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RESUMO

O ambiente hospitalar € local altamente seletivo de bactérias resistentes aos
antibioticos, as quais associam-se a altos indices de morbimortalidade e elevacao
dos custos hospitalares. Os bacilos Gram-negativos (BGN) produtores de
carbapenemases sao 0s principais microrganismos causadores de Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) no Brasil. A r4pida disseminagéo destes
patégenos, aliada a recente identificagcdo de cepas portadoras do gene mcr-1, que
confere resisténcia as polimixinas, constituem um grave desafio a saude publica. A
investigacdo dos determinantes moleculares de resisténcia aos antimicrobianos,
além de contribuir com a epidemiologia das IRAS, constitui ferramenta importante
para o controle e prevencao de infec¢des. Neste contexto, objetivou-se Investigar a
ocorréncia dos principais genes codificadores de resisténcia aos carbapenémicos
em bacilos Gram-negativos isolados de pacientes internados e ambulatoriais. A
pesquisa avaliou 157 isolados resistentes a ao menos um carbapenémicos,
identificados em um hospital geral privado, em Joinville/SC, durante nove anos
consecutivos, a partir de marco de 2009. Os dados referentes ao tipo de amostra,
setor hospitalar e perfil fenotipico dos isolados foram coletados junto ao Servico de
Controle de Infeccdo Hospitalar da instituicdo. A identificacdo das espécies deu-se
por método automatizado e a avaliacdo da susceptibilidade aos antibi6ticos via
disco-difusdo em agar. A susceptibilidade fenotipica a polimixina B foi confirmada via
definicdo da concentracdo inibitéria minima por microdiluicho em caldo. A
investigacdo dos genes codificantes de carbapenemases blaoxa-2z.ike: Blaoxa-24-iike,
blapxa-s1-ikes Dlaoxa-ssiike, Dlaoxa-143-ike, blaoxa-ss-ike, blaviv, blame, blaspm-1, blanowm-1,
blakrc € do gene mcr-1 foi realizada via Reacdo em Cadeia da Polimerase. Os
isolados analisados foram derivados de lavado broncoalveolar (31%; n=48), swab
retal (20%; n=32), secrecédo de ferida (15%; n=24), urina (14%; n=22), sangue (6%;
n=9) e outros tipos de amostras com menor frequéncia (14%; n=22). A maioria dos
isolados foi coletada na Unidade de Terapia Intensiva (41%; n=65) e nas unidades
de internacéo (37%; n=58). Quanto a frequéncia dos isolados, 71 (45%) pertenciam
ao complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii (ABC), 43
(27%) foram identificados como Pseudomonas aeruginosa, 31 (20%) Klebsiella

pneumoniae e 12 (8%) as demais espécies. A maioria dos isolados (80,2%; n=126)



foram positivos para um ou mais genes investigados. Concomitancia de genes de
resisténcia foi identificada em 89 (57%) isolados, a maioria destes (79%)
pertencentes ao ABC, seguido pela K. pneumoniae (17%). Foram identificados 41
(26%) isolados positivos para o gene blakec € 39 (25%) para blaviv, além de 13 (8%)
portadores do blanom1 € 9 (6%) do mcr-1. Os isolados mcr-1 positivos foram
confirmados via sequenciamento do amplicon. Nenhum isolado apresentou os genes
blaspm.1, blawpe, blaoxassike, Plaoxa24iike, blaoxassike ou blaoxa-143ike. NGO houve
isolado resistente a polimixina B, incluindo os mcr-1 positivos. Conclui-se que, dentre
os BGN apresentando resisténcia fenotipica aos carbapenémicos, houve alta
frequéncia e concomitdncia de marcadores moleculares de resisténcia,
principalmente nos anos mais recentes da série historica analisada, o que corrobora
com a reconhecida ampla disseminacdo e variedade de genes codificantes de
carbapenemases no Brasil e alerta para a necessidade de intensificacdo de medidas

de controle de prevencao de IRAS por microrganismos multirresistentes.

Keywords: Bacilos Gram-negativos, Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a Saude,
Carbapenemases, Marcadores genotipicos, Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp.,

Pseudomonas spp.



ABSTRACT

The hospital environment is a highly selective site of antibiotic resistant bacteria,
which are associated with high morbidity and mortality rates and higher hospital
costs. Gram-negative bacilli that produce carbapenemases are the main
microorganisms that cause Healthcare Associated Infections (HAI) in Brazil. The
rapid spread of these pathogens, together with the recent identification of strains
bearing the mcr-1 gene, which confers resistance to polymyxins, constitute a serious
public health challenge. The investigation of molecular determinants of antimicrobial
resistance, besides contributing to the epidemiology of HAI, is an important tool for
the control and prevention of infections. In this context, we aimed to investigate the
occurrence of the main genes encoding resistance in Gram-negative bacilli resistant
to carbapenems isolated from clinical samples of inpatients and outpatients. The
study evaluated 157 isolates resistant to at least one carbapenem antibiotic identified
in a private general hospital in Joinville, SC, for nine consecutive years, starting in
March 2009. Data regarding the type of sample, hospital sector and phenotypic
profile of the isolates were collected from the institution's Infection Control Service.
The identification of the species was performed by automated method and the
evaluation of susceptibility to antibiotics via disc-diffusion in agar. The phenotypic
susceptibility to polymyxin B was confirmed with the definition of the minimum
inhibitory concentration by microdilution in broth. Investigation of the genes encoding
carbapenemases blaoxa-23-ike, blaoxa-24-ike, blaoxa-si-ike, blaoxa-ss-iike, blaoxa-143-ike,
blaoxa-as-ike, blaviv, blamp, blaspm-1, blanom -1, blakec and the mcr-1 gene was
performed via Polymerase Chain Reaction. The isolates analyzed were derived from
bronchoalveolar lavage (31%, n = 48), rectal swab (20%, n = 32), wound secretion
(15%, n = 24), urine (14%; n = 22), (6%, n = 9) and other less frequent sample types
(14%, n = 22). Most of isolates were collected at the Intensive Care Unit (41%; n =
65) and at the hospitalization units (37%; n = 58). As to the frequency of the isolates,
71 (45%) belonged to the Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii
complex (ABC), 43 (27%) were identified as Pseudomonas aeruginosa, 31 (20%)
Klebsiella pneumoniae and 12 (8%) other species. Most isolates (80.2%; n = 126)
were positive for one or more genes investigated. Concomitance of resistance genes

was identified in 89 (57%) isolates, the majority of these (79%) belonging to ABC,



followed by K. pneumoniae (17%). We identified 41 (26%) blakpc-positive and 39
(25%) blaviv-positive isolates, as well as 13 (8%) blanom-1 and 9 (6%) mcr-1 carriers.
The mcr-1 positive isolates were confirmed via amplicon sequencing. No isolates
showed the blaspm-1, blamp, blaoxa-ssiike, blaoxa-24-ike, blaoxa-ss-ike Or blaoxa-143-ike
genes. There was no polymyxin B resistant isolate, including the mcr-1 positive ones.
It is concluded that, among Gram-negative bacilli presenting phenotypic resistance to
carbapenems, there was a high frequency and concomitance of molecular markers of
resistance, especially in the most recent years of the historical series analyzed, which
corroborates with the recognized wide spread and variety of genes encoding
carbapenemases in Brazil and warns of the need to intensify measures for

prevention of HAI by multiresistant microorganisms.

Keywords: Gram-negative bacilli, Healthcare Associated Infections,
Carbapenemases, Genotypic markers, Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp.,
Pseudomonas spp.
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1. INTRODUCAO

O ambiente hospitalar, principalmente a Unidade de Terapia Intensiva (UTI), é
considerado local altamente seletivo de bactérias multirresistentes devido a
concentracéo de individuos potencialmente criticos, ao uso de dispositivos invasivos,
como a ventilacdo mecanica e o cateter venoso central, e ao alto consumo de
antimicrobianos (CORNEJO-JUAREZ et al., 2015 ACUNA et al., 2017;
ZIOLKOWSKI et al., 2018).

O surgimento de bactérias multirresistentes no ambiente hospitalar se da por
diversas maneiras, dentre as quais destacam-se a admissdo de pacientes
previamente colonizados por tais cepas, mutacdes ou aquisicdo de multiplos genes
de resisténcia por microrganismos patogénicos ou ainda a inducdo da expresséo de
genes que ja estavam presentes em cepas aparentemente sensiveis (FILIUS et al.,
2005). Embora a resisténcia bacteriana seja um processo evolutivo natural, o uso
indevido e excessivo de antibidticos esta acelerando o desenvolvimento destas
cepas (WHO, 2015).

As infec¢Bes causadas por microrganismos multirresistentes estdo associadas
as elevadas taxas de mortalidade e morbidade e ao aumento nos custos
hospitalares devido a falta de opcdes terapéuticas e a permanéncia prolongada do
paciente no ambiente hospitalar (WILSON et al., 2016; ANVISA, 2017). O Centers
for Disease Control and Prevention (CDC) estima que, nos Estados Unidos da
América (EUA), mais de 2 milh6es de pessoas por ano sao infectadas por bactérias
multirresistentes, com 23.000 mortes associadas e custos decorrentes com cuidados
de saude aproximando-se dos 20 bilhdes de délares (CDC, 2013). Por sua vez, na
Europa foram estimados 386.000 casos de infec¢cédo e 25.000 mortes ao ano por tais
microrganismos (COLOMB-COTINAT et al., 2016).

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos
carbapenémicos, enterobactérias produtoras de carbapenemases e (-lactamases de
espectro ampliado (ESBL), Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE) e
Staphylococcus aureus resistente a oxacilina (MRSA) séo considerados o0s principais
microrganismos multirresistentes nos servigos de satde no Brasil (ANVISA, 2015).

Os bacilos Gram-negativos (BGN) sdo considerados o grupo de bactérias com

BN

maior numero de causadores de infeccdes relacionadas a assisténcia a saude
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(IRAS), incluindo a maioria dos casos de pneumonias e infeccdes do trato urinario
adquiridas no ambiente hospitalar, assim como 25 a 30% das infeccGes sanguineas
e de sitios cirirgicos (MEHRAD et al., 2015).

Os antibidticos pertencentes a classe dos carbapenémicos estdo entre 0s
medicamentos considerados de Ultima escolha para o tratamento de IRAS causadas
por BGN (MELETIS et al., 2016). Cepas produtoras de carbapenemases, enzimas
que hidrolisam os antibiéticos carbapenémicos, eram consideradas casos isolados e
raros; entretanto, nos dias atuais, estas cepas estdo distribuidas por todo o mundo,
tornando-se um grande desafio para a area da saude (SEKIROQV et al., 2016). Em
abril de 2016, o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
publicou dados referentes as infeccbes por enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos nos diversos paises da Europa, comprovando alta endemicidade na
Italia, Grécia e Turquia. Nordmann e Poirel (2014) relataram a distribuicdo mundial
de cepas produtoras de carbapenemases, destacando-se como principais
reservatorios de algumas destas enzimas: a india subcontinental para New Delhi
metallo-GB-lactamase (NDM), os EUA, Israel, Grécia e Itdlia para Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC), e a Turquia e norte da Africa para OXA-48.

No Brasil, desde a deteccdo da primeira metalo B-lactamase (MBL) identificada
em P. aeruginosa em 2002, diversos estudos vém reportando a presenca de
carbapenemases adquiridas em BGN (PELLEGRINO et al.,, 2002). Lincopan e
colaboradores (2005) relataram o primeiro caso de MBL em K. pneumoniae no Brasil
e, mais recentemente, Nicoletti e colaboradores (2015) reportaram a presenca de
uma nova carbapenemase - BKC-1 (Brazilian Klebsiella carbapenemase - 1) em
cepas de K. pneumoniae isoladas de amostras clinicas de hospitais de S&o Paulo.

A répida disseminacdo de bactérias produtoras de carbapenemases tem
preocupado diversos 6rgdos de saude mundial, que descrevem uma crise global e o
risco do retorno a era pré-antibidtica, principalmente pela restrita op¢éo terapéutica
para infeccOes graves causadas por estas cepas, que usualmente consiste na
utilizacao da tigeciclina e polimixinas (SEIBERT et al., 2014; LIU et al., 2016)

No entanto, em novembro de 2015, um grupo de pesquisadores chineses
publicou o primeiro relato de resisténcia a polimixina codificada por um gene
plasmidial, denominado mcr-1 (mobile colistine resistance), em isolado clinico

humano (LIU et al., 2016). Desde entdo, pesquisadores em diversos paises, como
16



EUA, ltalia, Africa do Sul e Portugal, publicaram artigos apontando a presenca do
gene mcr-1 em isolados de alimentos, animais e amostras clinicas (VASQUEZ et
al., 2016; PRINCIPE et al.,, 2018; NEWTON-FOOT et al., 2017; MENDES et al.,
2018). No Brasil, a presenca deste gene em isolados clinicos humanos ja foi
detectada nas regides Sul (ROSSI et al., 2017; PILONETTO et al., 2018; DALMOLIN
et al., 2018), Sudeste (CONCEICAO-NETO et al., 2017; AIRES et al.,, 2017) e
Nordeste (FERNANDES et al., 2016).

A rapida disseminacdo de bactérias multirresistentes, principalmente as
produtoras de carbapenemases e, mais recentemente, as portadoras do gene mcr-1,
€ considerado problema de extrema importancia, sendo necessarias acdes urgentes
que incluam melhor adesdo ao controle das IRAS e ao uso criterioso de
antimicrobianos em humanos e animais (SAMPAIO e GALES, 2016; PINTO et al.,
2018). Neste contexto, o estudo dos determinantes moleculares de resisténcia aos
antimicrobianos pode constituir uma ferramenta importante para o controle e
prevencao de infec¢des, contribuindo também para o entendimento da epidemiologia
das IRAS (BRAUN et al., 2014).

Mediante o exposto, objetivou-se investigar marcadores genotipicos em BGN
resistentes aos carbapenémicos, isolados de amostras clinicas, como uma
ferramenta de vigilancia epidemioldgica, visando a compreensao do panorama local
e auxilio ao controle da disseminacdo da multirresisténcia. Para tanto, aplicou-se
este estudo em um hospital privado de médio porte localizado na cidade mais

populosa do estado, Joinville, SC.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Investigar a ocorréncia dos principais genes codificadores de resisténcia aos
carbapenémicos em bacilos gram-negativos isolados de pacientes no ambiente

hospitalar.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Analisar o perfil de sensibilidade aos antibidticos de isolados clinicos
correspondentes a bacilos gram-negativos resistentes aos  antibiéticos
carbapenémicos.

- Verificar a presenca dos genes codificadores de metalo B-lactamases, serina 3-
lactamases (KPC e oxacilinases) e do gene mcr-1 nos isolados clinicos investigados.

- Comparar os perfis fenotipico e genotipico dos bacilos gram-negativos
resistentes aos carbapenémicos.

- Determinar os sitios de infeccdo frequentemente associados aos isolados
clinicos resistentes aos carbapenémicos.

- Analisar a evolugcdo temporal e a distribuicdo setorial dos isolados clinicos

resistente aos carbapenémicos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE

O Ministério da Saude (MS), na Portaria n® 2.616 de 12/05/1998, define Infeccéo
Hospitalar como infec¢Bes adquiridas apds 48 h a admissao do paciente na unidade
hospitalar e que se manifestam durante a internacdo ou apos a alta, quando puder
ser relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares (BRASIL, 1998).
Oliveira e colaboradores (2012) definem “Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a
Saude (IRAS) como toda e qualquer infeccdo adquirida por um individuo seja em
instituicbes hospitalares, atendimentos ambulatoriais na modalidade de hospital dia
ou domiciliar, e que possa estar associada a algum procedimento assistencial, seja
ele terapéutico ou diagnadstico.

O surgimento de processos infecciosos em decorréncia da assisténcia a saude
se deu ao longo do século XX em consequéncia do desenvolvimento de manobras
médicas invasivas e do uso de terapias imunossupressoras. Estas infeccées eram
anteriormente designadas como “infeccées hospitalares”, porém esta designacao
dava um sentido restrito ao real significado e, portanto, este termo foi atualmente
substituido por IRAS (PADOVEZE e FORTALEZA, 2014).

As IRAS estdo associadas ao aumento nos custos do tratamento do paciente,
aumento no tempo de internacdo dos individuos hospitalizados refletindo ao
aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes submetidos a procedimentos
clinicos, o que representa um risco significativo a sadde dos usuarios dos servicos
de saude (AL-TAWFIQ e TAMBYAH, 2014; SOUZA et al., 2015;).

Pacientes internados nas Unidades de Terapia Intensiva (UTI) sdo considerados
os individuos mais vulneraveis a aquisicdo destas infeccbes, pois além de
apresentarem uma condigdo critica de salde, estdo sujeitos ao uso de
procedimentos invasivos (cateteres venosos centrais, sondas vesicais de demora,
ventilagdo mecanica), imunossupressores, periodo de internacdo prolongado,
colonizag&o por microrganismos multirresistentes e uso de antimicrobianos de amplo
espectro. Concomitantemente, estes fatores favorecem a sele¢cdao natural de
microrganismos levando a colonizacdo e/ou infeccdo por cepas multirresistentes

(OLIVEIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010).
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A rapida disseminacéo e o surgimento dos microrganismos multirresistentes, tem
se tornado um grande desafio visto as implicacdes que poderdo ocorrer a longo
prazo para a saude publica global. Desta forma, a responsabilidade pelo controle
destas cepas deve ser realizada de maneira conjunta da populacdo dentro e fora do
ambiente hospitalar (MATHUR e SINGH, 2013).

Segundo Svaldi e SiqueiraA (2010), o hospital € o local onde os profissionais
das diversas &reas da saude trabalham em prol da populacdo de forma individual ou
coletiva através de servicos e ac¢des que contribuem para a promocéao, prevencao e
recuperacao da saude.

No entanto, o ambiente hospitalar também esta associado a selecdo e
disseminacdo de microrganismos multirresistentes devido aos fatores ja
mencionados, mas principalmente ao uso incorreto dos antimicrobianos e por reunir
pessoas com diferentes vulnerabilidades a infec¢cdo tornando-se um habitat
favoravel ao surgimento destas cepas (JACOBS e ALVES, 2014).

As UTls compreendem as maiores taxas destes patdgenos, devido a gravidade
e instabilidade do quadro clinico do paciente com necessidade de cuidados
intensivos, além de fatores como limpeza, desinfeccao, estrutura fisica, quantidades
de equipamentos e superficies em determinadas unidades (GASPAR, BUSATO e
SEVERO, 2012). O ambiente ocupado por pacientes colonizados e/ou infectados
pode tornar-se contaminado e os microrganismos, disseminados por contaminacao
cruzada apresentando como principal via a transferéncia dos patdégenos entre as
maos dos profissionais de salde e pacientes (OLIVEIRA e DAMASCENO, 2010;
GOMES et al.,2014).

3.2. EPIDEMIOLOGIA DAS IRAS

Segundo a World Health Organization (WHO, 2005-2006), as IRAS atingem
cerca de 30% dos pacientes nas UTIs, e a mortalidade atribuivel pode chegar a
44%. Na Europa estima-se que 4.100.000 de individuos adquirem IRAS por ano nos
servicos de saude com 110.000 mortes/ ano associadas direta ou indiretamente a
estas infec¢des. (ECDC, 2016) Em 2014, foram publicados resultados do projeto de
pesquisa americano denominado HAI (Healthcare-Associated Infections) o qual

demonstrou a prevaléncia de IRAS nos Estados Unidos da América. Esta pesquisa
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apontou 722.000 casos de IRAS com 75.000 mortes associadas, nos hospitais de
cuidados intensivos norte-americanos em 2011 (MAGILL et al., 2014).

No Brasil, a partir do ano de 2010 a notificacdo de indicadores de infeccdo de
corrente sanguinea (IPCS) em pacientes sob uso de cateter venoso central (CVC)
tornou-se obrigatoria em todos os estabelecimentos de saude com ao menos 10
leitos de UTI; em janeiro de 2014, além da obrigatoriedade da notificacdo destas
infecgbes para todos os servicos de saude independentemente do numero de leitos
de UTI, os marcadores de resisténcia microbiana associados a estas infecgbes e a
notificacdo das infeccbes de sitio cirargico (ISC) também tornaram-se obrigatérias
(ANVISA, 2014). A partir de novembro de 2016, o Programa Nacional de Prevencao
de Infec¢cdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (PNPCIRAS) incluiu ainda os
indicadores de Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecéanica (PAV) e de Infec¢cédo do
Trato Urinéario (ITU) associadas a sonda vesical de demora (ANVISA, 2016).

Em decorréncia do PNPCIRAS, os dados referentes as IRAS podem ser
verificados no Boletim de Seguranca do Paciente e Qualidade de Servicos em
Saude, sendo o mais recentemente publicado em dezembro de 2017, em que €
apresentado um aumento de 120% na taxa de adesdo dos hospitais quanto a
notificacdo de IRAS entre os anos de 2011 e 2016 e uma reducdo geral na
densidade de incidéncia das IRAS neste mesmo periodo (ANVISA, 2017).

3.3. AQUISICAO DE MICRORGANISMOS MULTIRRESISTENTES NO AMBIENTE
HOSPITALAR

A transmissdo das infeccdes nas instituicbes de salude se da através de trés
elementos: local onde o microrganismo habita, metaboliza e se reproduz chamado
de reservatorio; via de transmissao, ou seja, 0 meio pelo qual o agente infeccioso &
transportado até o hospedeiro; as condigbes imunoldgicas do paciente quando
exposto ao agente infeccioso (CDC, 2017).

Os patdgenos implicados nas infec¢cdes hospitalares sé&o transmitidos ao
individuo tanto via enddgena, ou seja, pela propria microbiota do paciente quanto
pela via exdgena a qual inclui veiculos como maos, secregao salivar, fluidos
corpOreos, ar e materiais contaminados, como, equipamentos e instrumentos

utilizados em procedimentos médicos invasivos que ultrapassam as barreiras de
21



defesa natural do corpo humano (GARCIA et al., 2013). As méos dos profissionais
de salude constituem a principal rota na transmissao exdégena de microrganismos
multirresistentes entre pacientes colonizados e pacientes que anteriormente nao
apresentavam estes microrganismos (ANVISA, 2014).

Alguns individuos podem estabelecer uma relacdo comensal, ou seja, sem
manifestacdo clinica de infeccdo, deste modo atuando como carreadores do
microrganismo, e outros ainda podem desenvolver a manifestagéo clinica. Pacientes
internados em instituicbes de salde estdo expostos a diversos microrganismos
patogénicos e principalmente ao uso de antibiéticos potentes e de amplo espectro
(MARTINS et al.,, 2013). Como forma de adaptacdo natural, estas bactérias
desenvolvem resisténcia aos antimicrobianos e wuso indiscriminado destes
medicamentos gera presséo seletiva induzindo o aumento da resisténcia bacteriana
tanto em bactérias patogénicas quanto em bactérias enddégenas comensais
(MARTINS et al., 2013; GARCIA et al., 2013).

O uso de antibidticos € o fator mais importante associado a resisténcia
bacteriana em todo o mundo, entretanto € necessario ressaltar que estes
medicamentos sdo também comumente utilizados em racdo animal para prevenir,
controlar e tratar doencas, e para promover 0 crescimento de animais para o
consumo humano impactando diretamente a saude humana (figura 1) (CDC, 2013).

Tendo em vista a ameaca crescente a saude humana e o impacto econémico
gerado pelos microrganismos multirresistentes, a WHO percebeu a necessidade da
realizacdo de acbes visando o controle destes microrganismos, entre elas a
organizacdo de uma comissdo tripartida envolvendo a Food and Agriculture
Organization (FAO), World Organization for Animal Health (OIE) e a WHO foi
realizada definindo a multirresisténcia como uma questao prioritaria a ser abordada
guanto ao impacto global do uso de antimicrobianos na satde humana, animal e ao
ecossistema (WHO, 2017). Este conceito que visa a comunicacdo de diversos
setores para projetar e implementar programas, politicas, legislacéo e pesquisa com
o intuito de melhorar a saude publica mundial é atualmente designado “One Health”
(WHO, 2017).
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Figura 1. Representacdo esquematica da interacdo dos diversos ambientes na

disseminacao dos microrganismos multirresistentes (CDC, 2013).

3.4. OS BACILOS GRAM-NEGATIVOS

3.4.1. Enterobactérias

Estas bactérias representam o maior e mais heterogéneo grupo de bacilos gram-
negativos. S&o microrganismos ubiquos na natureza principalmente no solo, agua e
vegetacdo. Sdo também encontrados como parte da microbiota gastrointestinal de
seres humanos (MURRAY, ROSENTHAL e PFALLER, 2014).

Estes organismos frequentemente causam infeccées adquiridas na comunidade
e também sdo comumente isoladas em pacientes hospitalizados como agentes
causadores de IRAS. Nas Ultimas décadas um aumento na frequéncia de
enterobactérias multirresistentes vem sendo observado com predominio de cepas
produtoras de [-lactamases (JACOB et al., 2013). As B-lactamases de maior

importancia para este grupo séo as [-lactamases de espectro estendido (ESBL) e as
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carbapenemases. Estas enzimas sdo predominantes nos géneros Klebsiella,
Enterobacter, Escherichia, Serratia, Citrobacter, Salmonella, Proteus e Morganella
(SEIBERT et al., 2014).

3.4.2. Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores

Os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores constituem um grupo
extremamente diverso de bactérias e amplamente distribuidos na natureza,
principalmente no solo e na agua. Podem também ser encontrados colonizando o
trato gastrointestinal de individuos hospitalizados principalmente na UTI
(CHERKAOUI et al., 2015). Caracterizam-se por serem estritamente aerdbios, nao
produtores de esporos, necessidades nutricionais minimas, tolerancia as variacées
das condicdes fisicas e incapacidade de utilizar carboidratos como fonte de energia
através do metabolismo fermentativo, degradando-os por via oxidativa. S&o também
capazes de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos e aos mecanismos de
defesa do hospedeiro (DELIBERALI et al., 2011; KAASE et al., 2012).

S&o intrinsicamente resistentes a muitos antibidticos e capazes de produzir -
lactamases de amplo espectro e metalo B-lactamases além de adquirir facilmente
novos mecanismos de resisténcia (MALINI et al., 2009). Raramente causam
infecgbes comunitarias, porém desde a década de 1970 estas bactérias vém se
destacando no ambiente hospitalar representando aproximadamente 15% das IRAS
causadas por BGN. No ambiente hospitalar podem ser isolados em diversas
superficies como ventiladores mecéanicos, colchbes e até mesmo na pele dos
profissionais de saude (DIJKSHOORN, NEMEC e SEIFERT, 2007).

As principais espécies de importancia médica sdo a P. aeruginosa,
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia e complexo Burkholderia cepacia.
(DELIBERALI et al., 2011; BHARGAVA, KAR e SAHA, 2015). As espécies de
Acinetobacter spp. multirresistentes vém representando patégenos emergentes nos
ambientes hospitalares, em especial nas UTIs, destacando-se a espécie A.
baumannii (MARTINS e BARTH, 2013).

3.5. MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS CARBAPENEMICOS
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Diversos mecanismos sdo responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos
entre os bacilos Gram-negativos como a diminuicdo da permeabilidade da
membrana externa (perda ou alteracdes na estrutura de porinas), alteracédo do sitio
de ligagcdo aos antibidticos, atividade de bombas de efluxo (diminuem a
concentracdo do antibiotico no interior da bactéria) e por acdo enzimatica como as
carbapenemases (KARAM et al., 2016).

Estes mecanismos ndo sédo determinados somente por mutagcdes
cromossOmicas, mas também pela aquisicdo de genes transferiveis entre diferentes
espécies bacterianas; o0 mecanismo de resisténcia mais importante nos bacilos
Gram-negativos é a producdo de B-lactamases destacando-se as carbapenemases
(GOMEZ et al., 2014).

3.5.1. As carbapenemases

Carbapenemases sdo enzimas pertencentes as B-lactamases com capacidade
de hidrolisar antibiéticos carbapenémicos e a maioria dos antibidticos 3-lactamicos
(NORDMANN e POIREL, 2014). Além disso, cepas produtoras de carbapenemases
estdo associadas a resisténcia a outras classes de antimicrobianos devido a
localizac&do dos genes codificadores em estruturas méveis (integrons, transposons e
plasmideos), em sua grande maioria, facilmente transferiveis a outras espécies
bacterianas previamente resistentes a outras classes de antibioticos, dando origem a
isolados multirresistentes e pan-resistentes (NORDMANN, POIREL e DORTET,
2012).

Sao classificadas por Ambler de acordo com a homologia de aminoécidos em 3
classes: A (KPC), B (metalo B-lactamases - MBL) e D (oxacilinases) (AMBLER,
1980). Por sua vez, Bush e Jacoby (2010) baseiam-se no substrato alvo, no perfil de
inibicdo destas enzimas e na expressao fenotipica dos isolados clinicos, dividindo-as
em 4 grupos (2f, 2df, 3a, 3b): 2f possui alto potencial hidrolitico aos carbapenémicos,
oximino B-lactamicos e cefamicinas (KPC-2, IMI-1, SME-1); 2df hidrolisam a
oxacilina e carbapenémicos (OXA-23, OXA-48); 3a amplo espectro hidrolitico
incluindo os carbapenémicos, porém nao inativam os monobactamicos (IMP-1, VIM-
1, CcrA, IND-1) e 3b promove hidrolise preferencial dos carbapenémicos (CphA,
SFh-1).
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As carbapenemases pertencentes as classes A e D de Ambler tém como
principal caracteristica a presenca de um grupamento serina no sitio ativo, as de
classe A podem ser codificadas por gene cromossomal como a SME (Serratia
marcescens enzyme), IMI-1 (Imipenem-hydrolysing B-lactamase), SFC-1 (Serratia
fonticola carbapenemase-1); ou plasmidial como a KPC (KPC-2 a KPC-13), IMI (IMI-
1 a IMI-3), derivados da GES (Guiana extended spectrum) como GES-2, -4, -5, -6, -
14, -14, -15, -16 -18, -20, e -24, mas todas tem a capacidade de hidrolisar os
carbapenémicos, sao parcialmente inibidos pelo acido clavulanico e inativados pelo
acido fenilborénico (CODJOE e DONKOR, 2018; BONNIN et al., 2017).

Cepas produtoras de carbapenemases apresentam um dos padrbes de
resisténcia mais preocupantes encontrados na UTI devido a resisténcia apresentada
por estes organismos aos antibiéticos de Ultima escolha para bacilos gram-negativos
(KARAM et al., 2016). A emergéncia de BGN produtores destas enzimas representa
um sério problema de saude publica em todo o mundo, em especial 0 aumento na
prevaléncia de cepas de K. pneumoniae produtoras de carbapenemases (KPC) e
carbapenemase do tipo oxacilinase 48 (OXA-48) (LEE et al., 2016).

As carbapenemases mais frequentes em enterobactérias sdo as MBL, dentre as
quais destacam-se Verona integron—encoded metallo-B-lactamase (VIM),
imipenemase (IMP) e New Delhi metallo-B-lactamase (NDM); e as serino
carbapenemases como a KPC e a oxacilinase 48 (OXA-48) (ATAIDE e ABADE,
2015). Em BGN nao fermentadores destacam-se as serina carbapenemases (OXA-
23, OXA-24, OXA-25, OXA-26 e OXA 27) e as MBL (IMP, VIM, NDM-1)
(NORDMANN e POIREL, 2002).

3.5.1.1. Metalo B-lactamases

As MPBL sdo caracterizadas por terem como cofator enzimético o zinco,
hidrolisam todos os B-lactamicos com excecdo dos monobactamicos e ndo sao
inibidas pelos inibidores de B-lactamases como o acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam, entretanto sdo inativadas pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
(PALZKILL, 2012). Sado mais frequentemente detectadas em isolados de P.
aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae ao redor do mundo estando associadas

as IRAS e a altas taxas de motalidade e morbidade (MALLATI e RAMAIAH, 2018).
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Sao divididos em 4 subgupos (B1, B2, B3 e B4) de acordo com a homologia
sequencial dos aminoacidos e embora todos os subgrupos necessitem de ions
metélicos para a sua atividade catalitica, 0 nUmero destes ions pode variar (JIANG
et al., 2018). Essas enzimas podem ser produzidas intrinsecamente por algumas
bactérias tais quais Bacteroides fragilis, Stenotrophomonas maltophilia, Aeromonas
sp e Elizabethkingia meningosepticum (Chryseobacterium meningosepticum)
Serratia fonticola ou ainda adquiridas (MOJICA et al., 2016).

O mecanismo de agdo das metalo B-betalactamases aos antibidticos [3-
lactamicos consiste na quebra da ligagcdo amida presente no anel B-lactamico com o
auxilio de um ou dois cations divalentes de zinco (Zn2*) os quais coordenam
moléculas de agua que servem como nucledfilos reativos rompendo o anel e

consequentemente inativando o antibidtico (figura 2) (SACHA, 2008).
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Figura 2. Mecanismo de hidrolise do antibiético B-lactamico pela acdo da metalo B-
lactamase (WRIGTH, 2011).

3.5.1.1.1. Imipenemase (IMP)

Inicialmente detectada no Japdo em 1988 em isolado de P. aeruginosa,
posteriormente esta enzima foi detectada em diversas espécies de BGN sugerindo a
sua transferéncia horizontal, além da predominancia de isolados produtores de IMP
tipo-especificos demonstrando uma expanséo clonal (WATANABE, 1991; HONG et
al., 2015). A caracterizagcdo molecular demonstrou que o gene blavp-1 esta integrado
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como um cassete génico em um integron de classe 1 pertencente a um plasmideo
conjugativo (SHAKIBAIE et al., 2017).

Atualmente s&o conhecidas 51 variantes, sendo 33 identificadas em P.
aeruginosa, e estao divididas em grupos em que o percentual de similaridade dos
aminoacidos varia entre 90 a 99%, com atividades hidroliticas muito semelhantes
entre si (HONG et al., 2015).

3.5.1.1.2. Verona integron-encoded metallo-B-lactamase (VIM)

Em 1999, Laurette e colaboradores detectaram pela primeira vez esta enzima
em uma cepa de P. aeruginosa resistente aos antibiéticos carbapenémicos isolada
em amostra clinica de um paciente internado na UTI do Hospital Universitario de
Verona a qual foi associada a um surto hospitalar (LAURETTE et al., 1999). Trata-se
de uma enzima zinco dependente codificada por um gene movel inserido em um
cassete génico, a qual é inibida pelo EDTA, um agente quelante (POIREL et al.,
2000).

Apresenta uma ampla especificidade de substrato incluindo os B-lactamicos,
com excecdo dos monobactamicos, com notavel atividade hidrolitica na
carbenicilina, temocilina, a maioria das cefalosporinas e aos carbapenémicos e
menor atividade a penicilina G, ampicilina, oximino-cefalosporinas (cefotaxima e
ceftazidima) e cefoxitina (FRANCESCHINI et al., 2000).

A familia VIM, é considerada o maior grupo dentro do subgrupo B1 das MBL
constituindo atualmente 46 variantes as quais ja foram identificadas em BGN néo
fermentadores e em enterobactérias com maior frequéncia na Europa, regido em
que foi originalmente encontrada (MAKENA et al., 2016; GONCALVES et al., 2017).
E identificada mais frequentemente em P. aeruginosa e P. putida e raramente nas
enterobactérias (CODJOE e DONKOR, 2018).

3.5.1.1.3. New Delhi metallo-B-lactamase (NDM)

Descrita pela primeira vez na india em 2009 em isolado de K. pneumoniae

oriunda de amostra urinaria; € considerada a MBL mais comum caracterizando-se

28



pela alta afinidade hidrolitica as cefalosporinas em particular a cefuroxima,
cefotaxima e cefalotina e também as penicilinas (YONG et al., 2009).

Inicialmente esta enzima foi detectada na india, Paquistdo e Bangladesh em
enterobactérias, e posteriormente nos BGN nédo fermentadores (Pseudomonas spp e
Acinetobacter spp.) e no decorrer dos anos foi disseminando-se para diversas
regides como Europa, EUA, Canada, Japao, Australia e Brasil (KUMARASAMY et
al., 2010; JOHNSON e WOODFORD., 2013). A maior prevaléncia ocorre em E. coli
e K. pneumoniae principalmente na regido subcontinental da India e centro-sul
asiatico (BUSHNELL et al., 2013).

No Brasil, o primeiro reporte de NDM-1 ocorreu em 2013 na cidade Porto Alegre
- Rio Grande do Sul em isolado de Providencia rettgeri derivado de fragmento
tecidual de pé diabético (CARVALHO-ASSEF et al.,, 2013). Desde entdo outros
estudos foram realizados no pais descrevendo esta carbapenemase ndo somente
em enterobactérias, mas também em BGN né&o fermentador como o A. baumannii
isolado de um paciente internado em um hospital de Tubardo - Santa Catarina
(SCHUELTER-TREVISOL et al.,2016; BARBERINO et al., 2017).

3.5.1.1.4. Sdo Paulo Metalo B-lactamase (SPM)

Descrita pela primeira vez por Toleman e colaboradores (2002) em isolado de P.
aeruginosa de paciente hospitalizado em Sao Paulo; caracteriza-se por ser uma MBL
adquirida com atividade hidrolitica as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos
(TOLEMAN et al., 2002). A mobilidade do gene blaspwm-1 foi inicialmente associada a
plasmidio entretanto, estudos mais detalhados verificaram a localizacéo
cromossomal deste gene (SALABI et al., 2010).

Posteriormente Gales e colaboradores (2003) realizaram um estudo
multicéntrico em que detectou a presenca desta enzima em cinco estados brasileiros
(Parana, Sao Paulo, Bahia, Cear4, Distrito Federal).

Durante alguns anos a SPM-1 foi considerada restrita ao Brasil, entretanto
estudos como o de Salabi e colaboradores (2010) e Hopkins e colaboradores (2016)

reportaram esta enzima na Europa e Reino Unido, respectivamente.
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O gene que codifica SPM-1 parece estar especificamente relacionado a
espécie P. aeruginosa, uma vez que, ndo foi detectado em outras espécies até o
momento (ROSSI, 2011).

3.5.1.1.5. Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)

Pertencente a classe A de Ambler representa a enzima mais importante deste
grupo devido a sua disseminacao global e amplo espectro de substratos incluido a
maioria dos antibiéticos B-lactamicos os carbapenémicos, cefalosporinas de amplo
espectro e aztreonam (YIGIT et al., 2008; PITOUT et al., 2015).

Trata-se de uma serino B-lactamase que se caracteriza pela presenca de uma
serina como cofator enziméatico; esta serina € um alfa aminoacido apolar que contém
um grupo hidroxila (OH") lateral (GHUYSEN, 1991). O mecanismo de acédo das
serino B-lactamases consiste em uma associacao inicial ndo covalente da enzima ao
antibiotico para produzir o complexo de Michaelis (ndo covalente), posteriormente o
anel B-lactamico sofre a acao do grupo hidroxilo livre presente na serina, produzindo
um éster acilico covalente que, quando hidrolisado, a enzima é ativada e o farmaco
inativado (figura 3) (GHUYSEN, 1991; LIVERMOORE, 1995).
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Figura 3. Mecanismo de ac¢éo das serino B-lactamases (LIVERMORE, 1985).
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Foi descrita pela primeira vez nos EUA em 2001 por Yigit e colaboradores em
isolado de K. pneumoniae a qual inicialmente foi considerada produtora de KPC-1,;
porém, um erro no sequenciamento de uma unica base no gene que codificava esta
enzima foi detectado e, em 2008, foi reclassificada como KPC-2 (YIGIT et al., 2008).
Posteriormente, outras variantes foram detectadas e até o momento totalizam 23, as
quais estdo presentes em sua maioria nas enterobactérias e duas delas em BGN
nao fermentadores como P. aeruginosa e A. baumannii (YOON et al., 2018).

Em algumas regides do mundo, como América do Norte (algumas regides dos
EUA), América Latina (Colémbia, Brasil e Argentina), Europa (Grécia e ltalia),
Oriente Médio (Israel) e Asia (algumas regides de China), a disseminacéo de KPC
tornou-se endémica (ALBIGER et al., 2015; PITOUT et al.,, 2015). No Brasil, em
2009 foi reportado o primeiro caso em isolado de K. pneumoniae produttora de KPC-
2 em paciente internado em uma UTI de um hospital terciario de Recife -
Pernambuco (MONTEIRO et al., 2009).

3.5.1.1.6. Oxacilinases

As oxacilinases sdo enzimas pertencentes a classe D de Ambler mais
frequentemente produzidas por BGN nédo fermentadores e assim como as
carbapenemases de classe A também s&o serino-carbapenemases; inativam
principalmente os carbapenémicos e algumas cefalosporinas, como cefepime, no
entanto, ndo ha acao hidrolitica para a ceftazidima (MEDEIROS e LINCOPAN,
2013). As oxacilinases sao as carbapenemases mais comuns em A. baumannii e
representam um dos principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos
nestas bactérias. Entretanto, também s&do encontradas em Pseudomonas spp.,
enquanto a OXA-48 é raramente detectada em enterobactérias no Brasil (SAMPAIO
e GALES, 2015; CODJOE e DONKOR, 2017).

Atualmente, em Acinetobacter spp., as B-lactamases de classe D com atividade
de carbapenemasessao divididas em seis subfamilias mais frequentemente
identificadas: OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-58-like, OXA-143-like, OXA-235-like e
OXA-51-like sendo esta ultima intrinseca a espécie A. baumannii (RODRIGUEZ et

al., 2017). A primeira oxacilinase capaz de hidrolisar imipenem foi detectada em
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1985 na Escécia por Paton e colaboradores em isolado de A. baumannii oriunda de
hemocultura, apresentando resisténcia ao imipenem, a todas as cefalosporinas e as
penicilinas. A partir deste achado a emergéncia e disseminacdo das oxacilinases
vem sendo bem documentada por todo o mundo como os estudos realizados na
Europa, EUA, América Latina e Asia (NORDMANN et al., 2011; LOLANS et al.,
2006; LABARCA et al., 2016; WANG et al., 2007). A OXA-23 é a mais prevalente no
mundo e no Brasil o primeiro relato da presenca do gene blaoxa-2s-ike foi em 1999 na
cidade de Curitiba — PR em isolado de A. baumannii (DALLA COSTA et al., 2003;
WANG et al., 2015).

3.6. MECANISMO DE RESISTENCIA A POLIMIXINA, GENE mcr-1.

Descrito pela primeira vez por Liu e colaboradores (2016) durante um estudo de
vigilancia sobre a resisténcia bacteriana em isolados de E. coli comensais derivados
de animais destinados ao consumo humano (LIU et al., 2016). Este gene plasmidial
designado mobile colistin resistance (mcr-1) codifica uma fosfoetanolamina
transferase capaz de transferir uma fosfoetanolamina catibnica ao grupamento
fosfato do lipidio A presente na parede celular bacteriana impedindo a interacdo das
polimixinas (MACNAIR et al., 2018).

Isolados bacterianos resistentes as polimixinas ja haviam sido reportados, porém
envolvendo mutagbes cromossomicas sem a transferéncia horizontal de genes de
resisténcia as polimixinas (CHENG et al., 2010; LIU et al., 2016).

A presenca do gene mcr-1 vem sendo detectada em diversos paises em todo o
mundo: Europa, Américas, Norte da Africa e Asia, em amostras do meio ambiente,
animais, alimentos e em amostras clinicas humanas (IRRGANG et al., 2016). No
Brasil, até o momento, 32 isolados portadores do gene mcr-1 foram reportados; no
Espirito Santo em isolado de K. pneumoniae (n=1), Rio Grande do Norte em E. coli
(n=1), Rio de Janeiro em E. coli (n=2), Rio Grande do Sul em K. pneumoniae (n=1),
Séao Paulo em isolado de E. coli (n=1) e mais recentemente no Parana 26 isolados
de E. coli entre os quais a maioria sensivel a polimixina (AIRES et al.,, 2017
FERNANDES et al., 2016; ROSSI et al., 2017; CONCEICAO-NETO et al., 2017;
DALMOLIN et al., 2018; PILLONETTO et al., 2018).
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4. METODOLOGIA

4.1. DELINEAMENTO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, descritivo e experimental destinado, a
investigacdo molecular de BGN resistentes aos carbapenémicos isolados de

amostras clinicas de pacientes em internacéo hospitalar.

4.2. PERIODO E LOCAIS DA PESQUISA

O estudo foi desenvolvido no Hospital Dona Helena (HDH), hospital geral
privado com 189 leitos, e no Laboratdrio de Biologia Molecular da Universidade da
Regido de Joinville (UNIVILLE), localizados na cidade de Joinville, SC. Foram
considerados os isolados clinicos pertencentes ao grupo dos BGN resistentes a pelo
menos um carbapenémico identificados por 9 anos consecutivos a parti de marcgo de
2009 durante a avaliagdo microbioldgica assistencial rotineira realizada pelo

Laboratorio de Analises Clinicas do HDH.

4.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

4.3.1. Critérios de incluséo

Foram incluidos BGN resistentes a pelo menos um antibiético carbapenémico
(meropenem/ imipenem/ ertapenem), isolados e identificados a partir de amostras
clinicas de pacientes internados e atendidos em ambulatérios do HDH.

4.3.2. Critérios de exclusao

Foram excluidos do estudo os isolados correspondentes a mesma espécie
bacteriana provenientes do mesmo paciente e periodo de internacdo dispondo perfil
fenotipico idéntico. As cepas mantidas congeladas que apresentaram falha na
reativacdo com fins de propiciar a subsequente extracdo do DNA gendmico ou que

apresentaram sinais de contaminacdo foram excluidas do estudo. Adicionalmente,
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um isolado foi excluido devido a nao correspondéncia entre as codificacdes
empregadas no HDH e na UNIVILLE.

4.4. IDENTIFICACAO E MANUTENCAO DOS ISOLADOS CLINICOS

As amostras clinicas foram submetidas aos procedimentos rotineiros para a
identificacdo do microrganismo correspondente a cada isolado empregando-se o
sistema automatizado “Microscan Walkaway” (Siemens, Munique, Alemanha),
conforme instru¢cdes do fabricante, paralelamente a realizacdo da bacterioscopia
pelo Gram.

Apos realizada a identificacdo, os isolados foram cultivados em placas de Petri
contendo o meio de cultura Agar MacConkey (Kasvi, Roseto Degli Abruzzi, Italia),
sob incubacédo a 37°C, por 24 horas, e analisados macro e microscopicamente. Em
seguida, foram repicados em agar Mueller Hinton (Kasvi) sob incubacgéo a 37°C, por
24 horas. Colbnias crescidas neste meio de cultura foram transferidas para tubos
criogénicos de 2 mL contendo seis micangas de vidro estéreis e meio proprio para
congelamento a -80°C, contendo 6% de glicerol, 37 g.L-1 de caldo BHI (Brain Heart
Infusion, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha) e 0,6 g.L-1 de agar (Himedia, Mumbai,
india). Antes do congelamento para conservacéo a longo prazo, os isolados foram
inicialmente incubados a 37°C durante 48 horas, seguido de manutencdo sob

resfriamento a -20°C por 24 horas.

4.5. AVALIACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

4.5.1. Métodos fenotipicos

A determinagéo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada pelo
método de disco-difusdo em &agar (“Kirby e Bauer”). Foram utilizados os discos
contendo antibimicrobianos (de acordo com o microrganismo analisado) nas
seguintes quantidades indicadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) de cada ano vigente (Documentos M100S-19 a M100S-25): acido nalidixico
(30 pg), amicacina (30 pg), ampicilina (10 pg), ampicilina/sulbactam (10/10 ug),

aztreonam (30 ug), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 ug), cefalotina (30 pQ),
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cefoxitina (30 ug), ciprofloxacina (5 pg), colistina (10 ug), ceftriaxona (30 ugQ),
doxaciclina (30 ug), ertapenem (10 ug), gentamicina (10 ug), imipenem (10 ug),
levofloxacina (5 pg), meropenem (10 ug), nitrofurantoina (300 pg), norfloxacino (10
Mg), piperacilina/tazobactam (100/10 pg), polimixina B (300 Ul), tigeciclina (15 ug),
tobramicina (10 ug) e trimetoprima/sulfametoxazol (1,25/23,75 ug). Todos os discos
utilizados foram provenientes do mesmo fabricante (Oxoid, Cambridge, Inglaterra).

Preparou-se uma suspenséao bacteriana (indculo) a partir da selecdo de coldnias
isoladas de cultura em agar MacConkey com crescimento prévio de 18 a 24 horas
que entdo foi comparada com turvacdo padrdo 0,5 na escala de McFarland
(DensiCHECK Plus — BioMérieux, Rio de Janeiro, Brasil). A seguir, essa suspensao
foi semeada em placa contendo meio de cultura agar Mueller Hinton (BioMérieux) e
cinco minutos apos foi feita a aplicacdo dos discos de antimicrobianos. Em seguida,
a placa foi incubada em posicao invertida em estufa a 35°C, por 16 a 18 horas. A
interpretacdo dos halos de inibicdo foi realizada conforme as recomendacfes
vigentes do CLSI para cada ano correspondente.

Para a deteccdo fenotipica de carbapenemases foram realizados os métodos
descritos na Nota Técnica n° 01/2013 (ANVISA, 2013) a qual dispbde sobre as
medidas de prevencao e controle de infeccBes por enterobactérias multirresistentes.
A producédo de carbapenemases se da pela diferenca de tamanhos de halos entre
discos com antibi6ticos carbapenémicos e discos com antibiéticos acrescidos de
blogueadores enzimaticos, como o EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) e o AFB
(acido fenilbordnico). Os isolados que apresentam diferenca quanto ao comparativo
de diametros entre os discos com e sem EDTA igual ou superior a 5 mm sao
considerados potenciais produtores de MBL. Caso essa diferengca ocorra entre 0s
discos com e sem AFB considera-se um provavel isolado produtor de KPC. A
triagem para a presenca da producdo de KPC em cepas pertencentes ao grupo
CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp.,
Morganella morganii e Hafnia alvei) & indicado a realizacdo da Reagédo em Cadeia
da Polimerase (PCR) para a detecc¢do do gene blaxpc, pois a utilizacdo do AFB pode
acarretar resultados falso positivos. Adicionalmente, ndo ha padronizacdo vigente
para a triagem fenotipica de carbapenemases para os BGN ndo fermentadores,
sendo recomendavel a realizacdo de PCR. Entretanto, a Nota Técnica

01/2016/CECISS/LACEN de Santa Catarina determina que bactérias néo
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fermentadoras da glicose resistentes e/ou com resisténcia intermediaria aos
carbapenémicos e/ou polimixina isoladas de culturas oriundas de amostras clinicas
(com excecao daquelas provenientes de swab de vigilancia), sejam encaminhadas
ao LACEN-SC (GOVERNO DE SANTA CATARINA, 2016).

Os dados referentes a identificacdo e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
dos isolados de pacientes internados que foram caracterizados durante a rotina de
investigacdo microbiolégica anterior a proposicao da pesquisa e que foram incluidos
no estudo foram obtidos por meio de consulta, autorizada pelo Servigco de Controle
de Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude (SCIRAS) do HDH, aos registros

respectivos.

4.5.2. Pesquisa dos genes codificadores de carbapenemases e mcr-1

4.5.2.1. Obtencdo do DNA microbiano

Para a obtencdo do DNA bacteriano, foi utilizado o método de choque térmico
descrito por Vaneechoutte et al. (1995) e Baratto & Megiolaro (2012), com
modificacdes, a partir de cultivo em meio solido (agar Mueller Hinton).
Primeiramente, duas a trés colbnias de uma cultura pura, coletadas com alca de
inoculagao, foram ressuspensas em 100 uL de agua destilada estéril, em microtubo
de 1,5 mL. As suspensfes foram submetidas a banho fervente por 5 min e, em
seguida, a choque térmico em banho de gelo por 5 min. O procedimento de fervura e
resfriamento foi repetido, seguido de centrifugacédo (Eppendorf 5415 R, Hamburgo,
Alemanha) a 8.000 x g por 10 min. Ao final do processamento, o sobrenadante foi
coletado e o precipitado, descartado.

O sobrenadante contendo o DNA bacteriano foi qualificado e quantificado por
meio de analise espectrofotomeétrica (leituras a 260 e 280 nm) em aparelho Epoch
(BioTek Instruments, Winooski, EUA) e, em seguida, armazenado a -20°C até o uso

subsequente.

4.5.2.2. Investigacdo de genes alvos
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A investigacao dos genes alvo foi realizada via PCR em volume final de 50 uL,

empregando-se 50 a 500 ng de DNA extraido, em aparelho XP Cycler (Bier

Technology, Toquio, Japdo). Os iniciadores utilizados estdo descritos na tabela 1.

Tabela 1 - Iniciadores utilizados na detec¢édo dos genes alvos do estudo.

Produto _
Alvo Sequéncia (5’ a 3’) Referéncia
(pb)
GATCGGATTGGAGAACCAGA Woodford et al.
blaoxa-23-like 501
ATTTCTGACCGCATTTCCAT (2006)
GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA Woodford et al.
blaoxa-24-like 246
AGTTGAGCGAAAAGGGGATT (2006)
TAATGCTTTGATCGGCCTTG Woodford et al.
blaoxa-51-like 353
TGGATTGCACTTCATCTTGG (2006)
AAGTATTGGGGCTTGTGCTG Woodford et al.
blaoxa-ss-like 599
CCCCTCTGCGCTCTACATAC (2006)
TGGCACTTTCAGCAGTTCCT Higgins et al.
blaoxa-143-iike 149
TAATCTTGAGGGGGCCAACC (2010)
TGTTTTTGGTGGCATCGAT Monteiro et al.
blaoxa-4s-iike 177
GTAAMRATGCTTGGTTCGC (2012)
TCGCTAAACTCGAACAGG Monteiro et al.
blakpc 785
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC (2009)
TTGGCCTTGCTGTCCTTG Monteiro et al.
blanpbwm-1 661
ACACCAGTGACAATATCACCG (2012)
GTTTGGTCGCATATCGCAAC Mendes et al.
blavim 382
AATGCGCAGCACCAGGATAG (2007)
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC Poirel et al.
blavp 232
GGTTTAAYAAAACAACCACC (2011)
AAAATCTGGGTACGCAAACG Ellington et al.
blaspm-1 271
ACATTATCCGCTGGAACAGG (2007)
CGGTCAGTCCGTTTGTTC Liu et al.
mcr-1 309
CTTGGTCGGTCTGTAGGG (2016)
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Para a pesquisa de genes codificadores de algumas oxacilinases - blaoxa-2aiike:
blaoxa-24-iikes Plaoxa-s1-iikes Plaoxa-ss.ike € Blaoxa-143.ike NO complexo A. calcoaceticus - A.
baumannii (ABC) foi realizada Multiplex PCR com a termociclagem consistindo de
uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 3 min, seguida de 30 ciclos
envolvendo 1 min a 94°C, 30 seg a 52°C e 1 min a 72°C. A extenséo final foi
realizada a 72°C por 10 min. A mistura de reagentes acrescentou-se 1 U Platinum®
Taqg DNA Polimerase (Invitrogen, Sao Paulo, Brasil), 200 yM dNTPs (GE Healthcare,
Little Chalfont, Reino Unido), 1X PCR Buffer (Invitrogen), 20 pmols de cada iniciador
(DNA Express, Séao Paulo, Brasil) e 1,5 mM de MgCl: (Invitrogen).

A investigacdo do gene blaoxa-ss-ike fOi realizada apenas nas enterobactérias e o
blaspm-1 SOmente em Pseudomonas spp., enquanto que a investigacdo de blanpw-1,
blakec, blavim, blaime € mcr-1 foi realizada para todos os isolados. A PCR para os
genes citados deu-se em reacdes individuais, utilizando-se as mesmas quantidades
de polimerase, dNTPs, tampado e MgCl. indicados acima. As termociclagens

especificas para cada alvo investigado estao descritas na tabela 2.

Tabela 2 - Termociclagens empregadas para a investigacdo dos genes blaoxa-as-like,

blakpc, blanowm-1, blavim, blaspm-1 € mer-1.

Desnaturacdo Hibridizacdo Extensdo Ciclos

Alvo

°C (tempo) °C (tempo)  °C (tempo) n°
blaoxa-as-iike 94 (1 min) 63 (40 s) 72 (30 s) 35
blaxpc 94 (1 min) 60 (1 min) 72 (1 min) 40
blanom-1 94 (1 min) 62 (1 min) 72 (1 min) 35
blavim 94 (30 s) 68,8 (1 min) 72 (1 min) 40
blamve 94 (30 s) 52 (40 s) 72 (50 s) 36
blaspu-1 94 (30 s) 55,5(40s) 72 (505) 40
mcr-1 94 (30 s) 61,5 (1 min) 72 (30s) 40

Os isolados mcr-1 positivos foram submetidos ao sequenciamento bidirecional

direto, com emprego do kit Big Dye® Terminator v3.1 em plataforma ABI

38



Prism™ 3500 (Applied Biosystems, Carlsbad, EUA) e comparado as sequéncias
nucleotidicas disponiveis em um banco de dados de acesso livre (GenBank).
Para a confirmacéo da efetividade do método de detecgdo dos genes alvo foram

utilizadas as cepas padrao descritas na tabela 3 como controles positivos.

Tabela 3 - Cepas padrao utilizadas no estudo.

Alvo Microrganismo Loc.:al de n°Origem
origem
blaoxa-23-iike ABC Fiocruz/RJ 7572
blaoxa-24-like ABC Fiocruz/RJ 7892
blaoxa-51-like ABC Fiocruz/RJ 3174
blaoxa-ss-iike ABC Fiocruz/RJ 7740
blaoxa-143-iike ABC Fiocruz/RJ 7572
blaoxa-as-iike Klebsiella pneumoniae Lacen/PR 12692 RM
blanom-1 Acinetobacter baumannii Lacen/PR 5379 RM
blaspm-1 Pseudomonas aeruginosa Lacen/PR 12486 RM
blavim Enterobacter cloacae Lacen/PR 13493 RM
blavp Serratia marcescens Lacen/PR 12492 RM
mcr-1 Escherichia coli Lacen/PR 12983 RM

ABC: Complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii; Fiocruz: Fundacdo Oswaldo

Cruz; Lacen: Laboratério Central de Saude Publica.

4.5.2.3. Eletroforese

Foi realizada eletroforese submersa (tampao TBE) em gel de agarose a 1%,
contendo 0,5 ug/mL de brometo de etideo, para a verificacdo dos produtos das
reagcbes de PCR. Na sequéncia, a confirmacdo se deu via exposicdo a luz
ultravioleta em transiluminador (MiniBis-Pro Photodocumentation System — DNR Bio-
Image Systems Ltd., Jerusalém, Israel), seguido de registro digitalizado.

Alem de serem utilizados controles positivos e branco, foi realizada a
confirmacéo da obtencdo dos produtos (amplicons) correspondentes aos segmentos

planejados por meio da comparacdo de tamanhos com um padrdo disponivel
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comercialmente (100 pb Ladder, Fermentas, Burlington, Canada), também exposto a
mesma condicdo de eletroforese. Sendo assim, pela analise dos perfis
eletroforéticos obtidos foi determinada a ocorréncia dos elementos genéticos
investigados.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

A amostra do estudo foi definida por conveniéncia. Os dados foram analisados
via estatistica descritiva calculando-se as frequéncias absolutas e relativas. As
variaveis categoricas foram expressas como numeros absolutos e percentagens e

as variaveis continuas como médias e desvios padréo.

4.7. ASPECTOS ETICOS

O projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
(CEP) da UNIVILLE, conforme diretrizes estabelecidas na Resolu¢cdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Saude (CNS) e complementares, sob o parecer de niamero
788.455. Em relacdo ao projeto aprovado originalmente, foi solicitada a analise e
aprovacdo de emenda relativamente a alteracdes no cronograma, metodologia e
objetivos especificos, a qual encontra-se sob analise. Tal solicitacdo se fez
necessaria devido a gestacdo e parto prematuro da pesquisadora responsavel pelo
estudo, impedindo a continuidade da execucéo do estudo no prazo pré-determinado.
Adicionalmente, decidiu-se ampliar o nimero de genes a serem investigados nas
amostras de pacientes internados no ambiente hospitalar que apresentaram cultura
positiva para BGN resistentes aos carbapenémicos.

Os dados relacionados ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
correspondentes ao periodo 2009 a 2018 foram autorizados e coletados junto ao
Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar (SCIH) do HDH. As cepas bacterianas
foram isoladas, armazenadas e analisadas mantendo-se a identificagdo do paciente
correspondente sob sigilo absoluto, sendo apenas identificadas por codificacéo
definida exclusivamente para a pesquisa.

Nenhum procedimento realizado exclusivamente para os fins da pesquisa teve

qualquer impacto aos pacientes acometidos no periodo de conducgéo do estudo, nao
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influenciando a conduta clinica e o prognostico. Todos 0s preceitos éticos e 0s
requisitos dispostos na Resolucdo CNS 466/2012 e complementares, que
regulamentam as pesquisas envolvendo seres humanos no Brasil, foram

estritamente observados pelos pesquisadores.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Conforme as normas do Programa de Pos Graduacdo em Mestrado em Saude e
Meio Ambiente da UNIVILLE, este capitulo serd apresentado na forma de artigo
cientifico que sera encaminhado para publicagdo no periédico “Brazilian Journal of
Microbiology”.
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MARCADORES GENOTIPICOS DE BACILOS GRAM NEGATIVOS
RESISTENTES AOS ANTIBIOTICOS CARBAPENEMICOS ISOLADOS DE
AMOSTRAS CLINICAS
Marcadores moleculares de bactérias resistentes aos carbapenémicos
Ana Julia Corréa Gongalves da Luz, Vanessa Cristine Kobs, Rafael Eduardo

Valdez, Roseneide Campos Deglmann, Paulo Henrique Condeixa de Franca.

RESUMO

Introducdo: Bacilos Gram-negativos (BGN) produtores de carbapenemases
sao os principais causadores de InfeccBes Relacionadas a Assisténcia a Saude
no Brasil. Sua rapida disseminacado constitui grave problema de saude publica
atual. Objetivou-se investigar determinantes moleculares de resisténcia
antibitica em BGN resistentes aos carbapenémicos. Métodos: Foram
avaliados 157 isolados clinicos coletados durante 9 anos consecutivos em
hospital geral no sul do Brasil. A identificacdo das espécies deu-se por método
automatizado e a avaliacdo da susceptibilidade aos antibidticos via disco-
difusdo em &agar. Os genes blaoxa23iikes Plaoxa-24-ike, Plaoxasiiikes Plaoxassiike,
blaoxa-143-ike, blaoxa-as-ike, blavim, blave, blaspm-1, blanom-1, blakec € mer-1 foram
investigados via Reacdo em Cadeia da Polimerase. Resultados: O complexo
Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii (ABC) foi o mais
frequente (45%), seguido de Pseudomonas aeruginosa (27%). A maioria dos
isolados (80,2%) foi positiva para um ou mais genes investigados, com maior
frequéncia de blakec (26%) e blavim (25%). Concomitancia de genes de
resisténcia foi identificada em 89 (57%) isolados, a maioria destes (79%)
pertencente ao ABC, seguido pela K. pneumoniae (17%). Todos os 9 (5,7%)
isolados portadores do gene mcr-1 mostraram-se sensiveis a polimixina B via
microdiluicio em caldo. Conclusdo: Observou-se alta frequéncia e
concomitancia de marcadores de resisténcia, principalmente nos anos mais

recentes da série histérica analisada.

Palavras-chave: Carbapenemases, Marcadores genotipicos,

Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp., Pseudomonas spp. , Gene mcr-1.
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INTRODUCAO

O ambiente hospitalar, principalmente a Unidade de Terapia Intensiva
(UTI), é considerado local altamente seletivo de bactérias multirresistentes e as
infeccbes causadas por estes microrganismos estdo associadas a elevadas
taxas de mortalidade e morbidade e ao aumento nos custos hospitalares
devido a falta de opcbes terapéuticas e a permanéncia prolongada do paciente
no ambiente hospitalar>.

Os antibidticos pertencentes a classe dos carbapenémicos estdo entre os
medicamentos considerados de Ultima escolha para o tratamento de IRAS
causadas por BGN®. Cepas produtoras de carbapenemases eram
consideradas casos isolados e raros; entretanto, nos dias atuais, estas cepas
estéo distribuidas por todo 0 mundo com destaque & india subcontinental para
New Delhi metallo-B-lactamase (NDM), os EUA, Israel, Grécia e Italia para
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), e a Turquia e norte da Africa
para OXA-48, tornando-se um grande desafio para a area da saude’?8.

A rapida disseminacdo de bactérias produtoras de carbapenemases tem
preocupado diversos 6rgdos de saude mundial, que descrevem uma crise
global e o risco do retorno a era pré-antibiética®. Portanto, o panorama atual
aponta a necessidade de acdes urgentes que incluam melhor adesédo ao
controle das IRAS e ao uso criterioso de antimicrobianos em humanos e
animais!®. Neste contexto, o estudo dos determinantes moleculares de
resisténcia aos antimicrobianos pode constituir uma ferramenta importante para
o controle e prevencao de infec¢des, contribuindo também para o entendimento

da epidemiologia das IRAS™,

MATERIAL E METODO

Caracterizacao do estudo e selecdo dos isolados clinicos

Estudo de natureza transversal, descritivo e experimental destinado, a

investigacdo molecular de BGN resistentes a ao menos um carbapenémicos
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isolados e identificados a partir de amostras clinicas de pacientes internados e
atendidos em ambulatérios em um hospital privado da cidade de Joinville/SC,
identificados por 9 anos consecutivos a partir de marco de 2009.

As amostras clinicas foram processadas durante a avaliagdo microbiolégica
assistencial rotineira realizada pelo setor de microbiologia do laboratério
hospitalar empregando-se o método automatizado “Microscan Walkaway”
(Siemens, Munique, Alemanha), paralelamente a realizacdo de bacterioscopia
pelo Gram.

Aprovacdo ética foi obtida do Comité de Etica em Pesquisa da

Universidade da Regiao de Joinville, sob o Parecer 788.455.

Determinagdo fenotipica de suscetibilidade aos antibiéticos

A determinacdo do perfil de susceptibilidade aos antibidticos foi realizada
empregando-se o método de disco-difusdo em agar (“Kirby e Bauer’) e a
interpretacédo dos halos de inibigcdo se deu de acordo com as recomendagdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) de cada ano vigente.

A susceptibilidade fenotipica a polimixina B foi confirmada por microdiluicao
em caldo para a obtencdo da concentracao inibitéria minima (CIM), conforme
instrucdes do fabricante do kit Policimbac (Probac, Sado Paulo, Brasil)

A triagem fenotipica de enterobactérias produtoras de carbapenemases
isoladas a partir de maio de 2013 foi realizada segundo os métodos descritos
na Nota Técnica n°® 01/2013 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA)?2,

Obtencao do DNA bacteriano e investigacdo dos genes alvo

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada utilizando-se choque térmico,
conforme previamente descrito34, a partir de cultivo em agar Mueller Hinton e
a investigacdo dos genes alvo foi realizada via Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) em volume final de 50 pL, empregando-se 50 a 500 ng de

DNA extraido. Os iniciadores utilizados estdo descritos na tabela 1. Para a
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verificagcdo dos produtos das reagbes de PCR foi realizado a eletroforese
submersa (tampao TBE) em gel de agarose a 1%.

Para a pesquisa de genes codificantes de algumas oxacilinases - blaoxa-23-
like» Dlaoxa2sqikes Dlaoxasiqikes Dlaoxassike € blaoxaissike No complexo A.
calcoaceticus - A. baumannii (ABC) foi realizada Multiplex PCR com a
termociclagem consistindo de uma etapa inicial de desnaturacdo a 94°C por 3
min, seguida de 30 ciclos envolvendo 1 min a 94°C, 30 s a 52°C e 1 min a
72°C. A extensdo final foi realizada a 72°C por 10 min®®. A investigacdo do
gene blaoxa-ss-ike fOi realizada apenas nas enterobactérias e o blaspm-1 SOmente
em Pseudomonas spp., enquanto que a investigacao de blanowm-1, blakec, blavim,
blaimp € mcr-1 foi realizada para todos os isolados. A PCR para os genes
citados deu-se em reacdes individuais. As termociclagens especificas para
cada alvo investigado estédo descritas na tabela 2.

Os isolados mcr-1 positivos foram submetidos ao sequenciamento
bidirecional direto, seguido de comparacdo as sequéncias nucleotidicas
disponiveis em banco de dados de acesso livre (GenBank).

Para a confirmacéo da efetividade do método de deteccdo dos genes alvo
foram utilizadas as cepas padrdo descritas na tabela 3 como controles

positivos.
Anédlise estatistica

A amostra do estudo foi definida por conveniéncia. Os dados foram
analisados via estatistica descritiva calculando-se as frequéncias absolutas e
relativas. As variaveis categoricas foram expressas como numeros absolutos e
percentagens e as variaveis continuas como médias e desvios padrao.
RESULTADOS

Frequéncia e distribuicdo setorial dos isolados clinicos

Foram incluidos no estudo 157 isolados clinicos. Os pertencentes ao ABC

compreenderam 45% (n=71), seguidos de P. aeruginosa (27%; n=43), K.
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pneumoniae (19%; n=31), complexo E. cloacae (4%; n=7) e o restante (5%,
n=5) distribuido entre espécies com menor frequéncia (Tabela 3). O periodo
correspondente aos dois anos mais recentes apresentou maior namero de
isolados resistentes aos antibidticos carbapenémicos, tendo sido a maioria
identificada como P. aeruginosa neste periodo (ano 8: 46%; ano 9: 39%;
Tabela 4).

Os isolados estudados foram coletados de lavado broncoalveolar (LBA)
(31%; n=48), swab retal (20%; n=32) secrecdo de ferida (15%; n=24), urina
(14%; n=22), hemocultura (6%; n=9) e outros tipos de amostras com menor
frequéncia (14%; n=22). Quanto a distribuicdo dos isolados no ambiente
hospitalar, 41% (n=65) foram derivados da UTI, 37% (n=58) oriundos das
unidades de internacéo, 13% (n=20) do Pronto Atendimento e 9% (n=14) dos
isolados distribuiram-se entre o centro cirdrgico e pacientes ambulatoriais. A
evolucdo temporal em relacédo ao tipos de amostra e a distribuicdo setorial dos

isolados esta demonstrada na tabela 5.

Suscetibilidade fenotipica aos antibi6ticos

Todos os BGN estudados eram resistentes ao imipenem. Quanto ao
meropenem, 99,3% (n=145/146) dos isolados testados para este antibidtico
apresentaram resisténcia, enquanto todas as enterobactérias testadas (n=39)
apresentaram resisténcia ao ertapenem. Para a polimixina B, todos os isolados
testados (n=133) foram sensiveis.

A distribuicdo dos perfis de suscetibilidade frente aos antibidticos testados
esta representada nas figuras 1 (BGN ndo fermentadores; n=116) e 2

(enterobactérias; n=41).

Marcadores genotipicos de resisténcia antibiotica

A maioria (80,2%; 126/157) dos isolados apresentaram positividade frente
aos genes investigados. Para blanowm-1, blaviv e blakec obteve-se um total de 13
(8%), 39 (25%) e 41 (26%) isolados positivos, respectivamente. Todos 0s

isolados testados resultaram negativos para blaspm1 € blaoxa-4sike. Na
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investigagdo genotipica das demais cinco familias de genes codificantes de
oxacilinases no ABC, obteve-se positividade para os genes blaoxasiike €
blaoxa-23-ike (97%) e negatividade para os demais. Quanto ao gene mcr-1, 9 (6
%) isolados foram positivos, sendo 6 K. pneumoniae e 3 pertencentes ao ABC.
A confirmacdo fenotipica de sensibilidade destes isolados foi realizada via
microdiluicdo em caldo, obtendo-se CIM < 1,0 pg/mL. Adicionalmente, o
sequenciamento confirmou a presenca do gene mcr-1, com excecado de uma
reacao falha.

A figura 3 exemplifica os padrdes eletroforéticos resultantes da PCR na
investigacdo dos genes estudados. A distribuicdo dos isolados frente aos
genes codificantes de carbapenemases e ao gene mcr-1 estd descrita na
tabela 6 e a distribuicdo da ocorréncia dos genes durante o periodo do estudo
esta descrita na figura 4.

Adicionalmente, foi observada a co-producdo de genes em 89 (57%)
isolados, a maioria (79%, n=70) pertencente ao ABC, seguido pela K.
pneumoniae (17%, n=15). As concomitancias encontradas foram blaoxa-s1-ike +
blaoxa-23-ike (74%, 53/72), todas em isolados do ABC; blakec + blaviv (22%,
7/31) em K. pneumoniae; blakec + blaoxa-si-iike + blaoxa-23-iike (8%, 6/72) e blavim
+ blaoxa-si-ike + blaoxa-23-ike (7%, 5/72), ambos no ABC, e blanom-1 + blavim em
cepas identificadas como complexo E. cloacae (n=2), K. pneumoniae (n=1) e P.
aeruginosa (n=2).

Todos os isolados que apresentaram positividade para o gene mcr-1
apresentavam concomitantemente outros genes investigados: mcr-1 + blakec +
blavim + blaoxa-si-ike + blaoxa-23-ike (N=2; ABC), mcr-1 + blakec + blaoxa-si-ike +
blaoxa-2z-ike (N=1; ABC), mcr-1+ blakec + blavim (n=2; K. pneumoniae), mcr-1 +

blakec (n=3; K. pneumoniae) e mcr-1 + blanom-1 (n=1; K. pneumoniae).

DISCUSSAO

Os antibidticos carbapenémicos sédo considerados como Ultima opgéo
terapéutica para o tratamento de diversas infec¢cdes causadas por BGN
multirresistentes!®. O aumento de isolados clinicos resistentes a essas drogas,

principalmente nas UTIs, é um sério problema de saude publica mundial,
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estando associado a altos indices de mortalidade e morbidade, além de altos
custos para os hospitais?’.

A UTI é o setor hospitalar que alberga o maior nimero de isolados
resistentes aos carbapenémicos, como ja descrito por diversos autores, porém
0 microrganismo mais prevalente e o principal sitio acometido variam conforme
o local estudado'®. Tempe e colaboradores (2015) avaliaram 123 isolados
resistentes aos carbapenémicos em um hospital publico terciario indiano, tendo
identificado maior frequéncia para A. baumannii (79%, 27/34), seguido de P.
aeruginosa (70%, 24/34), K. pneumoniae (45%, 14/31) e E. coli (41%, 10/24),
obtidos de aspirado traqueal (62,5%), urina (22,5%) e sangue (15%)%°. De
forma semelhante, no presente estudo observou-se o ABC com maior
frequéncia, porém o lavado broncoalveolar foi o tipo de amostra mais
representada. Nos dois estudos, tais amostras clinicas representam microbiota
do trato respiratério inferior.

A producdo de -carbapenemases € um importante mecanismo de
resisténcia nas bactérias Gram-negativas, com maior frequéncia nas
enterobactérias. Nestas, a deteccdo da producdo de carbapenemases
codificadas por genes plasmidiais vem sendo reportada em todos o0s
continentes, com destaque para as enzimas KPC, mais comumente produzida
pela K. pneumoniae, NDM e OXA-482021.22,

Viegas e Soares (2018), em estudo realizado em um hospital publico em
Minas Gerais, entre 2014 e 2016, com isolados de enterobactérias resistentes
aos carbapenémicos, identificaram a ocorréncia do gene blakrc em 63,4% dos
casos e negatividade para os demais genes testados (blaoxa e blanom)?. Pinto
e colaboradores (2014) em um estudo multicéntrico realizado em hospitais
terciarios de Porto Alegre, Rio Grande do Sul, relataram a ocorréncia de blakpec
(48,5%), blaoxa-as-ike (3%) e blanom (2%) em enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos?*. Na india, um estudo realizado em 2010, em um hospital
universitario de 1.660 leitos, detectou maior prevaléncia do gene blanom (58%)
em enterobactérias, seguido por blaoxa-isi-ike (2%), blavim (1%) e negatividade
para os demais genes testados (blakec, blamve, blacim, blasim e blaspw),
acrescentando ainda que 42% dos isolados positivos para blanom eram

sensiveis aos carbapenémicos?®. Ye e colaboradores (2017) analisaram, em
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um hospital universitario chinés, 78 isolados resistentes aos carbapenémicos,
reportando blaxkec (33,3% dos casos), blaviv-1 (7,7%), blame-2 (7,7%) e blaive-1
(3,8%)2%. Em todos os trabalhos citados, K. pneumoniae foi o microrganismo
mais frequente. No presente estudo, de modo similar, a enterobactéria mais
prevalente foi também K. pneumoniae, enquanto o gene mais frequente foi
blakrc, seguido de blaviv e blanom-1, N80 sendo detectados os genes blaoxa-s-
ike € blaspm. O reporte do gene blavim em enterobactérias no Brasil é
considerado pouco frequente, Martins e colaboradores (2017) descreveram um
caso (0,2%) de positividade para este gene em um estudo realizado em 50
hospitais brasileiros , enquanto que em nosso trabalho o percentual atingido foi
de 39% (16/41) dos isolados, taxas elevadas de blavim em enterobactérias sédo
mais frequentes na Europa e na Africa2”28

Embora as carbapenemases sejam mais frequentes nas enterobactérias,
diversos estudos vém demonstrando a problematica da producdo destas
enzimas pelos BGN ndo fermentadores, os quais sdo considerados importantes
patébgenos oportunistas nas IRAS, com capacidade de rapida aquisicdo de
resisténcia a diversas classes de antibiéticos e facilidade de adaptacdo em
ambientes hostis, tornando a terapia ainda mais limitante?®:30,

Genes codificantes de carbapenemases em P. aeruginosa sao descritos no
mundo todo. No Brasil, estudos recentes como os de Rossi e colaboradores
(2017) realizado em Uberlandia, Minas Gerais, e Rizek colaboradores (2014)
em Séao Paulo demonstraram a presenca de blaspm-1 (10,7%) e blavim (5,3%); e
blaspm1 (32%), blavim (4%) e blakec (1%), respectivamente332, Em nosso
estudo, diferentemente dos estudos referidos, o gene blaspm1 nao foi
detectado, enquanto blaviv foi 0 mais prevalente (32%, 14/43) na espécie. A
elevada prevaléncia de blavim em P. aeruginosa vem sendo descrita na Europa,
Asia-Pacifico e meio leste africano, com casos esporadicos e raros no Brasil33.

Na ultima década, o A. baumannii, principal microrganismo pertencente ao
ABC, vem sendo destacado como um importante agente nas IRAS devido ao
aumento de cepas resistentes a diversos antibidticos, impulsionadas pela
aquisicdo de elementos genéticos moveis e ativagdo de mecanismos

intrinsecos de resisténcia®*. Este fato é bastante preocupante, tendo em vista
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que as infec¢cdes causadas por estes microrganismos atribuem-se taxas de
mortalidade entre 30 e 75% dos casos®.

As carbapenemases, principalmente as oxacilinases, sdo consideradas o
principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos no Acinetobacter spp.,
com maior prevaléncia da OXA-23 na América Latina e casos esporadicos de
MBL35‘36.

No Brasil, Kobs e colaboradores (2016) realizaram estudo em um hospital
de Joinville, Santa Catarina, investigando o0s genes blaoxa-23-ike, blaoxa-24-
like, Dlaoxa-51-like, Dlaoxa-ss-ike € bla oxa-143iike €m 78 isolados do ABC, tendo
determinado que a maioria (91%) albergava blaoxa-si-ike € bla oxa-23-ike de forma
concomitante, além da negatividade para os demais genes analisados®’. Neves
e colaboradores (2016) conduziram um estudo realizado na UTI de um hospital
terciario universitario de Minas Gerais, entre 2009 e 2010, com 56 isolados de
A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, sendo reportada a ocorréncia
de blaoxa-s1-ike (100% dos casos), seguido de blaoxa-2z-ike (51,2%) e blaoxa-143-iike
(18,3%) e negatividade para os demais genes (blaoxa-ss-ike, blaviv-ike, blaimp-1
e blavpiike)®®. Em nosso estudo, assim como os demais citados, os genes
blaoxa-s1-ike € blaoxa-23-ike foram 0s mais prevalentes, corroborando com a
estimativa de que OXA-23 € a principal oxacilinase codificada por gene mével
no ABC no Brasil®’38, Adicionalmente, também detectamos a presenca de
genes codificantes de MBL (blavim - 6% e blanom-1 - 1%) e blakec (7%) em ABC,
0 que pode ser considerado raro na América Latina3®.

Em decorréncia do aumento das infec¢cdes causadas por microrganismos
resistentes aos carbapenémicos, a utilizacdo das polimixinas vem sendo
considerada uma importante opcao terapéutica, embora seja conhecida a sua
toxicidade potencial®. Até pouco tempo atras, a resisténcia a estes antibiéticos
estava associada exclusivamente a mecanismos cromossomais; porém, em
2016, Liu e colaboradores na China publicaram o primeiro caso de resisténcia a
colistina codificada por um gene (mcr-1) localizado em plasmidio®. A partir
deste achado, diversos estudos vém sendo publicados reportando a presenca
do gene mcr-1 e suas variantes em isolados clinicos resistentes as
polimixinas#®414243, No presente estudo, diferentemente das publicacées

referidas, os isolados portadores de mcr-1 (K. pneumoniae; n=6 e A.
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baumannii; n=3) eram sensiveis a polimixina B, tendo sido apenas 2 isolados
oriundos de pacientes que fizeram uso deste antibidtico. Pillonetto e
colaboradores (2018), em um estudo recente realizado com BGN de cinco
cidades do Parang, também detectaram a presenca de isolados portadores de
mcr-1 apresentando sensibilidade as polimixinas, porém correspondentes a E.
coli**. Em particular, do nosso conhecimento, até o presente estudo, nao
existiam relatos confirmando a presenca do gene mcr-1 em A. baumannii
derivados de amostras clinicas humanas no Brasil.

Ainda no presente estudo, todos os isolados portadores do gene mcr-1
apresentaram coexisténcia com um ou mais genes codificantes de
carbapenemases, com maior prevaléncia do blakec (8 casos) e somente 1
isolado também apresentando blanomw1. Os casos ja descritos envolve a
associagao do gene mcr-1 ao blanowm-1, blanowm-s, blaviv-1, blakpc-3 e blaoxa-4s em
E. coli e ao blakrc2 em K.pneumoniae 4°-°0, Entre os genes codificantes de
carbapenemases, diversas concomitancias também ja foram descritas, como
blanom-1 + blakec-2 (Citrobacter freundii), blaviv2 + blakpc2 (K. pneumoniae).
blanom1 + blaoxa4s + blaviva (K. pneumoniae), blamp1 + blavimz (A.
baumannii)®-%*, Com excecdo das associacdes com blaoxa-4s e/ou blavp-1,
todas as demais foram encontradas neste estudo, ndo tendo sido evidenciadas
diferencas fenotipicas especificas relacionadas a tais associagées.

Algumas limitacbes podem ser destacadas neste estudo. O numero de
isolados avaliados foi relativamente pequeno e, adicionalmente, o estudo foi
realizado em um Unico hospital. Por outro lado, ao abranger nove anos
consecutivos, a investigacdo permitiu identificar um acréscimo relevante de
isolados portadores de genes de resisténcia antibiética em anos mais recentes.
Desta forma, recomendamos que sejam realizados estudos multicéntricos, com
abordagem fenotipica e molecular, para a investigacdo dos mecanismos
associados a resisténcia aos carbapenémicos e as polimixinas, em vista da
escassez destes dados do Brasil. Sugerimos também a investigacao da relacao
clonal dos isolados, importante iniciativa para o rastreamento e controle no

ambiente hospitalar.
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Tabela 1 - Iniciadores utilizados na detec¢ao dos genes alvo do estudo.

Produto .
Alvo Sequéncia (5’ a 3’) Referéncia
(pb)
GATCGGATTGGAGAACCAGA
blaoxa-23-like 501 15
ATTTCTGACCGCATTTCCAT
GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA
blaoxa-24-iike 246 15
AGTTGAGCGAAAAGGGGATT
TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blaoxa-51-like 353 15
TGGATTGCACTTCATCTTGG
AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
blaoxa-58-like 599 15
CCCCTCTGCGCTCTACATAC
TGGCACTTTCAGCAGTTCCT
blaoxa-143-iike 149 55
TAATCTTGAGGGGGCCAACC
TGTTTTTGGTGGCATCGAT
blaoxa-4s-iike 177 56
GTAAMRATGCTTGGTTCGC
TCGCTAAACTCGAACAGG
blakpc 785 56
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC
TTGGCCTTGCTGTCCTTG
blanpbm-1 661 56
ACACCAGTGACAATATCACCG
GTTTGGTCGCATATCGCAAC
blavim 382 57
AATGCGCAGCACCAGGATAG
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
blaivp 232 58
GGTTTAAYAAAACAACCACC
AAAATCTGGGTACGCAAACG 971 5
blaspm-1 ACATTATCCGCTGGAACAGG
CGGTCAGTCCGTTTGTTC
mcr-1 309 9
CTTGGTCGGTCTGTAGGG
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548 Tabela 2 - Termociclagens empregadas para a investigacdo dos genes blaoxa-

549  4s.ike, blakpc, blanowm-1, blaviv, blaspm-1 € mer-1.

Desnaturagdo Hibridizagdo Extensdo Ciclos

Alvo
°C (tempo) °C (tempo)  °C (tempo) n°
blaoxa-4s-iike 94 (1 min) 63 (40 s) 72 (30 s) 35
blaxpc 94 (1 min) 60 (1 min) 72 (1 min) 40
blanom-1 94 (1 min) 62 (1 min) 72 (1 min) 35
blavim 94 (30 s) 68,8 (1 min) 72 (L min) 40
blame 94 (30 s) 52 (40 s) 72 (50 s) 36
blaspu-1 94 (30 s) 55,5(40s) 72 (505) 40
mcr-1 94 (30 s) 61,5 (1 min) 72 (30 s) 40
550
551
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Tabela 3 - Cepas padrao utilizadas no estudo.

. . Local de _
Alvo Microrganismo ) n° Origem
origem
blaoxa-23-like ABC Fiocruz/RJ 7572
blaoxa-24-iike ABC Fiocruz/RJ 7892
blaoxa-51-iike ABC Fiocruz/RJ 3174
blaoxa-5s-like ABC Fiocruz/RJ 7740
blaoxa-143-like ABC Fiocruz/RJ 7572
blaoxa-as-iike Klebsiella pneumoniae Lacen/PR 12692 RM
blanpm-1 Acinetobacter baumannii Lacen/PR 5379 RM
blaspm-1 Pseudomonas aeruginosa Lacen/PR 12486 RM
Complexo Enterobacter
blavim Lacen/PR 13493 RM
cloacae
blaivp Serratia marcescens Lacen/PR 12492 RM
mcr-1 Escherichia coli Lacen/PR 12983 RM

ABC: Complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii; Fiocruz: Fundag&o

Oswaldo Cruz; Lacen: Laboratorio Central de Saude Publica.
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557

558

Tabela 4 - Distribuicdo dos bacilos Gram-negativos resistentes aos carbapenémicos durante o periodo do estudo.

ANO

1* 2 3 4 5 6 7 8 9 Total
Microrganismo

13 11 7 13 14 6 17 35 41 157
[n (%)]
ABC 12 (92) 11(100) 6 (86) 10 (77) 9 (64) 5(83) 4 (23) 5 (14) 9 (21) 71 (45)
Acinetobacter Iwofii 0 0 0 0 0 0 0 0 1(2) 1)
Citrobacter freundii 0 0 0 0 0 0 0 1(3) 0 1)
Enterobacter sp. 0 0 0 0 0 0 0 1(3) 0 1)
Enterobacter aerogenes 0 0 0 0 0 0 0 1(3) 0 1)
Complexo Enterobacter cloacae 0 0 0 0 0 0 0 4 (11) 3(7) 74)
Klebsiella pneumoniae 0 0 0 0 3(22) 0 9 (54) 7 (20) 12 (29) 31(19)
Pseudomonas sp. 0 0 0 0 1(7) 0 0 0 0 1)
Pseudomonas aeruginosa 1(8) 0 1(14) 3(23) 1(7) 1(17) 4 (23) 16 (46) 16 (39) 43 (27)

*Ano 1: 2009; ABC: complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii.
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559 Tabela 5 - Distribuicdo dos isolados clinicos de acordo com o tipo de amostra e setor hospitalar durante o periodo do estudo.

ANO
1 2 3 4 5 6 7 8 9 Total
TIPO DE AMOSTRA 13 11 7 13 14 6 17 35 41 157
[n (%)]
Lavado broncoalveolar 8 (61) 5 (45) 2 (29) 8 (61) 5 (36) 2 (33) 4 (24) 10 (29) 4 (10) 48 (31)
Swab retal 0 0 0 0 3(22) 2(33) 5 (29) 6 (17) 16 (39) 32 (20)
Secregao de ferida 1(8) 3(27) 2 (29) 1(8) 2 (14) 1(17) 2(12) 5 (14) 7 (17) 24 (15)
Urina 1(8) 0 0 1(8) 2 (14) 0 4 (23) 7 (20) 7 (17) 22 (14)
Hemocultura 0 2 (18) 0 1(8) 0 0 2(12) 13 3(7) 9 (6)
outros: 3(23) 1(9) 3(42) 2 (15) 2 (14) 1(17) 0 6 (17) 4 (10) 22 (14)
Secrecdao cirdrgica 0 0 1 0 0 1 0 1 0 3
Ulcera de press&o 0 0 0 0 0 0 0 2 2 4
Liquido abdominal 0 0 1 1 0 0 0 0 0 2
Liquido pleural 1 0 0 0 1 0 0 0 0 2
Aspirado traqueal 1 0 0 0 0 0 0 0 1 2
Ponta de cateter 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Fragmento 6sseo 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
Liquido peritoneal 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Secrecao brénquica 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
Secregdo de 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
gastrostomia
Secrec¢do de ouvido 0 0 0 0 1 0 0 0 0 1
Fragmento de tecido 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
Liquor 0 1 0 1 0 0 0 0 0 2
SETOR
HOSPITALAR 13 11 7 13 14 6 17 35 41 157
[n (%)]
uTl 11 (84) 7 (64) 1 (14) 8 (61) 6 (43) 3 (50) 7 (41) 10 (29) 12 (29) 65 (41)
Unidade de Internacao 0 4 (36) 3 (43) 4 (31) 4 (29) 2 (33) 7 (41) 19 (54) 15 (37) 58 (37)
Pronto Atendimento 1(8) 0 0 1(8) 3(21) 0 2(12) 4 (112) 9 (22) 20 (13)
Centro Cirdrgico 1(8) 0 2 (29) 0 0 0 0 0 1(2) 4 (3)
Externo 0 0 1 (14) 0 1(7) 1(17) 1 (6) 2 (6) 4 (10) 10 (6)
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Figura 1. Perfil de suscetibilidade in vitro dos bacilos Gram-negativos n&o

fermentadores (Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp.). NT: ndo testado, I:

intermediario, S: sensivel, R: resistente.
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Figura 2. Perfil de suscetibilidade in vitro das enterobactérias. NT: ndo testado,
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I: intermediario, S: sensivel, R: resistente.
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569
570 Figura 3. Identificagcdo dos elementos genéticos (a) blaviv, (b) blanom-1, (C)
571 Dblakec, (d) mcr-1 e (e) blaoxas via PCR. (M) Marcador molecular (100 bp,
572 Fermentas, Ontario, Canada); (1-8) Amostras de isolados clinicos; (C+)

573 controle positivo e (C-) controle negativo.
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574 Tabela 6 - Distribuicdo dos isolados portadores dos genes investigados.

Microrganismos [% (n/N)] Genes produtores de carbapenemases de acordo com a classifica¢gédo de Ambler
classe A classe B classe D
KPC NDM-1 SPM-1 VIM OXA-48 OXA-51 OXA-23 OXA-24 OXA-58 OXA-143 mcr-1
ABC 7 (11/157) 1 (2/157) N/T 6 (9/157) N/T 96 (69/72) 96 (69/72) 0 0 0 2 (3/157)
Acinetobacter lwofii 1 (1/157) 0 N/T 0 N/T 1(1/72) 1(1/72) 0 0 0 0
Citrobacter freundii 0 0 N/T 0 0 N/T N/T N/T N/T N/T 0
Enterobacter sp. 0 0 N/T 1 (1/157) 0 N/T N/T N/T N/T N/T 0
Enterobacter aerogenes 0 0 N/T 0 0 N/T N/T N/T N/T N/T 0
Complexo Enterobacter
0 2 (4/157) N/T 2 (4/157) 0 N/T N/T N/T N/T N/T 0
cloacae
17
Klebsiella pneumoniae 2 (4/157) N/T 7 (11/157) 0 N/T N/T N/T N/T N/T 4 (6/157)
(27/157)
Pseudomonas sp. 0 0 0 0 N/T N/T N/T N/T N/T N/T 0
Pseudomonas aeruginosa 1 (2/157) 2 (3/157) 0 9 (14/157) N/T N/T N/T N/T N/T N/T 0

575 ABC: complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii; N/T: ndo testado; n: nimero de isolados positivos; N: namero total de isolados
576  testados.

68



RILIE

25

20 -

Ln o
— —
(u) e1ougnbai4

blaNDM-1 mmcr-1 mblaKPC mblaOXA-23-like

= blaviM

577
578

Figura 4. Distribuicdo dos marcadores genotipicos durante o periodo do estudo. Trim: trimestre. Ano 1: 2009.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo foram investigados o perfil fenotipico e a ocorréncia dos
principais genes codificantes de resisténcia aos antibioticos carbapenémicos e do
gene mcr-1, associado a resisténcia as polimixinas, em BGN isolados de pacientes
internados ou ambulatoriais, em hospital terciario durante 9 anos consecutivos, a
partir de marco de 2009. Nossas principais conclusdes obtidas foram:

- Todos os isolados testados eram resistentes ao imipenem. Dentre os BGN nao
fermentadores, as maiores taxas de resisténcia observadas foram para meropenem
(100%), piperacilina/tazobactam (86%) e ciprofloxacina (84%), enquanto para as
enterobactérias os antibiéticos com maior prevaléncia de resisténcia foram as
ceftriaxona (98%), cefepime (98%), ampicilina (66%), ampicilina/sulbactam (98%),
meropenem (68%) e ertapenem (90%).Todos os isolados testados foram sensiveis
para a polimixina B.

- A maioria dos isolados (80,2%) resistentes aos carbapenémicos foi positiva
para um ou mais genes investigados, com maior frequéncia de blakrc (26%) e blaviv
(25%). Concomitancia de genes de resisténcia foi identificada em 89 (57%) isolados,
a maioria destes (79%) pertencente ao ABC, seguido pela K. pneumoniae (17%).
Todos os 9 (5,7%) isolados portadores do gene mcr-1 mostraram-se sensiveis a
polimixina B.

- A maioria dos BGN resistentes aos carbapenémicos foram isolados de LBA
(31%), seguido de swab retal (20%), secrecédo de ferida (15%), urina (14%) e outros
(20%).

- Foi observada uma maior concentracao dos isolados clinicos resistentes aos
carbapenémicos nos ultimos 3 anos analisados (93 vs. 64 referentes ao 6 primeiros
anos da série historica), com maior prevaléncia na UTI (41%), unidades de
internacgéo (37%) e pronto atendimento (13%).

- Os genes detectados nos isolados de BGN analisados foram os codificantes
das carbapenemases blaoxa-si-ike (96% no ABC), blaoxa-23-ike (96% no ABC), blavim
(25% - enterobactérias e ndo fermentadores), blakec (26% - enterobactérias e néo
fermentadores), blanom-1 (8% - enterobactérias e ndo fermentadores), além do gene

mcr-1 (3 isolados pertencentes ao ABC e 6 K. pneumoniae).
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APENDICE | - Distribuicdo dos isolados quanto ao sitio anatdbmico e unidade de
internacdo coletados, identificacdo fenotipica do microrganismo, perfil de
sensibilidade fenotipica e marcadores genotipicos de resisténcia aos
antimicrobianos.
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N° Data da coleta . Unidade de Microrganismo . "
paciente da cultura Sitio internacao (fen%tipo) PERFIL GENOTIPICO PERFIL FENOTIPICO
732941 02/10/2009 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, blavim Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero
750380 01/03/2010 6 7 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
756991 24/12/2009 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Imi, Mero
720169 19/08/2009 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo,Caz, Imi, Mero
720479 20/08/2009 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, blavim Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo,Caz, Imi, Mero
723552 30/08/2009 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo,Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
725689 07/09/2009 17 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
679168 31/03/2009 18 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
680022 02/04/2009 12 3 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
725758 08/09/2009 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Imi, Mero
764442 25/01/2010 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo,Imi, Mero
773700 24/02/2010 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
774540 26/02/2010 8 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
777722 08/03/2010 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
789007 12/04/2010 20 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
789809 14/04/2010 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Imi, Mero
802722 27/05/2010 6 7 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Imi, Mero
814601 07/07/2010 5 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Imi, Mero
831555 31/08/2010 6 6 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami*, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
848229 21/10/2010 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
850919 29/10/2010 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
875141 20/01/2011 5 7 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Caz*, Imi, Mero
899601 02/04/2011 15 3 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero
929763 05/07/2011 3 10 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen*, Imi, Mero, Tri/Sulf
949633 02/09/2011 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
982196 09/12/2011 19 6 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Gen*, Tobra*, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
984024 16/12/2011 4 3 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Gen*, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1020226 08/04/2012 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1041660 07/06/2012 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen* Tobra, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1041661 07/06/2012 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, blakec Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen* Tobra, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1044936 15/06/2012 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero
1055762 13/07/2012 20 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen* Tobra, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1067694 15/08/2012 5 6 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Tobra, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1067424 15/08/2012 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Tobra, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1074727 03/09/2012 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami,Tobra, Caz, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1097249 06/11/2012 3 6 ABC blanom-1 Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Doxi, Imi, Mero
1101405 17/11/2012 6 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Ami*, Tobra, Imi, Mero, Tri/Sulf
1159999 29/04/2013 8 2 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1207788 11/09/2013 2 10 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1221280 22/10/2013 18 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1221979 25/10/2013 6 2 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1222454 25/10/2013 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1226279 06/11/2013 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1229629 17/11/2013 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen*, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1243322 09/01/2014 2 4 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Imi, Mero, Tri/Sulf
1252824 09/02/2014 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1301292 15/07/2014 2 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1343547 29/11/2014 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
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1363038 05/02/2015 4 8 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1365125 11/02/2015 2 10 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen*, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1368351 22/02/2015 6 7 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen*, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1500466 02/05/2016 2 11 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1388083 23/04/2015 2 7 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf

1522736 21/07/2016 5 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, blavim Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1523392 23/07/2016 6 2 ABC blaoxa-s1, blaoxa-2s, blavim Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1635653 21/08/2017 5 1 Acinetobacter Iwofii blaoxa-s1, blaoxa-23 Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1638424 30/08/2017 6 11 ABC blaoxa-s1, blaoxa-2s, blavim, mecr-1 Pipe/Tazo, Ami, Gent, Caz, Doxi, Imi, Mero, Tri/Sulf
1423751 18/08/2015 2 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf

1631472 06/08/2017 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1595448 06/04/2017 6 10 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Pipe/Tazo, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf

1539709 20/09/2016 3 11 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1539709 20/09/2016 7 11 Pseudomonas aeruginosa negativo Azt, Imi, Mero

1642063 12/09/2017 8 7 Klebsiella pneumoniae mcr-1 Ac.Nal, Cipro, Nor, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
1470493 25/01/2016 3 1 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Cefe, Ert, Imi, Mer
1643034 15/09/2017 8 2 Klebsiella pneumoniae blavim Ac.Nal, Cipro, Nor, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
1521735 17/07/2016 7 11 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mer

1575245 26/01/2017 3 10 Pseudomonas aeruginosa blavim Imi, Mero

1612917 02/06/2017 2 2 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Pipe/Tazo, Genta, Tobra, Imi, Mero

1562780 09/12/2016 8 10 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Levo, Pipe/Tazo*, Azt, Cefe, Imi, Mero

1482882 05/03/2016 3 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Amp*, Pipe/Tazo, Ami, Imi, Mer

1575408 27/01/2017 3 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Pipe/Tazo*, Tobra, Azt, Cefe*, Imi, Mero

1611665 02/06/2017 13 11 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Genta, Tobra, Cefe, Imi, Mero
1531122 19/08/2016 2 11 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero
1574135 23/01/2017 6 11 Pseudomonas aeruginosa blavim Pipe/Tazo, Azt, Caz*, Cefe*, Imi, Mero

1615625 12/06/2017 6 11 Pseudomonas aeruginosa blavim Azt, Imi, Mero

1558574 27/11/2016 14 6 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero
1529374 13/08/2016 2 2 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero
1490833 31/03/2016 3 11 Pseudomonas aeruginosa negativo Pipe/Tazo, Ami, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero

1615427 12/06/2017 8 11 Pseudomonas aeruginosa negativo Ac. Nal, Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Azt, Cefe, Imi, Mero
1565697 23/12/2016 3 8 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Levo, Pipe/Tazo*, Ami, Gen, Tobra, Azt*, Imi, Mer
1505119 17/05/2016 6 11 Pseudomonas aeruginosa negativo Azt, Imi, Mero

1529328 13/08/2016 6 6 Pseudomonas aeruginosa negativo Pipe/Tazo, Ami*, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero

1558564 25/11/2016 10 6 complexo Enterobacter cloacae blanpwm-1 Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1544374 06/10/2016 8 11 complexo Enterobacter cloacae blanowm-1, blaviv Cirpo, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1458414 10/12/2015 5 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero
1529398 13/08/2016 2 2 Citrobacter freundii negativo Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1522736 21/07/2016 3 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Imi, Mero

1478183 10/02/2016 2 2 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Genta, Tobra, Azt, Cefe*, Imi, Mero
1584051 27/02/2017 3 1 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Caz, Cefe, Imi, Mero

1527326 06/08/2016 4 8 Enterobacter sp. blavim Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert*, Imi, Mero
1496657 19/04/2016 8 6 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero, Tige, Coli
1504099 14/05/2016 2 1 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1526045 02/08/2016 3 1 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1494892 12/04/2016 8 7 Klebsiella pneumoniae negativo Ac. Nal, Cipro,Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi

1522881 21/07/2016 2 1 Enterobacter aerogenes negativo Cipro*, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert*, Imi*
1583547 26/02/2017 8 7 Klebsiella pneumoniae negativo Ac. Nal, Cipro, Nor, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
1594318 04/04/2017 2 10 Klebsiella pneumoniae negativo Cirpo, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1521943 18/07/2016 9 7 complexo Enterobacter cloacae blanowm-1, blaviv Cirpo, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero, Tige
1529685 15/08/2016 8 1 complexo Enterobacter cloacae blanpwm-1 Ac. Nal, Cipro, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Mero
1456949 06/12/2015 8 11 Klebsiella pneumoniae blavim Ac. Nal, Nor, Amp/Sulb, Ami, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
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1591519 24/03/2017 2 1 Klebsiella pneumoniae blanpwm-1 Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Gen, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Imi, Mer
1636407 23/08/2017 5 1 Klebsiella pneumoniae mcr-1 Cipro, Amp, Amp/Sulb, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mer
1567804 30/12/2016 6 6 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1596201 08/04/2017 2 11 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1601408 29/04/2017 6 1 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Gen, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1416357 26/07/2015 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Tobra, Cefe, Imi, Mero, Tri/Sulf
1550826 29/10/2016 8 2 Klebsiella pneumoniae negativo Ac, Nal, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit, Tige

1647033 29/09/2017 2 2 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Ami, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero

993131 19/12/2011 6 7 Pseudomonas aeruginosa blanom-1, blavim Cipro, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Cefe, Imi, Mero

867533 22/12/2010 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, blavim Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
692303 13/05/2009 6 2 Pseudomonas aeruginosa negativo Pipe/Tazo, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero

982167 08/12/2011 6 6 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Gen*, Tobra*, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1058438 21/07/2012 15 6 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1182279 30/06/2013 3 1 Klebsiella pneumoniae blavim Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Gen*, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1243322 09/01/2014 2 4 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero

1242170 05/01/2014 6 6 Klebsiella pneumoniae negativo Pipe/Tazo, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero

1251338 04/02/2014 8 2 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Nor, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit

1210569 20/09/2013 16 7 Pseudomonas sp. negativo Cipro, Pipe/Tazo, Ami*, Gen*, Azt, Caz, Cefe*, Imi, Mer
1316337 02/09/2014 3 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Cefl*, Imi, Mero

1047384 21/06/2012 8 2 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo*, Ami, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero
1134308 26/02/2013 3 7 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Azt, Caz*, Cefe, Imi, Mero
1594849 03/04/2017 3 3 complexo Enterobacter cloacae blavim Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1613621 05/06/2017 8 11 Klebsiella pneumoniae blaviv, mer-1 Ac. Nal, Nor, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Mero, Nit, Tige
1386976 20/04/2015 3 7 Klebsiella pneumoniae blavim Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Gen*, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi*, Mero*
1391119 04/05/2015 8 7 Klebsiella pneumoniae blavim, mer-1 Cipro, Nor, Amp/Sulb, Ami, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
1473881 04/02/2016 6 2 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, blavim Cipro, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Imi, Mero, Tri/Sulf

1557148 21/11/2016 3 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, mcr-1 Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf

1411408 09/07/2015 8 7 Klebsiella pneumoniae blavim Ac. Nal, Cipro, Nor, Amp/Sulb, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
1453433 24/11/2015 8 6 Klebsiella pneumoniae mcr-1 Ac. Nal, Cipro, Nor, Amp/Sulb, Ami, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
1375152 15/03/2015 5 1 Klebsiella pneumoniae blavim Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1381146 02/04/2015 2 10 Klebsiella pneumoniae negativo Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Cfo, Cro, Caz, Ert, Imi, Mero
1614456 08/06/2017 3 1 complexo Enterobacter cloacae blavim Cipro Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Gen, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1621957 04/07/2017 6 10 ABC blaoxa-s1, blaoxa-zs, blavim, mcr-1 Cipro, Amp/Sulb*, Pipe/Tazo, Ami, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1407852 27/06/2015 2 1 Klebsiella pneumoniae blavim Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1410471 06/07/2015 3 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo*, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero

1438990 07/10/2015 6 11 Pseudomonas aeruginosa blanowm-1, blavim Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero
1628890 27/07/2017 2 2 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Caz, Imi, Mero, Tri/Sulf
1630943 04/08/2017 3 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero

1645091 22/09/2017 6 7 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo*, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero
1645163 23/09/2017 7 11 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo*, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero

1649993 10/10/2017 2 2 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo*, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero

1657510 06/10/2017 2 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero
1640485 06/09/2017 8 2 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Cefe, Imi, Mero

1640796 07/09/2017 8 2 Pseudomonas aeruginosa negativo Ac. Nal, Nor, Pipe/Tazo, Azt, Cefe, Imi, Mero

1654881 27/10/2017 17 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Pipe/Tazo, Caz, Cefe, Imi, Mero

1651189 15/10/2017 2 11 ABC negativo Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami*, Caz, Cefe, Imi, Mero
1640312 05/09/2017 5 1 ABC blaoxa-s1, blaoxa-23, blanom-1 Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Imi, Mero

1640293 05/09/2017 2 10 Pseudomonas aeruginosa negativo Cipro, Pipe/Tazo, Ami, Tobra, Azt, Cefe*, Imi, Mero

1663791 28/11/2017 2 1 Pseudomonas aeruginosa blavim Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Ami, Gen, Tobra, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero
1673954 06/01/2018 8 2 complexo Enterobacter cloacae negativo Ac. Nal, Nor, Amp/Sulb, Ami, Cefl, Cro, Cefe, Ert, Imi, Nit
1675151 12/01/2018 7 11 ABC blaoxa-s1, blaoxa-2s, blavim Cipro, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Ami, Imi, Mero, Tri/Sulf

1676777 16/01/2018 2 11 Klebsiella pneumoniae blanpwm-1 Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
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Sitio: (1) Liquido de drenagem; (2) Swab retal; (3) Lavado broncoalveolar; (4) Secrecéo cirtrgica; (5) Sangue; (6) Secrecéo de ferida; (7) Ulcera de presséo; (8) Urina; (9) Ponta de cateter; (10)

Fragmento 6sseo; (11) Partes moles; (12) Liquido peritoneal; (13) Secrecdo brénquica; (14) Secrecéo de gastrostomia; (15) Liquido abdominal; (16) Secrecdo de ouvido; (17) Aspirado traqueal;

1676780 16/01/2018 2 11 Klebsiella pneumoniae blanom-1, blavim Cirpo, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1680723 29/01/2018 6 6 Pseudomonas aeruginosa blanpwm-1 Pipe/Tazo, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero

1661525 20/11/2017 2 2 Klebsiella pneumoniae blanpm-1, mer-1 Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Gen, Cfo, Cro, Caz, Cefe, Ert, Imi, Mero
1659883 14/11/2017 2 1 Pseudomonas aeruginosa negativo Ac. Nal, Cipro, Levo, Pipe/Tazo, Gen, Tobra, Azt, Caz, Cefe, Imi, Mero
1682886 05/02/2018 2 11 Klebsiella pneumoniae blavim Cipro, Amp, Amp/Sulb, Pipe/Tazo, Cfo, Cro, Caz, Ert, Imi, Mero

(18) Liquido pleural; (19) Fragmento de tecido; (20) Liquor.

Setor: (1) Unidade de Terapia Intensiva; (2) Pronto Atendimento; (3) Centro Cirlrgico; (4) Unidade de Internacdo A; (5) Unidade de Internacdo B; (6) Unidade de Internacdo C; (7) Unidade de

Internacao D; (8) Unidade de Internacéo G; (9) Centro Obstétrico; (10) Atendimento Ambulatorial; (11) Unidade de Internacao H.
Microrganismo: (ABC) Complexo Acinetobacter calcoaceticus - Acinetobacter baumannii.

Perfil fenotipico: (Ac. Nal) Acido nalidixico; (Ami) Amicacina; (Amp) Ampicilina; (Amp/Sulb) Ampicilina + Sulbactam; (Azt) Aztreonam; (Caz) Ceftazidima; (Cefe) Cefepima; (Cefl) Cefalotina; (Cfo)

Cefoxitina; (Cipro) Ciprofloxacino; (Col) Colistina; (Cro) Ceftriaxona; (Doxi) Doxiciclina; (Ert) Ertapenem; (Gen) Gentamicina; (Imi) Imipenem; (Levo) Levofloxacino; (Mero) Meropenem; (Nit)

Nitrofurantoina; (Nor) Norfloxacino; (Pipe/Tazo) Piperacilina + Tazobactam; (Pol B) Polimixina B; (Tige) Tigeciclina; (Tobra) Tobramicina; (Tri/Sul) Trimetoprima + Sulfametoxazol.
*Antimicrobianos que apresentaram perfil de sensibilidade intermediario.
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APENDICE Il — Comprovantes de submiss&o do artigo & Revista de Epidemiologia e

Controle de Infeccéo.
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