina (Hirvonen; Spencer; Kamp, 2021). Dentro do grupo das B-lactamases OXA,
identificamos cinco subgrupos que se destacam pela sua potente atividade hidrolitica
em carbapenémicos. Esses subgrupos incluem as B-lactamases semelhantes a OXA-
23, aquelas semelhantes & OXA-24/40, as semelhantes & OXA-51 e as semelhantes
a OXA-58, predominantemente associadas a bactéria Acinetobacter baumannii.
Notavelmente, as B-lactamases semelhantes a OXA-48, embora também presentes
em Acinetobacter spp., representam o Unico subgrupo com uma prevaléncia
significativa nas Enterobacterales (Spencer; Kamp, 2021; Duin; Doi, 2017; Hirvonen;
Liapis et al., 2014).

Uma preocupacao substancial relacionada a essas carbapenemases reside no
fato de que nenhum inibidor atualmente disponivel demonstra eficacia contra elas.
Além disso, apresentam uma notavel propensdo a mutacdo, o que amplia sua
capacidade de modificar seu expectro de atividade de maneira significativa (Stewart
et al., 2018). Distinguem-se das classes A e B por sua resisténcia aos inibidores de 3-
lactamases e ao EDTA. Além disso, exibem uma atividade hidrolitica moderada contra
carbapenémicos. Em cenarios nos quais nenhum outro mecanismo de resisténcia esta
presente, essas carbapenemases nao afetam as cefalosporinas de espectro
estendido (Ma et al., 2023).
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As enzimas pertencentes ao tipo OXA-48 sdo predominantemente identificadas
em bactérias como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Citrobacter freundii e

Enterobacter cloacae (Nordmann; Poirel, 2014; Walther-Rasmussen; Hgiby, 2006).

2.4 OPCOES TERAPEUTICAS PARA TRATAMENTO DE INFECCOES POR ERC

Atualmente, enfrentamos um desafio significativo no tratamento das ERC, uma
vez que que demonstram resisténcia a praticamente todos os antibioticos disponiveis
(Rabaan et al., 2022). Apesar dessa resisténcia generalizada, diversas abordagens
estdo sendo exploradas para o tratamento das infeccbes causadas por essas
bactérias, levando em consideracdo os distintos mecanismos de resisténcia
apresentados. Em linhas gerais, a terapia para infec¢cdes por ERC deve ser altamente
personalizada, considerando o perfil de suscetibilidade especifico, o tipo e a gravidade
da infeccao, além das caracteristicas individuais do paciente. As op¢des de tratamento
englobam estratégias como a reutilizacdo de antibidticos ja existentes, terapias
combinadas com esses agentes, e a avaliacdo de novos inibidores de 3-lactamases,
bem como o desenvolvimento de novos antimicrobianos (Karaiskos et al., 2019).

Entre as opcOes terapéuticas ja existentes, destacam-se medicamentos como
as polimixinas (colistina e polimixina B), tigeciclina, aminoglicosideos e fosfamicina
(Karaiskos et al., 2019; Rodriguez-Bafio et al., 2018). As polimixinas e a tigeciclina
sdo as classes mais comumente empregadas; no entanto, ha relatos de ERC,
particularmente Klebsiella pneumoniae, que desenvolveram resisténcia a colistina,
comprometendo sua eficacia quando utilizada como monoterapia (Sader et al., 2018).
Diante desse desafio, alguns estabelecimentos de saude optam por combinar a
colistihna com o meropenem, observando uma reducéo significativa na taxa de
mortalidade, especialmente em pacientes em estado de choque séptico (Daikos et al.,
2014). No entanto, é importante ressaltar que as polimixinas podem induzir efeitos
adversos significativos, incluindo nefrotoxicidade, neurotoxicidade e pigmentacao
cutanea (Karaiskos et al., 2019).

A tigeciclina teve origem a partir de modificagcdes na estrutura da tetraciclina,
resultando em uma expansdo do espectro da atividade antibacteriana que abrange
diversos patdogenos Gram-positivos e Gram-negativos (Hawkey; Finch, 2007).

Destaca-se que, devido a sua eficacia, a tigeciclina é atualmente considerada a opcao
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de tratamento de Uultima linha contra patdgenos bacterianos multirresistentes,
especialmente as ERC (Seiffert et al., 2014).

No tratamento de infec¢des por ERC de menor concentracao inibitéria minima,
os carbapenémicos permanecem a opcao terapéutica preferencial, contudo, sua
administracdo requer doses elevadas ou a incusdo em terapias combinadas (Rabaan
et al., 2022). Essa abordagem envolve a combinacdo de dois carbapenémicos
diferentes, sendo que um, devido a sua maior afinidade com as carbapenemases, €
hidrolisado preferencialmente (geralmente, esse papel € desempenhado com o
ertapenem). Simultaneamente, o segundo carbapenémico mantém uma dose de
ataque elevada (Suay-Garcia; Pérez-Gracia, 2019). Embora a terapia combinada
tenha demonstrado aumento na eficacia do tratamento, € importante considerar que
esta abordagem também esta associada a um aumento nos efeitos colaterais e na
probabilidade de mortalidade (Rabaan et al., 2022).

Outras terapias combinadas especificas foram aprovadas para enfrentar a
resisténcia das ERC, incluindo ceftazidima-avibactam, meropenem-vaborbactam e
imipenem-relebactam. Outros compostos, como aztreonam-avibactam, estdo em fase
de desenvolvimento. Além disso, recentemente foram aprovados agentes adicionais,
as guais podem ser considerados para o tratamento das ERC, como plazomicina,
cefiderocol e eravaciclina (Eljaaly et al., 2019; Rodriguez-Bario et al., 2018).

Apesar da crescente disponibilidade dessas opcfes, estudos clinicos sobre
suas eficacias ainda séo limitados. Além disso, os espectros de acdo dessas terapias
sdo variaveis, por exemplo: ceftazidima-avibactam demonstra atividade contra
produtores de KPC e OXA-48, mas nado atua sobre MBL (Duin; Bonomo, 2016;
Rodriguez-Bafio et al., 2018). O meropenem-vaborbactam inibe as serinas
carbapenemases das classes A e C (Petty et al., 2018), enquanto a plazomicina exibe
atividade de amplo espectro contra cocos Gram-positivos e bacilos Gram-negativos,
no entanto, as linhagens produtoras de MBL (especialmente NDM) sao resistentes
(Walkty et al., 2014).

Devido a restricdo expressiva nas opc¢oes terapéuticas disponiveis, todos os
farmacos potencialmente ativos devem ser testados in vitro. Além disso, ao prescrever
antibiéticos, a equipe clinica deve ponderar cuidadosamente o significado clinico do
tipo especifico de ERC prevalente na regido e/ou ambiente hospitalar em questéo
(Rodriguez-Bario et al., 2018).
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2.5 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA E COVID-19: DUAS PANDEMIAS QUE SE
CRUZARAM

A definicdo classica de uma pandemia, conforme estabelecido por Kelly (2011),
refere-se a uma epidemia que se estende globalmente, ou em uma area muito ampla,
cruzando fronteiras internacionais e geralmente afetando um grande numero de
pessoas. A OMS desempenha um papel crucial ao declarar a ocorréncia de uma
pandemia global, fundamentando sua decisdo em uma analise abrangente de
relatorios mundiais e na consideracdo das opinides de especialistas.

Conforme os critérios da OMS, a caracterizacdo de uma pandemia requer a
observacédo cuidadosa da disseminagdo do microrganismo entre os seres humanos,
bem como a confirmacao de que o surto esta ocorrendo de maneira sustentada em
nivel comunitario em pelo menos trés paises. E imperativo destacar que esses paises
devem pertencer a, no minimo, duas regides distintas da OMS (WHO, 2009).

A RAM tem sido destacada em diversos estudos recentes como a ameaca mais
premente para a saude e a economia globais, podendo ser equiparada a uma
pandemia (CDC, 2013; O’Neill, 2014; WHO, 2019). Entretanto, este grave problema
de saude publica foi sobreposto pela emergéncia da COVID-19 (Murray, 2020). Em
30 de janeiro de 2020, a OMS anunciou que o surto do novo coronavirus constituia
uma Emergéncia de Saude Publica de Importancia Internacional, o nivel mais elevado
de alerta de acordo com o Regulamento Sanitario Internacional. Em 11 de mar¢o de
2020, a COVID-19 foi oficialmente categorizada pela OMS como uma pandemia
(OPAS, 2023). Foi considerada o evento de saude global mais impactante desde a
gripe espanhola no inicio do século XX (Murray, 2020).

Os coronavirus sdo conhecidos pela humanidade ha algum tempo, com
destaque para o coronavirus da Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV) e
o coronavirus da Sindrome Respiratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), dois virus
altamente transmissiveis e patogénicos que emergiram no inicio do século XXI (Cui;
Li; Shi, 2019). Este grupo diversificado de virus demonstra amplo tropismo,
conferindo-lhes a capacidade de causar doencas disseminadas. Em 2002, houve a
aumento da transmissdo de SARS-CoV-1 na provincia de Guangdong, China,
enquanto em 2012 prevaleceu a transmissdo do MERS-CoV em paises do Oriente
Médio, ambas com caracteristicas epidémicas (Cui; Li; Shi, 2019; Drosten et al., 2003;

Zaki et al., 2012; Zhong et al., 2003). Entretanto, segundos dados do Painel Estatistico
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da OMS (WHO, 2023b), o SARS-CoV-2, agente causador da pandemia de COVID-
19, desde o final de 2019 até 14 de janeiro de 2024, infectou 774.291.287 individuos
e resultou na morte de 7.019.704 em todo o mundo.

Diante da consideravel taxa de transmissao de humano para humano do SARS-
CoV-2, especialmente acentuada nos estagios iniciais da pandemia, e da ampla
variedade de manifestacdes clinicas evidenciadas em pacientes infectados, as
autoridades de salde publica e os 6rgdos governamentais responderam com a
implementacdo de medidas sem precedentes. Essas estratégias abrangentes
incluiram restricdes de viagens, a aplicacédo de toque de recolher em grande escala,
o isolamento e a quarentena direcionados a individuos contaminados, a introducéo de
praticas de distanciamento social e regulamentacdo da mobilidade da populagdo em
geral, o fechamento de uma diversidade de estabelecimentos e, posteriormente, a
imposicao do uso obrigatorio de mascaras para individuos saudaveis em ambientes
publicos. Adicionalmente, praticas de higiene como a lavagem constante das maos
foram extensivamente promovidas (Khan et al., 2021; Xu et al., 2020).

O conjunto de medidas implementadas pode ter contribuido de maneira
benéfica para conter a propagacao de bactérias resistentes aos antimicrobianos em
escala local e global, conforme apontado por Murray (2020). Contudo, € imperativo
destacar que, em paralelo, a gestdo deficiente do uso de antibiéticos durante a
pandemia de COVID-19 representa uma preocupacao significativa. O uso intensivo e
sem precedentes desses agentes em escala global, conforme discutido por Rehman
(2023) e Witt et al. (2023), levanta a possibilidade de que anos de progresso na
abordagem da resisténcia antimicrobiana tenham sido comprometidos.

Uma das principais estratégias recomendadas para enfrentar a RAM consiste
na promog¢ao da reducdo do uso inadequado ou excessivo de antibioticos, conforme
destacado por Murray (2020). No entanto, durante o decorrer da pandemia, observou-
se precisamente o oposto dessa recomendacdo: um aumento substancial no uso de
antibioticos no tratamento de pacientes com COVID-19, mesmo diante das
orientacdes contrarias da OMS (WHO, 2023a). Como justificativa para essa pratica
observada, alguns estudos mencionaram a presenca de manifestacdes clinicas em
pacientes com COVID-19 semelhantes as de pneumonias bacterianas, a possibilidade
de infeccOes secundarias e a adocao geral de protocolos nos cuidados de saude
(Murray, 2020; Rehman, 2023; Witt et al., 2023).
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E pertinente ressaltar que somente entre 1% e 10% dos casos COVID-19 foram
registrados com infec¢cdes secundarias (Murray, 2020). A revisdo sistematica
conduzida por Rawson e colaboradores (2020) revelou que até 72% dos pacientes
criticos com COVID-19 foram submetidos a tratamento antibiotico, incluindo regimes
de amplo espectro, sem a devida confirmacao de uma infeccao bacteriana secundaria.
Durante o periodo de marco de 2020 a outubro de 2020, quase 80% dos pacientes
hospitalizados com COVID-19 nos EUA foram administrados com antibiéticos, sendo
gue aproximadamente metade desses pacientes recebeu ceftriaxona, frequentemente
combinada com azitromicina (CDC, 2022). Esses dados sugerem que a
antibioticoterapia poderia ter sido mais criteriosamente gerida.

Outro aspecto importante, possivelmente correlacionado com o aumento das
taxas de infeccOes resistentes em contextos hospitalares, diz respeito as abruptas
alteracdes na prestacao geral de cuidados de saude e, especialmente, nas estratégias
de prevencédo de infeccdes. Nos estagios iniciais da pandemia de COVID-19, muitos
hospitais depararam-se com a escassez de equipamentos de protecao individual
(EPIs), o que resultou na interrupcéo ou adaptacado de protocolos preventivos. Além
dos impactos negativos derivados da falta de diversos insumos, observou-se uma
notavel instabilidade e esgotamento entre os profissionais de saude, agravando ainda
mais a capacidade da equipe em fornecer servicos de prevencdo de infeccbes

consistentes e confiaveis (Witt et al., 2023).

2.5.1 O agravamento da RAM no periodo da pandemia de COVID-19

Diversos estudos e relatérios destacam que as IRAS tém registrado um
aumento global em decorréncia da pandemia de COVID-19. Um estudo retrospectivo
sobre infec¢des de corrente sanguinea relacionadas a cateteres centrais (ICSRC)
realizado nos EUA revelou que, em hospitais onde mais de 10% dos pacientes
internados eram casos de COVID-19, as taxas de ICSRC eram significativamente
mais elevadas quando comparadas com hospitais em que a COVID-19 representava
menos de 5% das internagdes (Fakih et al., 2021). Outro exemplo marcante de IRAS
€ a pneumonia associada a ventilacdo mecénica (PAV), que demonstrou uma
associacao significativa com a COVID-19 em paises da Europa (Maes et al., 2021,
Rouzé et al., 2021), América do Norte (Evans et al., 2022; Lastinger et al., 2022) e
América Latina (Ochoa-Hein et al., 2021).
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Um abrangente estudo de coorte retrospectivo multicéntrico conduzido em 36
unidades de terapia intensivas (UTIs) na Europa destacou que a incidéncia de
infeccbes do trato respiratério inferior associadas ao ventilador, incluindo
traqueobronquite associada ao ventilador (TAV) e PAV, é notavelmente superior em
pacientes infectados pelo SARS-CoV-2 em comparacdo com agueles que
apresentaram pneumonia por influenza ou que ndo estdo acometidos por infeccdo
viral. Bacilos gram-negativos emergiram como 0s pricipais agentes responsaveis por
grande parte (82% a 89,7%) dessas infec¢gOes, destacando-se Pseudomonas
aeruginosa, Enterobacter spp. e Klebsiella spp (Rouzé et al., 2021).

O relatério especial do CDC sobre o impacto dos EUA no cenario da RAM apés
a pandemia de COVID-19 destaca um aumento significativos nas infecgbes
hospitalares causadas por bactérias MDR, resultando em um aumento de pelo menos
15% nas mortes no primeiro ano da crise sanitaria. O CDC especificamente observou
um crescimento notavel nas infec¢cdes causadas por diversos patégenos associados
a assisténcia médica, incluindo Acinetobacter resistente a carbapenémicos,
Enterococcus resistente & vancomicina, Candida resistente a medicamentos e ERC.
Este dltimo grupo experimentou um aumento alarmante de 35% nas infeccdes
iniciadas durante o periodo de internacdo hospitalar (CDC, 2022).

Outros estudos conduzidos em diferentes regiées do mundo também revelaram
uma série de registros preocupantes. Uma coorte retrospectiva multicéntrica realizada
na Coreia do Sul investigou as mudancas nas tendéncias de novos casos (primeira
identificacdo em amostras clinicas ou fezes) e bacteremia com microrganismos
multirresistentes antes e depois do surgimento da pandemia de COVID-19. Os
resultados do estudo apontam para um aumento significativo de novos casos de
Acinetobacter baumannii extensivamente resistente a drogas e de Pseudomonas
aeruginosa de dificil tratamento. Além disso, foi observado um notavel crescimento de
106% (intervalo de confianca de 78-135%, p=0,001) nas bacteremias causadas por
ERC na era p6s-COVID-19 (La et al., 2022).

Um estudo retrospectivo abrangendo dois anos, de abril de 2019 a abril de
2021, revelou que a pandemia de COVID-19 alterou significativamente o panorama
das IRAS em UTIs de um hospital de doencgas infecciosas e tropicais na Sérvia.
Durante esse periodo, foram observadas taxas de resisténcia acima de 80% para a
maioria dos antimicrobianos testados, juntamente com um aumento significativo na

presenca de Acinetobacter spp. Além disso, houve uma tendéncia crescente de
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resisténcia em linhagens de Klebsiella spp. a fluoroquinolonas (R2 = 0,980, p = 0,01)
e carbapenémicos (R2 = 0,963, p = 0,02), o que possivelmente contribuiu para taxas
alarmantes de resisténcia em infeccbes de corrente sanguinea, pneumonia e
infec¢des do trato urinario (Despotovic et al., 2021).

Um surto de Klebsiella pneumoniae produtora da enzima carbapenemase
NDM-1 foi documentado em uma UTI francesa durante um pico de casos de COVID-
19, levantando preocupacdes sobre possiveis falhas nos protocolos de
biosseguranga. Os autores indicam que fatores como a sobrecarga de trabalho,
exaustdo dos profissionais de salde e 0 uso excessivo e inadequado de luvas podem
ter contribuido para a propagacao do surto (Amarsy et al., 2021). Em um complexo
hospitalar terciario no Brasil, um estudo foi conduzido para avaliar Enterobacterales
produtoras da enzima NDM, revelando um aumento progressivo na taxa de casos de
NDM por culturas de vigilancia total entre 2017 e 2021 (chi-2 para tendéncia, p
<0,0001). Este aumento foi particularmente associado a uma incidéncia maior em
unidades designadas para tratamento de pacientes com COVID-19 (teste exato de
Fisher, p < 0,0001) (Monteiro et al., 2023).

Durante o periodo de 2020 a 2021, os paises da América Latina e do Caribe
testemunharam o surgimento clinico de Enterobacterales produtoras de
carbapenemase previamente nao caracterizadas localmente. Além disso, houve um
aumento na prevaléncia de carbapenemases ja identificadas, e em alguns isolados, a
observacéo de coproducao de multiplas carbapenemases (Thomas et al., 2022). Este
aumento da resisténcia aos carbapenémicos em Enterobacterales, durante a
pandemia, instigou a Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS)/OMS a
recomendar a implementacdo e fortalecimento da Vvigilancia e pesquisa
epidemiologica aos Estados membros. Essas recomendagfes visam detectar a
presenca de microrganismos portadores de genes de resisténcia aos
carbapenémicos, permitindo a ado¢édo de medidas oportunas de prevenca e controle.
A OPAS orienta, ainda, a implementacéao de programas efetivos de administracao de
medicamentos antimicrobianos em ambientes hospitalares e ambulatoriais (PAHO,
2021). Essas acdes coletivas sado essenciais para enfremtar os desafios emergentes
de resisténcia antimicrobiana e fortalecer a capacidades dos sistemas de saude na

regiao.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi realizar uma avaliacdo abrangente da prevaléncia
dos genes de resisténcia aos carbapenémicos, como foco nos genes especificos
blakPC, blaOXA-48, blaNDM, blaIMP e blaVIM, em Enterobacterales isoladas de
amostras de aspirado traqueal provenientes de pacientes internados em um hospital

publico de referéncia situado em uma regido ndo metropolitana do pais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Todos os objetivos se referem aos pacientes internados no hospital com cultura

de aspirado traqueal positivas para ERC, durante o periodo de 2020 a 2023:

- Avaliar a taxa de positividade em culturas de aspirado traqueal;

- Investigar a prevaléncia de espécies da ordem Enterobacterales em culturas de
aspirado traqueal;

- Verificar a presenca de multiplos genes de resisténcia em uma mesma linhagem
bacteriana de Enterobacterales;

- Analisar as caracteristicas sociodemograficas e clinicas disponiveis dos pacientes,
verificando se apresentaram fatores de risco associados a ocorréncia de determinada

espécie bacteriana ou gene de resisténcia especifico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CLASSIFICACAO DO ESTUDO E APRESENTACAO DO LOCAL DE PESQUISA

Este estudo, de natureza transversal retrospectiva, visou investigar a presenca
dos genes blaKPC, blaOXA-48, blaNDM, blaIMP e blaVIM em linhagens de ERC
isoladas de amostras do trato respiratério inferior (aspirado traqueal) de pacientes
intubados e/ou sob ventilagdo mecanica. A pesquisa foi conduzida em um hospital
universitario em Juiz de Fora — MG, durante o periodo compreendido entre janeiro de
2020 e agosto de 2023.

O hospital em questdo é uma instituicdo sem fins lucrativos, mantida pelo
Sistema Unico de Saude (SUS), e dispée de um total de 140 leitos para internag&o
distribuidos em diversas areas especializadas. Estas incluem 17 leitos pediatricos, 09
leitos na Unidade de Terapia Intensiva, 32 na enfermaria de Medicina da Mulher, 23
na enfermaria de Medicina do Homem, 5 destinados ao Transplante de Medula Ossea,
25 na enfermaria de Cirurgia do Homem, 16 na enfermaria de Cirurgia da Mulher, 10
na Ginecologia e 3 na Nefrologia.

O servico de Microbiologia do hospital é responsavel pela conducdo do
processamento da amostra, isolamento e identificacdo das bactérias, realizacdo do
teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) e investigacdoo de mecanismos de
resisténcia em todas as amostras clinicas referenciadas.

Os subtopicos do tépico 4.2 deste trabalho detalham as técnicas empregadas
pelo Laboratorio de Microbiologia do Hospital Universitario para o processamento das
amostras de aspirado traqueal. Os demais topicos nesta secdo de metodologia

explicam minuciosamente a execucao das acdes especificas desta pesquisa.

4.2 ROTINA DE PROCESSAMENTO DE AMOSTRAS DE ASPIRADO TRAQUEAL
NO LABORATORIO DE ANALISES CLINICAS DO HOSPITAL UNIVERSITARIO

4.2.1 Coleta e processamento de amostras de aspirado traqueal

As amostras de aspirado traqueal foram obtidas por meio de sonda de

aspiracao de pacientes intubados e/ou em ventilagdo mecanica. A coleta foi executada
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pela equipe de enfermagem, utilizando um frasco estéril acoplado a um sistema de
succdao, conhecido como bronco coletor (Kalil et al., 2016).

No momento de recebimento no setor de Microbiologia do laboratério, as
amostras de aspirado traqueal foram semeadas em placas de &gar Sangue de
carneiro 5% (Renylab®) e de agar MacConkey (Biokar diagnostics®), com o emprego
de uma alca calibrada de 10puL, devido a natureza da cultura quantitativa (diluicao final
1:20.000). A placa de 4gar Sangue foi incubada em jarra de microaerofilia, enquanto
a placa de agar MacConkey foi incubada em estufa de aerobiose (FANEM LTDA) a
35° + 1°C, pelo periodo de 24 a 48 horas.

Apoés a incubacao, a avaliacdo do crescimento bacteriano nas placas ocorreu
por meio da observagdo de coldnias isoladas, sendo consideradas contagens 210°
UFC/mL (Oplustil et al., 2020; Winn et al., 2018).

4.2.2 Identificacdo das linhagens bacterianas

A identificacdo das espécies bacterianas recuperadas foi realizada por meio de
métodos fenotipicos manuais, utilizando provas bioquimicas e fisiolégicas de
identificacdo. Para identificar as espécies bacterianas da ordem Enterobacterales,
foram empregados os seguintes testes: prova de oxidase, fermentacdo da lactose,
método de Rugai modificado - IAL (Instituto Adolfo Lutz), utilizacdo de citrato como
fonte de carbono, descarboxilagdo dos aminoé&cidos lisina, arginina e ornitina, prova
de Voges-Proskauer (VP), malonato, motilidade e avaliacdo da resisténcia intrinseca

a antimicrobianos (Winn et al., 2018).

4.2.3 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

A avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos foi conduzida através do
teste de disco-difusdo em agar Mueller-Hinton (lonlab Equipamentos para
Laboratérios e Hospitais LTDA), utilizando discos de imipenem (10 ug), ertapenem (10
Mg) e meropenem (10 pg) (Oxoid, Reino Unido).

Para o procedimento, foram retiradas 3 a 5 colénias individuais do agar Sangue
ou do agar MacConkey, com o auxilio de uma alca bacteriologica estéril, e
emulsificadas em 3—4 ml de solucéo salina estéril (NaCl 0,85%). Posteriormente, essa

solugéo foi ajustada para um padréo de 0,5 na escala de McFarland, utilizando um



41

densitdmetro. A partir desse padréo, as células bacterianas foram espalhadas no agar
Mueller-Hinton com o auxilio de um swab estéril. Apés 16—18 horas de incubacao a
35° + 1°C, o didmetro da zona de inibicdo ao redor dos discos de antibidticos foi
medido com paquimetro e interpretado como sensivel, intermediario (sensivel,
exposicao aumentada) ou resistente, conforme as diretrizes do BrCAST (2023).

As linhagens de Enterobacterales isoladas que ndo apresentaram resisténcia
aos trés carbapenémicos testados pelo método de disco de difusdo foram submetidas
ao teste Epsilometrico para os antimicrobianos meropenem e imipenem, utilizando
fitas de gradiente antimicrobiano Etest (BioMérieux) (BRASIL, 2020).

‘.'I.g!!a!!.;liliJ‘:-—-'.- :

Figura 2. Teste de suscetibilidade a antimicrobianos (TSA) pelo método episilométrico

para linhagem de Klebsiella pneumoniae.

Fonte: Imagem cedida do banco de imagens da professora Dr.2 Patricia Guedes Garcia.
4.2.4 Triagem para a producao de carbapenemases

O método de inativacdo de carbapenémicos modificado (mCIM/eCIM) foi
empregado para detectar a producdo de carbapenemases e diferenciar entre as
enzimas serino e MBL, particularmente em amostras onde as Enterobacterales
isoladas demonstraram resisténcia a pelo menos um carbapenémico, conforme
avaliado pelo TSA (BRASIL, 2020).

O método de inativacdo do carbapenémicos foi originalmente descrito por

Zwaluw e colaboradores (2015) e baseia-se no método de disco-difuséo utilizando a
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linhagem de referéncia Escherichia coli NCTC 12241 sensivel a carbapenémicos. No
decorrer do procedimento, 0 moropenem presente no disco de suscetibilidade seria
neutralizado caso o isolado bacteriano estivesse produzindo a enzima
carbapenemase. Tal inativagéo permitiria o crescimento sem restricdes da linhagem
indicadora Escherichia coli NCTC 12241. Em contraste, os discos incubados em
suspensdo que nao apresentassem a presenca de carbapenemases resultariam em
uma clara zona de inibigéo.

O teste mCIM difere do método original pelo fato de que a suspensdo
bacteriana € preparada em Tryptic Soy Broth (TSB) (Becton Dickinson and Company),
apos a adicao do disco de meropenem é realizada incubacéo por 4 horas. Diametro
de halo de inibicdo de 6 a 15 mm sao considerados positivos para carbapenemase,
16 a 18 mm sao considerados indeterminados e = 19 mm negativos. Quanto ha
colénias dentro do halo de inibicdo, sdo considerados positivos didmetros < 18 mm e
indeterminados aqueles = 19 mm (Pierce et al., 2017).

Considerando que a caracterizacdo precoce de produtores de MBL é uma
ferramenta importante para guiar o uso de ceftazidima-avibactam, foi proposto o eCIM.
Esta modificacdo do método CIM incorpora o uso de EDTA com o propadsito de impedir
a degradacao do meropenem por metalo-B-lactamases, apresentando, de acordo com
0s pesquisadores, uma notavel especificidade e sensibilidade de 100%. No
procedimento do método eCIM, dois tubos contendo 2 mL de caldo TSB sao
preparados, sendo que em um deles contém EDTA em concentracdo de 5 mM. Ambos
0s tubos séo entdo inoculados com uma massa equivalente a uma alca de 1 L (Sfeir
et al., 2019). A figura 3 ilustra de maneira esquematica as etapas do teste CIM, mCIM

e e-CIM, proporcionando uma visualiza¢do rapida das variacdes entre os métodos.


https://www.google.com/aclk?sa=l&ai=DChcSEwjWzIXJlIz_AhVtMdQBHdQpAVoYABAHGgJvYQ&sig=AOD64_1X0I3rRjfKQJ1NGoDTqclsA8TzVg&q&adurl&ved=2ahUKEwip1fvIlIz_AhUBupUCHZCSAmgQ0Qx6BAgIEAE
https://www.google.com/aclk?sa=l&ai=DChcSEwjWzIXJlIz_AhVtMdQBHdQpAVoYABAHGgJvYQ&sig=AOD64_1X0I3rRjfKQJ1NGoDTqclsA8TzVg&q&adurl&ved=2ahUKEwip1fvIlIz_AhUBupUCHZCSAmgQ0Qx6BAgIEAE
https://www.google.com/aclk?sa=l&ai=DChcSEwjWzIXJlIz_AhVtMdQBHdQpAVoYABAHGgJvYQ&sig=AOD64_1X0I3rRjfKQJ1NGoDTqclsA8TzVg&q&adurl&ved=2ahUKEwip1fvIlIz_AhUBupUCHZCSAmgQ0Qx6BAgIEAE
https://www.google.com/aclk?sa=l&ai=DChcSEwjWzIXJlIz_AhVtMdQBHdQpAVoYABAHGgJvYQ&sig=AOD64_1X0I3rRjfKQJ1NGoDTqclsA8TzVg&q&adurl&ved=2ahUKEwip1fvIlIz_AhUBupUCHZCSAmgQ0Qx6BAgIEAE
https://www.google.com/aclk?sa=l&ai=DChcSEwjWzIXJlIz_AhVtMdQBHdQpAVoYABAHGgJvYQ&sig=AOD64_1X0I3rRjfKQJ1NGoDTqclsA8TzVg&q&adurl&ved=2ahUKEwip1fvIlIz_AhUBupUCHZCSAmgQ0Qx6BAgIEAE
https://www.google.com/aclk?sa=l&ai=DChcSEwjWzIXJlIz_AhVtMdQBHdQpAVoYABAHGgJvYQ&sig=AOD64_1X0I3rRjfKQJ1NGoDTqclsA8TzVg&q&adurl&ved=2ahUKEwip1fvIlIz_AhUBupUCHZCSAmgQ0Qx6BAgIEAE
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A B C
CIM mCIM eCIM
' Meropenem disc
Meropenem disc Meropenem disc immersed in culture
1 immersed in culture [~ immersed in culture [~] of test strain in TSB
{iy Of test strain in water [  Of test strain in TSB fed  with 0.5M EDTA

l 35°C 2 Hr l 35°C 4 Hr 1 35°C 4 Hr

l 35°C 16-18 Hr l 35°C 16-18 Hr l 35°C 16-18 Hr

Positive: Increase a zone
diameter more than
5 mm compared
with the mCIM

Figura 3: Esquema demonstrativo dos métodos de inativacéo de carbapenémicos

Positive: Diameter of inhibition zone range of 6-15 mm or
Presence of pinpoint colonies within a 16—18 mm zone

Fonte: Thirapanmethee, 2020.

4.2.5 Armazenamento das linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas de Enterobacterales que foram resistentes aos
carbapenémicos pelo TSA e que tiveram teste fenotipico para carbapenemases
positivos foram inoculadas em caldo soja tripticaseina (HIMEDIA®) e glicerol a 15%,
sendo posteriormente congeladas em freezer (temperatura entre -10° a -20° C) para
fins de armazenamento (ANVISA, 2004).

4.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os critérios de inclusdo adotados neste estudo foram os seguintes: linhagens
bacterianas de amostras de aspirado traqueal de pacientes hospitalizados no periodo
entre janeiro de 2020 e agosto de 2023, com uma contagem de coldnias 210% UFC/mL,
identificadas como pertencentes a ordem Enterobacterales e que apresentaram
resisténcia fenotipica a pelo menos um dos antibioticos carbapenémicos, a saber:

imipenem, meropenem e/ou ertapenem.
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Bactérias que ndo apresentaram viabilidade celular apés o periodo de
congelamento foram excluidas da analise final. Além disso, ao identificar o isolamento
da mesma espécie bacteriana com perfil idéntico de suscetibilidade e de genes de
resisténcia no mesmo paciente, as repeticbes foram descartadas para garantir a

independéncia dos dados nas analises estatisticas.

4.4 TESTE DE VIABILIDADE DOS ISOLADOS SELECIONADOS

As linhagens de ERC, que atenderam aos critérios de inclusdo neste estudo,
foram inicialmente semeadas em agar Mueller-Hinton e incubadas em estufa (FANEM
LTDA) a 35° £ 1°C em atmosfera ambiente por um periodo de 24 a 48 horas. Durante
esse intervalo, a viabilidade foi avaliada mediante o crescimento das colbnias.

No caso das linhagens que ndo apresentaram crescimento nas condicdes
mencionadas anteriormente, realizou-se um novo repigue a partir da cultura original
no meio de congelamento, porém utilizando agar Sangue e caldo BHI. Essas culturas
foram incubadas em uma estufa de aerobiose (FANEM LTDA) a 35° + 1°C e
monitoradas por até 48 horas. ApOs esse periodo, bactérias que persistiram sem
evidéncias de crescimento foram consideradas néo viaveis (ANVISA, 2004).

As linhagens bacterianas que apresentaram crescimento e foram certificadas
como puras passaram por uma segunda analise, que incluiu confirmacdo de
identificacdo por técnica de espectrometria de massa por ionizagdo/dessor¢cao em
matriz assistida por laser (MALDI-TOF) e pesquisa de genes codificadores de
carbapenemases por técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
(gPCR).

4.5 IDENTIFICACAO BACTERIANA POR MATRIX-ASSISTED LASER
DESORPTION IONIZATION — TIME OF FLIGHT

As linhagens bacterianas, isoladas e previamente identificadas por testes
fenotipicos no laboratério de microbiologia do hospital em questéo, foram submetidas
ao método de MATRIX-ASSISTED LASER DESORPTION IONIZATION — TIME OF
FLIGHT (MALDI-TOF) para confirmagéo das espécies bacterianas.

Os perfis de massas foram adquiridos utilizando o espectrémetro MALDI-TOF

MTB - Smart (Brucker®), e os espectros brutos foram processados por meio do
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programa MaldiBiotyper (Brukers Daltonics). Essa etapa foi realizada no Laboratorio
de Bacteriologia Geral do Instituto Biolégico de Séao Paulo, situado em Sao Paulo -
SP, Brasil.

Os perfis proteicos das colonias bacterianas foram obtidos conforme o
protocolo de extracdo com etanol/acido formico descrito por Freiwald e Sauer (2009).
A metodologia empregada para a identificacao bacteriana seguiu as diretrizes de Bier
et al. (2017). As andlises pelo Biotyper foram classificadas com base nos valores de
escore propostos pelo fabricante: pontuagdes entre 2,3 e 3,0 indicam identificacéo
confiavel de espécie; pontuacdes entre 2,0 e 2,29 indicam identificacdo confiavel de
género e provavel identificacdo de espécie; pontuacdes entre 1,7 e 1,99 indicam
provavel identificacdo de género e abaixo de 1,7 indica que ndo ha identificacdo
confidvel. Foi estabelecido que apenas identificacbes com escores acima de 2,3

seriam consideradas no presente estudo.

4.6 EXTRACAO DO MATERIAL GENETICO DE LINHAGENS BACTERIANAS
PRODUTORAS DE CARBAPENEMASE E ANALISE DOS RESPECTIVOS GENES
CODIFICADORES DESSAS ENZIMAS POR gPCR

A obtencéo do material genético das linhagens bacterianas selecionadas para
este estudo e a subsequente realizacdo de testes moleculares visando a deteccéo
especifica e diferenciacdo dos genes codificadores de carbapenemases (blaKPC,
blaOXA-48, blaNDM, blaIMP e blaVIM) foram conduzidas no Laboratério de Biologia
Molecular da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz
de Fora - MG, Brasil).

Apoés a avaliacdo de viabilidade, no qual as linhagens bacterianas foram
cultivadas em meio sélido agar MH (TM Media®) ou Sangue (Renylab Diagnésticos in
vitro), adotou-se um meétodo de extracdo rapida para garantir a eficaz obtencéo de
acido nucleico. Trés a quatro colonias isoladas foram transferidas com alca
bacteriologica estéril para microtubos contendo caldo BHI (Renylab LTDA®) e
incubadas a uma temperatura controlada de 35° £ 1°C, overnight. Apos a confirmacao
do crescimento bacteriano, evidenciado pela turvagao do meio, 40 yL da amostra
foram combinados com 40 pL do Reagente de Extracdo de Acido Nucleico Pi-Lise (Pi-
Biotech Genética Avancada® - Juiz de Fora, Brasil) numa proporcdo de 1:1 (v/v),

utilizando outro microtubo estéril.
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A amostra resultante foi entdo submetida a um processo de lise térmica a 95°C
por 5 minutos, seguido por um resfriamento de 2 minutos e subsequente centrifugacéo
a 3.500 rpm por 30 segundos. A execucao cuidadosa dessas etapas conferiu a
amostra a prontiddo necessaria para a aplicacdo em gqPCR, sendo adotado, no
presente estudo, o Kit de deteccédo por PCR em Tempo Real de Enterobacteriaceae
Produtoras de Carbapenemase da VIASURE (Certest Biotec S.L., San Mateo de
Céllego, Zaragoza, Espanha).

Em sintese, para a realizacdo da reagao de gPCR, foram adicionados 17 pL de
tampao e 3uL do DNA extraido de cada linhagem bacteriana a cada poco das strips
do kit. Posteriormente, as strips foram devidamente fechadas, submetidas a uma
breve centrifugacédo e inseridas no termociclador da Bio-Rad (CFX96 Real-Time
System). A analise dos resultados foi conduzida de maneira rigorosa, seguindo as
instrucdes detalhadas do fabricante do kit (VIASURE, 2024).

No que diz respeito a interpretacdo dos resultados, uma amostra foi
considerada positiva para o gene blaNDM quando apresentou sinal de amplificacédo
no canal FAM, com um valor de Ct menor que 40 e o controle interno apresentando
ou ndo sinal de amplificacdo. Em alguns casos, pode ocorrer a ndo deteccdo do
controle interno porque um alto niamero de cépias do alvo pode causar amplificacéo
preferencial de acidos nucleicos especificos do alvo. Para a deteccéo do gene blaVIM,
foi considerada positiva quando houve sinal de amplificagcdo no canal ROX, com Ct
menor que 40, e o controle interno apresentando ou néo sinal de amplificagéo.

No caso do gene blaOXA-48 e/ou semelhante a OXA-48, a amostra foi
considerada positiva quando houve sinal de amplificacdo no canal FAM e o valor de
Ct obtido foi inferior a 40. Para o gene blaKPC, a positividade foi determinada pela
presenca de sinal de amplificagcdo no canal ROX, com Ct menor que 40. Quanto ao
gene blaIMP, a amostra foi considerada positiva quando houve sinal de amplificacéo
no canal Cy5 e o valor de Ct obtido foi inferior a 40.

Uma amostra foi considerada negativa quando ndo ha sinal de amplificagédo no
sistema de detecgéo, mas o controle interno do ensaio foi positivo. O experimento foi
considerado invalido se houve sinal de amplificacdo no pog¢o do controle negativo e/ou
auséncia de sinal no poco do controle positivo.

Ressalta-se que antes dos testes propriamente ditos com os isolados clinicos,
o kit e as condicbes para a qPCR foram validados com o DNA extraido dos controles

bacterianos: Klebsiella pneumoniae 13438 (blaKPC), Klebsiella pneumoniae 13440
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(blaVIM), Klebsiella pneumoniae 13443 (blaNDM), Klebsiella pneumoniae 13442
(blaOXA-48) e Escherichia coli 23476 (blaIMP). Além disso, o ensaio foi controlado

com um controle positivo e negativo fornecido no proprio kit.

4.7 PESQUISA DE PRONTUARIOS DOS PACIENTES HOSPITALIZADOS

Apés a identificac@o de todas as amostras de aspirado traqueal positivas para
ERC no periodo abrangido por esta pesquisa no hospital universitario em questéo,
realizou-se a analise minuciosa dos prontuarios dos pacientes. As informacdes
referentes aos pacientes foram acessadas por meio do sistema eletrénico do hospital,
conhecido como Aplicativo de Gestédo para Hospitais Universitarios (AGHU). Durante
esse procedimento, foram coletados dados abrangentes, incluindo informagdes
demograficas e clinicas, bem como os resultados dos exames de confirmacdo de
infeccdo por COVID-19, obtidos tanto por meio de testes imunocromatograficos
quanto pela técnica de gPCR (Allplex SARS-CoV-2 Assay, by Seegene Inc., Seoul,
Republica da Coreia).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

A andlise dos resultados derivados das culturas de aspirado traqueal e da
avaliacdo dos genes codificadores de carbapenemases, em conjunto com
informacBes demograficas e hospitalares dos pacientes envolvidos neste estudo, foi
expressa por meio de frequéncias absolutas e relativas. Importa destacar que, para
as variaveis idade e tempo de permanéncia hospitalar, foram realizados calculos
estatisticos adicionais, incluindo média, desvio padrdo e mediana.

As espécies de ERC identificadas foram agrupadas em dois conjuntos distintos:
0 grupo composto por Klebsiella pneumoniae e o grupo denominado “Nao Klebsiella
pneumoniae”. As proporgdes de cada grupo de bactérias e da presencga de tipos de
genes associados foram submetidas a uma analise univariada para avaliacdo de
possiveis associa¢gfes dessas propor¢cdes com as caracteristicas demograficas e os
dados hospitalares dos pacientes. Essa avaliagdo comparativa foi realizada utilizando
o teste qui-quadrado, adotando uma probabilidade de teste (p) inferior a 0,05 como

critério de significancia estatistica.
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Considerando o tamanho reduzido da amostra no estudo (n < 60), ao identificar
variaveis com valores p < 0,10 na analise univariada, foram empregadas abordagens
adicionais para aprofundar a compreensdo das potenciais associa¢des entre variaveis
explicativas e desfechos predeterminados. Para tanto, aplicou-se o teste do qui-
quadrado para tendéncia linear e recorreu-se a analise estratificada (Gimeno; Souza,
1995). A escolha do qui-quadrado de tendéncia linear foi embasada na hipétese de
gue cada ano de agravamento da COVID-19, refletido no aumento de casos, estaria
associado a escores crescentes na propor¢cdo de algum gene de resisténcia a
carbapenémicos.

A andlise estratificada foi empregada para obter estimativas de odds ratios
relacionadas as proporcdes de permanéncia hospitalar em tempos superiores a
mediana, categorizadas por grupos de bactérias, controlando-se o impacto de dois
fatores previamente selecionados: o resultado da COVID-19 e os tipos de genes de
resisténcia associados. Adicionalmente, conduziu-se o teste de homogeneidade dos
estratos para explorar possiveis interagdes entre as variaveis (Gimeno; Souza, 1995).
Na auséncia de interacdo nos estratos e na presenca de uma associagdo global
significativa, adotou-se a medida resumo ajustada de odds ratio, baseada na
estimativa de Mantel-Haenszel.

Para a organizacdo preliminar dos dados, empregou-se uma planilha do
software Microsoft Excel, versdo 2010. Posteriormente, as analises estatisticas foram
conduzidas com o auxilio do software Statistical Package for the Social Sciences
(SPSS), versao 14, e do software Epitools (Sergeant, 2018).

4.9 ASPECTOS ETICOS

Este estudo seguiu rigorosamente os padrbes éticos estabelecidos pela
Resolucdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude, que define as normas e
diretrizes regulamentadoras para pesquisas envolvendo seres humanos.
Adicionalmente, recebeu aprovacdo do Comité de Etica e Pesquisa com Seres
Humanos do Hospital Universitario de Juiz de Fora, com o parecer numero: 6.008.128,
registrado no comité com Certificado de Apresentacdo de Apreciacdo Etica (CAAE)
62059822.2.0000.5133.

E importante observar que o referido comité de ética dispensou a exigéncia do

termo de consentimento livre e esclarecido, considerando a natureza retrospectiva do
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estudo e a consulta apenas aos prontuarios. Destaca-se que todas as informacdes
dos pacientes foram analisadas de forma andnima, visando preservar integralmente a

privacidade e confidencialidade dos individuos envolvidos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados e a discussao desta dissertagdo foram detalhadamente
abordados no artigo intitulado “Prevaléncia e caracterizacdo molecular de
Enterobacterales Resistentes a Carbapenémicos em pacientes de um hospital publico
de referéncia em uma regido nao metropolitana do Brasil durante e apds a pandemia
de SARS-CoV-2” apresentado no Apéndice A desta dissertacdo. ApOs apreciacao e
avaliacéo por esta banca de defesa, o trabalho seré& ajustado e traduzido para a lingua
inglesa, visando sua subsequente submissédo a um periodo cientifico de destaque na

area de Saude Coletiva.
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6 CONCLUSAO E CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo fornece insights cruciais que corroboram com o atual cenério global
da RAM. No entanto, é essencial reconhecer as limitagdes inerentes que devem ser
ponderadas ao interpretar os resultados. A natureza retrospectiva, a falta de
informacbes detalhadas sobre fatores de risco individuais, como comorbidades e
exposi¢cdo prévia a antimicrobianos, a possibilidade de subnotificacdo dos casos
COVID-19, principalmente, nos primeiros anos da pandemia, e a focalizagao
geografica Unica sdo aspectos que podem restringir a generalizacdo dos achados.

Apesar dessas limitacdes, € relevante ressaltar que a confirmacdo da
identificagc&o bacteriana por MALDI-TOF e a diferenciagéo dos genes codificadores de
carbapenemases por gPCR conferiram robustez & metodologia empregada. A
exclusao de isolados duplicados e a analise minuciosa dos prontuarios contribuiram
para a precisao e confiabilidade dos resultados obtidos.

O presente estudo destaca a necessidade urgente de estratégias de controle
mais eficazes diante da significativa resisténcia observada, especialmente nas
linhagens de Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens. A predominancia do gene
blaKkPC em todas as espécies examinadas ressalta a urgéncia de medidas
preventivas e de tratamento especificas para essa enzima, considerando sua
disseminacdo global e impacto clinico, juntamente com a preocupante presenca
crescente do gene blaNDM.

Nesse contexto, é imperativo que sejam desenvolvidas e implementadas
estratégias de controle imediatas, acompanhadas por estudos prospectivos
abrangentes para uma compreensdo mais aprofundada dos fatores individuais que
contribuem para essa resisténcia. A manutencado da vigilancia rigorosa e pesquisa
ativa emerge como elemento crucial para orientar intervencdes direcionadas, visando

atenuar os impactos adversos da resisténcia antimicrobiana na saude global.
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APENDICE A — ARTIGO ELABORADO PARA SUBMISSAO A UM PERIODICO
CIENTIFICO DA AREA

Prevaléncia e caracterizacdo molecular de Enterobacterales Resistentes a
Carbapenémicos em pacientes de um hospital publico de referéncia em uma regiao

ndo metropolitana do Brasil durante e apos a pandemia de SARS-CoV-2

Prevalence and molecular characterization of  Carbapenem-Resistant
Enterobacterales in patients from a public reference hospital in a non-metropolitan

region of Brazil during and after the SARS-CoV-2 pandemic

Resumo: A resisténcia antimicrobiana (RAM) é uma ameaca global critica, com
as Enterobacterales resistentes a carbapenémicos (ERC) representando uma
preocupacao significativa devido as opcdes terapéuticas limitadas. Este estudo
transversal retrospectivo investigou a prevaléncia de genes de carbapenemase em
linhagens de ERC isoladas de aspirados traqueais de pacientes em um hospital
universitario, entre janeiro de 2020 e agosto de 2023. Das 1.133 amostras analisadas,
111 (9,79%) apresentaram crescimento de ERC, com 46 isolados incluidos na
amostra final, predominando Klebsiella pneumoniae (65,21%) e Serratia marcescens
(19,57%). O gene blakPC foi prevalente (78,26%), enquanto o blaNDM foi encontrado
em 21,74% dos isolados. A analise demogréfica revelou uma populacéo
predominantemente masculina (67,39%), idosa (69,57%), autodeclarada branca
(56,52%), ndo casada (63,04%) e com baixa escolaridade (56,52%). A maioria dos
pacientes (69,57%) encontrava-se na Unidade de Terapia Intensiva e permaneceu
mais de 30 dias no hospital (76,08%). A infeccao por COVID-19 foi registrada em
34,78% dos casos. A analise estratificada mostrou uma tendéncia inversamente
significativa entre a prevaléncia de Klebsiella pneumoniae e faixa etaria (p = 0,045),
além de uma tendéncia linear direta entre o gene blaNDM e a tendéncia anual do
aumento de casos de COVID-19 no Brasil (p = 0,050). Este estudo encontrou uma
probabilidade significativamente elevada de encontrar bactérias Nao Klebsiella
pneumoniae em pacientes com tempo de permanéncia hospitalar prolongado,
independente do diagnodstico de COVID-19 (p = 0,006) e do tipo de gene de resisténcia
(p = 0,020). Destaca-se a prevaléncia persistente de ERC, especialmente com o gene
blakPC.
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Palavras chaves: Resisténcia antimicrobiana, Aspirado traqueal, Klebsiella

pneumoniae, Serratia marcescens; blaKPC; blaNDM.

Abstract: Antimicrobial resistance (AMR) is a critical global threat, with
carbapenem-resistant Enterobacterales (CRE) representing a significant concern due
to limited therapeutic options. This retrospective cross-sectional study investigated the
prevalence of carbapenemase genes in CRE strains isolated from tracheal aspirates
of patients in a university hospital, between January 2020 and August 2023. Out of
1,133 samples analyzed, 111 (9.79%) showed CRE growth, with 46 isolates included
in the final sample, predominantly Klebsiella pneumoniae (65.21%) and Serratia
marcescens (19.57%). The blaKPC gene was prevalent (78.26%), while blaNDM was
found in 21.74% of isolates. Demographic analysis revealed a predominantly male
population (67.39%), elderly (69.57%), self-reported white (56.52%), unmarried
(63.04%), and with low educational attainment (56.52%). Most patients (69.57%) were
in the Intensive Care Unit and stayed in the hospital for more than 30 days (76.08%).
COVID-19 infection was recorded in 34.78% of cases. Stratified analysis showed a
significantly inverse trend between the prevalence of Klebsiella pneumoniae and age
group (p = 0.045), as well as a direct linear trend between blaNDM gene and the annual
trend of increasing COVID-19 cases in Brazil (p = 0.050). This study found a
significantly higher likelihood of finding Non-Klebsiella pneumoniae bacteria in patients
with prolonged hospital stay, independent of COVID-19 diagnosis (p = 0.006) and
resistance gene type (p = 0.020). The persistent prevalence of CRE, especially with
blaKPC gene, is highlighted.

Keywords: Antimicrobial resistance, Tracheal aspirate, Klebsiella pneumoniae,

Serratia marcescens, blakKPC, blaNDM.

Introducao

Nos ultimos anos, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) e a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tém alertado sobre a crescente ameaca da
resisténcia antimicrobiana (RAM) em escala global (CDC, 2019; WHO, 2019). Em
2014, O’Neill ja pronunciava que a continua ascensaoda resisténcia antimicrobiana até

2050 poderia resultar na mortalidade anual de 10 milhdes de pessoas, acompanhada
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de uma estimada reducdo de 2% a 3,5% no Produto Interno Bruto mundial,
acarretando custos alarmantes de até 100 trilhdes de dolares (O’Neill, 2014).

O uso excessivo de antimicrobianos em diversos cenarios, incluindo saude
humana, animal, produgéo de alimentos e meio ambiente, continua a impulsionar a
resisténcia bacteriana, tornando essencial reduzir o uso inadequado dessas
substancias (WHO, FAO; UNEP; WOAH, 2023; ANVISA, 2023). No entanto, durante
a pandemia da doenca de coronavirus 2019 (COVID-19), observou-se um aumento
indiscriminado no uso de antibidticos, muitas vezes sem confirmacdo completa de
infeccdo bacteriana secundaria (Rehman, 2023; Rawson et al, 2020). Adicionalmente,
as abruptas mudancas na prestacdo de cuidados de saude durante este periodo,
como a escassez de equipamentos de protecdo e interrupcdo de protocolos de
prevencao de infecgdes, estdo possivelmente associadas ao aumento das taxas de
infeccdes resistentes em ambientes hospitalares (Witt et al., 2023).

Pesquisas recentes indicam que a pandemia de COVID-19 pode ter tido um
impacto significativo no aumento da RAM em escala global (Rehman, 2023; CDC,
2022; Thomas et al., 2022; Fakih et al., 2021). Um dos mecanismos preponderantes
de resisténcia antimicrobiana € a producédo de carbapenemases por bactérias Gram
negativas (BGN), destacando-se pela inativacdo dos carbapenémicos e,
conseguentemente, restringindo as opcdes terapéuticas disponiveis (Suay-Garcia;
Pérez-Gracia, 2019; El-Gamal et al.,, 2017). As Enterobacterales resistentes aos
carbapenémicos (ERC) séo classificadas como ameacas “criticas” a saude global pela
OMS, sendo prioritarias para pesquisa edesenvolvimento de novos antibiéticos (WHO,
2017).

A OMS e outras entidades internacionais enfatizam a importancia de acdes
multissetoriais para conter a RAM. Destacam a abordagem da Saude Unica como a
estratégia mais eficaz e com o melhor custo-beneficio para enfrentar esse desafio
crescente. No entanto, a falta de inovagdo no desenvolvimento de novos
antimicrobianos dificulta cada vez mais o controle da resisténcia (WHO, FAO; UNEP;
WOAH, 2023).

Diante da emergéncia global relacionada a RAM, é crucial conduzir estudos de
prevaléncia, especialmente em relacdo aos grupos bacterianos de alto risco
destacados pela OMS. O objetivo deste estudo foi investigar a prevaléncia dos genes
de resisténcia a carbapenémicos, nomeadamente blaKPC, blaOXA-48, blaNDM,

blaIMP e blavVIM, em ERC isoladas de aspirados traqueais de pacientes
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hospitalizados entre janeiro de 2020 e agosto de 2023 (periodo durante e pos
pandemia), bem como identificar possiveis associacfes de fatores de risco para

infecgdes resistentes.

Métodos

Trata-se de um estudo transversal retrospectivo, no qual foi realizada a
pesquisa dos genes blaKPC, blaOXA-48, blaNDM, blaIMP e blaVIM em linhagens de
ERC isoladas de amostras do trato respiratorio inferior (aspirado traqueal)
provenientes de pacientes submetidos a intubacdo e/ou em uso de ventilacdo
mecanica. A pesquisa foi conduzida em um hospital universitario localizado na cidade
de Juiz de Fora — Minas Gerais, abrangendo o periodo de janeiro de 2020 a agosto
de 2023.

O hospital em foco nesta pesquisa é uma instituicdo certificada como Hospital
de Ensino, sem fins lucrativos, que desempenha um papel fundamental como centro
de referéncia no tratamento de pacientes integrados a Rede de Atencdo a Saude
(RAS) do Sistema Unico de Saude (SUS). O hospital oferece para a Macrorregiso
Sudeste de Minas Gerais, formada por 94 municipios e 2 milhdes de habitantes,
servicos assistenciais de alta e média complexidade (EBSERH; HU- UFJF, 2022).

O laboratério de Microbiologia do hospital desempenha um papel central nas
etapas de pesquisa, isolamento e identificacdo bacteriana, além de ser responsavel
pela realizagédo do teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) e pela investigacao
fenotipica de mecanismos de resisténcia (EBSERH; HU-UFJF, 2019).

Em relacdo as amostras de aspirado traqueal, ap0s a coleta por meio de sonda
de aspiracdo (Kalil et al., 2016; ANVISA, 2004), foram semeadas em agarSangue de
carneiro 5% (Renylab Diagnodsticos®) e em agar MacConkey (Renylab
Diagnosticos®), incubadas em estufa de aerobiose (FANEM LTDA) a 35°+ 1°C por um
periodo de 24 a 48 horas. ApGs o periodo de incubacgéo foram realizados os testes
microbiolégicos para a identificacdo das espécies mediante provas bioquimicas e
fisiologicas (Oplustil et al., 2020; Winn, 2018). O TSA é realizado e interpretado
seguindo critérios do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(BrCAST, 2023). As linhagens bacterianas que apresentaram algum mecanismo de

resisténcia especifico, incluindo a resisténcia aos carbapenémicos, foram inoculadas

em caldo Soja Tripticaseina (TSB) (HII\/IEDIA®) e glicerol a 15%, sendo posteriormente
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congeladas em freezer (temperatura entre -10° a -20° C) para fins de armazenamento
(ANVISA, 2004).

Critérios de incluséo e excluséo
Os critérios de inclusdo adotados neste estudo foram os seguintes: linhagens

bacterianas de amostras de aspirado traqueal de pacientes hospitalizados no periodo

entre janeiro de 2020 e agosto de 2023, com uma contagem de col6énias =1 0° UFC/mL,
identificadas como pertencentes a ordem Enterobacterales e que apresentaram
resisténcia fenotipica a pelo menos um dos antibiéticos carbapenémicos, a saber:
imipenem, meropenem e/ou ertapenem.

Bactérias que ndo apresentaram viabilidade celular ap6s o periodo de
congelamento foram excluidas da andlise final. Além dos isolados bacterianos da

mesma espécie com mesmo gendtipo de resisténcia isolados no mesmo paciente.

Teste de viabilidade dos isolados congelados
As linhagens de ERC, que foram selecionadas conforme os critérios de

inclusdo estabelecidos para este estudo, foram inoculadas em meio agar Mueller-

Hinton (MH) (TM Media®) e incubadas em estufa de aerobiose (FANEM LTDA) a 35°+
1°C por um periodo de 24 a 48 horas. Apos essa fase, a viabilidade foi avaliada com
base no crescimento observado das colénias (ANVISA, 2004).

Para aquelas linhagens que ndo apresentaram crescimento nas condicdes

mencionadas anteriormente, procedeu-se com um novo repique a partir do meio de
congelamento, utilizando agar Sangue (Renylab LTDA®) e caldo Brain Heart Infusion

(BHI) (Renylab LTDA®). Estas culturas foram incubadas nas mesmas condigdes
anteriores e apos 48 horas, as bactérias que ndo demonstraram qualquer crescimento

foram consideradas néo viaveis (ANVISA, 2004).

Identificagdo bacteriana por Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of
Flight

As linhagens bacterianas isoladas e identificadas por testes fenotipicos no
laborat6rio de microbiologia do referido hospital, foram submetidas ao método de
espectrometria de massa por ionizacao/dessorcdo em matriz assistida por laser

(MALDI-TOF) para confirmacao das espécies bacterianas.
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Os perfis de massas foram adquiridos com espectrometro - MALDI-TOF MTB -

Smart (Brucker®) e 0s espectros brutos foram processados utilizando o programa
MaldiBiotyper (Brukers Daltonics), sendo essa etapa executada no Laboratério de
Bacteriologia Geral do Instituto Biologico de S&o Paulo (S&o Paulo - SP, Brasil).Os
perfis proteicos das colonias bacterianas foram obtidos seguindo o protocolo de
extragdo com etanol/acido formico descrito por Freiwald e Sauer (2009) e a
metodologia utilizada para a identificacdo bacteriana foi a mesma de Bier et al. (2017).

As andlises por Biotyper foram classificadas utilizando valores de escore
proposto pelo fabricante: uma pontuacéo entre 2,3 e 3,0 indica identificacdo confiavel
de espécie; entre 2,0 e 2,29 indica identificacdo confidvel de género e provéavel
identificacdo de espécie; e entre 1,7 e 1,99 indica provavel identificacdo de género,
enquanto pontuacdes abaixo de 1,7 indicam falta de identificacdo confiavel. Neste

estudo, foram consideradas apenas as identificagdes com escore acima de 2,3.

Extracdo do material genético de linhagens bacterianas produtoras decarbapenemase
e andlise dos respectivos genes codificadores dessas enzimas por Reacdo em Cadeia
da Polimerase em Tempo Real

A obtencdo do material genético das linhagens bacterianas selecionadas para
este estudo e a subsequente realizacdo de testes moleculares visando a detecc¢éo
especifica e diferenciacdo dos genes codificadores de carbapenemases (blaKPC,
blaOXA-48, blaNDM, blaIMP e blaVIM) foram conduzidas no Laboratério de Biologia
Molecular da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal de Juiz de Fora (Juiz
de Fora - MG, Brasil).

Apds a avaliacdo de viabilidade, no qual as linhagens bacterianas foram

cultivadas em meio solido agar MH (TM Media®) ou Sangue (Renylab Diagnésticos®),
adotou-se um metodo de extracdo rapida para garantir a eficaz obtencdo de acido

nucleico. Trés a quatro colbnias isoladas foram transferidas com alca bacteriologica

estéril para microtubos contendo caldo BHI (Renylab LTDA®) e incubadas a uma
temperatura controlada de 35° + 1°C, overnight. Apos a confirmacao do crescimento
bacteriano, evidenciado pela turvagao do meio, 40 yL da amostra foram combinados
com 40 pL do Reagente de Extracdo de Acido Nucleico Pi-Lise (Pi- Biotech Genética
Avancada® - Juiz de Fora, Brasil) numa propor¢cdo de 1:1 (v/v), utilizando outro

microtubo estéril.
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A amostra resultante foi entdo submetida a um processo de lise térmica a 95°C
por 5 minutos, seguido por um resfriamento de 2 minutos e subsequente centrifugacao
a 3.500 rpm por 30 segundos. A execucao cuidadosa dessas etapas conferiu a
amostra a prontiddo necessaria para a aplicacdo em Reacdo em Cadeia da
Polimerase em Tempo Real (QPCR), sendo adotado, no presente estudo, o Kit de
deteccdo por PCR em Tempo Real de Enterobacteriaceae Produtoras de
Carbapenemase da VIASURE (Certest Biotec S.L., San Mateo de Céllego, Zaragoza,
Espanha).

Para a reacdo de gPCR, foram adicionados a cada poco das strips do kit 17 uL
de tampao e 3uL do DNA extraido de cada linhagem bacteriana. Posteriormente, as
strips foram fechadas, brevemente centrifugadas e inseridas no termociclador da Bio-
Rad (CFX96 Real-Time System). A interpretacdo dos resultados foi conduzida de
maneira rigorosa, seguindo as orientacdes detalhadas pelo fabricante do kit (VIASURE,
2024).

Antes dos testes com os isolados clinicos, o kit e as condi¢es para a gPCR
foram validados utilizando DNA extraido de controles bacterianos, incluindo Klebsiella
pneumoniae 13438 (blaKPC), Klebsiella pneumoniae 13440 (blaVIM), Klebsiella
pneumoniae 13443 (blaNDM), Klebsiella pneumoniae 13442 (blaOXA-48) e
Escherichia coli 23476 (blaIMP). Ademais, o ensaio incluiu controle positivo e negativo

fornecido pelo kit.

Pesquisa de prontuarios dos pacientes hospitalizados

Apos a identificacdo de todas as amostras de aspirado traqueal positivas para
ERC no periodo abrangido por esta pesquisa no hospital universitario em questéo,
realizou-se a analise minuciosa dos prontuarios dos pacientes. As informacgdes
referentes aos pacientes foram acessadas por meio do sistema eletrénico do hospital,
conhecido como Aplicativo de Gestao para Hospitais Universitarios (AGHU). Durante
esse procedimento, foram coletados dados abrangentes, incluindo informacoes
demograficas e clinicas, bem como os resultados dos exames de confirmacdo de
infecgdo por COVID-19, obtidos tanto por meio de testes imunocromatograficos quanto
pelatécnica de gPCR (Allplex SARS-CoV-2 Assay, by Seegene Inc., Seoul, Republic
of Korea).
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Andlise estatistica dos dados

Os dados provenientes das culturas de aspirado traqueal e da avaliacao dos
genes codificadores de carbapenemases, juntamente com informa¢des demograficas
e hospitalares dos pacientes, foram analisados utilizando frequéncias absolutas e
relativas. Além disso, foram calculadas média, desvio padrédo e mediana para as
variaveis idade e tempo de permanéncia hospitalar.

As espécies de ERC foram agrupadas em Klebsiella pneumoniae e “Nao
Klebsiella pneumoniae”, e as propor¢des de cada grupo, juntamente com a presenga
de genes associados, foram submetidas a uma analise univariada para avaliacdo de
possiveis associacdes dessas proporcdes com as caracteristicas demogréficas e os
dados hospitalares dos pacientes. Essa avaliacdo comparativa foi realizada utilizando
o teste qui-quadrado, adotando uma probabilidade de teste (p) inferior a 0,05 como
critério de significancia estatistica.

Devido ao tamanho reduzido da amostra (n < 60), variaveis com p < 0,10 na
analise univariada foram investigadas mais a fundo. Foi utilizado o teste qui-quadrado
para tendéncia linear e analise estratificada para explorar associa¢des entre variaveis
explicativas e desfechos predeterminados (Gimeno; Souza, 1995).

A escolha do qui-quadrado de tendéncia linear foi embasada na hipotese de
gue cada ano de agravamento da COVID-19 no Brasil, refletido no aumento de casos,
estaria associado a escores crescentes na proporcao de algum gene de resisténcia a
carbapenémicos. J4 a andlise estratificada estimou odds ratios relacionados a
permanéncia hospitalar superior a mediana, controlando o impacto do resultado de
COVID-19 e tipos de genes de resisténcia associados. Foi realizado o teste de
homogeneidade dos estratos para explorar interacdes entre varidveis (Gimeno;
Souza, 1995). Na auséncia de interacdo e com uma associacao global significativa, a
medida resumo ajustada de odds ratio foi adotada com base na estimativa de Mantel-
Haenszel.

Os dados foram organizados preliminarmente no Microsoft Excel 2010 e as
analises foram conduzidas utilizando o software Statistical Package for the Social

Sciences (SPSS) verséo 14 e o software Epitools (Sergeant, 2018).

Aspectos éticos
Este estudo seguiu os padrfes éticos estabelecidos pela Resolucdo n°

466/2012 do Conselho Nacional de Saude para pesquisas envolvendo seres
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humanos. Foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Seres Humanos do
Hospital Universitario de Juiz de Fora, com o parecer numero: 6.008.128, registrado
com Certificado de Apresentacdo de  Apreciagdo FEtica (CAAE)
62059822.2.0000.5133.

Resultados

Durante o periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2023, foram realizadas 1.133
andlises de culturas de aspirado traqueal no hospital universitario em questdo. Das
amostras analisadas, 911 (80,40%) foram positivas para bactérias. A predominancia
foi de BGN néo fermentadores, totalizando 598 (65,64%) cunturas, seguidas por 248
(27,22%) de Enterobacterales e 65 (7,14%) de Cocos Gram-Positivos (CGP) (Tabela
1).



Tabela 1. Distribuicdo de resultados de culturas positivas de aspirados traqueais (n = 911) de

pacientes de um Hospital Universitario no periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2023.

Bastonetes Enterobacterales

. —— > Cocos Gram

Gram Negativos Sensiveis a Resistentes a i

Ano ~ g n Positivos Total
(BGN) nao carbapenémicos  carbapenémicos
(CGP)

fermentadores
2020 201 (22,06%) 34 (3,73%) 44 (4,83%) 13 (1,43%) 292 (32,05%)
2021 180 (19,76%) 34 (3,73%) 31 (3,40%) 25 (2,74%) 270 (29,64%)
2022 131 (14,37%) 31 (3,40%) 23 (2,52%) 17 (1,87%) 202 (22,17%)
2023* 86 (9,44%) 38 (4,17%) 13 (1,43%) 10 (1,10%) 147 (16,14%)
Total 598 (65,64%) 137 (15,04%) 111 (12,18%) 65 (7,14%) 911 (100,00%)

*Os dados relativos ao ano de 2023 abrangem o periodo até agosto de 2023.
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Ao analisar o perfil de resisténcia dos isolados pertencentes a ordem
Enterobacterales, constatou-se que 111 (44,76%) das 248 culturas positivas
apresentavam resisténcia aos carbapenémicos, incluindo imipenem, meropenem e
ertapenem. Das 111 linhagens resistentes, 61 foram recuperadas e incluidas neste

estudo.

Apoés a exclusdo de 15 isolados duplicados, a amostra final constitiu em 46
isolados, um de cada paciente, cuja distribuicdo por espécie e genes esta detalhada
na Tabela 2. Destaca-se a predominancia de Klebsiella pneumoniae (65,21%) e o
gene blaKPC (78,26%). O gene blaNDM foi observado em 21,74% dos isolados, sem
a deteccéo dos genes blaVIM, blaIMP e blaOXA-48, nem a coexisténcia de mais de
um gene para a producao de carbapenemase. Uma andlise comparativa entre os anos
de 2020 a 2023 néo revelou diferencas estatisticamente significativas nas proporc¢oes

de espécies (p=0,075) e genes (p=0,136) no hospital.



Tabela 2. Distribuicdo de Enterobacterales Resistentes a Carbapenémicos (ERC) e de seus genes codificadores de carbapenemases (n

= 46), isoladas de amostras de aspirado traqueal de pacientes internados em um Hospital Universitario.

Microrganismo

Ano Klebsiella pneumoniae Serratia marcescens Enterobacter cloacae Klebsiella aerogenes Escherichia coli Total por ano
blakPC blaNDM blakPC blaNDM blakPC blaNDM blakPC blaNDM blakPC blaNDM
2020 6 (13,04%) 3 (6,52%) 5 (10,87%) 0 0 0 1(2,17%) 0 0 0 15 (32,61%)
2021 9 (19,57%) 2 (4,35%) 0 0 0 1(2,17%) 0 0 0 1(2,17%) 13 (28,26%)
2022 1(2,17%) 1(2,17%) 2 (4,35%) 0 1(2,17%) 2 (4,35%) 0 0 0 0 7 (15,22%)
2023 8 (17,39%) 0 2 (4,35%) 0 1(2,17%) 0 0 0 0 0 11 (23,91%)
Total por
espécie 24 (52,17%) 6 (13,04%) 9 (19,57%) 0 2 (4,35%) 3 (6,52%) 1(2,17%) 0 0 1(2,17%) 46 (100,00%)

Efetuou-se uma anélise comparativa das espécies e dos genes durante o periodo de 2020 a 2023. Os resultados indicaram a inexisténcia de diferengas estatisticamente significativas
entre os diversos anos, conforme avaliado pelo teste qui-quadrado de Pearson considerando as prevaléncias das espécies (p=0,075) e dos genes (p=0,136).
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A caracterizacdo demografica e hospitalar dos pacientes (Tabela 3) mostrou
gue a maioria era do sexo masculino (67,39%). A idade média da populacéo estudada
foi de 62,00 £ 13,98 anos (mediana = 62 anos, intervalo de 14 a 84 anos), com a faixa
etaria mais afetada situada entre 60 a 69 anos (39,13% dos casos). Predominaram
pacientes autodeclarados como brancos (56,52%), ndo casados (63,04%), e com

baixo nivel de instrucdo escolar (56,52%).

A UTI foi o setor com o maior numero de casos (69,57%), e o tempo de
permanéncia hospitalar variou de 5 a 273 dias (média = 78,43 + 57,32 anos, mediana
= 69 dias), com uma parte significativa de pacientes permanecendo internados por
mais de 30 dias (76,08%). A evolucdo clinica registrou uma taxa de ébitos de 58,70%,

sendo Klebsiella pneumoniae presente em 59,26% dos casos.



Tabela 3. Perfil demografico e dados hospitalares de pacientes com culturas de aspirado traqueal
positivas para Enterobacterales Resistentes a Carbapenémicos (ERC) em um Hospital
Universitario no periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2023 (n = 46).

Espécies de ERC agrupadas Genes de resisténcia
Caracteristicas dos pacientes Total n Klebsiella n Nao Klebsiella p- n blakPC n blaNDM val
pneumoniae (%)  pneumoniae (%) valor (%) (%) p-valor
Ano do diagnéstico
2020 15 9 (60,00) 6 (40,00) 0,084 12 (80,00) 3(20,00) 0,099
2021 13 11 (84,61) 2 (15,39) 9 (69,23) 4 (30,77)
2022 7 2 (28,57) 5(71,43) 4 (57,14) 3 (42,86)
2023 11 8 (72,72) 3(27,28) 11 (100,00) 0(-)
Sexo
Masculino 31 21 (67,74) 10 (32,26) 0,605 23 (74,19) 8 (25,81) 0,336
Feminino 15 9 (60,00) 6 (40,00) 13 (86,66) 2(13,34)
Faixa Etaria (anos)
10-18 1 1(100,00) 0(-) 0,045 1(100,00) 0(-) 0,987
19-59 13 10 (76,92) 3(23,08) 10 (76,92) 3(23,08)
60 — 69 18 11 (61,11) 7 (38,89) 14 (77,77) 4 (22,23)
70-79 10 8 (80,00) 2 (20,00) 8 (80,00) 2 (20,00)
80 ou mais 4 0(-) 4 (100,00) 3 (75,00) 1(25,00)
Autodeclaragao racial
Branca 26 16 (61,54) 10 (38,46) 0,934 21 (80,77) 5(19,23) 0,257
Parda 10 7 (70,00) 3(30,00) 7 (70,00) 3(30,00)
Preta 4 3 (75,00) 1(25,00) 2 (50,00) 2 (50,00)
Sem informagéo 6 4 (66,66) 2(33,34) 6 (100,00) 0(-)
Estado civil
Casado 17 11 (64,70) 6 (35,30) 0,471 14 (82,35) 3(17,65) 0,796
Solteiro 13 9 (69,23) 4 (30,77) 11 (84,61) 2 (15,39)
Separado 4 1(25,00) 3 (75,00) 3(75,00) 1(25,00)
Viavo 5 4 (80,00) 1(20,00) 3 (60,00) 2 (40,00)
Outro 7 5(71,43) 2 (28,57) 5(71,43) 2 (28,57)
Grau de escolaridade
Nenhum 6 2 (33,34) 4 (66,66) 0,488 5(83,33) 1(16,64) 0,367
1° Grau Incompleto 13 9 (69,23) 4 (30,77) 8 (61,54) 5 (38,46)
1° Grau Completo 7 5(71,43) 2 (28,57) 7 (100,00) 0(-)
2° Grau Completo 7 4 (57,14) 3(42,86) 6 (85,71) 1(14,29)
Superior completo 2 2 (100,00) 0(-) 1(50,00) 1(50,00)
N&o informado 11 8 (72,72) 3(27,28) 9(81,81) 2(18,19)
Setor Hospitalar
Llj:t'g:gja de  Terapia 32 20 (62,50) 12 (26,09) 0,559 27 (84,37) 5(15,63) 0,129
Enfermaria 14 10 (71,43) 4 (8,70) 9 (64,29) 5(35,71)
Tempo de permanéncia
hospitalar
Até 10 3 2 (66,66) 1(33,34) 0,173 1(33,34) 2 (66,66) 0,159
11a19 4 3 (75,00) 1(25,00) 4 (100,00) 0(-)
20 a 30 4 4 (100,00) 0(-) 3 (75,00) 1(25,00)
31a60 6 6 (100,00) 0(-) 5(83,33) 1(16,67)
61a90 13 8 (61,54) 5(38,46) 8 (61,54) 5 (38,46)
91a180 13 6 (46,15) 7 (53,85) 12 (92,30) 1(7,70)
181 a 360 3 1(33,34) 2 (66,66) 3(100,00) 0(-)
Tempo de permanéncia
hospitalar ajustado pela
mediana (69 dias)
Até 69 dias 23 19 (82,60) 4 (17,40) 0,03 16 (69,60) 7 (30,40) 0,280
>69 dias 23 11 (47,80) 12 (52,20) 20 (87,00) 3(13,00)
Evolugao hospitalar
Alta 19 14 (73,68) 5 (26,32) 0,312 14 (73,68) 5(26,32) 0,528
Obito 27 16 (59,26) 11 (40,74) 22 (81,48) 5(13,52)
Diagnéstico de COVID-19
Sim 16 13 (81,25) 3(18,75) 0,095 12 (75,00) 4 (25,00) 0,695
N&o 30 17 (56,66) 13 (43,34) 24 (80,00) 6 (20,00)

A proporgéo dos conjuntos (Klebsiella pneumoniae e Nao Klebsiella pneumoniae) e a presenga de genes associados foram analisas em relagéo
as caracteristicas demograficas e aos dados hospitalares dos pacientes utilizando o teste qui-quadrado, com uma probabilidade de teste (p)
inferior a 0,05 como critério de significancia estatistica.
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A predominancia de Klebsiella pneumoniae e do gene blaKPC foi notavel em
praticamente todos os segmentos analisados. No entanto, é relevante salientar que a
prevaléncia do gene blaNDM, neste estudo, demonstrou um aumento progressivo de
2020 a 2022, mesmo que ndo detectada significancia estatistica (p = 0,25).

A infeccédo por COVID-19 foi positiva em 34,78% dos pacientes. Analisando as
informacdes oficiais do Ministério da Saude em relagcdo ao nimero de novos casos de
COVID-19 no Brasil (Ministério da Saude, 2024), observou-se, neste estudo, uma
tendéncia linear direta entre as propor¢des de ERC que carregam o gene blaNDM e a
tendéncia anual de aumento de casos novos de COVID-19 no pais (p = 0,050). Essa
associacdo foi ainda mais evidente nos pacientes com resultado negativo para
COVID-19 (p =0,001) (Figura 1).

Scatter plot of category proportions with regression line Scatter plot of category proportions with regression line
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Figura 1. Relacdo entre as propor¢cdoes de ERC com o gene blaNDM e a evolugéao
anual de novos casos de COVID-19 no Brasil (Ministério da Saude, 2024).

Lado esquerdo: ERC isoladas de amostras do trato respiratorio inferior de pacientes em um Hospital
Universitario (n = 46), no periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2023. Qui-quadrado para inclinagéo
(tendéncia linear) = 3,82; Valor de p para a inclinagdo = 0,05; Inclinagdo (slope) = 0,10; escores 1
(2023), 2 (2020), 3 (2022) e 4 (2021).

Lado direito: ERC isoladas de amostras do trato respiratdrio inferior de pacientes em um Hospital
Universitario e que nao apresentaram resultado positivo para COVID-19 (n = 30) no periodo de janeiro
de 2020 a agosto de 2023. Qui-quadrado para inclinacéo (tendéncia linear) = 13,35; Valor de p para a
inclinacdo = 0,001; Inclinacéo (slope) = 0,26; escores 1 (2023), 2 (2020), 3 (2022) e 4 (2021).
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Em relacdo as diferentes faixas etarias, constatou-se uma tendéncia linear
inversa significativa entre as proporcdes de Klebsiella pneumoniae (p = 0,045) (Figura
2). As taxas de bactérias “Nao Klebsiella pneumoniae” foram significativamente
maiores em pacientes com permanéncia hospitalar acima da mediana (69 dias),
independentemente dos resultados de COVID-19 (p = 0,0061) (Tabela 4). Essa

tendéncia persistiu apds ajustes para os tipos de genes de resisténcia (Tabela 5).

Scatter plot of category proportions with regression line
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Figura 2. Tendéncia linear inversa entre proporcdes de Klebsiella pneumoniae e
faixas etarias dos pacientes. Linhagens de ERC, incluindo Klebsiella pneumoniae,
foram isoladas de amostras do trato respiratorio inferior de pacientes em um Hospital

Universitario (n = 46) no periodo de janeiro de 2020 a agosto de 2023.

Qui-quadrado para inclinacéo (tendéncia linear) = 3,65; Valor de p para a inclinacdo = 0,055; Inclinacéo
(slope) = - 0,13; escores 1 (10-18 anos), 2 (19-59 anos), 3 (60-69 anos), 4 (70-79 anos) e 5 (80 anos

ou mais).



Tabela 4. Associagao entre grupos de bactérias “Klebsiella pneumoniae” e “Nao Klebsiella pneumoniae” resistentes a
carbapenémicos em amostras de aspirado traqueal (n = 46) de pacientes em um Hospital Universitario e o tempo de
permanéncia hospitalar agrupado pela mediana (69 dias), estratificada pelos resultados do teste de diagnédstico de

COVID-19.

Tempo de permanéncia
COVID-19

n Klebsiella

. n Nao Klebsiella . o
hospltalaf agrupado  Total pneumoniae (%) pneumoniae (%) p-valor ORMH* (1C95%)
pela mediana

" Até 69 dias 5 5(100,00) 0(-) )
Positivo > 69 dias 11 8 (72.70) 3 (27,30) 029

. Até 69 dias 18 14 (77,80) 4 (22,20) i
Negativo > 69 dias 12 3 (25,00) 9 (75,00) 0013

Taxa de “nao Kilebsiella Até 69 dias - - -

pneumoniae” ajustada por > 69 dias ) ) ) 0,0061 12,84 (2,25-73,21)

resultado de COVID-19

*Odds Ratio ajustado de Mantel-Haenszel.



Tabela 5. Associagao entre grupos de bactérias “Klebsiella pneumoniae” e “Nao Klebsiella pneumoniae” resistentes a
carbapenémicos em amostras de aspirado traqueal (n = 46) de pacientes em um Hospital Universitario e o tempo de
permanéncia hospitalar agrupado pela mediana (69 dias), estratificada por tipos de genes de resisténcia encontrados.

Genes de resisténcia a

Tempo de permanéncia

n Klebsiella n Nao Klebsiella

. . * 0
carbapenémicos hospltalar agrupado  Total pneumoniae (%)  pneumoniae (%) p-valor ORMH” (1C95%)
pela mediana
Até 69 dias 16 14 (87,50) 2 (12,50) )
blakPC > 69 dias 20 10 (50.00) 10 (50,00) 0,04
Até 69 dias 7 5(71,40) 2 (28,60) i
blaNDM > 69 dias 3 1 (33,30) 2 (66,70) 0,33
Taxa de “ndo Kilebsiella Até 69 dias - -
pneumoniae” ajustada por )
tipos de genes de > 69 dias - - - 0,02 6,47 (1,47-28,37)

resisténcia

*Odds Ratio ajustado de Mantel-Haenszel.
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Discussao

A reducdo do uso inadequado de antibidticos é uma estratégia central no
enfrentamento da RAM (WHO, FAO; UNEP; WOAH,2023; ANVISA, 2023), porém a
pandemia de COVID-19 sobrecarregou os sistemas de saude mundialmente,
potencialmente agravando o cenario de resisténcia bacteriana (Rehman, 2023; Witt et
al., 2023; Rawson et al, 2020). A literatura destaca que entre 1% e 10% dos casos de
COVID-19 apresentaram infec¢des secundarias (Murray, 2020), no entanto, até 72%
dos pacientes criticos receberam tratamento antimicrobiano empirico, incluindo

regimes de amplo espectro (Rawson et al., 2020).

A permanéncia prolongada em ambientes hospitalares, especialmente em UTIs,
aumenta o risco de infecgfes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) (Blot et al.,
2022), sendo que o aumento na incidéncia de IRAS observado em 2019-2020 foi
predominantemente atribuido ao uso intensivo de dispositivos invasivos, tais como
ventilacdo mecanica e cateteres vasculares (CDC, 2022; Evans et al., 2022; Lastinger
etal., 2022; Fakih et al., 2021; Maes et al., 2021; Rouzé et al., 2021; Ochoa-Hein et al.,
2021). A avaliacdo da prevaléncia de genes de resisténcia a carbapenémicos em
Enterobacterales isolados de aspirados traqueais de pacientes hospitalizados desde
0 inicio da pandemia de COVID-19 pode desempenhar um papelfundamental na
compreensao da extensdo da resisténcia antimicrobiana, fornecendo subsidios para

tratamento e prevencao de padrbes especificos de resisténcia.

Os resultados deste estudo demonstraram uma alta prevaléncia de culturas

com crescimento bacteriano superior a 10° UFC/mL (80,40%), indicando uma carga
bacteriana substancial que pode ter implicagdes clinicas relevantes (ANVISA, 2004).
A andlise das culturas positivas, com BGN néo fermentadores e Enterobacterales
predominantes, revela a diversidade microbiana presente no hospital. Acrescentando
uma camada de complexidade a gestdo dessas infeccdes, a resisténcia a
carbapenémicos foi observada em cerca de metade dos isolados de Enterobacterales
(44,76%), alinhando-se com preocupacdes globais sobre a resisténcia a esses
antibiéticos (CDC, 2019; WHO, 2019).

A predominancia de Klebsiella pneumoniae observada neste estudo alinha-se

as pesquisas prévias que a identificam como uma das principais propagadoras de
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resisténcia aos carbapenémicos (Porreca et al., 2018; Logan;Weinstein, 2017). No
cenario brasileiro, as linhagens de Klebsiella pneumoniae produtoras de KPC,
principalmente os subtipos ST437 e ST11 identificados por tipagem de sequéncia
multilocus, sdo epidémicos e considerados uma ameaca a saude publica (Conceigéo-
Neto et al., 2022; Braun et al., 2018; Sampaio; Gales, 2016).

Neste estudo, o gene blaKPC foi o mais prevalente entre as espécies
identificadas, mantendo sua predominéancia ao longo dos anos investigados. No
entanto, o gene blaNDM foi observado em 10 isolados (21,74%), com sua proporgéao
aumentando de 20,00% a 42,86% entre 2020 e 2022. Pesquisas anteriores revelaram
um aumento na incidéncia de resisténcia aos carbapenémicos em hospitais de Sao
Paulo, Brasil (6,8% em 2011 para 35,5% em 2015). Notavelmente, o gene blaKPC foi
identificado em 96,2% das linhagens de Klebsiella pneumoniae produtoras de
carbapenemases avaliadas (Bartolleti et al., 2016). Em um estudo mais recente, as
taxas de deteccdo de blaKPC e blaNDM em Enterobacterales foram 68,6%
(41.301/60.205) e 14,4% (8.377/58.172), respectivamente, considerando dados de
hospitais brasileiros de 2015 a 2022, integrados ao sistema publico de informacgfes
laboratoriais (Kiffer et al., 2023).

A auséncia de outros genes de resisténcia e a ndo coexisténcia de multiplos
genes produtivos de carbapenemase, aliadas a falta de diferenca estatisticamente
significativa nas prevaléncias de espécies e genes ao longo do periodo estudado,
podem indicar uma possivel especificidade nas linhagens analisadas neste estudo. E
imperativo observar que essa constatacdo ndo diminui a importancia da vigilancia
continua, conforme constatado no plano brasileiro para a prevencéo e o controle da
RAM nos servicos de saude (ANVISA, 2023).

A enzima KPC, produzida por ERC em genes plasmidiais, transcende suas
linhagens originais de Klebsiella pneumoniae, sendo detectada em isolados clinicos
de diversas espécies bacterianas, o que amplia sua importancia clinica (Suay-Garcia;
Pérez-Gracia, 2019). No ambito deste estudo, constatou-se quel9,57% dos isolados
pertenciam a espécie Serratia marcescens, 0s quais carregavam o gene blakPC. A
producdo de carbapenemases por Serratia impbe restricbes terapéuticas mais
significativas, dada a resisténcia intrinseca desse género bacteriano as polimixinas,

utilizadas para tratar infec¢des por ERC (Tuon; Cordova et al., 2017). Isso sublinha a
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complexidade clinica associada a disseminacdo da resisténcia a carbapenémicos e
destaca a necessidade de abordagens terapéuticas inovadoras para lidar com

infecgbes causadas por essaslinhagens resistentes.

A analise demografica e hospitalar revelou que os pacientes mais afetados
tinham mais de 60 anos, corroborando estudos anteriores sobre RAM (Alvim; Couto;
Gazzinelli, 2019; Lorenzoni et al., 2017). A predominancia de casos em pacientes do
sexo masculino, ndo-casados e com menor nivel de instrugcdo escolar, em
concordancia com pesquisas prévias, enfatiza a importancia da consideracdo de
fatores sociais e demograficos na abordagem da RAM (Aiesh et al., 2023; Ahn et al.,
2023; Tuon; Graf,2017; Lorenzoni et al., 2017).

Ao analisar as caracteristicas dos pacientes em relacdo as linhagens
bacterianas ou genes especificos, observou-se um padréo divergente da literatura: a
reducdo nas proporcdes de Klebsiella pneumoniae esta associada ao avango nas
faixas etarias. Essa descoberta sugere a necessidade de estratégias de prevencéao e
controle de infecgBes direcionadas tanto para a populacéo jovem quanto para a idosa.
No entanto, dada a complexidade da interacdo hospedeiro- patdbgeno, amplamente
reconhecida na literatura (Abdul-Mutakabbir et al., 2021; Goh;Knight, 2017), ressalta-
se a urgéncia de estudos mais abrangentes para compreender as nuances dessa

relacao.

A elevada prevaléncia nas UTIs, reportada em 69,57% dos casos, esta
alinhada com estudos que identificam essas unidades como pontos criticos para a
disseminacao de linhagens bacterianas resistentes (Blot et al., 2022; Thomas et al.,
2022). A maioria dos pacientes (76,08%) permaneceu hospitalizada por mais de 30 dias,
um fator de risco conhecido para o desenvolvimento de IRAS (CDC, 2022; Logan;
Weinstein, 2017). Embora este estudo nédo tenha investigado as causas de 0Obito dos
pacientes com ERC isoladas de amostras do trato respiratorio inferior, é relevante
observar que 58,70% desses pacientes faleceram. De acordo com uma metandlise
conduzida por Martin e colaboradores (2018), as infec¢des por ERC estdo associadas
a taxas de mortalidade mais elevadas, com pacientes portadores de ERC
apresentando taxas de mortalidade 2 a 3 vezes superiores aqueles com infec¢des

suscetiveis a carbapenémicos.
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A avaliacdo da infeccdo por COVID-19 revelou que 34,78% dos pacientes
testaram positivo. Além disso, observou-se uma correlacéo linear entre a presenca do
gene blaNDM e o aumento anual de casos novos de COVID-19 no Brasil, indicando
uma intersecao critica entre infec¢des respiratorias hospitalares e a pandemia global
(Evans et al., 2022; Rouzé et al., 2021). Essa relacdo tem sido objeto de investigacao,
ressaltando a necessidade de pesquisas adicionais para um entendimento mais

aprofundado.

Com o objetivo de explorar a dindmica das infec¢bes hospitalares a luz dos
dados disponiveis neste estudo, realizou-se uma analise estratificada considerando
associacfes entre os grupos bacterianos Klebsiella pneumoniae e “Nao Klebsiella
pneumoniae”. Este estudo revelou uma probabilidade significativamente maior de
encontrar bactérias “Néo Klebsiella pneumoniae” em pacientes com permanéncia
hospitalar superior & mediana calculada (69 dias). Esses resultados sugerem uma
associacdo entre esse grupo bacteriano e permanéncias prolongadas,
independentemente do diagndstico de COVID-19 ou do tipo de gene de resisténcia.
Essas descobertas tém implicacbes importantes para o desenvolvimento de
abordagens mais eficazes na gestéo e controle de infec¢des hospitalares, bem como

para propostas de novos estudos.

Embora este estudo forneca dados importantes sobre a RAM, é importante
reconhecer suas limitagcdes ao interpretar os resultados. A abordagem retrospectiva,
a falta de detalhes sobre fatores de risco individuais, como comorbidades e exposi¢céo
prévia a antimicrobianos, a concentracdo geografica Unica e a possivel subnotificacdo
de casos de COVID-19, principalmente nos primeiros anos da pandemia, podem
restringir a generalizacdo dos achados. Aléem disso, as associagdes significativas
encontradas, pouco exploradas na literatura, destacam a necessidade de estudos
mais abrangentes para entender os determinantes individuais da resisténcia. No
entanto, a metodologia robusta, incluindo a confirmacéo da identificacdo bacteriana
por MALDI-TOF e a diferenciacdo dos genes de resisténcia por gPCR, fortaleceram
os resultados. A exclusdo de isolados duplicados e a analise detalhada dos

prontudrios contribuiram para a precisdo e confiabilidade dos resultados obtidos.
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Conclusao

A alta prevaléncia de resisténcia aos carbapenémicos, especialmente nas
linhagens de Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens, destaca a urgéncia de
estratégias de controle mais eficazes. O predominio do gene blaKPC em todas as
espécies avaliadas reforca a necessidade de medidas preventivas e de tratamento
especificas para essa enzima, dada sua disseminacao global e impacto clinico, sem

desconsiderar a preocupante presenca crescente do gene blaNDM.

Diante dessas constatagdes, € crucial o desenvolvimento e a implementacdo
imediata de estratégias de controle mais eficazes, juntamente com a promocéo de
estudos prospectivos abrangentes para uma compreensdo mais profunda dos
determinantes individuais dessa resisténcia e da dindmica de transmissdo de
linhagens resistentes em ambito hospitalar. A continuidade da vigilancia rigorosa e
pesquisa ativa é fundamental para orientar intervenc¢des direcionadas, visando
atenuar os impactos adversos da resisténcia antimicrobiana na saude global. Esta

responsabilidade € inquestiondvel diante do crescente desafio a eficacia dos

tratamentos antimicrobianos.
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