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Matriz de cartdes TagMan e cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas aplicadas
ao controle e profilaxia de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias Gram-negativas no
Hospital Universitario em Fortaleza, CE, Brasil

Resumo

Este estudo avaliou os fenétipos de resisténcia aos antimicrobianos e desenvolveu métodos moleculares
dos gendtipos de resisténcia para o controle e profilaxia em isolados amostrais de bactérias Gram-negativas
(GNB) adquiridas na unidade de terapia intensiva (UTI) no Hospital Universitario em Fortaleza, CE, Brasil.
Métodos: O total de 259 amostras adquiridas na UTI foram utilizadas para culturas automatizadas para
GNBs e os isolados utilizados para os testes de susceptibilidade aos antimicrobianos (MIC) por micro
diluicdo em caldo de cultura utilizando técnicas do Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI) no
periodo de 2019-2021. As GNBs isoladas e com fenétipos de resisténcias em Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e Escherichia coliforam examinadas quanto aos
fendtipos de resisténcia, os trés mais frequentes isolados foram examinados para o0s genétipos de
resisténcias aos beta-lactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas, ecarbapenemas, aminoglicosideos e
guinolonas utilizando a tecnologia de gPCR em tempo real. O estudo estd em processofinal de validar,
identificar e quantificar as expressdes das principais proteinas de resisténcias através da cromatografia
liquida acoplada ao espectro de massas (LC-MS/MS). Todos estes métodos permitirdo, na pratica, reduzir
o tempo dos diagnésticos, caracterizar os fenétipos moleculares e ampliar os conhecimentos qualitativos e
guantitativos dos genes e das expressdes proteicas relacionadas aos mecanismos de resisténcias aos
antimicrobianos com alta sensibilidade, especificidade e acuracia. Resultados: Das 259 amostras coletadas
(uma nao houve crescimento bacteriana), isolamos e identificamos 122 (47%) cepas de K. pneumoniae, 61
(24%) A. baumannii, 54 (21%) P. aeruginosa, 10 (4%) E. coli, 6 (2%) E. cloaceae e 5 (1,8%) outras
bactérias.Os locais de origem das amostras foram 116 (45%) aspirado traqueal, 67 (26%) swab retal, 32
(12%) sangue e 44 (17%) outros locais de coleta. O fendtipo de resisténcia a penicilinas e cefalosporinas
variou de 62-100%, e para as carbapenemas entre 56-98% para K. pneumoniae, A. baumannii, e P.
aeruginosa. O fenotipo para os beta-lactamicos associados com inibidores de beta-lactamases (excecao da
ceftazidima + avibactam) variou de 78-100%. A resisténcia a carbapenemas variou de 17-93% nos isolados
de bactérias gram-negativa. O percentual de resisténcia dos principais isolados variou de 14-96% para
aminoglicosideos e quinolonas. K. pneumoniae apresentou alto percentual de resisténcia para colistina
(50%; 3/6). O percentual de MDR e XDR nas bactérias GNB variou entre 30-95%. O percentual de detecgéo
dos genes de beta-lactamase classificadas como penicilinase variou de 18-91% para K. pneumoniae, A.
baumannii, e P. aeruginosa. A deteccdo de beta-lactamases plasmidial e com espectro estendido foi
heterogéneo nessas bactérias. As serina- e metalo-carbapenemases foram detectadas frequentemente,
variando entre 10-91% dos isolados testados. O gene AAC(3))foi identificado em 43% dos isolados de K.
pneumoniae e as bombas de efluxo foram identificados com alta frequéncia variando entre 10-100% dos
isolados de K. pneumoniae, A. baumannii, e P. aeruginosa. O percentual de concordéancia dos fenétipos de
resisténcia das bactérias gram-negativo e a presencga dos genes de bomba de efluxo acrAB_tolC e AAC(3’)
variou entre 86-100% nas diversas classes de antimicrobianos analisados (P < 0,05). A concordéancia dos
gendtipos de resisténcia das bactérias gram-negativo e a presenca dos genes CTX_M_5, OXA 24 40,
OXA 51, e ACC(3’) variou entre 38-100% nas classes de antimicrobianos dos fenétipos MDR e XDR
analisados (P < 0,05). Conclus@es: Os resultados mostram que em geral os fenétipos de resisténcia aos
antimicrobianos foram altos e a ocorréncia de MDR, XDR e resisténcia as carbapenemas foram detectados
com alta frequéncia nos isolados de GNBs dos pacientes na UTI. Ademais, a frequéncia alta dos genes de
resisténcia detectados nos isolados de GNBs é consistente com a alta prevaléncia do fen6tipo de resisténcia
nesses isolados.

Palavras chaves: fen6tipo de resisténcia aos antimicrobiana, genétipo de resisténcia, bactérias gram-
negativo, cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa.



Matrix of TagMan cards and liquid chromatography coupled to mass spectrometry applied to the
control and prophylaxis of antimicrobial resistance in Gram-negative bacteria at the University
Hospital in Fortaleza, CE, Brazil

Abstract

This study evaluated antimicrobial resistance phenotypes and developed molecular methods of resistance
genotypes for control and prophylaxis in sample isolates of Gram-negative bacteria (GNB) acquired at the
intensive care unit (ICU) at the University Hospital in Fortaleza, CE, Brazil. Methods: A total of 259 samples
acquired in the ICU were used for automated cultures for GNBs and the isolates used for antimicrobial
susceptibility tests (MIC) by micro dilution in culture broth using techniques from the Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) in the period 2019-2021. GNBs isolated and with resistance phenotypes in
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, and Escherichia coli were
examined for resistance phenotypes, and the three most frequent isolates were examined for genotypes of
resistance to beta-lactams, including penicillins, cephalosporins, and carbapenems, aminoglycosides and
guinolones using real-time gPCR technology. The study is in the final process of validating, identifying, and
guantifying the expressions of the main resistance proteins through liquid chromatography coupled to mass
spectrum (LC-MS/MS). All these methods will allow, in practice, to reduce diagnosis time, characterize
molecular phenotypes and expand qualitative and quantitative knowledge of genes and protein expressions
related to antimicrobial resistance mechanisms with high sensitivity, specificity and accuracy. Results: Of
the 259 samples collected (one had no bacterial growth) we isolated and identified 122 (47%) strains of K.
pneumoniae, 61 (24%) A. baumannii, 54 (21%) P. aeruginosa, 10 (4%) E. coli, 6 (2%) E. cloaceae and 5
(1.8%) other bacteria. The sample origin sites were 116 (45%) tracheal aspirate, 67 (26%) rectal swab, 32
(12%) blood and 44 (17%) other collection sites. The phenotype of resistance to penicillins and
cephalosporins ranged from 62-100%, and for carbapenems between 56-98% for K. pneumoniae, A.
baumannii, and P. aeruginosa. The phenotype for beta-lactams associated with beta-lactamases inhibitors
(except ceftazidime + avibactam) ranged from 78-100%. Carbapenem resistance ranged from 17-93% in
gram-negative bacterial isolates. The percentage of resistance of the main isolates ranged from 14-96% for
aminoglycosides and quinolones. K. pneumoniae showed a high percentage of resistance to colistin (50%;
3/6). The percentage of MDR and XDR in GNB bacteria ranged from 30-95%. The detection percentage of
beta-lactamase genes classified as penicillinase ranged from 18-91% for K. pneumoniae, A. baumannii, and
P. aeruginosa. The detection of plasmid and extended-spectrum beta-lactamases was heterogeneous in
these bacteria. Serine- and metallo-carbapenemases were frequently detected, ranging from 10-91% of the
isolates tested. The AAC(3') gene was identified in 43% of K. pneumoniae isolates and efflux pumps were
identified with high frequency ranging from 10-100% of K. pneumoniae, A. baumannii, and P. aeruginosa
isolates. The percentage of agreement between the resistance phenotypes of gram-negative bacteria and
the presence of the efflux pump genes acrAB_tolC and AAC(3") varied between 86-100% in the different
classes of antimicrobials analyzed (P < 0.05). The concordance of gram-negative bacterial resistance
genotypes and the presence of CTX_M_5, OXA 24 40, OXA_51, and ACC(3") genes ranged from 38-100%
in the antimicrobial classes of the MDR and XDR phenotypes analyzed (P < 0.05). Conclusions: The results
show that in general antimicrobial resistance phenotypes were high and the occurrence of MDR, XDR and
carbapenem resistance were detected with high frequency in GNB isolates from ICU patients.In addition, the
high frequency of resistance genes detected in GNB isolates is consistent with the high prevalence of the
resistance phenotype in these isolates.

Keywords: antimicrobial resistance phenotype, resistance genotype, gram-negative bacteria, liquid
chromatography coupled to mass spectrometry.



Justificativa da importancia da proposta / Qualificacdo do problema:

Nas UTIs brasileiras, até 58% dos Obitos estdo associados a ocorréncia de infecgbes relacionadas a
assisténcia a saude (IRASs). Essas infec¢fes trazem grandes impactos econdmicos, sendo responsaveis
por 40% dos gastos em UTIs, pois prolongam o tempo de internacdo dos pacientes, elevando os gastos com
assisténcia médica e condutas diagndsticas e terapéuticas 2. Segundo o Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), as IRASs podem ser definidas como uma condicado localizada ou sistémica, resultante de
uma reacdo adversa a presenca de um agente infeccioso adquirido apdés admissédo nos servigos de salde
3. No Brasil, a Portaria 2.616 do Ministério da Saulde, publicada em 12 de maio de 1998, considera como
IRAS qualquer infec¢do adquirida apds a admissao do paciente no servico de saude, manifestadas apds 48
horas da admissdo ou antes desse periodo quando relacionada a procedimentos invasivos 4. Devido a
presséao seletiva exercida pelo grande uso de antimicrobianos e permanéncia a longo prazo de pacientes
com sistema imunolégico comprometido, infecgbes relacionadas a microrganismos multirresistentes
(MDROs, do inglés, multidrug-resistant organisms) sédo prevalentes nas dependéncias das UTIs >¢7. As
IRASs causadas por MDROs séo consideradas uma ameaca global & satude publica, pois limitam ou até
mesmo inviabilizam as opc¢des terapéuticas disponiveis, 0 que aumenta a gravidade e, consequentemente,
os indices de morbidade e mortalidade dos acometidos, elevando o tempo de internagdo dos pacientes e 0s
custos hospitalares 8.

No Brasil, os dados sobre IRASs séo pouco documentados, devido a consolidacéo reduzida das informacgdes
por diversos hospitais, dificultando o conhecimento da extensdo do problema no pais. No HUWC,
levantamento estatistico interno realizado de 01 de outubro de 2017 a 31 de marco de 2018, evidenciou que
121 microrganismos foram isolados de 118 amostras biolégicas provenientes de pacientes internados na
UTI clinica do HUWC. As bactérias Gram-negativas (GNBs) foram mais prevalentes, sendo Klebsiella
pneumoniae o0 microrganismo predominante (60/121; 49,59%), seguido por Pseudomonas aeruginosa
(14/121; 11,57%). Dentre os isolados de K. pneumoniae, 100% e 98% foram resistentes as cefalosporinas
e a ciprofloxacina, respectivamente, e cerca de 95% foram resistentes aos carbapenémicos.

Anualmente, desde 2008, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) realiza a campanha da Alianga Mundial
pela Seguranga do Paciente intitulada “Uma Assisténcia Limpa é uma Assisténcia mais Segura”, que objetiva
a conscientizacdo dos profissionais de saude para a higienizacado correta das maos, principalmente antes e
depois da manipulacdo de pacientes, objetivando evitar a propagac¢ao de microrganismos entre 0S mesmos
%. No Brasil, existem diversas leis e portarias que objetivam controlar as IRAS, podendo-se destacar a lei n°
9.431, de 6 de janeiro de 1997, que obriga os hospitais do pais a manter Programa de Controle de Infec¢bes
Hospitalares (PCIH), objetivando instituir medidas que reduzam ao maximo as possiveis incidéncias e
agravos das infeccdes em ambiente hospitalar .

O HUWC vem, ao longo dos anos, elaborando estratégias para reduzir os indices de IRAS dentro da
instituicao. Além de um Servico de Controle de Infec¢do Hospitalar (SCIH) atuante, gestores e colaboradores
tém se unido em busca de um atendimento de melhor qualidade para os pacientes. Exemplo disso é o
recém-langado programa “120 Contra a Infec¢ao”, que tem como objetivo central reduzir em 30%, até 2019,
e em 50%, até 2020, determinados tipos de infec¢bes 2.

A necessidade de abordagem aprofundada referente a prevencéo e controle de infec¢des € uma estratégia
atil na promocédo da seguranca do paciente. Considerando a complexidade e a gravidade das IRASs,
especialmente daquelas causadas por MDROs entre pacientes criticos, tornando-se de fundamental
importancia o estudo de tais quadros infecciosos. Portanto, diagnosticar em curto prazo (<2,5 horas) com
alta sensibilidade e especificidade e com métodos moleculares praticos e inovadores dos isolados de MDR
nos pacientes internados em leitos de UTI, assim como identificar os fenotipos de resisténcia, bem como os
mecanismos moleculares pelos quais eles se tornam resistentes é uma emergéncia publica, tendo em vista
a dificuldade de tratamento pela ineficacia das op¢des terapéuticas atuais, o elevado impacto financeiro que
eles representam no orgcamento dos servigos de salde e os altos indices de morbidade e mortalidade
associados aos mesmos.



Objetivo geral: Este estudo ir4 desenvolver e inovar novos métodos moleculares para o controle e combate
em isolados amostrais de bactérias Gram-negativas (GNBs) adquiridas na unidade de terapia intensiva (UTI)
e resistentes aos antimicrobianos beta-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas em uso no Hospital
Universitario em Fortaleza, CE, Brasil.

Objetivos especificos:

(a) Avaliar tendéncias e padrdoes em isolados amostrais adquiridas na unidade de terapia intensiva (UTI)
resistentes aos antimicrobianos beta-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas causados por
bactérias Gram-negativas (GNBS);

(b) Desenvolver plataforma de diagnéstico molecular utilizando a tecnologia gPCRpara o controle e
combate as infeccbes por GNBsem isoladas de Klebsiella spp., Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, e Escherichia coli identificando, simultaneamente, pelo menos 32 genes
de resisténcias para os beta-lactdmicos incluindo penicilinas, cefalosporinas, carbapenemas,
aminoglicosideos e quinolonas; e

(c) Identificar, validar e quantificar as expressfes das principais proteinas relacionadas aos mecanismos
de resisténcias antimicrobianas, utilizando o método de cromatografia liquida acoplada ao espectro de
massas (LC-MS/MS).

Material e Métodos

Obtencéo dos isolados bacterianos

O periodo do estudo foi de 23/04/2019 a 29/05/2021. Foram coletadas e examinadas nesse periodo 259
amostras de pacientes internados na UTI clinica do HUWC, em Fortaleza-CE, envolvendo diferentes sitios
anatdmicos e cujo agente etiolégico envolvido foi cultivado e identificado no laboratério de microbiologia.
Foram incluidos no estudo isolados bacterianos provenientes de: (a) infec¢gbes da corrente sanguinea
(hemocultura - HCU) e outros sitios de infeccdo considerados nobres, como liquidos cefalorraquidianos
(LCR), pleural, peritoneal, pericardio, sinovial, entre outros; (b) infec¢des do trato urinario; (c) de secrecoes,
como lavado bronco-alveolar, aspirado traqueal, escarro, fragmentos de pele, 6rgdos e 0ssos, drenagens e
abscessos, ferida cirtrgica e outros sitios anatémicos que apresentem indicios de infec¢cao quando avaliados
pelo médico clinico do hospital; e (d) culturas de swab retal para vigilancia, sem infeccéo aparente.

Métodos microbiolégicos classicos para isolar, identificar as bactérias, determinar o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos e armazenagem no biobanco das cepas de GNBs

Para diagnosticar agentes etiol6gicos potenciais, as amostras de HCU e outros liquidos nobres foram
inoculadas em frascos especificos e incubadas no equipamento BacT/Alert® 3D (BioMérieux, Marcyl’Etoile,
France), um sistema de deteccdo microbiana automatizado, colorimétrico, capaz de agitar e incubar os
frascos na temperatura ideal, com sensores de membrana para deteccdo continua do crescimento
microbiano. Equipamentos automatizados para realizacdo de hemoculturas possibilitam leituras dos frascos
em intervalos curtos e continuos de tempo, possibilitando, desse modo, determinar a curva de crescimento
do microrganismo e gerando um grafico de positividade de facil acompanhamento. Apresentam vantagem
em relacdo as metodologias manuais, principalmente quanto a rapidez dos resultados e a diminuicdo do
trabalho técnico e do risco de contaminacdo da amostra. A principal desvantagem do método é o custo ainda
elevado '#13, Os outros materiais biolégicos foram semeados em meios de cultura especificos através de
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técnica de semeadura qualitativa ou quantitativa, conforme preconizado pela ANVISA (2013) 4, a fim de se
obter colbnias isoladas. As placas foram incubadas a 37+2°C por 18-24 horas.

Os isolados bacterianos foram identificados e testados quanto a sua susceptibilidade aos antimicrobianos
pelo método automatizado VITEK® 2 Compact (BioMérieux, Marcyl’Etoile, France), de acordo com as
recomendacdes do fabricante. As concentrag@es inibitérias minimas foram interpretadas de acordo com o
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Para o controle de qualidade dos testes de
susceptibilidade foram utilizadas cepas da American Type Culture Collection (ATCC). O uso de
equipamentos automatizados na identificacéo e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) permite
melhorar a eficiéncia do laboratorio, reduzindo a mao de obra e liberando resultados confiaveis em menor
intervalo de tempo %16, Testes microbiolégicos adicionais foram empregados para confirmar os resultados
obtidos, se necessario. Os isolados bacterianos foram armazenados em meio de cultura e condicBes
adequados para sua preservacdo até a realizacdo dos testes adicionais no Nucleo de Biomedicina
(NUBIMED), Faculdade de Medicina (FAMED), Universidade Federal do Ceara (UFC). Os isolados foram
categorizados como multidroga resistente (MDR) ou resisténcia estendida (XDR) de acordo com critérios
definidos em 2012 pelo conjunto europeu e americano Centros de Controle de Doencas (Magiorakos et al.,
2012)Y. Esses critérios foram para definir MDR como nio suscetivel a 21 agente em 23 classes de
antimicrobianos e XDR como suscetivel a <2 classes. Ampicilina, ceftriaxona, imipenama, ciprofloxacina, e
resisténcia a gentamicina foram usados como indicadores de resisténcia classe-especifica a penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemas, fluoroquinolonas, e aminoglicosideos, respectivamente.

Desenho e validagao de iniciadores de genes relacionados a resisténcia aos antimicrobianos

Sequéncias de genes relacionados a resisténcia & antibidticos em bactérias Gram-negativas foram obtidas
do banco de dados CARD (em inglés The Comprehensive Antibiotic Resistance Database)®. Observamos
gue existem inimeras variagdes para alguns genes. Variacfes estas que sdo expressas em diferentes
microrganismos. Essas variagdes na sequéncia de nucleotideos precisam ser consideradas no desenho de
primers para o diagnostico molecular desses genes. Ignorar a existéncia de variagbes criaria primers que
nao detectariam todas as variantes do gene. Se utilizados para o diagnéstico, esses primers acarretariam o
diagnéstico de falso negativos. Portanto, as sequéncias de todas as variantes de cada um dos genes de
resisténcia foram obtidas banco de dados CARD®. As sequéncias de todas as variantes de cada gene foram
alinhadas utilizando o software clustalWw!®?°, ap6s o alinhamento a sequéncia consenso com 95% de
conservacao entre todas as variantes foi obtida. Os iniciadores, ou primers, para o diagnostico de cada gene
foram desenhados pelo software primer-BLAST?! utilizando a sequéncia consenso obtida pelo alinhamento.
As sequéncias dos iniciadores senso (F) e antisenso (R) de cada gene estdo representadas na Tabela 1.

A metodologia descrita acima néo foi utilizada para o desenho de primers dos genes IMP, OXA, CTX-M,
PER e ampC. Estes genes ndo possuem uma sequéncia consenso (> 95% semelhante) entre todas as
variantes, o que impossibilita 0 desenho de um Unico primer para todas as variantes. Deste modo, criamos
um cladograma com base na similaridade entre as sequéncias das variantes utilizando o clustalwW software
gue organizou as variantes semelhantes em clados especificos®?. O diagnéstico desses genes sera
realizado com multiplos primers. Cada primer ir4 reconhecer as variantes que se encontram no mesmo
clado, e, portanto, apresentam maior similaridade em suas sequéncias.

O diagnéstico de complexos proteicos de bombas de efluxo MEX (do inglés multidrug efllux protein complex)
foi feito baseado nas proteinas de membrana (canais ou transportadores) presentes em cada complexo de
bombas de efluxo. Sequéncias foram obtidas na CARD database e primers especificos foram desenhados
utilizando o primer-BLAST software!®?! (Resultados na Tabela 2).

Os isolados bacterianos foram cultivados em caldo tripticase de soja por 16h em estufa bacteriologica a 37
°C, a 200 rpm, para extragao do DNA bacteriano. O DNA total foi extraido utilizando o kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega, Madison, USA), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Todas as
amostras foram quantificadas por espectrofotometria com a utilizacdo do NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
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Sientific, Waltham, Massachusetts, USA) e conservadas em freezer -80 °C até sua utilizagdo nos
experimentos. Inicialmente, foi realizado uma reacdo de gPCR com diversas amostras para definir quais
seriam utilizadas como controle positivo para os novos iniciadores desenhados. Foi realizado uma reacao
de gPCR utilizando a enzima GoTaq qPCR (Promega, Madison, USA) para amplificacdo dos genes alvo,
usando os novos primers desenhados. Apés a amplificacdo inicial, correu-se uma reacao de gradiente de
temperatura para definir a melhor temperatura de anelamento dos iniciadores. As amostras que tiveram
amplificacdo positiva da reacdo foram separadas por eletroforese em gel de agarose a 2% e coradas com
brometo de etideo para visualiza¢do no transiluminador ChemiDoc XRS (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA). O tamanho do amplicon for confirmado, e a banda foi cortada e isolada do gel de agarose utilizando
um bisturi estéril. A banda foi cortada do gel de agarose foi fragmentada ser colocada dentro de tubo de 1,5
mL contendo filtro embebecido com tampéao TE. O tubo contendo o gel foi centrifugado a 4000 RPM por 10
min. Apoés a centrifugacgéo o filtro foi descartado e a solugéo filtrada foi transferida para um tubo de 2mL, que
seguiu para a extracdo utilizando o protocolo do kit Ribospin TM vDR (GeneAll, Seoul, Coreia do Sul).

O material genético isolado foi amplificado por gPCR e este produto foi quantificado e diluido a uma
concentracao de 250 ng/uL utilizado para a andlise de curva padrao e limite de deteccao dos primers, o DNA
foi diluido para uma concentracdo de 1ng/uL e foram analisados nove pontos com fator de diluicdo 1:8.
Destes nove pontos pelo menos 5 foram utilizados para a curva padréo dependendo do limite de deteccgéo
dos primers. As amostras utilizadas para o controle positivo de cada iniciador estdo descritas na Tabela 3.
A eficiéncia da reacdo de cada iniciador desenhado foi testada usando os controles positivos isolados das
amostras clinicas. A eficiéncia da qPCR foi calculada seguindo os parametros determinados por Ruijter,
Barnewall?> em 2021. Apenas reages com eficiéncia entre 95 e 105% foram usados no diagndéstico
molecular de genes de resisténcia, primers cuja eficiéncia foi inferior a 95% ou superior a 105% foram
descartados e novos primers foram desenhados para o gene alvo.

Ensaios com cromatografia liquida — espectrémetro de massas (LC-MS/MS)

Os ensaios com LC-MS/MS estdo em processo no Centro de Cromatografias e Espectrometria de Massa
(CCEM) do laboratério de doencas infecciosas (LDI-NUBIMED). O CCEM implementou recentemente um
sistema de espectrémetro de massa LC-MS/MS através do aparelho QTRAP 5500 (AB SciexFramingham,
MA, USA) de alta resolucéo conectado diretamente ao sistema de cromatografia liquida de alta performance
(HPLC; Elkgent LC 100XL), facilitando a andlise de compostos polares e termolabeis através da relacdo
massa/carga (m/z). O instrumento inclui a selecdo de ions, espectro de massa quadrupolar triplo em alta
resolucdo (HR). Nestes experimentos serdo quantificados em amostras os peptideos e proteinas alvos
dentro do espectro de analises. Os biomarcadores serao confirmados previamente nos ensaios por RT-PCR.
Os ensaios de padronizagfes serdo realizados a partir de padrdes adquiridos na Sigma-Aldrich (St. Louis,
EUA).

Preparacdo dos padrdes usados e validacdo dos parametros testados

A partir dos padrbes de cada analito analisado (Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA), serdo preparadas as
concentracoes iniciais de 200 pg/mL e, a partir destas solucdes, seréo preparadas solugdes de trabalho de
20 pg/mL em uma mistura ACN/H,O milig (50:50). E através destas, seréo preparadas diluicbes a partir da
solucéo inicial (20 pg/mL), obtendo-se as seguintes concentra¢des: 5, 10, 50, 100, 500, 1000, 1500 e 2000
ng/mL de cada analito, que serdo armazenadas a 4°C. A partir das dosagens dessas amostras seréo
derivados os parametros de validacdo do método, tais como os “r’ das curvas de calibragbes, limite de
deteccdo (ng/mL), limite de quantificacdo (ng/mL), média de recuperagdo (%), desvio padréo, limite de
deteccdo do método (ng/mL) e limite de quantificacdo do método (ng/mL). Todos estes parametros seréo
usados para a avaliacéo do grupo considerado inter-experimentos. A dosagem de apenas uma concentracao
(500 ng/mL) de cada analito, sera avaliada em diferentes dias para a determinagéo da validagédo do grupo
considerado de intra-experimentos.



ReacBes multiplas monitoradas (MRM) e otimizagdo por andlise de injecao de fluxo (FIA)

O modo MRM sera realizado para cada analito, objetivando a otimizacdo das condi¢cdes experimentais
especificas de deteccdo do espectro de massas (MS). Uma injecdo (Hamilton-gastight®) sera completada
ao volume de 1 mL da solugéo padrao ha concentracao de 5 ng/ml, acoplada ao Turbo V™ do QTRAP 5500.
Sera indicada a faixa de varredura em unidade de massa atdbmica conforme a massa original do analito,
assim a regido analitica detectard a massa especifica do analito avaliado. Esta massa atdbmica sera
selecionada e posteriormente em modo negativo de ionizacdo, a regido analitica ird fragmenta-la,
guantificando 0s5 ionsfragmentados que serdo mais bem identificados em escala Logio de quantificacao.
Os parametros do método de analise por injecédo de fluxo seréo padronizados usando uma injecao direta na
concentracdao de 5 ng/mL diretamente no espectro de massas por meio da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), sem a presenca da coluna cromatogréfica, assim serdo otimizadas as condic6es de
injecbes pelo HPLC. Apds os testes de otimizacdes dos analitos padrbes, iniciaremos a preparacdo e
avaliacdo das amostras dos isolados de GNBs.

Preparacdo das amostras para os ensaios com LC —-MS/MS

Sera utilizado um método previamente descrito?®24, Os antimicrobianos comercialmente disponiveis (Sigma-
Aldrich (St. Louis, EUA) serdo diluidos em NaCl a 0,45% para obter aliquotas de 5 mg/ml. Aliquotas seréo
armazenadas a -80 ° C até o uso por um maximo de 14 dias. Ap6s o periodo overnight de uma cultura
bacteriana em agar Mueller-Hinton a 37 ° C, uma quantidade de 10 pyL do tamanho de uma alga dacultura
de cada GNBs previamente identifica e selecionada sera adicionada a 1 mL de uma solugdo contendo NaCl
a 0,45% com 0,25 mg/mL de cada antimicrobiano. A suspenséo sera incubada a 37 °C durante 1 h com
agitacéo suave. Depois de centrifugacdo a 12.000 x g por 2 min, 0,5 mL do sobrenadante seré adicionado
em tubos de eppendorf em triplicata na placa de 108 pogos do autosampler para inje¢des no LC-MS/MS. As
medidas serdo realizadas por detec¢cbes de m/z no MS/MS de cada analito.

Condi¢cdes do LC - MS/ MS para a analise das amostras

O HPLC Elkgent LC 100XL Agilent (Santa Clara, EUA) contém em série: bomba, auto sampler, forno de
coluna acoplado ao espectrobmetro de massa triplo quadrupolo Q-Trap 55000 da AB Ciex (Framingham, MA,
USA) com ionizagao por eletropray no modo ion negativo. A separagdo cromatografica sera testada com
coluna analitica C1s. O gradiente ocorrera com a fase mével partindo de 75% de acetonitrila em 0,1% de
acido férmico (eluente B) a 80% de H.O milig em 0,1% de &cido féormico (eluente A; pH = 6,84) em 5 min,
com um periodo de equilibrio por 2,5 min, retornando a 75% do eluente B em 0,5 min e reequilibrando por
2 min antes da préxima injecdo. O fluxo sera de 300 pL/min com o volume de inje¢&do de 20 pL. O tempo da
analise de corrida sera de 10 minutos, mantendo constante a temperatura do forno da coluna em 40 °C. Os
parametros de operagdo MS/MS do triplo quadrupolo Q-Trap 5500 ocorrera inicialmente na temperatura 500
°C, tendo uma constancia de gas nebulizador a 50 psi, com uma cortina de gas (curtaingas) de 20 psi, com
o turbo gas a 40 psi em uma voltagem de transferéncia de —3500 V. As condi¢des de transi¢cdes de ions no
MS/MS serao inicialmente testadas com um potencial de entrada a -10 V, com um potencial de
desagrupamento a -135 V e energia de colisdo a —12 V. O potencial de saida da célula de colisdo ocorrera
a -10 V. Todos os dados serdo analisados e processados usando o Software Analyst 1.6.2.

Resultados

O total de 259 amostras foram coletadas na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) provenientes de aspirado
traqueal (45%), swab retal (26%), sangue (12%) e de outros locais (17%) (Figura 1A). K. pneumoniae, A.
baumannii e P. aeruginosa foram as trés principais bactérias gram-negativo isoladas comprometendo um
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percentual de 92% (234) do total de 258 amostras cultivadas e com isoladas bacterianos (Figura 1B). K.
pneumoniae e E. coli testadas para susceptibilidade a penicilina (ampicilina) mostraram 100% (53/53) e 70%
(7/9) resistentes, respectivamente (Tabela 4 e Figura 1). Em geral, os isolados de K. pneumoniae, A.
baumannii, P. aeruginosa, e E. coli apresentaram fenoétipo de resisténcia as cefalosporinas de segunda,
terceira e quarta geracao que variou entre 62% e 100% (Tabela 4 e Figura 3). K. pneumoniae e A. baumannii
mostraram resisténcia as carbapenemas que variou entre 44% e 98% (Tabela 4 e Figura 3C). E. coli por
outro lado apresentou um perfil de susceptibilidade alto as carbapenemas variando de 86% e 100%. K.
pneumoniae mostrou ainda alta susceptibilidade para ceftazidima combinado com avibactam, entretanto
apresentou fendtipo de resisténcia frequente, juntamente com A. baumannii, P. aeruginosa, e E. coli que
variou de 74% e 100% para ampicilina ou piperacilina combinado com sulbactam e tazobactam,
respectivamente (Tabela 5 e Figura 3B). A Tabela 6 mostra a susceptibilidade das bactérias gram-negativo
isoladas frente aos antimicrobianos classificados em aminoglicosideos, quinolonas, e outros, tigeciclina e
colistina. A susceptibilidade das bactérias K. pneumoniae, A. baumannii, e P. aeruginosa, aos
aminoglicosideos gentamicina e amicacina mostraram fenétipo de resisténcia intermediario variando entre
14% e 57% (Figura 4A). E. coli mostrou susceptibilidade aos aminoglicosideos variando de 89% e 100%.
Em geral, as bactérias gram-negativo isoladas mostraram susceptibilidade frente a tigeciclina e colistina, a
excecdo da K. pneumoniae que mostrou 50% de susceptibilidade frente a colistina (Figura 4A). A frequéncia
de fenétipos multirresistentes de MDR variou de 37% a 95% nas bactérias gram-negativo isoladas (Tabela
7 e Figura 4B). O fenétipo de XDR variou de 30% a 89% nessas bactérias e apresentou uma relativa
resisténcia também as carbapenemas, variando de 17% a 93% das bactérias gram-negativo isoladas e
testadas.

A frequéncia dos genes de resisténcia associados com a producdo de beta-lactamases nas trés principais
bactérias isoladas, K. pneumoniae, A. baumannii, e P. aeruginosa, sdo mostrados na Tabela 8 e Figura 5.
Em geral, essas bactérias apresentam com grande frequéncia a presenca dos genes de beta-lactamases
produtoras de penicilinase, variando de 71% a 91% para o gene TEM e 18% a 86% para o gene SHV. Os
genes de beta-lactamases plasmidiais apresentaram com heterogeneidade bastante variavel nas bactérias
gram-negativo isolados. Assim como para 0s genes de beta-lactamases de espectro estendido. O gene de
serina-carbapenemase (KPC) foi relativamente frequente, variando de 27% a 91% e o gene de metalo-
carbapenemases (NDM) variou de 10% a 18% nas bactérias gram-negativo testadas (Tabela 8 e Figura
6A). Os genes de bomba de efluxo foram também muito frequentes em K. pneumoniae, A. baumannii, e P.
aeruginosa (Tabela 9 e Figura 7). O gene AAC(3) para sintese de acetiltransferase e resisténcia associada
aos aminoglicosideos foi frequentemente (43%; 9/21) observado em K. pneumoniae (Tabela 9 e Figura 6B).
A Tabela 10 mostras as associac¢des significativas entre os fenétipos e os genes de resisténcias (P < 0,05;
Teste Qui-Quadrado da Razao de Verossimilhanga). Observar o percentual de concordancia entre 86-100%
dos fendtipos de resisténcia das bactérias gram-negativo e a presenca dos genes de bomba de efluxo
acrAB_tolC e AAC(3) nas diversas classes de antimicrobianos analisados. Os dados da Tabela 11 resumem
as proporcdes de associagdes significativas dos fendtipos MDR, XDR com os genes de resisténcia (P <
0,05; Teste Qui-Quadrado da Razdo de Verossimilhanga). Notar o percentual de concordancia entre 38-
100% dos gendtipos de resisténcia das bactérias gram-negativo e a presenca dos genes CTX_M_5,
OXA 24 40, OXA 51, e ACC(3) nas classes de antimicrobianos dos fen6tipos MDR e XDR analisados.
Com estes resultados recém analisados estamos em progresso de delineamento de quais proteinas sdo a
mais importantes e associadas com 0s mecanismos de resisténcia de bactérias gram-negativo para
Identificar, validar e quantificar utilizando o método de cromatografia liquida acoplada ao espectro de massas
(LC-MS/MS).
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Fluxograma do estudo. O estudo foi realizado no Hospital Universitario, Faculdade de
Medicina, Universidade Federal do Ceara no periodo de 23/04/2019 a 29/05/2021. O total de
259 amostras foram coletadas para cultura e isolamento bacteriana. Em uma amostra n&o
houve crescimento bacteriana resultando em 258 amostras com isolados bacterianas. Desse
total foram isoladas 122 K. pneumoniae, 61 A. baumannii, 54 P. aeruginosa, e 21 outras
bactérias. Uma amostral aleatorio de 17-26% (14-21) das trés mais frequentes bactérias gram-
negativo foi utilizada para diagndsticos de 32 genes alvos de resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos através da técnica de qPCR em tempo real.

Origem e ocorréncia de bactérias isoladas. A. Mostra a origem dos sitios de amostras
coletadas para o estudo. O sitio de aspirado traqueal foi 0 mais frequente, seguidos pelos swab
retal, sangue e outros locais. B. Frequéncia dos principais isolados bacterianos, mostrando K.
pneumoniae como o mais frequente isolado, seguido por A. baumannii, P. aeruginosa, E. coli,
E. cloacae, K. aerogenes, e outros bactérias.

Fendtipo de resisténcia bacteriana aos beta-lactamicos. A. Percentual de resisténcia a
penicilinas e cefalosporinas. Notar o alto percentual em geral de resisténcia de bactérias gram-
negativa aos beta-lactamicos. B. Percentual de resisténcia bacteriana aos beta-lactamicos
combinados com os inibidores de beta-lactamases. Observar o alto percentual de resisténcia
bacteriana, com exce¢do a combinagdo de ceftazidima mais avibactam. C. Observar o alto
percentual de resisténcia bacteriana as carbapenemas, com excec¢éo dos isolados de E. coli.

Fendtipo de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos, quinolonas e outros
antimicrobianos. A. Notar o percentual acima de 30% de resisténcia bacteriana aos
aminoglicosideos e quinolonas. B. Os percentuais de multidroga (MDR), resisténcia estendida
(XDR) e resisténcia as carbapenemasestdo elevados para maioria das cepas bacterianas de
gram-negativo testadas.

Genotipos de resisténcia em isolados de bactérias gram-negativo associados com a
sintese de beta-lactamases. A. Observar que a maioria das cepas bacterianas apresentam a
presenca desses genes de resisténcia. B. Notar a heterogeneidade da presenca de genes de
resisténcia plasmidiais associados com a sintese de beta-lactamases de espectro estendido.
C. Notar a relativa frequéncia presenca de genes de sintese de beta-lactamases de espectro
estendido em cepas de A. baumannii.

Genodtipo de resisténcia em bactérias gram-negativo associados com a sintese de
carbapenemases e acetiltransferase. A. Observar a presenca de gene de KPC, produtor de
carbapenemase potente, em mais de 20% dos isolados de A. baumannii. B. K. pneumoniae
apresenta um percentual elevado de gene ACC(3), acetil-transferase associado com
resisténcia ao aminoglicosideos.

Genodtipo de resisténcia em bactérias gram-negativo associados com a sintese de
bombas de efluxos. Notar a alta frequéncia, especialmente em cepas de P. aeruginosa, na
presenca dos genes associados com as bombas de efluxos.
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Figura 1 - Fluxograma do Estudo
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Figura 2 - Origem e ocorréncia de organismos isolados da Unidade de Terapia Intensiva do Hospital
Universitario. A: Origem dos organismos isolados; B: Ocorréncia dos organismos isolados
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Figura 3 - Fenétipo de resisténcia aos beta-lactamicos de isolados

microbianos na Unidade de Terapia Intensiva - HUWC, UFC
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Figura 4 - Fenétipo de resisténcia aos aminoglicosideos, quinolonas e outros
antimicrobianos de isolados microbianos na Unidade de Terapia Intensiva - HUWC, UFC
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Figura 6 - Genoétipos de resisténcia associados com genes de metalo-beta-lactamases e acetil-
transferase em isolados microbianos na Unidade de Terapia Intensiva - HUWC, UFC
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Figura 7 - Genétipos de resisténcia associados com genes de bombas de efluxo em isolados
microbianos na Unidade de Terapia Intensiva - HUWC, UFC
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MEX: mex-operon encode protelnas; acrAB_tolC: O sistema abrange a membrana celular (AcrB) e a membrana externa (TolC), e esta ligado
no periplasma por AcrA.



Tabela 1 - Primers para o diagndéstico das variantes de genes

N° de acesso

Sequéncias

identificaveis

ARO:3000015 SHV 156
ARO:3000021 VIM 39
ARO:3004206 SIM 1

ARO:3000059 KPC 19
ARO:3000057 NDM 27
ARO:3000014 TEM 167
ARO:3000043 VEB 8

Producéo de beta-
lactamases

relacionados a resisténcia 4 antibiéticos em bactérias gram-negativa.

Tamanho do

Primers Sequéncia produto (pb) Ta (°C)
SHV F ATTATCTCCCTGTTAGCCACCC

70 61
SHV R GTTTAATTTGCTCAAGCGGCTG
VIM F CCGTGATGGTGATGAGTTGC

133 X
VIM R GTCGTCATGAAAGTGCGTGG
SIMF TACAAGGGATTCGGCATCGT

84 64
SIMR GGAAGCTGGAGTGTCGATGA
KPC F TCGCGGAACCATTCGCTAAA

128 61
KPC R GAATGAGCTGCACAGTGGGA
NDM F GAAGCTGAGCACCGCATTAG

86 64
NDM R CCATTTGCTGGCCAATCGTC
TEMF ACCCAGAAACGCTGGTGAAA

110 61
TEMR GGGGCGAAAACTCTCAAGGA
VEB F TTCCATTTCCCGATGCAAAGC

122 X
VEB R GGCAAAAGGTCTTGAGGGGTA
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ARO:3000066

ARO:3000073

ARO:3000016

ARO:3000017

GES

ACC

CTX-M1

CTX-M 2

CTX-M 3

CTX-M 4

CTX-M5

OXA-23

OXA- 24/
40

GES F

25

GES R

ACCF

ACCR

CTXM-1F

CTXM-1R

CTXM-2 F

CTXM-2 R

CTXM-3 F

145

CTXM-3 R

CTXM-4 F

CTXM-4 R

CTXM-5 F

CTXM-5R

OXA-23 F

25
OXA-23 R

OXA-24/40 F

OXA-24/40 R

GCCCAGGAGAGAGATTACGC

CTTGACCGACAGAGGCAACT

TATCCGTGATTACCTGTCTGGC

TTATTCTTCTGCATCAGCGGC

GATTGCGGAAAAGCACGTCA

TTCATCGCCACGTTATCGCT

CGCCGCTGATTCTGGTCA

TGACGATTTTAGCCGCCGAC

CGTGGCTCAAAGGCAATACG

TCTGTTGCGGCTGGGTAAAA

CGCTCAACACCGCGATCC

ATCCCCGACAACCCACGAT

ATGGCGCAGACCCTGAAAAA

CTGCCGGTTTTATCGCCCA

GCTCTAAGCCGCGCAAATAC

TGACCTTTTCTCGCCCTTCC

TGCCGATGACCTTGCACATA

CCATTAGCTTGCTCCACCCA

94

118

87

90

180

197

155

129

177

61

63

61

61

61

61

61

61

61
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OXA- 48

OXA- 51

OXA- 58

17

153

OXA-48 F

OXA-48 R

OXA-51F

OXA-51R

OXA-58 F

OXA-58 R

CGGTAGCAAAGGAATGGCAAG

GGGCGATCAAGCTATTGGGA

GATCGGCCTTGAGCACCATA

GCCATAACCAACACGCTTCA

ATGGCACGCATTTAGACCGA

AAACGTGGCTTTCCATCCCA

183

199

136

61

61

61
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Tabela 2 - Primers para o diagndéstico de bombas de efluxo genes relacionados a resisténcia a antibidticos em bactérias gram-negativa.

Tamanho do

Bombas de GenBank

Efluxo Primers Sequéncia produto Ta (°C)
(pb)
) ) MexA F GACAAGTGGCTGGTTACCGA
MexA Proteina de fusao da 96 63
AE004091.2 membrana MexA R CACGGTCTTCACCTCGACAC
MexAB-OprM ex
MexB F GTCGATTCCGTTCTCGGTGA
111616.1 MexB Transportador de 158 65
membrana interna
MexB R ACTCCACGATGAGAATGGCG
oroteina de fusio d MexC F CGTGCAATAGGAAGGATCGG
U57969.1 MexC roteina de fusao da 104 60
membrana
MexC R TCCACCGGCAACACCATTT
MexCD-OprJ
. or d MexD F TACACCCTGATCCCGTCCAT
U57969.1 MexD ransportador de 170 64
membrana interna
MexD R ATGATCCGCTCGACGTTCTC
oroteina de fuso d MexE F CTGAGCTTCACCCGGATCAC
AE004091.2 MexE roteina de fusao da 140 64
membrana
MexE R GCGTCGAAGTAGGCGTAGAC
MexEF-OprN
. dor MexF F TCATCAAGGTCAGCGACACC
ransportador de
AE004091.2 MexF mpr 169 64
MexF R CACTCGTAGGTCATGCCGTT
oroteina d MexG F TGCAGCGCTTCATCGATAACT
AE004091.2 MexG roteina de 120 64
membrana
MexGHI-OpmD MexG R GGCTGGCCTGATAGTCGAAC
AE004091.2 MexH Proteina de fuséo da MexH F TCATCAAGGTCAGCGACACC 124 65
membrana




AEO004091.2
MexVW-OprM
NC_002516.2
AB015853.1
MexXY-OprM
AB015853.1
AcrAB-tolC AP018753.1

MexV

MexW

MexX

MexY

AcrAB-
tolC

Ta = Temperatura de anelamento do primer

Proteina de fuséo da
membrana

Proteina de
membrana

Proteina de
membrana

Proteina de fusdo da
membrana

Sistema tripartido
com membrana
celular (AcrB),
membrana
externa(tolC) ligado
pelo periplasma
(acrA)

Pb = pares de bases; Primer F = Foward; Primer R = Reverse

MexH R

MexV F

MexV R

MexW F

MexW R

MexX F

MexX R

MexY F

MexY R

AcrAB-tolC F

AcrAB-tolC R

CACTCGTAGGTCATGCCGTT

TACTGTTCCTTTCCGGCGAC

TTCGCTTTTCGAGATGGCCT

CCTCGGTCTACATCGGCATC

CCGAGGGTCTTCACCACTTC

TGCTGTTCCAGATCGACCCT

TCCTTGATCAGGTCGGCGTA

GTCAACCAAATGACCGCCAC

ATGTTGTAGCTCACGCCCTC

GGTAGAGAACGTCGAGCGAG

CGAAGAACGCCATCGGGATA

170

181

127

134

143

61

65

60

65

60
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Tabela 3 - Controles positivos dos genes relacionados a resisténcia & antibioticos em bactérias gram-negativa.

Amostra controle

SHV

GES

TEM

KPC

NDM
OXA-23
OXA-24/40
OXA-51
CTXM-1
CTXM-2
CTXM-3
CTXM-4
CTXM-5
MEX
acrAB-tolC

RES-144
RES-111
RES-092
RES-141
RES-167
RES-021
RES-092
RES-161
RES-048
RES-167
RES-096
RES-159
RES-086
RES-010
RES-150

M — Masculino; F - Feminino

Sexo

<

< ZnmnnT T £ Z 2 11 L/ Z Z

Idade (anos)
75
61
74
66
60
79
74
55
80
60
41
73
61
60
79

Material
Swab Retal
Lavado broncoalveolar
Sangue
Swab Retal
Sangue
Aspirado Traqueal
Sangue
Coxa Esquerda
Aspirado Traqueal
Sangue
Aspirado traqueal
Swab Retal
Aspirado Traqueal
Fragmento Tecido

Sangue

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa
Acinetobacter baumannii

Klebsiella pneumoniae
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii
Acinetobacter baumannii

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae
Pseudomonas aeruginosa

Klebsiella pneumoniae

22
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Tabela 4 - Fenotipo de resisténcia aos beta-lactamicos de isolados microbianos dos sites de infec¢gdes na Unidade de Terapia intensiva - HUWC,

UFC.

Beta-lactamicos - % (N/Total)

Cafalosporinas

Bactérias Penicilina Carbapenemas
Gram-negativa 22, geragéo 32, geragéo 42, geracédo
Ampicilina = Cefuroxima @ Cefuroxima  Cefoxitina @ Ceftriaxona Ceftazidima Cefepima Imipenem Meropenem = Ertapenem
K. pneumoniae | 100 (53/53) 90 (47/52) 82 (18/22) 74 (14/19) 83 (44/53) 87 (45/52) 83 (44/53) 72 (38/53) 70 (37/53) 44 (11/25)
A. baumannii - - 100 (24/24) = 100 (25/25) @ 100 (23/23) 92 (22/24) 95 (58/61) 93 (57/61) 98 (39/40) -
P. aeruginosa - - 100 (32/32) | 100 (32/32) | 100 (25/25) 62 (33/52) 62 (33/52) 61 (30/49) 56 (27/48) -
E. coli 70 (7/9) 70 (7/9) 100 (4/4) 100 (3/3) 78 (7/9) 100 (6/6) 70 (7/9 14 (1/7) 11 (1/9) 0 (0/8)




Tabela 5 -Fenotipo de resisténcia aos beta-lactamicos mais inibidores de beta-lactamases de isolados microbianos dos sites de infec¢cfes na
Unidade de Terapia Intensiva — HUWC, UFC.

Bactérias

Gram-negativa

Penicilinas + inibidores de beta-lactamases

Cefalosporina + inibidor de beta-lactamase

Ampicilina + sulbactam
% (N/Total)

Piperacilina +tazobactam

% (N/Total)

Ceftazidima + avibactam

% (N/Total)

K. pneumoniae 92 (46/50) 89 (46/52) 6 (1/16)
A. baumannii 95 (57/60) 93 (39/42) -
P. aeruginosa - 74 (32/43) -
E. coli 100 (7/7) 78 (7/9) -

E. coli: 75% (6/8) e K. pneumoniae: 12% (6/52) foram positivos para o teste de beta-lactamase de espectro estendido.
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Tabela 6 - Fenotipo de resisténcia aos aminoglicosideos, quinolonas e outros antimicrobianos de isolados microbianos dos sites de infec¢gdes na
Unidade de Terapia Intensiva — HUWC, UFC.

Aminoglicosideos % (N/Total) Quinolonas % (N/Total) Outros % (N/Total)

Bactérias

Gram-negativa Gentamicina Amicacina Ciprofloxacina Tigeciclina Colistina
K. pneumoniae 57 (28/49) 14 (7/52) 91 (48/53) 0 (0/13) 50 (3/6)
A. baumannii 33 (19/57) 23 (10/43) 96 (44/46) 9 (5/54) 0 (0/15)
P. aeruginosa 42 (22/53) 28 (15/53) 55 (28/51) 0 (0/32) 0 (0/11)
E. coli 11 (1/9) 0 (0/9) 100 (9/9) 0 (0/6) -

TM [ SMZ: trimetoprim + sulfametoxazol.
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Tabela 7 - Frequéncia de fendtipos de multirresistentes, extensivamente resistentes e fenoétipo de bactérias gram-negativo resistentes a
carbapenémicos entre isolados da Unidade de Terapia Intensiva do Hospital Universitario.

MDR* XDR CR
Organismo
% (N/Total) % (N/Total) % (N/Total)
A. baumannii 95 (58/61) 80 (49/61) 93 (57/61)
P. aeruginosa 61 (33/54) 56 (30/54) 61 (33/54)

Enterobacterales

K. pneumoniae 37 (45/122) 89 (108/122) 87 (106/122)
E. coli 70 (7/10) 30 (3/10) 20 (2/10)
E. cloacae 50 (3/6) 50 (3/6) 17 (1/6)

* MDR = multidroga resistentes (resisténcia 21 agente em =3 classes de antimicrobianos); XDR = resisténcia estendida a drogas (susceptibilidade a <2 classes
de antimicrobianos; e CR = Resistentes a carbapenemas.
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Tabela 8 - Genes de beta-lactamases associados com resisténcia aos beta-lactamicos em bactérias gram-negativo: K. pneumoniae, A. baumannii e
P. aeruginosaisoladas do Hospital Universitario da Universidade Federal do Ceara.

Pseudomonas aeruginosa % Acinetobacter baumannii %

Genes de resisténcia Klebsiellapneumoniae % (N/Total)

(N/Total) (N/Total)

Beta-lactamasepenicilinase

OXA_58

TEM 86 (18/21) 71 (10/14) 91 (10/11)
SHV 86 (18/21) 36 (5/14) 18 (2/11)

Beta-lactamaseplasmidial
VEB 0 (0/21) 0 (0/14) 0 (0/12)
CTX_M_1 67 (14/21) 29 (4/14) 73 (8/11)
CTX_M_2 24 (5/21) 21 (3/14) 18 (2/11)
CTX_M_3 0 (0/21) 0 (0/14) 0 (0/12)
CTX_M_4 5 (1/21) 21 (3/14) 9 (1/12)
CTX_M_5 52 (11/21) 43 (6/14) 36 (4/11)

Beta-lactamase de espectro

esiznelle - =2k 0 (0/21) 0 (0/14) 0 (0/11)
by 0 (0/21) 7 (1/14) 0 (0/11)
=l 0 (0/21) 14 (2/14) 0 (0/11)
ClEs 10 (2/21) 21 (3/14) 64 (7/11
O =2 0 (0/21) 7 (1/14) 36 (4/11)
Op 2t A 0 (0/21) 0 (0/14) 0 (0/11)
S S 0 (0/21) 14 (2/14) 91 (10/11)
O et 0 (0/21) 0 (0/14) 0 (0/11)
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Serina-carbapenemase - KPC 91 (19/21) 57 (8/14) 27 (3/11)

14 (2/14) 18 (2/11)

TEM: Temoneira; SHV: varidvel sulfidrila; VEB: Beta-lactamases de espectro estendido vietnamita; ESBL: B-lactamase de espectro estendido; CTX: Beta-
lactamases de espectro estendido com acdo em cefotaxime; VIM: metalo-B-lactamase codificada por integron de Verona; SIM: imipenemase de Seul; GES:

Beta-lactamase de espectro estendido da Guiana; OXA: oxacilina gene de resisténcia; KPC: carbapenemase de K. pneumoniae; NDM-1: metalo-B-lactamase
de Nova Deli.

Metalo-carbapenemase - NDM 10 (2/21)
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Tabela 9 - Genes de resisténcia aos antimicrobianos associados com bactérias gram-negativo: K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa
isoladas do Hospital Universitario da Universidade Federal do Ceara.

e Klebsiellapneumoniae _ _ "
Genes de resisténcia Pseudomonas aeruginosa % (N/Total) Acinetobacter baumannii % (N/Total)

% (N/Total)

AAC(3’)-Acetiltransferase 43 (9/21) 0 (0/14) 0 (011)

Bombas de efluxo
MEX_A 67 (14/21) 100 (14/14) 100 (11/11)
MEX_B 95 (20/21) 100 (14/14) 100 (11/11)
MEX_C 62 (13/21) 93 (13/14) 64 (7/11)
MEX_D 95 (20/21) 100 (14/14) 46 (5/11)
MEX_E 24 (5/21) 100 (14/14) 36 (4/11)
MEX_F 52 (11/21) 100 (14/14) 36 (4/11)
MEX_G 76 (16/21) 100 (14/14) 73 (8/11)
MEX_H 95 (20/21) 100 (14/14) 73 (8/11)
MEX_V 29 (6/21) 100 (14/14) 46 (5/11)
MEX_W 33 (7/21) 93 (13/14) 27 (3/11)
MEX_X 10 (2/21) 100 (14/14) 18 (2/11)
MEX_Y 10 (2/21) 100 (14/14) 18 (2/11)
acrAB_tolC 81 (17/21) - -

AAC(3): aminoglicosideo acetiltransferase; MEX: mex-operon encode proteinas; acrAB_tolC: O sistema abrange a membrana celular (AcrB) e a membrana

externa (TolC), e esté ligado no periplasma por AcrA.
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Tabela 10 — Associagdes significativas entre os fendtipos e genes de resisténcia as classes de antimicrobianos nas cepas de bactérias gram-
negativo isolados na Unidade de Terapia Intensiva no Hospital Universitario da Universidade Federal do Ceara.

Gene bomba de efluxo: acrAB_tolC Gene ACC(3’) — acetil-transferase

Classes de antimicrobianos N/Total (%) N/Total (%)

N/Total (%)

Positivo * Negativo Positivo Negativo
Cefalosporinas (ceftriaxona)
Sensivel 0/7 (0) 2 2/11 (15)° - -
Resistente 6/7 (86) 2 0/15 (0)®
Carbapenemas (imipenema)
Sensivel 0/7 (0) 2 2/2 (100)® - -
Resistente 6/7 (86) @ 0/2 (0)®
Quinolonas (ciprofloxacina)
Sensivel 0/7 (0) @ 2/2 (100)°® - -
Resistente 6/7 (86) 2 0/2 (0)°
Aminoglicosideos (gentamicina)
Sensivel 0/7 (0) 2 2/2 (100)® 0/2 (0) 2 20/29 (69)"
Resistente 6/7 (86) 2 0/2 (0)® 2/2 (100) @ 9/29 (31)®

* Letras diferentes no sobrescrito denota um subconjunto de categorias cujas proporcdes de coluna diferem significativamente umas das outras no nivel 0,05.
Teste estatistico utilizado: Teste Qui-Quadrado da Razéo de Verossimilhanca.
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Tabela 11 — Associac0es significativas entre os fenétipos MDR, XDR e genes de resisténcia as classes de antimicrobianos nas cepas de bactérias
gram-negativo dos isolados na Unidade de Terapia Intensiva no Hospital Universitario da Universidade Federal do Ceara.

F?”t?“p? de Gene CTX_M_5 Gene OXA_24_40 Gene OXA_51 Gene MEX-V Ge”et':‘aigg r)a;eace“"
resisténcia aos
N/Total (% N/Total (% N/Total (% N/Total (%
antimicrobianos ) ) %) () N/Total (%)
N/Total (%) Positivo * Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
MDR **
Sensivel 13/21 (62)2 = 6/25(24)® = 0/5(0) 2 19/41 (46)> = 1/12 (8)2 | 18/34 (53)° 7125 (28) 2 | 12/21 (57)° - -
Resistente 8/21(38)2 | 19/25(76)P | 5/5(100)2 = 22/41 (54)°®  11/12(92)2 16/34 (47)> = 18/25(72)2 = 9/21 (43)"
XDR
Sensivel - - - - - - - - 0/9 (0) 2 12/37 (32) b
Resistente 9/9 (100) 2 25/37 (68)°

* Letras diferentes no sobrescrito denota um subconjunto de categorias cujas proporcdes de coluna diferem significativamente umas das outras no nivel 0,05.
Teste estatistico utilizado: Teste Qui-Quadrado da Razéo de Verossimilhanca.

** MDR = multidroga resistentes (resisténcia 21 agente em 23 classes de antimicrobianos); XDR = resisténcia estendida a drogas (susceptibilidade a <2 classes
de antimicrobianos; e CR = Resistentes a carbapenemas.



