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RESUMO

A resisténcia bacteriana representa uma ameaca crescente a saude global, especialmente
entre as bactérias Gram-negativas, conforme evidenciado pela lista de patégenos prioritarios
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), que destaca a necessidade urgente de novos
antibidticos. Este estudo teve como objetivo a avaliacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos de cepas hospitalares. A resisténcia aos carbapenémicos é
particularmente preocupante, dada a sua importancia clinica e a escassez de opcdes
alternativas. Para isso, foram analisadas 34 cepas de bactérias Gram-negativas de origem
clinica, isoladas entre marco e outubro de 2023. O fendtipo de resisténcia revelou uma
incidéncia preocupante de resisténcia aos carbapenémicos, entre as cepas analisadas. Os
resultados apontam para a necessidade do uso de analises moleculares para uma deteccdo
precisa dos genes de resisténcia. O monitoramento da resisténcia antimicrobiana € crucial
para compreender a disseminacd0 de microrganismos resistentes, permitindo a
implementacdo de medidas preventivas.

Palavras-chaves: Bactérias. Resisténcia. Antimicrobianos.
RESUMEN

La resistencia bacteriana representa una amenaza creciente para la salud global,
especialmente entre las bacterias gramnegativas, como lo demuestra la lista de patégenos
prioritarios de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), que destaca la necesidad urgente
de nuevos antibidticos. Este estudio tuvo como objetivo la evaluacion de la susceptibilidad a
los antimicrobianos de cepas de origen clinico. La resistencia a estos medicamentos es
particularmente preocupante, dada su importancia clinica y la escasez de opciones
alternativas. Para ello se analizaron 34 cepas de bacterias Gram-negativas de origen clinico,
entre marzo y octubre de 2023. El fenotipo de resistencia reveld una incidencia preocupante
de resistencia a los carbapenémicos, entre las cepas analizadas. Los resultados apuntan a la
necesidad del uso de andlisis moleculares para una deteccion precisa de los genes de
resistencia. El monitoreo de la resistencia a los antimicrobianos es crucial para comprender la
diseminacion de microorganismos resistentes, permitiendo asi la implementacion de medidas
preventivas.

Palabras clave: Bacterias. Resistencia. Antimicrobianos.
ABSTRACT

Bacterial resistance poses a growing threat to global health, especially among Gram-negative
bacteria, as evidenced by the World Health Organization (WHO) list of priority pathogens,
which highlights the urgent need for new antibiotics. This study aimed to evaluate the
antimicrobial susceptibility of hospital strains. Resistance to carbapenems is particularly
worrying given its clinical importance and the scarcity of alternative options. For this, 34
strains of Gram-negative bacteria of clinical origin were analyzed, isolated between March
and October 2023. The resistance phenotype revealed a worrying incidence of resistance to
carbapenems, among the strains analyzed. The results point to the need to use molecular
analysis for accurate detection of resistance genes. The monitoring of antimicrobial resistance
is crucial for understanding the spread of resistant microorganisms, thus allowing the
implementation of preventive measures.
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1 INTRODUCAO

Em 2017, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) publicou uma lista de bactérias
para as quais novos antibidticos sdo urgentemente necessarios. Essa lista foi atualizada em
2024 e, com isso, a OMS alerta mais uma vez para 0 perigo crescente da resisténcia aos
antimicrobianos (WHO, 2017). Atualmente, 15 bactérias fazem parte dessa lista e estdo
classificadas em trés categorias de acordo com a urgéncia em que se necessitam de novos
antibioticos: prioridade critica, alta ou média. Classificados como criticos estdo incluidas as
enterobactérias resistentes aos carbapenémicos ou as cefalosporinas de terceira geracéao
(WHO, 2024). As bactérias Gram-negativas compdem um grupo diverso de microrganismos
responsaveis por uma gama de infeccOes e sdo caracterizadas por possuirem parede celular
com uma camada fina de peptideoglicana envolvida por uma membrana externa, que contém
lipopolissacarideos (LPS) e proteinas especificas (Nikaido et al., 2003; BLAIR et al., 2015).
Atualmente, as limitadas opg¢des para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias Gram-
negativas multirresistentes produtoras de beta-lactamases de espectro estendido e/ou
carbapenemases tém sido uma das maiores preocupacdes (Wyres et al., 2020; Tamma;
Simner, 2018).

Dentre as classes de antibidticos utilizadas para o tratamento de infec¢bes bacterianas
estdo os beta-lactamicos, que atuam inibindo a sintese da parede celular das bactérias;
fluoroquinolonas, que agem inibindo a sintese do DNA bacteriano e 0s macrolideos,
aminoglicosideos e tetraciclinas, que inibem a sintese proteica das bactérias (Chang et al.,
2019).

O fendtipo de resisténcia bacteriana é determinado por diferentes mecanismos
utilizados para sobrevivéncia das bactérias a acdo dos antibioticos. Esses mecanismos podem
incluir a modificacdo do alvo do antibiotico, a reducdo de permeabilidade celular, producao
de enzimas inativadoras e a expulsdo do antibiotico da célula. Além disso, as bactérias
também podem adquirir genes de resisténcia por meio de transferéncia horizontal, o que pode
resultar em diferentes fenotipos de resisténcia a diferentes classes de antibidticos e levar a
répida disseminacdo desses genes (Boucher et al., 2009; Bush et al., 2018).

Bactérias produtoras de carbapenemases sdo capazes de hidrolisar todos os beta-
lactamicos, como penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos, em varios
graus, como doripenem, ertapenem, imipenem e meropenem (Bharadwaj et al., 2022;

Bonomo et al., 2018). A producdo dessas enzimas é especialmente problemética quando
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encontrada entre as enterobactérias, devido a sua capacidade de se espalhar e colonizar
pacientes em ambientes de saude e na comunidade. Prevenir a transmissdo desses
microrganismos € de extrema importancia para a salde publica (Bonomo et al., 2018;
Tzouvelekis et al., 2012).

Na rotina laboratorial a identificagdo do fenotipo de resisténcia bacteriana é realizada
tanto por metodos convencionais quanto automatizados. Os métodos convencionais incluem o
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos pela técnica de Kirby-Bauer (disco-difusao),
onde a sensibilidade a droga é avaliada pela medida da zona de inibicdo do crescimento
bacteriano em torno do disco contendo o antibidtico e, a determinacdo da concentragdo
minima inibitoria (CMI), na qual diferentes concentragdes de antibioticos sdo testadas para
determinar a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os pontos de corte
para a interpretacdo desses resultados sdo padronizados pelo Comité Brasileiro de Teste de
Sensibilidade aos Antimicrobianos - BrCAST (BrCAST, 2024).

Entre os testes automatizados temos o sistema VITEK®, que utiliza cartes com
diferentes concentracGes de antibioticos, sendo capaz de detectar a sensibilidade e a CMI da
cepa de forma rapida, agilizando o resultado e consequentemente o tratamento adequado do
paciente (Johnson et al., 2019). Testes rapidos para a deteccdo de carbapenemases em culturas
bacterianas também podem ser utilizados na rotina laboratorial. No entanto, esses testes
possuem limitacdes e os resultados obtidos devem ser confirmados através de técnicas
moleculares (Depka et al., 2022).

A determinacdo do perfil de susceptibilidade de bactérias é de extrema importancia
para o tratamento correto e o uso racional de antimicrobianos. Portanto, a identificacdo
fenotipica e molecular da resisténcia bacteriana é fundamental para a prevencdo da

disseminagédo desses microrganismos (Nordmann; Naas; Poirel, 2011).
2 DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA

Foram selecionadas 34 cepas de bactérias Gram-negativas, de origem clinica, isoladas
entre 0os meses de marco a outubro de 2023. Foram incluidos neste estudo cepas provenientes
de urinocultura, hemocultura, lavado broncoalveolar, aspirado traqueal, liquido pleural,

fragmentos de tecido e “swab” retal (vigilancia para pesquisa de portadores).
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Os cultivos foram realizados em agar MacConkey e &gar triptona de soja (TSA)
enriquecido com 5% de sangue desfibrinado de equino. Todas as placas foram incubadas em
estufas com temperatura de 36,5°C +/- 1,5°C por aproximadamente 24 horas.

Apbs o periodo de incubacgdo, todas as amostras tiveram seu perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos determinado, através do cartdo de antibiograma (AST-N409), pelo
sistema automatizado VITEK®2, de acordo com as instrucdes do fabricante.

Os antimicrobianos e as concentracOes avaliadas foram: amicacina (8; 16 e 64 ug/mL),
ampicilina (4; 8 e 32 ug/mL), ampicilina/sulbactam (4/2; 16/8 e 32/16 ug/mL), cefepime (2; 8;
16 e 32 ug/mL), cefoxitina (8; 16 e 32 ug/mL), ceftazidima (1; 2; 8 e 32ug/mL), ceftriaxona
(1; 2; 8 e 32 ug/mL), cefuroxima (2; 8 e 32 ug/mL), ciprofloxacin (0,5; 2 e 4 ug/mL), colistina
(4; 16 e 32 ug/mL), ertapenem (0,5; 1 e 6 ug/mL), gentamicina (4; 6 e 32 ug/ mL), imipenem
(1; 2; 6 e 32 ug/mL), meropenem (0,5; 2; 6 e 12 ug/mL), piperacilina/tazobactam (2/4; 8/4;
24/4; 32/4; 32/8 e 48/8 ug/mL) e tigeciclina (0,75; 2 e 4 ug/mL). Os resultados dos testes de
sensibilidade foram reportados como: sensivel, intermediério ou resistente, de acordo com 0s
critérios determinados pelo documento do BrCAST.

Este estudo é parte de um projeto de pesquisa, que foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Instituto Oswaldo Cruz (CEP FIOCRUZ/IOC), sob a identificagio CAAE
71419623.8.0000.5248 (numero do parecer: 6.621.960.

2.2 RESULTADOS

Todas as 34 cepas analisadas foram devidamente identificadas pelo sistema
Vitek®2 da seguinte forma: 53% foram identificadas como Klebsiella pneumoniae (n=18),
23% como Pseudomonas aeruginosa (n=8), 15% Acinetobacter baumannii (n=5;), 6%

Enterobacter cloacae (n=2) e 3% Escherichia coli (n=1) (Figura 1).
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Figura 1 — Distribuicao dos microrganismos encontrados

% 3%
. :

Legenda: Klebsiella pneumoniae= laranja; Pseudomonas aeruginosa= azul claro;

6

Acinetobacter baumannii= verde; Enterobacter cloacae= marrom; Escherichia coli= lilas.
Fonte: Do autor, 2024.

A avaliagao do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos revelou elevada
resisténcia entre as cepas analisadas (tabelas 1 e 2). Das 18 cepas de K pneumoniae, 17
apresentaram resisténcia a todas as cefalosporinas testadas (cefoxitina, cefuroxima,
cefuroxima acetil, ceftazidima, ceftriaxona e cefepime) e aos carbapenémicos (ertapenem,
imipenem e meropenem), com apenas uma cepa sensivel ao imipenem e meropenem. Entre os
aminoglicosideos, 5 cepas de K. pneumoniae apresentaram resisténcia a amicacina, 14 cepas
foram sensiveis e uma néo foi testada. Para gentamicina os resultados foram de 9 cepas
resistentes, 8 sensiveis e uma cepa ndo testada. A maioria das cepas apresentou resisténcia ao
ciprofloxacin (n=16) e a tigeciclina (n=15), 2 cepas foram sensiveis e uma cepa nao foi
testada para tigeciclina. Duas cepas de K. pneumoniae apresentaram resisténcia a colistina.
Resultados semelhantes foram observados nas 2 cepas de E. cloacae, com resisténcia a todas
as penicilinas, cefalosporinas e também ao ciprofloxacin e tigeciclina. Uma cepa foi resistente
aos 3 carbapenémicos testados e a outra, apresentou resultados nas categorias de resistente,
sensivel e intermediario ao ertapenem, imipenem e meropenem, respectivamente. A Unica
cepa de E. coli avaliada apresentou sensibilidade apenas frente a amicacina, gentamicina,
tigeciclina e colistina. Entre os ndo fermentadores verificamos resisténcia ainda mais elevada

frente a todas as classes de antimicrobianos testadas.
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade as penicilinas e cefalosporinas das cepas analisadas

@]
T

Amostras Penicilinas Cefalosporinas

AP AS PIT CX AlIC CF cz CR
01 K. pneumoniae NT R R R R R R R
02  A. baumannii NT NT NT NT NT NT NT NT
03 K. pneumoniae NT R R R R R R R
04 K. pneumoniae NT R R R R R R R
05 K. pneumoniae NT R R R R R R R
06  P.aeruginosa R R NT R R R R R
07  E. coli R R R R R R R R
08 K. pneumoniae NT R R R R R R R
09 K. pneumoniae NT R R R R R R R
10 A. baumannii NT NT NT NT NT NT NT NT
11 A baumannii NT NT NT NT NT NT NT NT
12 P. aeruginosa R R NT R R R R R
13 K. pneumoniae NT R R R R R R R
14  P. aeruginosa | | NT R R R R R
15 K. pneumoniae NT R R R R R R R
16 A baumannii NT NT NT NT NT NT NT NT
17 K. pneumoniae NT R R R R R R R
18 K. pneumoniae NT R R R R R R R
19 K. pneumoniae NT R R R R R R R
20 K. pneumoniae NT R R R R R R R
21  E.cloacae NT NT R R R R R R
22 K. pneumoniae NT R R R R R R R
23 E.cloacae NT NT R R R R R R
24 K. pneumoniae NT R R R R R R R
25 K. pneumoniae NT R R R R R R R
26 P.aeruginosa R R R R R NT R NT
27 K. pneumoniae NT R R R R R R R
28  P.aeruginosa R R R | | | | |
29 P. aeruginosa R R R R R R R R
30 K. pneumoniae NT R R R R R R R
31  P.aeruginosa R R R R R R R R
32  P.aeruginosa R R R R R NT | NT
33 K. pneumoniae NT R R R R R R R
34 A baumannii NT NT R NT NT NT NT NT

5:0:U:U:U:U—:U:U:U:U:U:U:U:U:U:U:UE:U:U:U:UEE:U:U:U:U:U:U:UE;U

Legenda: AP= ampicilina; AS= ampicilina com sulbactam; P/T= piperacilina com
tazobactam; CX= cefuroxima; AC= cefuroxima/Acetil; CF= cefoxitina; CZ= ceftazidima;
CR= ceftriaxona; CP= cefepime; R= Resistente; 1= Intermediario (sensivel, aumentando a
exposicao); S= Sensivel; NT= N&o testado.

Fonte: Do autor, 2024
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Tabela 2. Perfil de susceptibilidade aos carbapenémicos, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e polimixina

das cepas analisadas

Amostras Carbapenémicos Aminoglicosideos FQ GL  Polimixina
E IM MP AM GN Cl TI CO
01 K. pneumoniae R R R S S R R S
02  A. baumannii R R R NT NT R R R
03 K. pneumoniae R R R R R R R R
04 K. pneumoniae R R R R S R R S
05 K. pneumoniae R R R R NT R R R
06 P.aeruginosa R R R R R NT NT NT
07 E.coli R R R S S R S S
08 K. pneumoniae R R R S S R R S
09 K. pneumoniae R R R R R R R S
10 A baumannii R R R S R R El S
11 A baumannii R R R NT R R El S
12 P. aeruginosa R R R NT NT R R R
13 K. pneumoniae R R R S R R R S
14 P. aeruginosa R R R NT NT | | |
15 K. pneumoniae R NT R S S R S NT
16 A baumannii R R R NT NT R R R
17 K. pneumoniae R R R S R R R S
18 K. pneumoniae R R R S S R R S
19 K. pneumoniae R S S S R R R S
20 K. pneumoniae R R R S S S S S
21  E.cloacae R S I S R R R S
22 K. pneumoniae R R R S S S R S
23 E.cloacae R R R R R R R S
24 K. pneumoniae R R R S S R R S
25 K. pneumoniae R R R S R R R S
26  P. aeruginosa R R R NT R R NT NT
27 K. pneumoniae R NT R NT R R NT NT
28  P. aeruginosa R R R NT NT | I |
29  P.aeruginosa R R R NT NT R R R
30 K. pneumoniae R R R R R R R S
31  P.aeruginosa R R R NT NT R R R
32  P.aeruginosa R R R S NT R NT NT
33 K. pneumoniae R R R S R R R S
34 A. baumannii R R R NT S R El S

Legenda: FQ= fluoroquinolona; GL= glicilglicina; E= ertapenem; IM= imipenem; MP=
meropenem; AM= amicacina; GN= gentamicina; Cl= ciprofloxacin; TI= tigeciclina; CO=
colistina.; R= Resistente; I= Intermediério (sensivel, aumentando a exposic¢ao); S= Sensivel,
NT= N&o testado; El= Evidéncias insuficientes sobre o uso desse farmaco para a espécie

testada.

Fonte: Do autor, 2024
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2.3 DISCUSSAO

Em 17 de maio de 2024 a OMS publicou uma lista atualizada de patégenos
bacterianos prioritarios. Nesta lista as enterobactérias resistentes aos carbapenémicos,
enterobactérias resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo e Acinetobacter baumannii
constam no grupo de prioridade critica. No grupo de alta prioridade, dentre outros
microrganismos, encontra-se Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos. Este
estudo revelou uma predominancia significativa de Klebsiella pneumoniae (n=18), seguido de
Pseudomonas aeruginosa (n=8), e Acinetobacter baumannii (n=5). Todos esses
microrganismos apresentaram resisténcia a, pelo menos, um dos carbapenémicos testados.
Este achado confirma o cenério preocupante de resisténcia aos antimicrobianos j& descrito
pela OMS (WHO, 2024).

O perfil de resisténcia encontrado, entre as cepas analisadas, foi bastante elevado e
corrobora com artigos cientificos publicados em revistas nacionais e internacionais. Um
estudo realizado por Nicoletti, ainda em 2010, encontrou resultados semelhantes em cepas de
K. pneumoniae, isoladas em um hospital publico de Sdo Paulo. Desde entdo, as taxas de
resisténcia aos antimicrobianos estdo subindo de forma alarmante em todo o mundo. Kiffer e
colaboradores (2023) demonstraram o impacto da pandemia de COVID-19 no aumento da
deteccdo de genes de resisténcia. Fato atribuido, possivelmente, ao elevado nimero de
hospitalizacbes em unidades de terapia intensiva, realizagdo de procedimentos invasivos e
prescricdo desnecessaria e/ou inadequada de antibidticos (Kiffer et al., 2023).

A baixa resisténcia aos aminoglicosideos encontrada entre as cepas deste estudo, foi
semelhante ao que foi observado por Antochevis (2017) em hospitais de Porto Alegre, onde
cepas de Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemases (KP-KPC) apresentaram
sensibilidade aos aminoglicosideos. Apesar dos aminoglicosideos apresentarem um bom
resultado, in vitro, contra KP-KPC, poucos estudos indicam o uso dos mesmos como
monoterapia em infeccdes severas, sendo indicado apenas para algumas infeccdes urinarias
por enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (AntocheviS, 2017).

Tang e colaboradores (2016) avaliaram 36 cepas de K. pneumoniae resistentes aos
carbapenémicos e encontraram taxas de 94,4% de sensibilidade a amicacina. O estudo trouxe
uma combinacdo de aminoglicosideos e tigeciclina ou colistina frente a produtores de KPC,
que demonstrou resultados semelhantes. Porém é importante ressaltar que colistina é uma

droga nefrotoxica, que se acumula facilmente nas células tubulares renais, levando a
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diferentes graus de injuria renal aguda, sendo indicada somente como tratamento secundario e
dependendo do quadro do paciente é contraindicado (Antochevis, 2017).

Dentre as 29 cepas avaliadas frente a polimixina, pelo VITEK®2, neste estudo, 20
cepas foram sensiveis, 7 resistentes e 2 foram enquadradas na categoria de intermediario
(sensivel, aumentando a exposicdo). A determinacdo da susceptibilidade & colistina ou
polimixina B deve ser realizada por microdiluicdo em caldo, conforme descrito no documento
BrCAST (BrCAST, 2024). Em situagbes de ampla resisténcia aos antimicrobianos faz-se

necessario o uso deste antibidtico, apesar da toxicidade conhecida.
3 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos e nas andlises realizadas, a alta incidéncia de
resisténcia observada, especialmente aos carbapenémicos, sugere a importancia de estratégias
abrangentes para lidar com essa problematica. O uso de métodos moleculares para deteccdo
de genes de resisténcia € de suma importancia. O monitoramento genético traz um olhar mais
amplo para disseminacdo de genes de resisténcia e podera auxiliar nas medidas preventivas
contra a disseminacdo de multirresisténcia.

Entretanto é importante ressaltar que os perfis de resisténcia encontrados neste estudo
dizem somente sobre a populacdo estudada, porém estdo em consonancia com achados em
todo o mundo. O perfil de susceptibilidade entre as cepas estudadas revela o desafio
substancial para o tratamento dessas infecces, considerando a importancia clinica dos
carbapenémicos.

A andlise da resisténcia bacteriana ndo é apenas uma preocupacao cientifica, mas uma
questdo critica de saude publica, que exige acBes coordenadas em niveis locais, nacionais e
globais. Diante desses desafios, é imperativo promover estudos e metodologias que agilizem o
diagnostico de cepas multirresistentes, além da continua vigilancia epidemioldgica para
acompanhar as mudangas nos padrdes de resisténcia ao longo do tempo. Essa abordagem
podera fornecer, de forma antecipada, resultados para ajustar estratégias de prevencdo e
controle, garantindo uma resposta rapida e eficiente diante da evolucdo dindmica da
resisténcia bacteriana.
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