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RESUMO

As Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) causadas por
microrganismos multirresistentes aos antimicrobianos sdo consideradas um problema de
salde publica relevante, estando associadas a altos indices de morbimortalidade e
aumento de custos dos servigos de assisténcia a satde. A rapida disseminacao de bacilos
Gram-negativos (BGN) produtores de carbapenemases e [-lactamases de espectro
estendido (ESBL) vem limitando as opcdes terapéuticas disponiveis para o tratamento de
infeccdes graves entre pacientes hospitalizados. Poucos foram os agentes desenvolvidos
nos Gltimos anos para o combate de IRAS causadas por BGN multirresistentes. Os
antimicrobianos ceftazidima-avibactam (C/A) e ceftolozana-tazobactam (C/T) foram
recentemente aprovados para o uso clinico em infeccdes graves do trato urinario e intra-
abdominais. Embora considerados alternativas promissoras de tratamento de infeccdes
causadas por Enterobacterales e Pseudomonas aeruginosa, a resisténcia a estes
antimicrobianos ja tem sido relatada em diversos paises. Neste contexto, objetivou-se
avaliar a sensibilidade in vitro a C/A e C/T de BGN resistentes aos antimicrobianos f3-
lactdmicos e investigar determinantes moleculares de resisténcia, procurando contribuir
com a definicdo do panorama epidemioldgico local e consequente otimizacdo do uso
destes antimicrobianos. Foram avaliados 101 isolados clinicos de Enterobacterales
(n=62) e Pseudomonas aeruginosa (n=39) resistentes a pelo menos um antimicrobiano
carbapenémico (CR) ou produtores de ESBL em hospital geral privado em Joinville —
SC, no periodo de janeiro de 2018 a agosto de 2020. A determinacdo de sensibilidade aos
antimicrobianos deu-se por método automatizado e as concentracdes inibitdrias minimas
(CIM 50/90) para C/A e C/T por Etest®. Os genes codificadores de p-lactamases blasnv,
blactx-m, blakpc, blanom-1, blaive, blaoxaass, blavim e blaspm-1 foram investigados via
Reacdo em Cadeia da Polimerase. Os isolados avaliados foram coletados de amostras de
urina (31,7%; n=32), swab retal (16,8%; n=17), secrecéo de ferida (15,8%; n=16), lavado
broncoalveolar (11,9%; n=12), e outros sitios com menor frequéncia (23,8%; n=24). Em
relacdo ao grupo P. aeruginosa — CR (n=39), a taxa de sensibilidade & C/T foi de 87,2%,
com valores de CIM50/90 de 2/6 pg/mL, enquanto a sensibilidade & C/A foi de 92,3%,
com valores de CIM 50/90 de 3/8 pug/mL. Os isolados de K. pneumoniae - KPC (n=15)
mostraram elevada taxa de resisténcia a C/T (80% - CLSI ou 100% - BRCAST;
CIM50/90 = 24/>256 pg/mL), enquanto um isolado (6,6%) apresentou resisténcia & C/A
(CIM50/90 = 1/2 pg/mL). Em relacdo as Enterobacterales produtoras de ESBL (n=37),



os antimicrobianos C/A e C/T apresentaram as maiores taxas de inibicdo em comparacgéo
aos demais agentes testados para este grupo, sendo todos os isolados sensiveis a C/A
(CIM50/90 = <1/1 pg/mL) e 97,3% (CLSI) ou 83,8% (BRCAST) sensiveis a C/T
(CIM50/90 = <1/2 ug/mL). Por sua vez, todos os isolados referentes a K. pneumoniae —
CR (n=3) apresentaram sensibilidade a C/A e dois isolados resisténcia a C/T, enquanto
os isolados do grupo K. pneumoniae — MBL (n=4) apresentaram resisténcia a C/A e C/T.
A maioria dos isolados era portador de um ou mais genes de resisténcia investigados
(78,6%) e a concomitancia de marcadores de resisténcia foi identificada em 44 (44,9%)
isolados. Todos os isolados testados resultaram negativos para blaspm-1, blaoxa-ss-ike €
blaime. Os genes blactx-m, blashv e blakec foram os mais frequentes nos isolados
resistentes a C/T, enquanto blacTx-m, blasHv € blanom-1 nos resistentes a C/A. A maioria
dos isolados resistentes a C/A e C/T (29/39; 74,3%) apresentavam concomitancia de dois
ou mais genes codificantes de P-lactamases. Conclui-se que C/A e C/T sdo opcoes
terapéuticas contra microrganismos dispondo fenotipos de resisténcia aos p-lactamicos,
exceto nos quais a resisténcia foi mediada por metalo-p-lactamases.

Palavras-chave: Bacilos Gram-negativos, ceftazidima-avibactam, ceftolozana-

tazobactam, atividade in vitro, marcadores genotipicos.



ABSTRACT

Healthcare Associated Infections (HAIS) caused by multidrug-resistant microorganisms
constitutes a global public health threat and are associated with high morbidity and
mortality rates and higher hospital costs. The rapid spread of Gram-negative bacilli
(GNB) producing carbapenemases and extended-spectrum B-lactamases (ESBL) has been
limiting the therapeutic options for hospitalized patients with severe infections. Few
agents have been developed in recent years to combat HAIs caused by multidrug-resistant
GNB. Recently, ceftazidime-avibactam (C/A) and ceftolozane-tazobactam (C/T) were
approved for clinical use in severe urinary and intra-abdominal infections. Although
considered promising alternatives for treating infections caused by Enterobacterales and
Pseudomonas aeruginosa, the resistance to these antibiotics has been reported in several
countries. This study aimed to evaluate the in vitro susceptibility to C/A and C/T of GNB
resistant to -lactam antibiotics and to investigate resistance molecular markers, seeking
to contribute to the definition of the local epidemiological panorama and consequent
optimization of the use of these antimicrobials. A total of 101 isolates were evaluated,
including Enterobacterales (n=62) and Pseudomonas aeruginosa (n=39) resistant to at
least one carbapenem antibiotic (CR) or ESBL producers, from a private general hospital,
in Joinville - SC, from January 2018 to August 2020. The antimicrobial susceptibility was
determined by automated method and the minimum inhibitory concentrations (MIC
50/90) for C/A and C/T by Etest®. B-lactamases-encoding genes blasny, blactx-m, blakec,
blanom-1, blaimp, blaoxaass, blavim and blaspm-1 were investigated by Polymerase Chain
Reaction. The isolates were collected from urine samples (31.7%; n=32), rectal swab
(16.8%; n=17), wound secretion (15.8%; n=16), bronchoalveolar lavage (11.9%; n=12),
and other less frequent sites (23.8%; n=24). In relation to the P. aeruginosa - CR group
(n=39), the sensitivity rate to C/T was 87.2%, with MIC 50/90 values of 2/6 pg/mL, while
sensitivity to C/T was 92.3%, with MIC 50/90 values of 3/8 pg/mL. The K. pneumoniae
- KPC isolates (n=15) showed a high rate of resistance to C/T (80% - CLSI or 100% -
BRCAST; MIC 50/90 = 24/> 256 pg/mL), while an isolate (6.6%) showed resistance to
C/A (MIC 50/90 = 1/2 ng/mL). Regarding the Enterobacterales producing ESBL (n=37),
C/A and C/T showed the highest inhibition rates compared to the other agents tested for
this group, with all isolates sensitive to C/A (MIC 50/90 =<1/1 pg/mL) and 97.3% (CLSI)
or 83.8% (BRCAST) sensitive to C/T (MIC 50/90 = <1/2 pg / mL). All K. pneumoniae -

CR (n=3) isolates showed sensitivity to C/A and two isolates were resistant to C/T, while



isolates from the K. pneumoniae - MBL group (n=4) showed resistance to C/A and C/T.
Most isolates had one or more investigated resistance genes (78.6%) and concomitance
of resistance markers was identified in 44 (44.9%) isolates. All evaluated isolates were
negative for blaspm-1, blaive, and blaoxass. The blactx-m, blastv and blakpc genes were
the most frequent in isolates resistant to C/T, while blactx-m, blaskyv and blanpm-1in C/A-
resistant isolates. Most isolates resistant to C/A and C/T (29/39; 74.3%) had
concomitance of two or more genes coding for 3-lactamases. It is concluded that C/A and
C/T are therapeutic options against microorganisms with phenotypes of resistance to -

lactams, except when resistance was mediated by metallo-B-lactamases.

Keywords: Gram-negative bacilli, ceftazidime-avibactam, ceftolozane-tazobactam, in

vitro activity, genotypic markers.
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1. INTRODUCAO

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e a resisténcia
antimicrobiana tornaram-se uma prioridade global de satde publica (DEPTULA et al.,
2016; GANDRA etal., 2017; SUN et al., 2018). A Organizacdo Mundial da Saude (OMS)
reconheceu a multirresisténcia bacteriana como uma ameaca a saude, que requer acoes
entre os setores do governo e da sociedade como um todo (LOUREIRO et al., 2016; VAN
DUIN; DOI, 2016). Impactos clinicos e econdémicos sdo frequentemente relatados em
decorréncia da resisténcia bacteriana, uma vez que periodos de internacao prolongados e
0 uso de diferentes antimicrobianos elevam os custos com os cuidados em saude, bem
como, os indices de morbidade e mortalidade (FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELI,
2016; LOUREIRO et al., 2016).

A ocorréncia de microrganismos resistentes a maultiplos antimicrobianos era
descrita, anteriormente, como usualmente restrita ao ambiente hospitalar, sendo nos dias
de hoje, amplamente disseminados entre os animais e 0 meio ambiente (RAFEI et al.,
2015). Os seres humanos, 0s animais e 0 meio ambiente juntos, portanto, formam um
sistema interconectado que deve ser cuidadosamente considerado em termos de
resisténcia bacteriana, administracdo de antimicrobianos e medidas de controle de
infeccdes (DANDACHI et al., 2019).

O uso excessivo e indiscriminado de antimicrobianos vem resultando em um rapido
desenvolvimento de novos mecanismos de resisténcia por patdgenos inseridos em
ambientes agricolas e clinicos (FENG, 2018). Atualmente, mais de 70% das bactérias
consideradas patogénicas sdo resistentes a pelo menos um agente antimicrobiano, sendo
capazes de desenvolver alteragdes genéticas para evitar a pressdo seletiva letal
(WATKINS; BONOMO, 2016).

Os bacilos Gram-negativos (BGN) pertencentes a ordem Enterobacterales, bem
como as espécies Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii representam os
principais agentes causadores de infec¢Bes graves associados a resisténcia antibiotica
decorrente de mutacdes cromossomicas e da transferéncia de genes de resisténcia
plasmidiais, sendo listados pela OMS como prioridade global para a pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos (DIAS et al., 2021; GARCIA-BETANCUR
et al., 2020; WHO, 2017).
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A disseminacdo de BGN produtores de B-lactamases de espectro estendido (ESBL)
e produtores de carbapenemases no decorrer dos Ultimos anos, vem limitando o uso de
cefalosporinas de amplo espectro e carbapenémicos entre pacientes hospitalizados
(ALSAEED; BLONDEAU, 2015; MELO et al., 2018). A bactéria Gram-negativa nao
fermentadora P. aeruginosa é frequentemente isolada em pacientes imunocomprometidos
acometidos por infecgOes graves, geralmente centralizados em unidades de terapia
intensiva (UTI), e suas taxas de resisténcia aos carbapenémicos e outros agentes vem
aumentando consideravelmente (EVANS et al., 2019; GARCIA-BETANCUR et al.,
2020; SCHAUMBURG et al., 2019).

O Centers for Disease Control and Prevention (CDC) dos EUA considera a
ocorréncia de Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos (CRE) altamente
ameacadora devido a sua alta transmissibilidade e limitacdo de opgdes terapéuticas, e
recomenda o desenvolvimento de novos farmacos de amplo espectro de atividade e testes
diagnosticos mais efetivos (BRADLEY AND LEE, 2019).

Ceftazidima-avibactam (C/A) e ceftolozana-tazobactam (C/T) foram aprovados
pelo The Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) como novas alternativas promissoras de tratamento contra isolados
de Enterobacterales e P. aeruginosa (ANVISA, 2018, LIAO et al., 2019; ROSSI, et al.,
2017). C/A € indicado para o tratamento de infec¢des abdominais e do trato urinario
complicadas, bem como pneumonia adquirida no ambiente hospitalar, incluindo
pneumonia associada a ventilacdo mecanica (ANVISA, 2018, TORGENA, 2020). C/T é
indicado para o tratamento de infeccGes intra-abdominais complicadas em combinacéo
com metronidazol, bem como pielonefrite em pacientes adultos, causadas por BGN como
Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Proteus mirabilis e P. aeruginosa (ANVISA, 2018, ZERBAXA, 2017).

Embora C/A e C/T tenham sido recentemente aprovados para o uso clinico e apesar
de apresentarem eficacia comprovada contra bactérias Gram-negativas, a resisténcia a
estes antimicrobianos ja tem sido relatada em diversos paises do mundo (WANG et al,
2020). Estudos multicéntricos recomendam que o uso otimizado de C/A e C/T deve ser
orientado pelos resultados de sensibilidade in vitro a fim de evitar o desenvolvimento ou
aumento das taxas de resisténcia (CUI et al, 2020). Mediante o exposto, observa-se a
necessidade de avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro de C/A e C/T, considerados
alternativas terapéuticas para infec¢des graves causadas por BGN. Adicionalmente, com

este estudo pretende-se contribuir com o panorama epidemiolégico local e com a

17



consequente otimizacdo de uso destes antimicrobianos, por meio da investigacdo de

marcadores genotipicos de resisténcia.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a sensibilidade in vitro a ceftazidima-avibactam e ceftolozana-tazobactam

de bacilos Gram-negativos resistentes aos antimicrobianos p-lactamicos.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) de ceftazidima-avibactam e

ceftolozana-tazobactam nos isolados clinicos investigados.

- Determinar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos correspondentes aos

isolados clinicos investigados.

- Investigar a presencga dos genes blasnv e blactx-m em isolados clinicos com perfil

fenotipico positivo para ESBL.

- Investigar a presenca dos genes codificadores de carbapenemases - blakpc, blanpw-
1, blaivp, blaoxads-iike, blavim € blaspm-1 - em isolados clinicos com perfil fenotipico

resistente aos antimicrobianos carbapenémicos.
- Investigar a presenca e concomitancia de genes codificantes de p-lactamases em

isolados clinicos sensiveis ou resistentes a ceftazidima-avibactam e ceftolozana-

tazobactam.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE

O Ministério da Saude define Infeccdo Hospitalar (IH) como qualquer infeccéo
manifestada apds 48 horas da admissdo do paciente na unidade hospitalar ou apds a alta
quando associada a cirurgias e procedimentos invasivos (BRASIL, 1988).
Posteriormente, este termo foi substituido por Infec¢do Relacionada a Assisténcia a Saude
(IRAS), para compreender tambeém as infec¢bes associadas aos cuidados de saude em
nivel ambulatorial e outros servicos de saude (ECDC, 2017).

As IRAS estdo diretamente relacionadas a hospitalizacdo ou submisséo de pacientes
a procedimentos clinicos diagnosticos e terapéuticos (SOUZA et al., 2015). Sédo
responsaveis por periodos prolongados de internacfes hospitalares, aumento da
morbimortalidade de pacientes e consequentemente elevacdo de custos nos servicos de
assisténcia a satde, o que representa um risco significativo aos seus usuarios (ANVISA,
2017a; CASSINI et al., 2016; SOBOLEWSKA et al., 2018).

Os elevados indices de mortalidade decorrentes de IRAS estdo diretamente
relacionados com a gravidade da doenca de base, o sitio de infeccdo acometido, bem
como a sensibilidade do agente infeccioso aos antimicrobianos considerados como
opcoes terapéuticas disponiveis (ALEXOPOULOS et al, 2011; SOUZA et al., 2015).

As UTI’s sdo ambientes favoraveis a aquisi¢do de IRAS, devido ao elevado perfil
de gravidade dos pacientes internados e a fatores de risco importantes como o0 uso de
cateteres venosos centrais, sondas vesicais de demora e ventilacdo mecéanica, bem como
uso de imunossupressores e antimicrobianos de amplo espectro de acdo (OLIVEIRA et
al., 2012; OLIVEIRA et al., 2010). Estima-se uma prevaléncia mundial de 51,4% de
IRAS em pacientes centralizados em UTI’s, ambiente favoravel a sele¢do de
microrganismos multirresistentes (DEPTULA et al., 2016).

Estudo multicéntrico realizado nos Estados Unidos da América (EUA) demonstrou
a ocorréncia de aproximadamente 1,7 milhdes de casos anuais de IRAS com registros de
até 100 mil obitos por ano no pais (SOUZA et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2012). Na
Europa, estima-se que 4,1 milhdes de individuos adquirem IRAS por ano nos servicos de
saude com 110 mil mortes/ano associadas direta ou indiretamente a estas infeccoes
(ECDC, 2016).
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No Brasil, as IRAS séo consideradas um grave problema de saude publica, sendo a
quarta maior causa de mortalidade. Estas infeccGes representam taxas que variam entre
25 e 30% acometendo pacientes admitidos em UTI’s do ambito hospitalar (COSTA et al.,
2019; OLIVEIRA et al, 2012). Considerando-se a ocorréncia de 800 mil casos de
infeccdes hospitalares por ano e uma estimativa de 5 dias adicionais de internacdo por
paciente, contabiliza-se 4 milhdes de dias de internacdo atribuidos & infec¢do adquirida
nos hospitais brasileiros (ZEHURI; SLOB, 2018).

O monitoramento nacional de indicadores de IRAS foi sistematizado em 2010,
incluindo pacientes sob uso de cateter venoso central, para todos os estabelecimentos de
saude, publicos e privados, que possuiam UTI’s neonatal, pedidtrica e adulto e que
continham no minimo 10 leitos. Em janeiro de 2014, a notificacéo passou a ser obrigatéria
independentemente do nimero de leitos de UTI, bem como os marcadores de resisténcia
microbiana associados a estas infeccBes e a notificacdo das infeccBes de sitio cirtrgico
(ANVISA, 2014). A partir de 2016, o Programa Nacional de Prevencdo de InfecgBes
Relacionadas a Assisténcia a Saude incluiu os indicadores de Pneumonia Associada a
Ventilacdo Mecénica (PAV) e de Infeccdo do Trato Urinario associadas a sonda vesical
de demora (ANVISA, 2017).

Segundo o European Centre for Disease Prevention and Control, entre 20 e 30%
das IRAS sdo consideradas preveniveis por meio de programas intensivos de controle e
higiene (ECDC, 2016). Estas medidas adotadas pelos estabelecimentos de assisténcia a
salde, sdo capazes de reduzir em até 70% determinadas infec¢des, como as infeccdes da

corrente sanguinea (CDC, 2016).

3.2 ARESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia bacteriana é um processo natural observado desde a descoberta dos
primeiros antimicrobianos, definida pela capacidade de microrganismos se
desenvolverem apesar de expostos a substancias destinadas a inibir seu crescimento (DU
et al., 2018; O’NEILL, 2016). Magiorakos e colaboradores (2012) definem
multirresisténcia bacteriana como a ndo sensibilidade de pelo menos um agente a trés ou
mais classes de antimicrobianos, sendo que para assegurar a correta aplicacdo desta
definicdo é necessario que os isolados sejam testados a todas as categorias
antimicrobianas existentes e que ndo haja supressdo de resultados no teste de
sensibilidade aos antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012).
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O uso indiscriminado de antimicrobianos é o principal fator associado a resisténcia
bacteriana em todo 0 mundo, em um cenario onde aproximadamente 50% das prescri¢des
séo consideradas inadequadas. O consumo de antimicrobianos apresentou um aumento
de 36% em 71 paises entre os anos de 2000 e 2010, sendo o Brasil, Russia, india, China
e Africa do Sul, os responsaveis por trés quartos da elevacdo desse indice (ANVISA,
2017; VAN BOECKEL et al., 2014).

Os impactos negativos da resisténcia aos antimicrobianos séo substanciais, uma vez
que as infeccbes adquiridas aumentam os riscos de complicacdes clinicas e limitam as
opcdes terapéuticas, resultando em um desfecho desfavoravel aos pacientes (WATKINS;
BONOMO, 2016). O CDC destaca que aproximadamente 2 milhdes de infeccOes
ocasionadas por bactérias multirresistentes causam até 23 mil 6bitos por ano nos EUA
(GANDRA et al., 2017; WATKINS; BONOMO, 2016). Estas infeccGes elevam
consideravelmente os indices de mortalidade e falhas de tratamento quando comparadas
com infec¢des causadas por cepas multissensiveis, bem como, aumentam a permanéncia
hospitalar e consequentemente 0s custos totais gastos com o0s cuidados em saude
(ANVISA, 2017; FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELI, 2016; WHO, 2017). A presenga
de elementos genéticos moveis vem atuando como facilitadores para o desenvolvimento
da multirresisténcia nos paises latino-americanos (PFALLER et al., 2017; YEZLI;
SHIBL; MEMISH, 2015).

Estima-se que até o ano de 2050, a falta de acdes efetivas que controlem o avanco
da resisténcia aos antimicrobianos possa resultar em 10 milhdes de 6bitos por ano, o que
superaria a mortalidade relacionada ao cancer. Além disso, este cenario representaria um
impacto econdmico de 100 trilhdes de dolares entre 2016 e 2050 (ANVISA, 2017b;
O’NEILL, 2016).

Diante deste cenario mundial, tendo em vista 0 impacto econdmico e a ameaca
crescente & saude humana decorrente das infeccbes causadas por microrganismos
multirresistentes, a OMS lancgou no ano de 2015, o Plano de Acéo Global em Resisténcia
a Antimicrobianos, contemplando estratégias para melhorar a conscientizacdo e a
compreensdo a respeito da resisténcia e reduzir a incidéncia de infecgdes (ANVISA,
2017b). Em 2018, o Ministério da Saude, juntamente com a ANVISA e outros 6rgaos
nacionais, publicou o Plano de Acdo Nacional de Prevencdo e Controle da Resisténcia
aos Antimicrobianos no Ambito da Satide Unica (2018-2022), o PAN-BR, contemplando
objetivos e intervencdes estratégicas e englobando profissionais com atuacdo nas areas
de saude humana, animal e ambiental (ANVISA, 2018). Adicionalmente, 0 BR-GLASS
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— Programa Nacional de Monitoramento da Resisténcia Antimicrobiana no Brasil foi
implementado como um projeto piloto no estado do Parana, em 2018, visando
desenvolver um sistema nacional de informacdo integrada para a vigilancia e
monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos, com objetivo de futuramente
conseguir dimensionar e entender o impacto da resisténcia nas cinco regides geogréaficas
do pais (ANVISA, 2018; PILLONETTO et al., 2021).

Além disso, uma comissdo envolvendo a Organizagdo das Nacbes Unidas para
Alimentacdo e Agricultura/ Food and Agriculture Organization (FAO), a Organizacao
Mundial da Saide Animal/ World Organization for Animal Health (OIE) e a OMS foi
realizada priorizando a multirresisténcia quanto ao impacto global do uso de
antimicrobianos na salde humana, animal e ao ecossistema (WHO, 2017). A abordagem
“One Health” ou “Satde Unica” consiste em um conjunto de acdes e estratégias nacionais
e internacionais que visa a comunicacdo de diversos setores para projetar e implementar
programas, politicas, legislacdo e pesquisa com o intuito de melhorar a saude publica
mundial (DAVIS et al., 2017; WHO, 2017).

3.3 INFECCOES CAUSADAS POR BACILOS GRAM NEGATIVOS

Os BGN tém sido identificados como causadores de colonizagéo e infeccdo de
pacientes dentro e fora do ambiente hospitalar e de profissionais das diversas areas da
salde (GOMEZ et al., 2014). A rapida disseminacdo destes microrganismos no ambito
hospitalar tem sido caracterizada como uma importante ameaca a satde publica mundial
(CDC, 2013; PFALLER et al., 2017; SEKAR et al., 2019; WU et al, 2018), uma vez que
a resisténcia a praticamente todas as classes de antimicrobianos vem se desenvolvendo,
limitando as op¢des terapéuticas para essas infecgdes (RUIZ-GARBAJOSA et al, 2017).

Os BGN ndo fermentadores como P. aeruginosa e A. baumannii, bem como
Enterobacterales sdo os mais propensos a aquisicdo de resisténcia a diversas classes de
antimicrobianos, sendo o conhecimento da variabilidade de mecanismos de a¢do uma
ferramenta util para decisdes na selecdo da terapia antimicrobiana mais adequada
(GOMEZ et al., 2014; KARAM et al., 2016). O CDC destaca que antimicrobianos de
amplo espectro de acdo sao frequentemente utilizados como ultimas opgdes disponiveis
de tratamento de infeccOes graves envolvendo BGN resistentes a multiplos
antimicrobianos (CDC, 2013).
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3.3.1. Enterobacterales

A ordem Enterobacterales representa 0 maior e mais heterogéneo grupo de BGN
considerados clinicamente importantes, destacando-se o0s géneros Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Proteus, Salmonella, Serratia, Shigella, Yersinia,
(SAH et al, 2017). S&o onipresentes, ou seja, sdo usualmente encontrados na microbiota
intestinal de seres humanos e animais, mas também podem estar presentes no meio
ambiente em diferentes formas (DANDACHI et al., 2019).

Nos Ultimos anos, estas bactérias receberam maior atencdo devido ao seu
envolvimento em infec¢Bes hospitalares graves como agentes causadores de IRAS e a
variabilidade de padrdes de resisténcia aos antimicrobianos (SAH et al, 2017). Sao
conhecidas por apresentarem complexos mecanismos de resisténcia, mediados
principalmente pela capacidade de produgdo de enzimas B-lactamases, que conferem
resisténcia a classe mais comum de antimicrobianos prescritos atualmente em ambientes
clinicos: os p-lactamicos (DANDACHI et al., 2019).

3.3.2. Bacilos Gram-negativos ndo fermentadores

As infecgdes causadas por P. aeruginosa sdo consideradas como de interesse
epidemioldgico especial por estarem associadas a alta morbimortalidade e periodos
prolongados de hospitalizacio (ALSAEED; BLONDEAU, 2015). E um BGN ndo
fermentador comum no ambiente hospitalar, caracterizado por adquirir resisténcia muito
facilmente e desenvolver mutac6es cromossémicas ou adquirir material genético exdgeno
(RUIZ-GARBAJOSA et al, 2017). Emergiu em todo o mundo como um importante
patégeno nosocomial, particularmente em pacientes imunocomprometidos e seus indices
de resisténcia estdo associados a um inicio tardio da antibioticoterapia apropriada
(GHERARDI et al., 2019). Considera-se que a falta de medidas de controle efetivas que
reduzam a disseminagdo deste microrganismo e 0 uso excessivo de antimicrobianos de
amplo espectro, atuem como fatores de risco para a aquisi¢do do patdgeno (ALSAEED;
BLONDEAU, 2015). A resisténcia de P. aeruginosa aos B-lactdmicos é mediada por
maultiplos mecanismos, incluindo a aquisicdo de metalo-p-lactamases, aumento da
producdo de AmpC cromossémica, aumento do fluxo de droga para o meio extracelular
ou bombas de efluxo e alteragdes na permeabilidade da membrana (GHERARDI et al.,
2019).
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A emergéncia e disseminacdo de Acinetobacter baumannii é discutida em todo o
mundo como um tema prioritario, por se tratar de um patégeno associado ao
acometimento de pacientes em UT]I e por ocasionar, principalmente, infeccdes graves da
corrente sanguinea e PAV (BASSETTI et al., 2020; TAVARES et al., 2019). E
caracterizado por apresentar facilidade em desenvolver rapida resisténcia, sendo que
aproximadamente 45% dos isolados globais s&o considerados multirresistentes. Na
América Latina, Estados Unidos e Oriente Médio, taxas de multirresisténcia acima de
60% ja foram descritas e as taxas de resisténcia de A. baumannii a classe dos
carbapenémicos vem aumentando consideravelmente (OLIVEIRA et al., 2020). No
Brasil, o primeiro caso de A. baumannii produtora de NDM-1, enzima capaz de hidrolisar
a maioria dos B-lactdmicos, foi descrito em 2014 no estado do Parand (PILLONETTO,
2014). A presenca da sequéncia ISAbal associada ao gene OXA 2z.ike foi fortemente
associada a resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A. baumannii no norte de
Santa Catarina (KOBS et al., 2016).

3.4 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Os principais mecanismos de agdo encontrados envolvendo a resisténcia aos
antimicrobianos séo as bombas de efluxo, que exportam os antimicrobianos para 0 meio
extracelular, mantendo as concentra¢6es intracelulares em baixos niveis; modifica¢do ou
destruicdo enzimatica do antimicrobiano, como ocasionadas pelas enzimas B-lactamases;
reducdo de permeabilidade celular (perda ou alteragcbes na estrutura de porinas) e
alterac6es de moléculas alvo (DU et al., 2018; KARAM et al., 2016; LOUREIRO et al.,
2016). O mecanismo de resisténcia de maior impacto entre as bactérias Gram-negativas
é a producdo de B-lactamases, que compreende o grupo das B-lactamases de espectro
estendido (ESBL), B-lactamases induziveis do tipo AmpC e as carbapenemases (GOMEZ
etal., 2014).

3.4.1 B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e AmpC

As ESBL séo enzimas de amplo espectro mais frequentemente encontradas em E.
coli, Klebsiella spp e Proteus spp (KARAM et al., 2016). As B-lactamases do tipo AmpC
pertencem a classificagdo C de Ambler, comumente encontradas em isolados de P.

aeruginosa, Enterobacter spp., Citrobacter spp. e Serratia spp., mediadas
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cromossomicamente e capazes de conferir resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracdo (GHANAVATI et al., 2017; KARAM et al., 2016).

Os determinantes genéticos que codificam essas enzimas estdo localizados em
plasmideos que comumente contém genes de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, como quinolonas e aminoglicosideos. Por esse motivo,
Enterobacterales produtoras de ESBL geralmente apresentam fendtipos de
multirresisténcia, facilitando sua selecdo e disseminacdo (RUIZ-GARBAJOSA et al,
2017). Sendo assim, a transferéncia destas enzimas pode ocorrer entre estirpes da mesma
espécie ou espécies diferentes, mediadas por plasmideos, que hidrolizam o anel f-
lactdmico dos antimicrobianos levando a inativacdo dos mesmos (MALEKI et al., 2015;
SAH et al, 2017).

A descoberta e disseminacdo de BGN produtores de ESBL, nos ultimos anos,
resultaram em uma limitacéo no uso de cefalosporinas de amplo espectro (FRIEDMAN;
TEMKIN; CARMELI, 2016). Estas enzimas conferem resisténcia aos B-lactamicos,
principalmente aos agentes pertencentes a classe de cefalosporinas de terceira geracao,
como ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona (DAEHRE et al., 2018; WU et al., 2018).
Apbs aintroducdo destas cefalosporinas, nos anos 80, relatou-se a presenca de genes TEM
e SVH que sofreram mutacdes e foram capazes de hidrolisar cefalosporinas entre o género
Klebsiella spp e espécie E. coli (LOUREIRO et al., 2016).

No Brasil, o gene do tipo CTX-M, codificante de ESBL, tem sido relatado como
mais frequentemente encontrado e associado a IRAS (KNUDSEN et al., 2018; MELO et
al., 2018). Inicialmente, blactx-m era predominante em isolados de E. coli, mas ja vem
sendo detectado em K. pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter, Citrobacter e Proteus,
entre outras espécies e géneros (CASTANHEIRA et al., 2019).

Estudos relatam que bacteremias causadas por Enterobacterales produtoras de
ESBL estdo associadas a maiores taxas de falhas de tratamento e mortalidade em
pacientes quando comparadas a bacteremias causadas por cepas ndo produtoras desta
enzima (FRIEDMAN; TEMKIN; CARMELLI, 2016; SAH et al, 2017).

3.4.2. Carbapenemases

As carbapenemases sdo enzimas capazes de inativar os carbapenémicos e a maioria
dos B-lactamicos (KARAM et al., 2016). Os carbapenémicos sdo recomendados para o

tratamento de Enterobacterales produtoras de ESBL e AmpC, que representam proporgéo
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significativa entre bactérias isoladas em diversos paises do mundo (ALATOOM et al.,
2017; CASTANHEIRA et al., 2019; JONGE et al., 2016). Possuem elevadas taxas de uso
como terapia empirica de infec¢bes graves em éareas geogréaficas onde se sabe que as taxas
de ESBL sao elevadas (CASTANHEIRA et al., 2019).

As carbapenemases do tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) foram
relatadas pela primeira vez no ano de 2001, nos Estados Unidos, e a partir deste periodo
passaram a causar surtos importantes na cidade de Nova lorque, tornando-se mais
tardiamente predominante tanto nos EUA quanto na China (CHIU et al., 2018). Em 2009,
foi reportado o primeiro caso de K. pneumoniae produtora de KPC-2 no Brasil, que
acometeu um paciente internado em UTI de um hospital de Pernambuco (MONTEIRO et
al., 2009).

As Metalo-B-lactamases (MBLs), dentre as quais destacam-se Verona integron-
encoded metallo-B-lactamase (VIM), imipenemase (IMP) e New Delhi metallo-f3-
lactamase (NDM), tém sido identificadas em patdgenos clinicamente importantes
como Pseudomonas, Acinetobacter e Enterobacterales. Por localizarem-se em estruturas
genéticas que conferem mobilidade aos genes, estes determinantes de resisténcia séo
conhecidos como as MBL moveis ou MBL adquiridas (ANVISA, 2020). As MBL
adquiridas, mais comuns em nosso meio, sdo as SPM ("S&o Paulo Metalo-§3-lactamase”).
A primeira cepa de SPM-1 foi identificada em uma amostra de P. aeruginosa de um
paciente hospitalizado no Hospital Sdo Paulo/UNIFESP (ANVISA, 2020).

O aumento da incidéncia de cepas bacterianas produtoras de carbapenemases,
codificadas pelos genes de alta prevaléncia como NDM, VIM e IMP (classe B de
Ambler); KPC (classe A de Ambler) e OXA-48 (classe D de Ambler) e isoladas de
amostras clinicas, constitui 0 maior desafio encontrado nos ultimos anos, resultando na
necessidade de desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos para 0 combate de
estirpes resistentes (ALATOOM et al., 2017; SEKAR et al., 2019; WOODFORD et al.,
2014). Na Europa, as principais carbapenemases séo do tipo OXA-48, KPC e VIM g, em
menor grau, do tipo NDM. Na Espanha, as primeiras carbapenemases detectadas foram
codificadas pelos genes moéveis blavim-1 € blamp-22, porém nos ultimos anos a prevaléncia
das cepas produtoras de OXA-48 aumentou dramaticamente (RUIZ-GARBAJOSA et al,
2017).

A producdo de carbapenemases em bactérias Gram-negativas torna-se preocupante
frente a crescente prevaléncia de K. pneumoniae produtora de KPC e OXA-48 (LEE et

al., 2016). Enterobacterales produtoras de carbapenemase geralmente apresentam
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fenotipos de multirresisténcia e pan-resisténcia. Esse fato tem um grande impacto no
gerenciamento do paciente, pois limita drasticamente as opcdes terapéuticas. Como
consequéncia, infecgdes causadas por essas bactérias estdo associadas a alta mortalidade
(RUIZ-GARBAJOSA et al, 2017).

A crescente incidéncia de Enterobacterales produtoras de carbapenemases se da
tanto pela disseminacdo clonal quanto pela transmissdo mediada por plasmideos (VAN
DUIN; DOI, 2016). Os carbapenémicos séo considerados de primeira escolha para o
tratamento de pneumonias e outras infec¢des causadas por P. aeruginosa e A. baumannii,
sendo estas espécies propensas a desenvolverem mecanismos de resisténcia apos a
exposicéo a estes antimicrobianos (LABARCA et al., 2016). Diante disso, as alternativas
de tratamento ficam estritamente limitadas ao uso de polimixinas B e E (colistina) e
tigeciclina, apesar de serem altamente toxicas e aumentarem o0s custos de tratamento, séo
utilizadas como ultimo recurso para infeccdes potencialmente graves em pacientes
altamente vulneraveis (FENG, 2018; HAGEMANN et al., 2018; TRIMBLE et al., 2016).

3.5 CEFTAZIDIMA-AVIBACTAM

Poucos foram os agentes desenvolvidos nos ultimos anos para 0 combate de
infeccdes causadas por BGN multirresistentes (ALATOOM et al., 2017; TUON et al.,
2017). Tendo em vista a falta de op¢bes de tratamento disponiveis e o crescente indice de
multirresisténcia antibiotica, o FDA, em fevereiro de 2015, aprovou a combinacdo de
ceftazidima com avibactam para o uso clinico em infec¢bes graves do trato urinario e
intra-abdominais (LEE et al., 2016; LIVERMORE et al., 2015; SCHAUMBURG et al.,
2019; SHIELDS et al., 2016).

C/A surge como alternativa terapéutica de infec¢bes causadas por Enterobacterales
e P. aeruginosa, e possui atividade in vitro contra ESBL, classes A, C e algumas enzimas
classe D de Ambler, ndo incluindo metalo B-lactamases (BUEHRLE et al., 2016;
BRADLEY AND LEE, 2019; JONGE et al., 2016; ROSSI et al., 2017; SHIELDS et al.,
2016). A capacidade de C/A de inibir as B-lactamases do tipo KPC ¢é de interesse global,
ja que h& uma proliferacdo substancial de Enterobacterales produtoras desta enzima em
paises como Italia, Grécia, Brasil, EUA e Israel (LIVERMORE et al., 2015; WANG et
al., 2020).

O desenvolvimento de C/A pode ser considerado um avanco significativo, uma vez

gue possui vantagens quando comparada a outros agentes que possuem atividade
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antimicrobiana semelhante, como gentamicina, colistina e tigeciclina, porém séo
limitados por sua alta toxicidade e/ou eficacia reduzida (LIAO et al., 2019; SHIELDS et
al., 2016). Estudos demonstram que houve maior sucesso clinico quando utilizado C/A
em comparacao a outros agentes antimicrobianos, incluindo aqueles com mais de um
principio ativo, e uma menor mortalidade nos pacientes tratados com C/A daqueles
tratados com colistina (GUTIERREZ AND FANDINO, 2021; HAKEAM et al., 2021).

3.5.1 Aspectos quimicos

A ceftazidima é um antibacteriano semissintético de amplo espectro da classe das
cefalosporinas e derivado da cefaloridina, possui formula molecular C2:Hz2 N6O+S: € sua
massa molecular é equivalente a 546,58 g/mol (PUBCHEM, 2020a).

A molécula de ceftazidima possui um anel B-lactdmico como ocorre em outras
cefalosporinas (nucleo bésico das cefalosporinas). O grupo metil piridinico na posicéo 3
permite 0 aumento da atividade antipseudomonas e o grupo amino tiadiazol é responsavel
pelo aumento da atividade contra BGN (TUON et al., 2017). Ja o grupo carboxi propil-
oximino permite aumentar a atividade contra P. aeruginosa e Enterobacterales, sendo
que esta Ultima apresenta atividade reduzida quando comparada a outras cefalosporinas
que contém o grupo metoximino, como a ceftriaxona (LAGACE-WIENS et al., 2014;
TUON et al., 2017). A relacdo estrutura quimica - atividade de ceftazidima esta
representada na figura 1.

O avibactam é um inibidor sintético de PB-lactamases ndo B-lactamico, possui
formula molecular C7H11N3OsS e peso molecular de 265,25 g/mol (PUBCHEM, 2020b).
Em relagdo a outros inibidores de p-lactamases, possui um nucleo biciclico em ponte ao
invés de anel B-lactamico (figura 2). Este agente é capaz de realizar interagbes com
residuos cataliticos importantes ao redor do sitio ativo das p-lactamases, proporcionando

rigidez e estabilidade no momento da interagdo com o alvo.
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Figura 1. Relacéo estrutura-atividade de ceftazidima

Grupo amino tiadiazol
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negativos b Pseid 15 aert

Grupo metil piridinico
Atividade antipsendomonas

Ceftazidime

Fonte: o autor.

Figura 2. Estrutura quimica do avibactam

Fonte: Pubchem. Disponivel em: https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/compound/Avibactam (2020)

3.5.2 Mecanismo de acao

C/A possui 0 mesmo espectro de acdo da ceftazidima, entretanto, com a adi¢do de

avibactam tende a expandir sua atividade contra cepas resistentes que dispde de enzimas

B-lactamases (ALATOOM et al., 2017).
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Os antimicrobianos podem apresentar afinidades diferentes por PLP’s (proteina de
ligacdo a penicilina), o que pode explicar o variado espectro de agdo e poténcia entre 0s
B-lactamicos (MACHEBOEUF et al., 2006). A ceftazidima possui alta afinidade de
ligagdo as PLP’s, que sdo responsaveis pela polimerizacdo do peptideoglicano na parede
celular bacteriana, promovendo a inibicdo da sintese da parede e consequentemente lise
da célula (TUON et al., 2017).

O Avibactam é um inibidor da B-lactamase que se liga covalentemente com uma
hidroxila ao sitio catalitico das -lactamases de classes A, C e D (OXA-48) de Ambler,
capaz de realizar a inibicéo das serino -lactamases por meio de um mecanismo reversivel
que o diferencia dos inibidores atualmente disponiveis (KRISHNAN et al., 2015). Essa
interacdo do avibactam com o alvo reduz a oferta de enzimas ativas para hidrolisar a
ceftazidima (ZASOWSKI et al., 2016). A figura 3 demonstra a reacdo entre avibactam e
B-lactamases em que acilacéo reversivel ndo resulta em hidrélise do inibidor, como ocorre
com os demais inibidores em que a reacdo € irreversivel. Essa reversibilidade ¢ uma
caracteristica Unica, que permite que o avibactam se recicle para inativar outras [-

lactamases (DUIN; BONOMO, 2016).

Figura 3. Reagdo entre avibactam e -lactamases
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Fonte: TUON et al., 2017.

3.5.3. A sensibilidade in vitro a C/A

Nos ultimos anos, estudos vém sendo conduzidos com intuito de avaliar a
sensibilidade in vitro a C/A em diversos paises do mundo. A ocorréncia de resisténcia

bacteriana a este antimicrobiano tem sido relatada em pacientes hospitalizados com ou sem
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tratamento prévio (WANG et al., 2020). Diversos sdo 0s mecanismos que podem resultar
no desenvolvimento da resisténcia & C/A, sendo o mais comum deles a resisténcia
enzimatica, responsavel pela inativacdo do antimicrobiano, a modificacdo quimica do alvo
do antimicrobiano, mudancas na permeabilidade celular ou aumento da expressdo de
bombas de efluxo (SCHILLACI, et al., 2017). Além disso, a combinagdo de mais de um
mecanismo de resisténcia pode elevar os valores de CIM de C/A de forma significativa
(WANG et al., 2020; SCHILLACI, et al., 2017).

Estudos recentes tém demonstrado a ocorréncia de mutacdes em isolados produtores
de KPC-2 e KPC-3 associadas a resisténcia a C/A (GALANI et al., 2020; GOTTIG et al.,
2019; SHAPIRO et al., 2021). Shields e colaboradores (2017) descreveram o surgimento
de mutacbes em KPC-3 mediadas por plasmideos em pacientes apds o tratamento com C/A
por 10 a 19 dias. Adicionalmente, foi descrita uma mutacdo em KPC-50, uma variante
KPC-3, mostrando uma inser¢do de trés aminoacidos com sensibilidade reduzida ao
avibactam (POIREL et al., 2020). Na América do Sul, um estudo relatou trés isolados de
K. pneumoniae resistentes ao C/A produtores de KPC-8 (GARCIA et al.; 2020).

De acordo com relatérios globais, as taxas de resisténcia a C/A para P. aeruginosa
sdo relativamente maiores do que para Enterobacterales nos EUA, Canada, Brasil, China
e regido da Europa (ROSSI et al., 2017; WANG et al., 2020). Estudos demonstram que a
ocorréncia de cepas resistentes aos carbapenémicos eleva substancialmente as taxas de
resisténcia a C/A, como para K. pneumoniae onde as taxas relatadas sao inferiores a 5%,
em relacdo a K. pneumoniae — KPC a resisténcia a C/A pode atingir taxas de até 21%
(FLAMM et al., 2016; WILSON, et al., 2019). As taxas de resisténcia a C/A para P.
aeruginosa podem variar de 2,9% a 18%, enquanto que os isolados resistentes aos
carbapenémicos pode atingir taxas de até 50% (SCHAUMBURG et al., 2019; WANG et
al., 2020).

3.6 CEFTOLOZANA-TAZOBACTAM

O antimicrobiano C/T é a combinagdo de uma nova cefalosporina de quinta
geracdo com um conhecido inibidor de B-lactamase e que juntos apresentam atividade de
amplo espectro contra bactérias Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa multirresistente
(CARVALHAES et al., 2019; GHERARDI et al., 2019; GOMEZ-JUNYENT et al.,
2019; KARLOWSKY et al., 2019). Foi aprovado pela FDA em 2014, pelo European
Medicines Agency (EMA) em 2015 e pela ANVISA em 2018 para o tratamento de
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infeccdes intra-abdominais graves (em combinacdo com metronidazol) e infeccdes
complicadas do trato urinério, incluindo pielonefrite, em pacientes adultos. (ANVISA,
2018; CARVALHAES et al., 2019; GHERARDI et al., 2019; ROBIN et al, 2018).

Recentemente aprovado para o tratamento de pneumonia bacteriana adquirida no
hospital e associada a ventilacdo mecéanica (GARCIA-FERNANDES, 2019; KUO et al.,
2020), C/T também demonstrou atividade contra cepas resistentes aos carbapenémicos
que ndo produzem carbapenemases, sendo que este agente ndo é ativo contra as serino
carbapenemases, KPC ou metalo-B-lactamases (CARVALHAES et al., 2019;
GHERARDI et al.,2019). Possui atividade limitada também contra isolados de
Acinetobacter spp., Stenotrophomonas maltophilia e cocos Gram-positivos (PFALLER
etal., 2017).

3.6.1 Aspectos quimicos

O ceftolozana é um antimicrobiano semissintético pertencente a classe das
cefalosporinas de quinta geracdo, possui formula molecular C23H3oN1208S2 € massa
molecular equivalente a 666,7 g/mol (PUBCHEM, 2020c). A molécula de ceftolozana
possui um anel amino tiadiazol responsavel por aumentar a atividade contra bactérias
Gram-negativas e o grupo acido dimetilacético a atividade antipseudomonas. O anel
pirazol e o grupo-2-aminoetilureido conferem estabilidade contra as B-lactamases do tipo
AmpC de P. aeruginosa, bem como o grupo 2-metilpirazol melhora a atividade contra
este microrganismo (figura 4) (DUIN et al., 2016).

O tazobactam é um derivado da sulfona e pertence a classe dos &cidos penicilanico,
como o sulbactam. Contém um anel B-lactdmico e possui formula molecular
C10H12N4OsS e massa molecular de 300,29 g/mol (PUBCHEM, 2020d). A estrutura
quimica do tazobactam esta representada na figura 5.
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https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C23H30N12O8S2
https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/#query=C10H12N4O5S

Figura 4. Relag&o estrutura-atividade do ceftolozana
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Figura 5. Estrutura quimica do tazobactam
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3.6.2 Mecanismo de acao

Ceftolozana é um potente inibidor das PLP’s e possui elevada afinidade pelas PLP’s
(1b, 1ce 3) de P. aeruginosa e PLP3 de E. coli, essenciais para a sintese da parede celular,
0 que resulta na inibicéo de sintese e consequente morte celular (GHERARDI et al., 2019;
SEIFERT et al., 2018). O Tazobactam ¢ um inibidor de B-lactamases que se liga
irreversivelmente ao sitio ativo das P-lactamases, capaz de impedir a hidrdlise de
ceftolozana por Enterobacterales produtoras de ESBL, incluindo as enzimas CTX-M,
SHV e TEM (ZERBAXA, 2017). O C/T é estavel contra os mecanismos de resisténcia
pseudomonal mais comuns causados por mutacées (SHORTRIDGE et al., 2018), bem
como supera 0s mecanismos de resisténcia mais prevalentes como cefalosporinase
cromossdmica Ambler classe C, ESBL’s, perda de porinas da membrana externa e
regulacdo positiva de bombas de efluxo (CARVALHAES et al., 2019; SEIFERT et al.,
2018).

3.6.3. A sensibilidade in vitro a C/T

Variados estudos tém investigado extensivamente a sensibilidade in vitro a C/T
contra microrganismos Gram-negativos. O aspecto mais importante observado para este
agente € a sua versatil atividade contra isolados de P. aeruginosa e Enterobacterales
dispondo fendtipos de resisténcia (CLUCK et al., 2015). Estudo realizado por Tuon e
colaboradores demonstrou atividade relevante de C/T contra uma grande variedade de
microrganismos coletados de diferentes centros brasileiros, distribuidos nos estados de
Minas Gerais, Parand, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Bahia, mostrando resultados de
sensibilidade in vitro promissores mesmo em relacdo a isolados multirresistentes (TUON
et al., 2020).

CIT € sensivel a hidrélise por enzimas carbapenemases, porém ndo é afetado por
outros mecanismos de resisténcia como bombas de efluxo e perda de porinas,
permanecendo assim vulnerdvel a isolados de K. pneumoniae produtores de
carbapenemases ou metalo-p-lactamases. Em contrapartida, resultados publicados de
atividade in vitro corroboram com dados mundiais em que C/T mostrou ser ativo contra
isolados produtores de ESBL, portadores de CTX-M-14 e CTX-M-15 (CLUCK et al.,
2015; ESTABROOK et al., 2014).
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3.7. INTERDISCIPLINARIEDADE

A répida emergéncia e disseminacdo de genes e bactérias resistentes entre humanos,
animais e o meio ambiente em escala global requer cada vez mais uma abordagem “One
Health” coordenada e multissetorial para assegurar o tratamento e a prevencdo das
questdes que englobam a salide humana, animal e ambiental (COLLIGNON; MCEWEN,
2019). A resisténcia aos antimicrobianos pode ser facilmente transferida de um
ecossistema para outro (figura 6), em um cenario onde bactérias resistentes aos
antimicrobianos aprovados para o uso humano sdo frequentemente transmitidas entre
animais e seres humanos ocupacionalmente expostos, demostrando-se uma ampla
disseminacéo clonal de marcadores de resisténcia (DANDACHI et al., 2019).

O plano de acdo global da OMS estabeleceu pilares para o enfrentamento da crise
de resisténcia aos antimicrobianos, dentre eles o desenvolvimento de novos
antimicrobianos e a racionalizagdo do uso por meio de uma utilizagdo mais criteriosa e
do monitoramento da prética da prescricdo (WHO, 2015). Desta forma, desperta-se a
necessidade de gerenciamento do uso de novos antimicrobianos recentemente aprovados
para uso clinico como ceftolozana-tazobactam e ceftazidima-avibactam nas instituicdes
hospitalares de salde, baseado em estudos de sensibilidade in vitro e investigacdo
molecular, visto a escassez de op¢des terapéuticas disponiveis para o tratamento de IRAS.
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Figura 6. Representacdo da interagdo dos diversos ambientes na disseminacdo dos
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4. METODOLOGIA

4.1. DELINEAMENTO E LOCAIS DO ESTUDO

Trata-se de um estudo transversal, descritivo e analitico, centrado na investigacao
fenotipica e molecular de isolados clinicos de Enterobacterales e Pseudomonas
aeruginosa causadores de IRAS.

O estudo foi desenvolvido no Laboratorio de Andlises Clinicas da Associacdo
Beneficente Evangélica / Hospital Dona Helena (HDH) e no Laboratorio de Biologia
Molecular da Universidade da Regido de Joinville (UNIVILLE), ambos localizados em
Joinville (SC). O HDH é um hospital geral privado com um total de 189 leitos, sendo 18
destes referentes a UTI de alta complexidade. Possui um Servigo de Controle de Infeccao
Hospitalar (SCIH) atuante, que monitora periodicamente o perfil de resisténcia bacteriana
hospitalar.

Foram utilizados dados de identificacdo bacteriana e de resultados de testes
fenotipicos (testes de sensibilidade aos antimicrobianos) gerados no setor de
microbiologia do laboratério do HDH. Os procedimentos relativos as analises

moleculares foram realizados no Laboratoério de Biologia Molecular da UNIVILLE.

4.2. PERIODO DO ESTUDO E SELECAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Foram considerados os isolados identificados como Enterobacterales e P.
aeruginosa durante a avaliacdo microbioldgica assistencial rotineira, derivados de
amostras clinicas provenientes de pacientes do HDH. Parte dos isolados encontravam-se
armazenados sob congelamento, correspondendo as coletas realizadas entre janeiro de
2018 e julho de 2019. A partir de agosto de 2019, os isolados foram obtidos
prospectivamente a medida que foram sendo identificados na rotina laboratorial. Todos
os isolados foram incluidos nas investigacbes moleculares previstas, de forma a

representar o periodo avaliado (janeiro de 2018 a agosto de 2020).
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4.3. CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

4.3.1. Critérios de incluséo

Foram incluidos no estudo os isolados de Enterobacterales e P. aeruginosa
resistentes a pelo menos um antimicrobiano carbapenémico (meropenem, imipenem ou
ertapenem) ou produtores de ESBL obtidos de culturas microbioldgicas derivadas de

amostras clinicas provenientes do HDH no periodo de janeiro de 2018 a agosto de 2020.

4.3.2. Critérios de excluséo

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 reativagao
com fins de propiciar a subsequente extracdo do DNA gendémico ou que apresentaram

sinais de contaminacdo foram excluidas do estudo.

4.4. IDENTIFICACAO E MANUTENCAO DOS ISOLADOS CLINICOS

As amostras clinicas foram submetidas aos procedimentos rotineiros para a
definicdo do microrganismo correspondente a cada isolado empregando-se o sistema
automatizado Microscan Walkaway Plus (Beckham Coulter, EUA), conforme instrugdes
do fabricante, paralelamente a realizacdo da bacterioscopia pelo método de Gram.

Apbs realizada a identificacdo, os isolados foram cultivados em placas de Petri
contendo o meio de cultura Agar MacConkey (bioMérieux, Brasil), sob incubac&o a 37°C
por 24 horas, e analisados macro e microscopicamente. Em seguida, foram repicados em
agar Mueller Hinton (bioMérieux, Brasil), sob incubacdo a 37°C, por 24 horas. Coldnias
crescidas neste meio de cultura foram transferidas para tubos criogénicos de 2 mL
contendo seis micangas de vidro estéreis e meio préprio para congelamento a -80°C,
contendo 6% de glicerol, 37 g.L* de caldo BHI (Brain Heart Infusion, Probac, Sdo Paulo,
Brasil) e 0,6 g.L-1 de agar (Himedia, Mumbai, India). Antes do congelamento para
conservacdo a longo prazo, os isolados foram inicialmente incubados a 37°C durante 48

horas, seguido de manutengao sob resfriamento a -20°C por 24 horas.
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4.5. AVALIACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

4.5.1. Métodos fenotipicos

4.5.1.1. Determinacéo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos

A determinacédo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos foi realizada pelo
método de disco-difusdo em agar (método “Kirby e Bauer”) e concomitantemente pelo
sistema automatizado Microscan Walkaway Plus (Beckman Coulter, EUA) por meio da
determinacéo da Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) para cada antimicrobiano.

Para avaliacdo da sensibilidade aos carbapenémicos foram utilizados discos de
imipenem ou meropenem contendo 10 pg de cada antimicrobiano, segundo indicado pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) do ano vigente. Simultaneamente,
foram testadas outras classes de antimicrobianos nas seguintes quantidades indicadas pelo
CLSI, selecionados individualmente de acordo com o microrganismo isolado e sitio
anatdmico: amicacina (30 pg), ampicilina (10 pg), ampicilina/sulbactam (10/10 pg),
aztreonam (30 pg), ceftazidima (30 pg), cefepima (30 pg), cefalotina (30 pg), cefoxitina
(30 pg), ciprofloxacina (5 ug), ceftriaxona (30 pg), ertapenem (10 pg), gentamicina (10
ug), levofloxacina (5 pg) e piperacilina-tazobactam (100/10 pg). Todos os discos
utilizados foram provenientes do mesmo fabricante (Oxoid, Inglaterra).

Preparou-se uma suspensdo bacteriana (indculo) a partir da selecdo de coldnias
isoladas de cultura em agar MacConkey (bioMérieux, Brasil) com crescimento prévio de
18 a 24 horas, que entdo foi comparada ao padrdo 0,5 na escala de turvagdo de McFarland
(DensiCHECK Plus — bioMeérieux, Brasil). A seguir, essa suspensdo foi semeada em
placa contendo meio de cultura &gar Mueller Hinton (bioMérieux, Brasil) e, apds cinco
minutos, foi feita a aplicacdo dos discos de antimicrobianos. Em seguida, a placa foi
incubada em posicgéo invertida em estufa a 35°C, por 16 a 18 horas. A interpretagéo dos
halos de inibicédo foi realizada conforme as recomendacGes vigentes do CLSI para cada
ano correspondente.

O sistema automatizado Microscan Walkaway Plus (Beckman Coulter, EUA)
consiste em microplacas ou painéis contendo agentes antimicrobianos com suas
respectivas dilui¢cdes para a determinacgéo da sensibilidade antimicrobiana. Por meio desta
técnica obteve-se a CIM para cada antimicrobiano, que correspondeu a menor

concentracdo capaz de promover a inibicdo da suspensdo bacteriana padronizada. A
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interpretacdo da sensibilidade (sensivel, intermediario ou resistente) aos antimicrobianos
foi realizada de modo automatizado utilizando-se os pontos de corte recomendados pelo
CLSI para cada ano correspondente.

Em paralelo, para os isolados dispondo resisténcia aos carbapenémicos foi utilizado
o sistema de microdiluicao destinado a determinacgéo da CIM a polimixina B denominado
Policimbac (Probac, Brasil). Preparou-se uma suspensdo bacteriana (inéculo) a partir da
selecdo de coldnias isoladas de cultura em &gar MacConkey (bioMérieux, Brasil) com
crescimento prévio de 18 a 24 horas, que entdo foi comparada ao padrao 0,5 na escala de
turvacdo de McFarland (108 UFC/mL) (DensiCHECK Plus — bioMérieux, Brasil). A
sequir, foi realizada uma diluigdo 1:100 (10°® UFC/mL), em solugdo salina estéril, da
suspensdo bacteriana, seguido da realizagdo de nova dilui¢do até resultar na suspensao
ajustada a 10° UFC/mL. Apds, inoculou-se 100 microlitros da suspenséo final em cada
cavidade do painel de teste (0,125 a 64 mcg/mL). A placa de microtitulacdo foi incubada
em estufa a 35°C, por 24 horas. Para a interpretacdo da CIM a polimixina B observou-se
a inibicdo do crescimento bacteriano em cada cavidade do painel de teste, sendo
considerada uma diminuicdo da sensibilidade a este antimicrobiano nos isolados que
apresentaram resultados de CIM >2 pg/mL (CLSI, 2018; Probac, Brasil).

4.5.1.2. Deteccdo fenotipica de carbapenemases

Para a deteccdo fenotipica de carbapenemases foram realizados os métodos
descritos na Nota Técnica n° 01/2013 (ANVISA, 2013), a qual dispbe sobre as medidas
de prevencdo e controle de infeccbes por Enterobacterales multirresistentes. A
identificacdo da producdo de carbapenemases deu-se pela diferenca de tamanhos de halos
entre discos com antimicrobianos carbapenémicos e discos com antimicrobianos
acrescidos de bloqueadores enzimaticos, como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
e o acido fenilborbnico (AFB). Os isolados que apresentaram diferenca quanto ao
comparativo de diametros entre os discos com e sem EDTA igual ou superior a 5 mm
foram considerados potenciais produtores de MPBL. Ao observar-se esta diferenca entre
os discos com e sem AFB considerou-se um provavel isolado produtor de KPC.

A triagem fenotipica para a deteccdo de producdo de KPC em cepas pertencentes
ao grupo CESP (Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia spp., Providencia spp.,
Morganella morganii e Hafnia alvei) ndo é indicada, pois a utilizacdo do AFB pode

acarretar em resultados falso positivos. Neste caso, recomenda-se a metodologia de
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Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para a detec¢do do gene blakpc. Adicionalmente,
ndo hé padronizagdo vigente para a triagem fenotipica de carbapenemases para os BGN
ndo fermentadores, sendo recomendével a realizagcdo do método de PCR.

4.5.1.3. Deteccao fenotipica de ESBL

A decisdo de realizacdo do teste fenotipico para a deteccdo de ESBL foi adotada
a partir da observacdo da diminuicdo de halos de inibicdo para B-lactamicos de amplo
espectro no teste de sensibilidade aos antimicrobianos. A investigacdo fenotipica para
producdo de ESBL foi realizada, por meio do “Teste de sinergismo de disco duplo”,
seguindo as orientacdes e critérios interpretativos do CLSI e do Brazilian Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST) de cada ano vigente (BRCAST, 2017;
CLSlI, 2018).

Preparou-se uma suspensao bacteriana (indculo) a partir da selecdo de col6nias
isoladas de cultura em agar MacConkey (bioMérieux, Brasil) com crescimento prévio
de 18 a 24 horas, que entdo foi comparada com padrdo 0,5 na escala de turvacdo de
McFarland (DensiCHECK Plus — bioMérieux, Brasil). A seguir, essa suspensdo foi
semeada em placa contendo meio de cultura agar Mueller Hinton (bioMérieux, Brasil)
e, apos cinco minutos, discos contendo cefalosporinas (cefotaxima - 30 ug, ceftazidima
- 30 pg e cefepima - 30 pg) foram aplicados a uma distancia de 15 mm de um disco
contendo amoxicilina/clavulanato (20/10 pg). Em seguida, as placas foram incubadas
em posicéo invertida em estufa a 35°C, por 16 a 18 horas.

Foram considerados resultados positivos aqueles em que se observou uma
deformacéo do halo de inibicdo ou aparecimento de zona fantasma entre o(s) disco(s)

da(s) cefalosporinas e o disco de amoxicilina/clavulanato.

4.5.1.4. Determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de ceftazidima-

avibactam e ceftolozana-tazobactam

A definicdo da CIM dos antimicrobianos C/A e C/T foi realizada pelo método
quantitativo de fitas padronizadas Etest® contendo gradiente de concentragio
exponencial, utilizadas para a determinacdo da sensibilidade a estes antimicrobianos. A
faixa de concentracdo empregada para ambos antimicrobianos foi de 0,016/4-256/4
pug/mL (CLSI, 2017; BRCAST, 2017).
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Preparou-se uma suspensdo bacteriana (inoculo) a partir da selecdo de colbnias
isoladas de cultura em agar MacConkey com crescimento prévio de 18 a 24 horas, que
entdo foi comparada com padrédo 0,5 na escala de turvagdo de McFarland (DensiCHECK
Plus — bioMérieux, Brasil). A seguir, essa suspensao foi semeada em placa contendo meio
de cultura dgar Mueller Hinton (bioMérieux, Brasil) e, ap6s cinco, minutos foi feita a
aplicacdo das fitas Etest® de C/A (bioMérieux, Brasil) e C/T (Liofilchem, Italia). Em
seguida, as placas foram incubadas em posigéo invertida em estufa a 35°C, por 16 a 18
horas. Para interpretacdo dos resultados foram utilizados os parametros estipulados pelo
CLSI e BRCAST e para a realizacdo de controle de qualidade foram utilizadas as cepas
da American Type Culture Collection (ATCC) E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa ATCC
27853 e K. pneumoniae ATCC 700603.

4.5.2. Métodos genotipicos

4.5.2.1. Obtencéo 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 modificagdes,
a partir de cultivo em meio solido (agar Mueller Hinton). Primeiramente, duas a trés
colbnias de uma cultura pura, coletadas com alca de inoculagdo, foram ressuspensas em
100 pL de agua destilada estéril, em microtubo estéril de 1,5 mL. As suspensdes 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
centrifugacdo (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 espectrofotométrica (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. Avaliagdo da viabilidade do DNA microbiano

Para verificar a viabilidade do método de extracdo de DNA para as anélises

genotipicas subsequentes, foi aplicada a PCR no DNA bacteriano recém obtido.

43



Utilizou-se o par de iniciadores especificos para o gene 16S rRNA - 27F (5-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5-GGTTACCTTGTTACGACTT-3') -
que propiciam a amplificagdo de um segmento Unico de aproximadamente 1500 pb. O
gene 16S rRNA codifica para a subunidade ribossémica 30S do RNA, que é parte do
sitio de ocorréncia da sintese proteica e, portanto, esta presente em todas as eubactérias.

As reagdes foram estabelecidas em volume final de 50 pL, acrescentando-Se,
aproximadamente, 50 a 500 ng de DNA extraido & mistura de reagentes contendo 1 U
Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil), 200 uM dNTPs (GE Healthcare,
Reino Unido), 1X PCR Buffer (Invitrogen), 50 pmols de cada iniciador (DNA Express,
Brasil) e 1,5 mM de MgCl. (Invitrogen). As termociclagens foram realizadas em
aparelho XP Cycler (BIOER Technology, Téquio, Japdo), conforme condicdes
adaptadas de Eden et al. (1991) tendo uma etapa de desnaturacdo inicial a 94°C por 3
min, seguida de 40 ciclos de 94°C por 1 min, 37°C por 1 min e 72°C por 2 min. Uma
extensdo final foi conduzida a 72°C por 10 min.

Os produtos amplificados por PCR foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) por uma hora a 110V. Como
padrdo de peso molecular foi utilizado um marcador de peso molecular de 100 pb

(Invitrogen).

4.5.2.3. Identificacdo de genes codificadores de ESBL
Foram investigados os genes blasnv e blacTx-m nos isolados que apresentaram

triagem fenotipica positiva para presenca de ESBL, empregando-se a técnica da PCR

em reac¢0es individuais e utilizando-se os iniciadores apresentados na tabela 1.
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Tabela 1 - Iniciadores utilizados na deteccéo dos genes codificadores de ESBL.

Alvo Sequéncia (5'-3") Produto (pb) Referéncia
TTATCTCCCTGTTAGCCACC
blastv GATTTGCTGATTTCGCTCGG 795 WEILL etal., 2004
bla. CGATGTGCAGTACCAGTAA . BATCHELOR et
CTXM TTAGTGACCAGAATCAGCGG al., 2005

Fonte: o autor.

Todas as reagdes foram estabelecidas em volume final de 50 pL, acrescentando-
se, aproximadamente, 50 a 500 ng de DNA extraido a mistura de reagentes contendo 1
U Platinum® Taqg DNA Polimerase (Invitrogen), 200 uM dNTPs (GE Healthcare), 1X
PCR Buffer (Invitrogen), 50 pmols de cada iniciador (Exxtend, Brasil) e 1,5 mM de
MgCl2 (Invitrogen). As termociclagens foram realizadas em aparelho XP Cycler
(BIOER Technology, Téquio, Japdo) consistindo de uma etapa inicial de desnaturagao
a 94°C por 3 minutos, 35 ciclos de desnaturagéo, hibridizacdo e extensdo (1 min a 72°C)

para cada gene investigado (tabela 2), e extensdo final realizada a 72°C por 10 minutos.

Tabela 2 - Termociclagens empregadas para a investigagdo dos genes blaswv e blacrx-wm.

Desnaturagao Hibridizagéo
Alvo
°C (tempo) °C (tempo)
blasnv 94 (1 min) 50 (30 s)
blactx-m 94 (30 s) 60 (30 s)

Fonte: o autor.

4.5.2.4. ldentificagédo de genes codificadores de carbapenemases

A investigagdo do gene blaoxa-ss-iike fOi realizada apenas em Enterobacterales e do
gene blasem-1 Somente em Pseudomonas spp., enquanto a investigagcdo de blanpwm-1,
blakec, blavim e blaive foi realizada para todos os isolados selecionados. Foi realizada

PCR, em reacdes individuais, empregando-se os iniciadores apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 - Iniciadores utilizados na detecgdo dos genes codificadores de carbapenemases.

Produto

Alvo Sequéncia (5’ a 3%) Referéncia
(pb)
TGTTTTTGGTGGCATCGAT
blaoxa-4s-like 177 MONTEIRO et al., 2012
GTAAMRATGCTTGGTTCGC
TCGCTAAACTCGAACAGG
blakpc 785 MONTEIRO et al., 2009
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC
TTGGCCTTGCTGTCCTTG
blanpm-1 661 MONTEIRO et al., 2012
ACACCAGTGACAATATCACCG
GTTTGGTCGCATATCGCAAC
blavim 382 MENDES et al., 2007
AATGCGCAGCACCAGGATAG
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC
blaive 232 POIREL et al., 2011
GGTTTAAYAAAACAACCACC
AAAATCTGGGTACGCAAACG
blaspm-1 271 ELLINGTON et al., 2007
ACATTATCCGCTGGAACAGG

Fonte: o autor.

As reacOes foram estabelecidas em volume final de 50 pL, acrescentando-se,
aproximadamente, 50 a 500 ng de DNA extraido a mistura de reagentes contendo 1 U
Platinum® Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 200 pM dNTPs (GE Healthcare), 1X PCR
Buffer (Invitrogen), 50 pmols de cada iniciador (DNA Express, Brasil) e 1,5 mM de
MgCl2 (Invitrogen). As termociclagens foram realizadas em aparelho XP Cycler
(BIOER Technology, Téquio, Japdo) consistindo de uma etapa inicial de desnaturagao

a 94°C por 3 minutos. As condicdes especificas para cada gene alvo investigado estéo
descritas na tabela 4.
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Tabela 4 - Termociclagens empregadas para a investigacao dos genes blaoxa-s-iike, blakec, blanow-
1, blaviv, blaime, blaspm-1

Alvo Desnaturacdo Hibridizacdo Extensdo  Ciclos E);t;ar?jléo
°C (tempo) °C (tempo)  °C (tempo) n° °C (tempo)
blaoxa-s-iike 94 (1 min) 63 (405s) 72 (305) 35 72 (7 min)
blakec 94 (1 min) 60 (1 min) 72 (1 min) 40 72 (10 min)
blanom-1 94 (1 min) 62 (1 min) 72 (1 min) 35 72 (10 min)
blavim 94 (305) 68,8 (L min) 72 (1 min) 40 72 (10 min)
blaive 94 (30s) 45 (1 min) 72 (1 min) 40 72 (10 min)
blaspm-1 94 (305s) 55,5 (405s) 72 (505s) 40 72 (5 min)

Fonte: o autor.

4.5.2.5. Eletroforese

Foi realizada eletroforese submersa (tampdo TBE) em gel de agarose a 1%,
contendo 0,5 pg/mL de brometo de etideo, para a verificacdo dos produtos das reacdes de
PCR destinadas aos genes de interesse. Na sequéncia, a confirmacao se deu via exposi¢ao
a luz ultravioleta em transiluminador (MiniBis-Pro Photodocumentation System — DNR
Bio-Image Systems Ltd., Jerusalém, Israel), seguido de registro digitalizado.

Além de serem utilizados controles positivos e branco, foi realizada a confirmacao
da obtencéo dos produtos (amplicons) correspondentes aos segmentos planejados por
meio da comparacdo de tamanhos com um padrao disponivel comercialmente (100 pb
Ladder, Fermentas, Canada), também exposto a mesma condicdo de eletroforese. Sendo
assim, pela analise dos perfis eletroforéticos obtidos foi determinada a ocorréncia dos

elementos genéticos investigados.

4.5.2.6. Controle de qualidade

Visando confirmar a efetividade dos métodos genotipicos, foram utilizadas as

cepas padréo (referéncia) descritas na tabela 5.
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Tabela 5 - Cepas padrdo usadas como controle positivo nos testes genotipicos.

Genotipo Espécie bacteriana N° Origem Procedéncia
blashv, blacTx.m, blakec Klebsiella pneumoniae CCBH6556 FIOCRUZ-RJ
blaoxa-4s-iike Klebsiella pneumoniae 12692 RM LACEN-PR
blanpm-1 Acinetobacter baumannii 5379 RM LACEN-PR
blaspm-1 Pseudomonas aeruginosa 12486 RM LACEN-PR
blavim Enterobacter cloacae 13493 RM LACEN-PR
blaime Serratia marcescens 12492 RM LACEN-PR

FIOCRUZ: Fundacdo Oswaldo Cruz - Cepas doadas gentilmente por Ana Paula Assef; LACEN:
Laboratorio Central de Salde Publica do Parana - Cepas doadas gentilmente por Marcelo Pillonetto. Fonte:
0 autor.

4.6. ANALISE ESTATISTICA

A amostra do estudo foi definida por conveniéncia; entretanto, buscou-se incluir
cepas isoladas no decorrer da rotina laboratorial e em periodos proximos a execucao da
dissertacdo, de forma a melhor refletir o cenario epidemiologico atual. Os dados foram
analisados via estatistica descritiva calculando-se as frequéncias absolutas e relativas. As

variaveis categoricas foram expressas como nimeros absolutos e percentagens.

4.7. ASPECTOS ETICOS

Os dados relacionados ao perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
correspondentes ao periodo 2018 a 2020 foram autorizados e coletados junto ao SCIH e
Laboratorio de Analises Clinicas do HDH (Termos de Anuéncia — Anexos I, 1l e 1) .
As cepas bacterianas foram isoladas, armazenadas e analisadas mantendo-se a
identificacdo do paciente correspondente sob sigilo absoluto, sendo apenas identificadas
por codificacdo 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, ndo influenciando a conduta clinica e o
prognostico. Dessa forma, por ndo envolver seres humanos, de forma direta ou indireta,

0 estudo n&o foi apreciado por um Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos.

48



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme as normas do Programa de Pds-Graduacdo em Saude e Meio Ambiente
da UNIVILLE, este capitulo é apresentado na forma de artigo cientifico encaminhado
para publicacdo no periédico Journal of Antimicrobial Chemotherapy, conforme

comprovante de submissao apresentado no Anexo V.
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Evaluation of the in vitro susceptibility of beta-lactam-resistant Gram-negative

bacilli to ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam

ABSTRACT

Introduction: The rapid spread of carbapenemases- and extended-spectrum B-lactamase
(ESBL)-producing Gram-negative bacilli (GNB) represents a global public health threat
by limiting therapeutic options in hospitalized patients. This study aimed to evaluate the
in vitro susceptibility of pB-lactam-resistant GNB to ceftazidime-avibactam (C/A) and
ceftolozane-tazobactam (C/T) and to investigate the molecular determinants of resistance.
Methods: One hundred and one clinical isolates of Enterobacterales and Pseudomonas
aeruginosa collected in a general hospital in southern Brazil were analysed. Susceptibility
to the antimicrobial agents was evaluated by an automated method and the minimum
inhibitory concentrations (MI1C50/90) of C/A and C/T were determined by the Etest®. The
B-lactamase-encoding genes were investigated by the polymerase chain reaction. Results:
High susceptibility to C/A and C/T was observed among ESBL-producing
Enterobacterales (100% and 97.3% - CLSI or 83.8% - BRCAST, respectively) and
carbapenem-resistant P. aeruginosa (92.3% and 87.2%). Carbapenemase-producing
Klebsiella pneumoniae exhibited high resistance to C/T (80% - CLSI or 100% -
BRCAST), but high susceptibility to C/A (93.4%). All carbapenem-resistant K.
pneumoniae isolates were susceptible to C/A, while only one was susceptible to C/T. Both
antimicrobials were inactive against metallo-p-lactamase-producing K. pneumoniae
isolates. Resistance genes were concomitantly identified in 44 (44.9%) isolates. The
blacTx-m, blasnyv and blakpc genes were the most frequent genes in C/T-resistant isolates,

while blactx-m, blashv and blanom-1 were the most frequent in C/A-resistant isolates.
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Conclusion: C/A and C/T are therapeutic options against microorganisms with p-lactam
resistance phenotypes, except when resistance is mediated by metallo-p-lactamases. Most
C/A- and C/T-resistant isolates concomitantly carried two or more B-lactamase-encoding

genes (62.5% and 77.4%, respectively).

Keywords: Gram-negative bacilli, ceftazidime-avibactam, ceftolozane-tazobactam, in

vitro activity, genotypic markers
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INTRODUCTION

Significant clinical and economic impacts are often reported as a result of bacterial
resistance since long hospital stays and the empirical use of different antimicrobial agents
increase healthcare costs, as well as morbidity and mortality rates.™? The rapid spread of
carbapenemase- and extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-producing Gram-negative
bacilli (GNB) represents an important threat to global public health®® and has limited the
use of broad-spectrum cephalosporins and carbapenems in hospitalized patients.’

In 2017, the World Health Organization (WHO) published a list of potentially
critical multidrug-resistant microorganisms with global priority for research and
development of new antimicrobials, including carbapenem-resistant Pseudomonas
aeruginosa and Enterobacterales resistant to carbapenems and third-generation
cephalosporins.® Few antimicrobial agents have been developed in recent years to combat
infections caused by multidrug-resistant GNB.1%!

Ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam were approved by the Food
and Drug Administration (FDA) and by the Brazilian Health Regulatory Agency
(ANVISA) for the treatment of complicated intra-abdominal and urinary infections.!>4
Ceftazidime-avibactam exerts in vitro activity against clinical ESBL-producing isolates,
including Ambler classes A (serine carbapenemases - KPC), C (cephalosporinases -
AmpC) and some class D enzymes (oxacillinases), but not metallo-p-lactamases
(MBL).131® With the addition of avibactam, a -lactamase inhibitor, ceftazidime tends to
expand its activity against resistant strains.*® Ceftolozane-tazobactam, which is currently
approved for the treatment of hospital-acquired and mechanical ventilation-associated

bacterial pneumonia,t’® is a combination of a fifth-generation cephalosporin and a
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known B-lactamase inhibitor. These agents together exert broad-spectrum activity against
Gram-negative bacteria, especially multidrug-resistant P. aeruginosa.!®-?2

Although recently approved for clinical use and despite proven efficacy against
GNB, resistance to ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam has been reported
in several countries.?® Within this context, studies like ours evaluating the in vitro activity
of these antimicrobial agents, as well as genotypic resistance markers, are important to

optimize their use and will also contribute to the understanding of the current

epidemiological scenario.

MATERIAL AND METHODS

Study characterisation and selection of clinical isolates

This is a cross-sectional study that focused on the phenotypic and molecular
investigation of P. aeruginosa and Enterobacterales resistant to at least one carbapenem
antibiotic or producing ESBL. The isolates were obtained from microbiological cultures
of clinical samples collected in a general hospital in southern Brazil from January 2018
to August 2020. The clinical samples were submitted to routine procedures of the hospital
microbiology laboratory for the identification of each microorganism using the automated

Microscan Walkaway Plus system (Beckman Coulter, USA), as well as Gram staining.

Phenotypic determination of antimicrobial susceptibility

The antimicrobial susceptibility profile was evaluated by the Kirby-Bauer disk

diffusion method and concomitantly with the automated Microscan Walkaway Plus
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system (Beckman Coulter, USA) to determine the minimum inhibitory concentration
(MIC) of each antimicrobial agent. Additionally, the MIC of ceftazidime-avibactam and
ceftolozane-tazobactam was defined by a quantitative method using standardized Etest®
strips that contain an exponential concentration gradient. The concentration range used
for both antimicrobials was 0.016/4-256/4 mg/L (Figure 1) and the results were
interpreted using the parameters of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
and of the Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BRCAST).
The isolates were classified as ESBL producers based on the observation of a
reduction in the inhibition halos for broad-spectrum B-lactams in the antimicrobial
susceptibility test and by the double-disk synergy test. The isolates were classified as
resistant to carbapenems (CR) when resistance to meropenem, ertapenem or imipenem
was identified. Phenotypic detection of carbapenemases was performed by the enzymatic
blocking method described in ANVISA Technical Note No. 01/2013,2* which provides
prevention and control measures of infections caused by multidrug-resistant

Enterobacterales.

Extraction of bacterial DNA and investigation of target genes

Bacterial DNA was extracted from Muller-Hinton agar cultures using heat shock,
as previously described.?® To confirm the suitability of the extracted DNA for subsequent
genotype analysis, the 16S rRNA gene was identified by the polymerase chain reaction
(PCR).2

The presence of the target genes was also investigated by PCR. All reactions were

carried out in a final volume of 50 pL using 50 to 500 ng of extracted DNA. The PCR-
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amplified products were submitted to electrophoresis on 1% agarose gel and compared to
a standard.

The blasyv and blactx-v genes were investigated in isolates with positive
phenotypic tests for the presence of ESBL using specific primers. The thermocycling
conditions consisted of an initial denaturation step at 94°C for 3 min, followed by 35
cycles of denaturation, annealing and extension (1 min at 72°C) for each gene
investigated, and a final extension at 72°C for 10 min (Table 1).

For investigation of the carbapenemase-encoding blaoxa-ss-iike, blanom-1, blakec,
blaspm-1, blavim and blaime genes, isolates showing phenotypic resistance to
carbapenems were submitted to PCR consisting of initial denaturation at 94°C for 3 min,
followed by the specific thermocycling conditions specific for each target gene (Table
2). The reference strains described in Table 3 were used to confirm the effectiveness of

the target gene detection methods.

Statistical analysis

The sample was obtained by convenience sampling. The data were analysed using
descriptive statistics, with the calculation of absolute and relative frequencies.

Categorical variables were expressed as absolute numbers and percentages.

RESULTS

One hundred and one bacterial isolates were included in the study: 39 (38.6%)
carbapenem-resistant P. aeruginosa, 37 (36.6%) ESBL-producing Enterobacterales, 15

(14.8%) Klebsiella pneumoniae with a positive phenotypic test for KPC, 4 (4.0%) K.
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pneumoniae with a positive phenotypic test for MBL, 3 (3.0%) carbapenem-resistant
isolates of the CESP group (consisting of Citrobacter freundii, Enterobacter spp.,
Serratia spp., Providencia spp., Morganella morganii and Hafnia alvei), and 3 (3.0%)
carbapenem-resistant K. pneumoniae (Table 4).

The isolates were collected from urine samples (31.7%; n=32), rectal swabs
(16.8%; n=17), wound discharge (15.8%; n=16), bronchoalveolar lavage (11.9%; n=12),
and other less common sites (23.8%; n=24). Regarding the distribution of isolates among
hospital units, 53.5% (n=54) were from inpatient units, 20.8% (n=21) from the intensive
care unit (ICU), 19.8% (n=20) from the emergency department, and 5.9% (n=6) were
isolated at the surgical centre and from outpatients. Thirty-seven (36.6%) of the 101

isolates were obtained from surveillance cultures.

In vitro activity of ceftolozane-tazobactam

The in vitro activity of ceftolozane-tazobactam against each group of
microorganisms selected in this study is shown in Table 5. The susceptibility rate of CR
P. aeruginosa to ceftolozane-tazobactam was 87.2% (n=34), with MIC50 and MIC90
values of 2 and 6 mg/L, respectively. The ESBL-producing Enterobacterales isolates
showed high susceptibility (97.3% according to CLSI and 83.8% according to BRCAST,;
MIC50 < 1 mg/L; MIC90 = 2 mg/L). Regarding the KPC-producing K. pneumoniae
isolates, a high resistance rate was observed (100% according to BRCAST and 80%
according to CLSI), with MIC50 and MIC90 values of 24 and > 256 mg/L, respectively.
Two (67%) CR K. pneumoniae isolates were resistant. All CR isolates of the CESP group
and MpBL-producing K. pneumoniae were resistant to ceftolozane-tazobactam (MIC50

and MIC90 > 256 mg/L).
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In vitro activity of ceftazidime-avibactam

Table 6 shows the in vitro activity of ceftazidime-avibactam against each group of
microorganisms selected in this study. All ESBL-producing Enterobacterales isolates
(n=37) were susceptible to ceftazidime-avibactam, showing the lowest MIC values
(MIC50 < 1 mg/L; MIC90 = 1 mg/L) compared to the other groups of microorganisms
tested. A high susceptibility rate was observed for CR P. aeruginosa (92.3%; n=36), with
MIC50/90 values of 3/8 mg/L.

The resistance rate of KPC-producing K. pneumoniae was 6.6 % (n=1), with MIC50
and MIC90 values of 1 and 2 mg/L, respectively. All CR K. pneumoniae isolates (n=3)
were susceptible, while the MBL-producing K. pneumoniae group (n=4; 100%) was
resistant. Two bacterial isolates of the CESP group (E. cloacae and S. marcescens) were
susceptible and one was resistant (MIC50 = 4 mg/L; MIC90 = 12 mg/L) to ceftazidime-

avibactam.

Phenotypic antimicrobial susceptibility

The antimicrobial agents exhibiting the highest susceptibility rates among KPC-
producing K. pneumoniae isolates were polymyxin B, colistin, amikacin and ceftazidime-
avibactam (93.3%), as well as gentamycin (86.7%). In this group of microorganisms, all
isolates were resistant to ampicillin, ampicillin-sulbactam, cefepime, ceftriaxone,
imipenem, ertapenem, meropenem, and piperacillin-tazobactam; 93.3% were resistant to

ciprofloxacin and 80.0% to ceftolozane-tazobactam (Figure 2).
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The most effective antimicrobial agents tested in vitro against the CR P. aeruginosa
group were polymyxin B, colistin and ceftazidime-avibactam (92.3%), ceftolozane-
tazobactam (87.2%), and amikacin (71.8%) (Figure 3). Against ESBL-producing
Enterobacterales, ceftazidime-avibactam, ceftolozane-tazobactam, amikacin and
gentamycin provided the highest susceptibility rates (100%) when compared to the other
agents tested in this group, followed by ertapenem and colistin (97.3%), imipenem
(94.6%), meropenem (91.9%), and piperacillin-tazobactam (83.8%) (Figure 4).

The CR isolates of the CESP group (n=3) were susceptible only to polymyxin B
and amikacin (100%) and to ceftazidime-avibactam, ciprofloxacin and gentamycin
(66.7%). All isolates were resistant to ceftolozane-tazobactam, ampicillin, ampicillin-
sulbactam, cefepime, ertapenem, imipenem, meropenem, and piperacillin-tazobactam.
The MBL-producing K. pneumoniae isolates (n=4) exhibited higher susceptibility to
polymyxin B and colistin (100%) and to amikacin (75%) and were resistant to
ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam. Analysis of the susceptibility profile
of CR K. pneumoniae (n=3) to the antimicrobials tested showed susceptibility to
polymyxin B, colistin, amikacin, and ceftazidime-avibactam.

Figure 5 summarizes the comparison of the ceftazidime-avibactam and ceftolozane-
tazobactam susceptibility profiles with the other antimicrobials tested in the different

groups of microorganisms studied according to the CLSI breakpoints.

Genotypic resistance markers

The 16S rRNA gene was amplified in most of the isolates studied (97%; 98/101),
thus confirming the suitability of the extracted DNA for the subsequent analyses. The

percentage of isolates that were positive for the resistance genes investigated was high
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(78.6%; 77/98). Table 7 shows the distribution of bacterial isolates according to the
genotypic resistance markers investigated. All tested isolates were negative for blaspm-1,
blaoxa-4s-like and blaiwve.

The blactx-m gene predominated in different ESBL-producing Enterobacterales
species (> 96%). However, blasnv positivity ranged from 63% to 100% in this group of
microorganisms depending on the bacterial species. All isolates phenotypically identified
as KPC-producing K. pneumoniae showed amplification of blakpc, followed
by blasnv and blactx-m, which were the second most prevalent genes in this group. In the
CR Pseudomonas aeruginosa group, the blactx-v gene was detected in 38.8% (14/36) of
the isolates, while only two isolates (5.5%) were positive for blakpc and one isolate (2.7%)
for blavim. In this group, none of the carbapenemase or ESBL-encoding genes
investigated was amplified in 20/36 isolates (55.5%).

The blanom-1 gene was detected in 3/4 (75%) MPBL-producing K. pneumoniae
isolates and in 1/3 (33.3%) CR K. pneumoniae isolates. Additionally, coexistence of the
resistance genes was observed in 44 (44.9%) isolates. The most prevalent combinations
were blakpct+blactx-m+blasnyv in KPC-producing K. pneumoniae (60%; 9/15) and blactx-
mtblashyv in ESBL-producing Escherichia coli (59.2%; 16/27). Most isolates with
phenotypic  resistance to ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam
concomitantly carried two or more -lactamase-encoding genes (Table 8). The blacTx-m,
blasHv and blakpc genes were the genes most frequently detected in isolates resistant to
ceftolozane-tazobactam, while blashy, blactx-m and blanom-1 were most frequently
detected in isolates resistant to ceftazidime-avibactam.

Figure 6 shows the electrophoretic patterns of the PCR products obtained for the

genes studied.
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DISCUSSION

The increasing incidence of bacterial strains isolated from clinical samples that
produce carbapenemases, enzymes capable of inactivating carbapenems and most [-
lactams,?’ represents the greatest challenge of antibiotic therapy in recent years.>'%28 This
phenomenon has a major impact on patient management since it drastically limits
therapeutic options. Consequently, infections caused by these bacteria are associated with
high mortality rates.?®

Clinical isolates belonging to the order Enterobacterales and to the species P.
aeruginosa are the main causative agents of severe infections associated with antibiotic
resistance resulting from chromosome mutations and the transfer of plasmid-mediated
resistance.3>3! These isolates commonly show multidrug resistance and pan-resistance
phenotypes.®? Carbapenems are first-choice alternatives for the treatment of complicated
infections caused by GNB, which are likely to develop resistance mechanisms after
exposure to these antimicrobials.>® Given this scenario, until recently, possible treatments
have been restricted to the use of polymyxins B and E (colistin) and tigecycline,
antimicrobial agents known for their high toxicity, limited efficacy and increased hospital
costs due to the treatment of complications.34-%

Studies have been conducted in different countries to evaluate the in vitro
susceptibility to ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam and bacterial
resistance to these antimicrobial agents has been reported in hospitalized patients with or
without previous treatment.?® Furthermore, the combination of resistance mechanisms
can significantly increase the MIC of ceftazidime-avibactam and ceftolozane-

tazobactam.?337
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The ability of ceftazidime-avibactam to inhibit KPC-type B-lactamases has become
a global interest because of the substantial spread of this enzyme in countries such as
Italy, Greece, Brazil, the United States, and Israel.?*>® Cui et al. conducted a multicentre
study in China to evaluate the in vitro susceptibility of 347 KPC-producing K.
pneumoniae isolates collected from patients without previous treatment to ceftazidime-
avibactam. Most isolates were susceptible to ceftazidime-avibactam, with only 12 (3.5%)
showing reduced susceptibility.>® In Brazil, Rossi et al. found that, among 30 selected K.
pneumoniae isolates non-susceptible to meropenem and positive for the blakrc gene that
were collected from medical centres in Sdo Paulo, only one (3.3%) was resistant to
ceftazidime combined with avibactam and none was susceptible to ceftazidime alone.*3
Similarly, in our study, the presence of the blakec gene did not influence ceftazidime-
avibactam susceptibility and the resistance rate found (6.6%; 1/15) was consistent with
the global surveillance results of carbapenem-resistant and blakpc-carrying K.
pneumoniae.*

Jonge et al. characterized the in vitro activity of ceftazidime-avibactam against 961
meropenem-non-susceptible Enterobacterales isolates from Europe, Asia, Latin America
and the Middle East through a global antimicrobial resistance surveillance program. The
authors evaluated 145 MPBL-producing isolates and detected a ceftazidime-avibactam
resistance rate of 96.6%, with MIC50/90 values > 128 mg/L.*’ Similarly, all MBL-
producing K. pneumoniae isolates in the present study were resistant to ceftazidime-
avibactam, exhibiting MIC50/90 values > 256 mg/L. Thus, ceftazidime-avibactam is a
potent agent against carbapenem-resistant Enterobacterales, except for isolates in which
resistance is mediated by MfL.

Infections caused by multidrug-resistant P. aeruginosa, together with the delay in

adequate antimicrobial therapy, are associated with increased mortality and prolonged
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hospital stay.?’#! These bacteria are frequently isolated from immunocompromised
patients with severe infections, generally those admitted to ICUs, and their rates of
resistance to carbapenems and other agents have been increasing considerably.*?43
According to international reports, the resistance rates of P. aeruginosa to ceftazidime-
avibactam are higher than those reported for Enterobacterales, ranging from 2.9 to
18%,234445 while these rates can reach 50% in isolates resistant to carbapenems,4346
However, although the present study investigated carbapenem-resistant P. aeruginosa
isolates, the rate of ceftazidime-avibactam resistance was lower (7.7%; 3/39). This fact
might be related to the absence of carbapenemase-encoding genes in the majority of
isolates investigated, suggesting that the phenotypic resistance to carbapenems detected
is associated with other pseudomonal resistance mechanisms not analysed here.

Studies report that bacteraemia caused by ESBL-producing Enterobacterales are
associated with higher rates of treatment failure and patient mortality when compared to
bacteraemia caused by non-producing strains.!#’ These enzymes confer resistance to f-
lactam antibiotics, especially agents belonging to the class of third-generation
cephalosporins such as ceftazidime, cefotaxime, and ceftriaxone.%* In different
scenarios, various authors emphasize that ESBL-producing Enterobacterales strains are
not associated with resistance to ceftazidime-avibactam,011,2240495051 aq  glsg
demonstrated in our study.

Several studies have investigated the in vitro susceptibility of Gram-negative
microorganisms to ceftolozane-tazobactam. The most important feature of this agent is
its versatile activity against P. aeruginosa with resistance phenotypes.> Lopez-Calleja et
al. analysed multidrug-resistant and extensively drug-resistant non-MBL-producing P.
aeruginosa isolates collected in Spain and reported 92.2% susceptibility to ceftolozane-

tazobactam, which was the second most active antimicrobial agent after colistin, as also
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observed in our study. The susceptibility rate reported by these authors agrees with other
in vitro activity studies of ceftolozane-tazobactam conducted in different regions of the
world,*18195455 a5 well as with the present study (87.2%). Particularly, we did not identify
the blanom-1 or blaive gene in carbapenem-resistant P. aeruginosa isolates and the blavim
gene detected in only one isolate apparently is not associated with the ceftolozane-
tazobactam resistance phenotype. In contrast, Qi-Min Teo et al. highlighted the
importance of geographic variation in the antimicrobial activity results obtained over a
period of 11 consecutive years in the Singapore region. The authors reported much lower
susceptibility rates of P. aeruginosa to ceftolozane-tazobactam (37.9%), which were
associated with the presence of MPBL, compatible with the local molecular
epidemiology.>®

Tuon et al. evaluated 673 GNB isolates collected in different Brazilian centres and
found rates of in vitro susceptibility to ceftolozane-tazobactam ranging from 40.4% to
94.9%, promising results even regarding multidrug-resistant strains. The susceptibility
rate of K. pneumoniae to ceftolozane-tazobactam was low (40.4%) because of the high
incidence of KPC-type carbapenemases in Brazil, an enzyme that catalyses the hydrolysis
of ceftolozane.®” In our study, the susceptibility rate of KPC-producing K. pneumoniae to
ceftolozane-tazobactam was even lower (13.3%). This finding might be explained by the
identification of the blaxkrc gene in all isolates tested and by its concomitant presence with
ESBL-encoding genes. Additionally, two isolates carrying more than one
carbapenemase- and ESBL-encoding gene (blakpc+blactx-m+blasnv+blanom-1 and
blakectblacTx-m+blasnv+blavim) were identified in association with ceftolozane-
tazobactam resistance phenotypes. Regarding MBL-producing K. pneumoniae, all isolates
were resistant to ceftolozane-tazobactam and most of them carried blanowm-1, suggesting

that this agent should be used with caution in empirical therapies.
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On the other hand, we found high rates of in vitro ceftolozane-tazobactam
susceptibility among ESBL-producing Enterobacterales despite the difference in
breakpoints established by the CLSI and BRCAST standards (Table 7). This finding
agrees with a study that evaluated 21,952 Enterobacterales isolates from 51 countries and
found that ceftolozane-tazobactam inhibited 82.4% of the ESBL-producing isolates.??

Some limitations of this study must be mentioned. The number of isolates evaluated
was relatively small and the study was conducted in a single hospital. On the other hand,
the study used clinical isolates selected over recent years in order to better reflect the
current epidemiological scenario. We therefore recommend multicentre studies using a
phenotypic and genotypic approach and a more expressive number of multidrug-resistant
isolates for a better understanding of the local molecular epidemiology and for the
detection of resistance to ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam in different
regions of the country. Furthermore, methods such as whole genome sequencing and
clonal analysis can be useful tools to identify other important mechanisms and to monitor

and control bacterial resistance in hospital settings.
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Table 1. Primers and thermocycling conditions used for the detection of ESBL-encoding genes.

Product Denaturation Annealing

Target Sequence (5'-3") (bp) °C (time) °C (time)
TTATCTCCCTGTTAGCCACC .

blasy GATTTGCTGATTTCGCTCGG 795 94 (1 min) 50 (30)
CGATGTGCAGTACCAGTAA

blacnem T AGTGACCAGAATCAGCGG 585 94 (30) 60 (305)

References: blasyy: Weill et al., 2004; blactx-m: Batchelor et al., 2005.

73



Table 2. Primers and thermocycling conditions used for the detection of carbapenemase-encoding genes.

J Denaturati A i Extensi Cycle Final
Product enaturation nnealing xtension i
Target Sequence (5°-3°) (bp) number extension
P °C (time) °C (time) °C (time) °C (time)
TGTTTTTGGTGGCATCGAT . )
blaoxa-as-like 177 94 (1 min) 63 (405s) 72 (305) 35 72 (7 min)
GTAAMRATGCTTGGTTCGC
TCGCTAAACTCGAACAGG . . . .
blakpc 785 94 (1 min) 60 (1 min) 72 (1 min) 40 72 (10 min)
TTACTGCCCGTTGACGCCCAATCC
TTGGCCTTGCTGTCCTTG . . . .
blanpm-1 661 94 (1 min) 62 (1 min) 72 (1 min) 35 72 (10 min)
ACACCAGTGACAATATCACCG
GTTTGGTCGCATATCGCAAC . . .
blavim 382 94 (30°5) 68,8 (1 min) 72 (1 min) 40 72 (10 min)
AATGCGCAGCACCAGGATAG
GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC . . .
blajve 232 94 (30 s) 45 (1 min) 72 (1 min) 40 72 (10 min)
GGTTTAAYAAAACAACCACC
AAAATCTGGGTACGCAAACG )
blaspm-1 271 94 (305) 55,5 (40 s) 72 (50 s) 40 72 (5 min)
ACATTATCCGCTGGAACAGG

References: blaoxa-as-ike: Monteiro et al., 2012; blaxpc: Monteiro et al., 2009; blanpwm-1: Monteiro et al., 2012; blavim: Mendes et al., 2007, blajue:  Poirel
et al., 2011; blaspm-1: Ellington et al., 2007.
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Table 3. Reference strains used as positive controls in the genotypic tests.

Genotype Bacterial species Local number Origin
blasnv, blacTx-m, blakec Klebsiella pneumoniae CCBH®6556 FIOCRUZ-RJ
blaoxa-s-iike Klebsiella pneumoniae 12692 RM LACEN-PR
blanpwm-1 Acinetobacter baumannii 5379 RM LACEN-PR
blaspm-1 Pseudomonas aeruginosa 12486 RM LACEN-PR
blavim Enterobacter cloacae 13493 RM LACEN-PR
blave Serratia marcescens 12492 RM LACEN-PR

FIOCRUZ: Fundacdo Oswaldo Cruz — strains kindly provided by Dr. Ana Paula Assef; LACEN:
Laboratério Central de Saude Plblica do Parana — strains kindly provided by Dr. Marcelo Pillonetto.
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Table 4. Frequency of isolates according to bacterial species and type of resistance.

Phgnotyplc Species N %

resistance

CR Pseudomonas aeruginosa 39 38.6
Klebsiella pneumoniae 3 3.0
Enterobacter cloacae 2 2.0
Serratia marcescens 1 1.0

ESBL Escherichia coli 27 26.7
Klebsiella pneumoniae 7 6.9
Proteus mirabilis 2 2.0
Klebsiella ozaenae 1 1.0

KPC Klebsiella pneumoniae 15 14.8

MBL Klebsiella pneumoniae 4 4.0
Total 101 100

CR: resistance to at least one carbapenem; ESBL: extended-spectrum f-lactamase; KPC:
Klebsiella pneumoniae carbapenemase; MBL: metallo-B-lactamase.
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Table 5. In vitro activity of ceftolozane-tazobactam.

MIC interpretation (%)

MIC frequency (%) MIC (mg/L)
Group of microorganisms (N) CLsI BRCAST
<1 1 2 3 4 6 8 12 24 32 48 >256 S | R S | R MS:)C I\g:)C Range

Pseudomonas aeruginosa - CR (39) 154 46.2 56.4 66.7 87.2 92.3 94.9 97.4 100 (872 7.7 51| 872 128| 2 6 0,38 - >256
Enterobacterales - ESBL (37) 67.6 83.8 97.3 100 | 97.3 2.7 | 838 16.2| <1 2 0,125 - >256
Klebsiella pneumoniae - KPC (15) 13.3 20.0 26.7 33.3 53.3 60.0 86.7 100 |13.3 6.6 80.0 100 | 24 >256 2,0 - >256
Klebsiella pneumoniae - MBL (4) 100 100 100 | >256 >256 >256 - >256
Klebsiella pneumoniae — CR (3) 33.3 66.7 100 33.3 66.6 | 33.3 66.6 | 24 48 0,50 - 48
CESP group - CR (3) 33.3 100 100 100 | >256 >256 8 - >256

R: resistant; I: intermediate; S: susceptible. MIC50 and MIC90 (mg/L): concentration that inhibits 50% and 90% of bacterial isolates, respectively. CLSI: Clinical and Laboratory Standards
Institute; BRCAST: Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. CR: resistance to at least one carbapenem; ESBL: extended-spectrum B-lactamase; KPC: Klebsiella
pneumoniae carbapenemase; MBL: metallo-B-lactamase.
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Table 6. In vitro activity of ceftazidime-avibactam.

MIC interpretation

MIC frequency (%) (%) MIC (mg/L)
Group of microorganisms (N) CLSI and BRCAST
<1 1 2 3 4 6 8 12 24 >256 S | R NS”OC l\/IgIOC Range
Pseudomonas aeruginosa - CR (39) 2.6 33.3 43.6 69.2 76.9 89.7 92.3 94.9 97.4 100 92.3 7.7 3 8 0,50 - >256
Enterobacterales - ESBL (37) 89.2 97.3 100 100 <1 1 0,125-3
Klebsiella pneumoniae - KPC (15)  26.7 86.7 93.3 100 93.3 6.6 1 2 0,38 - >256
Klebsiella pneumoniae - MBL (4) 100 100 >256  >256 >256 - >256
Klebsiella pneumoniae - CR (3) 33.3 66.7 100 100 2 4 0,75-4
CESP group - CR (3) 33.3 66.7 100 66.7 33.3 4 12 1-12

R: resistant; I: intermediate; S: susceptible. MIC50 and MIC90 (mg/L): concentration that inhibits 50% and 90% of bacterial isolates, respectively. CLSI: Clinical
and Laboratory Standards Institute; BRCAST: Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. CR: resistance to at least one carbapenem; ESBL.:
extended-spectrum f-lactamase; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; MBL: metallo-p-lactamase.
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Table 7. Distribution of bacterial isolates according to genotypic resistance markers.

Phenotypic resistance Species (N) B-Lactamase genes Isolates (n) Isolates (%0)
Escherichia coli (27) blacTx-m 26 96.3
blashv 17 63
Klebsiella pneumoniae (7) blacTx-m 7 100
ESBL blashv 6 85.7
Proteus mirabilis (2) blacTx-m 2 100
Klebsiella ozaenae (1) blasnv 1 100
blacTx-m 1 100
Klebsiella pneumoniae (15) blakec 15 100
blashv 14 93.3
KPC blacTx-m 12 80
blanom-1 1 6.7
blavim 1 6.7
Pseudomonas aeruginosa (36) blactx-m 14 38.9
blasnv 5 13.9
blakrc 2 5.6
blavim 1 2.8
CR Klebsiella pneumoniae (3) blactx-m 3 100
blashv 3 100
Klebsiella pneumoniae (3) blanom-1 1 33.3
Enterobacter cloacae (2) blactx-m 1 50
Serratia marcescens (1) blakpc 1 100
Klebsiella pneumoniae (4) blasnv 4 100
MBL
blanom-1 3 75

ESBL: extended-spectrum B-lactamase; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; CR: resistance to at least one carbapenem; MBL:
metallo-B-lactamase.
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Table 8. Presence of B-lactamase-encoding genes and phenotypic susceptibility to ceftazidime-avibactam
(C/A) and ceftolozane-tazobactam (C/T) in the isolates studied.

Phenotype
fer;?;c;tgzgc Species Isczlna)tes p-Lactamase genes CIA oIt
Escherichia coli 15 blactx-m, blasky S S
10 blactx-m S S
1 blacTtx-m, blashv S R
1 blashv S S
ESBL Klebsiella pneumoniae 5 blactx-m S S
1 blacTx-m, blasnv S R
1 blactx-m S R
Proteus mirabilis 2 blactx-m S R
Klebsiella ozaenae 1 blactx-m, blasnv S R
Klebsiella pneumoniae 9 blakec, blacTx-m, blaskv S R
2 blakec, blaskv S R
1 blaxpc, blactx-m, blasnv, blanom-1 S R
KPC 1 blakpc, blactx-m, blashv, blavim S R
1 blakpc, blacTx-m S R
1 blakpc, blaskv R R
Pseudomonas aeruginosa 7 blactx-m S S
2 blacTx-m, blashv S S
1 blakpc, blactx-m S S
1 blakpc, blacTx-m, blasnv S S
1 blasnv S S
1 blavim S S
CR 1 blactx-m R S
1 blactx-m S R
1 blacTx-m, blashv R R
Klebsiella pneumoniae 2 blactx-m, blasnv S R
1 blactx-m, blashv, blanom-1 S S
Enterobacter cloacae 1 blacTx-m R R
Serratia marcescens 1 blakrc S R
MBL Klebsiella pneumoniae 3 blasnv, blanom-1 R R

1 blashv R R

ESBL.: extended-spectrum B-lactamase; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; CR: resistance to at least one
carbapenem; MBL: metallo-B-lactamase. R: resistant; S: susceptible.
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Figure 1. Determination of the minimum inhibitory concentration (MIC) of ceftazidime-
avibactam (C/A) and ceftolozane-tazobactam (C/T) by the Etest®.

C. o d. B
(a) C/A: MIC > 256 mg/L — resistant; (b) C/A: MIC = 1.5 mg/L — susceptible; (c) C/T: MIC = 48 mg/L — resistant;
(d) C/T: MIC = 1.5 mg/L — susceptible. Concentration range used for both antimicrobials: 0.016/4-256/4 mg/L.
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Figure 2. In vitro susceptibility profile of isolates of the KPC-producing Klebsiella pneumoniae group
(n=15).
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R: resistant I: intermediate, S: susceptible, C/A: ceftazidime-avibactam, C/T: ceftolozane-tazobactam. KPC:

Klebsiella pneumoniae carbapenemase.
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Figure 3. In vitro susceptibility profile of isolates of the CR Pseudomonas aeruginosa group (n=39).
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R: resistant I: intermediate, S: susceptible, C/A: ceftazidime-avibactam, C/T: ceftolozane-tazobactam. CR:

resistance to at least one carbapenem.
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Figure 4. In vitro susceptibility profile of isolates of the ESBL-producing Enterobacterales group
(n=37).
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R: resistant I: intermediate, S: susceptible, C/A: ceftazidime-avibactam, C/T: ceftolozane-tazobactam.

ESBL: extended-spectrum B-lactamase.
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Figure 5. Susceptibility to ceftazidime-avibactam and ceftolozane-tazobactam compared to the other antimicrobials tested in the study.
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Pseudomonas aeruginosa - CR (39) Enterobacterales - ESBL (37) Klebsiella pneumoniae - KPC (15)

Group of microorganisms (n2 isolates)

M Ceftazidime-avibactam W Ceftolozane-tazobactam ® Polymyxin B Colistin B Gentamicin Amikacin

W Meropenem M Imipenem B Ciprofloxacin M Piperacillin-tazobactam M Cefepime

ESBL.: extended-spectrum B-lactamase; KPC: Klebsiella pneumoniae carbapenemase; CR: resistance to at least one carbapenem. Breakpoints used: CLSI breakpoints valid in
each year.

85



Figure 6. Identification of the (a) blavim, (b) blanom-1, (€) blakec, (d) blacTx-w and (e) blaswv genes by
PCR.
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(M) 100-bp molecular marker (Fermentas, Ontario, Canada); (1-7) clinical isolates; (C+) positive control; (C-) negative
control.
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6. CONCLUSAO

No presente estudo foram investigados o perfil fenotipico de sensibilidade a
ceftazidima-avibactam e ceftolozana-tazobactam e a ocorréncia dos principais genes
codificadores de carbapenemases e ESBL em BGN resistentes aos antimicrobianos [-
lactamicos provenientes de amostras clinicas de hospital privado do sul da Brasil. Nossas
conclusdes obtidas foram:

- O antimicrobiano ceftazidima-avibactam demonstrou atividade in vitro satisfatoria para
uma grande variedade de microrganismos, destacando-se Enterobacterales - ESBL e K.
pneumoniae — CR (100%), assim como K. pneumoniae — KPC (93,3%) e P. aeruginosa — CR
(92,3%). Este agente nao foi ativo contra isolados produtores de metalo-B-lactamases e inibiu
dois dos trés isolados selecionados pertencentes ao grupo CESP - CR.

- Os menores valores de CIM encontrados para ceftazidima-avibactam foram referentes
a Enterobacterales — ESBL (CIM 50/90 = <1/1 ug/mL). Na sequéncia, K. pneumoniae — KPC
(CIM 50/90 = 1/2 pg/mL), K. pneumoniae - CR (CIM 50/90 = 2/4 ug/mL) e P. aeruginosa —
CR (CIM 50/90 = 3/8 pg/mL). Os maiores valores de CIM foram obtidos para K. pneumoniae
— MBL (CIM 50/90 = >256/>256 pg/mL) e grupo CESP — CR (CIM 50/90 = 4/12) pg/mL.

- O antimicrobiano ceftolozana-tazobactam demonstrou ser ativo contra isolados de P.
aeruginosa — CR (87,2%) e Enterobacterales — ESBL (97,3% segundo o CLSI e 83,8% -
BRCAST). Entretanto, mostrou baixa atividade contra K. pneumoniae — KPC (13,3%) e K.
pneumoniae — CR (33,3%) e inatividade contra todos os isolados produtores de metalo-f3-
lactamases e pertencentes ao grupo CESP - CR.

- Os menores valores de CIM encontrados para ceftolozana-tazobactam foram referentes
a Enterobacterales — ESBL (CIM 50/90 = <1/2 pg/mL) e P. aeruginosa — CR (CIM 50/90 =

2/6 pg/mL). Os maiores valores de CIM foram obtidos para K. pneumoniae — MBL e grupo
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CESP — CR (CIM 50/90 = >256/>256 pg/mL). Na sequéncia, K. pneumoniae — KPC (CIM
50/90 = 24/>256 pug/mL) e K. pneumoniae - CR (CIM 50/90 = 24/48 pug/mL).

- Perante o grupo K. pneumoniae — KPC, ceftazidima-avibactam, polimixina B, colistina,
amicacina (93,3%) e gentamicina (86,7%) foram os agentes mais ativos. Os antimicrobianos
com maior prevaléncia de resisténcia foram ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefepime,
ceftriaxona, imipenem, ertapenem, meropenem e piperacilina-tazobactam (100%),
ciprofloxacino (93,3%) e ceftolozana-tazobactam (80%).

- Os antimicrobianos mais efetivos quando testados para o grupo P. aeruginosa - CR
foram polimixina B, colistina e ceftazidima-avibactam (92,3%), ceftolozana-tazobactam
(87,2%) e amicacina (71,8%). Gentamicina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, aztreonam,
ciprofloxacino, cefepime, meropenem e imipenem apresentaram taxas de sensibilidade
inferiores a 60%.

- Em relacdo a Enterobacterales - ESBL o0s antimicrobianos ceftazidima-avibactam,
ceftolozana-tazobactam, amicacina e gentamicina resultaram em 100% de sensibilidade. Na
sequéncia, as maiores sensibilidades foram detectadas perante ertapenem e colistina (97,3%),
imipenem (94,6%), meropenem (91,9%) e piperacilina-tazobactam (83,8%).

- Os isolados pertencentes ao grupo CESP - CR apresentaram sensibilidade apenas aos
antimicrobianos polimixina B e amicacina (100%), ceftazidima-avibactam, ciprofloxacino e
gentamicina (66,7%). Todos foram resistentes a ceftolozana-tazobactam, ampicilina,
ampicilina-sulbactam, cefepime, ertapenem, imipenem, meropenem e piperacilina-tazobactam.

- Quanto aos isolados K. pneumoniae — MBL observou-se que houve maior sensibilidade
aos antimicrobianos polimixina B e colistina (100%) e amicacina (75%), sendo resistentes a
ceftazidima-avibactam e ceftolozana-tazobactam.

- O perfil de sensibilidade frente aos antimicrobianos testados para K. pneumoniae — CR

demonstrou sensibilidade para polimixina B, colistina, amicacina e ceftazidima-avibactam.
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- A maioria dos isolados foi positiva para um ou mais genes de resisténcia investigados
(78,6%). Todos os isolados testados resultaram negativos para blaspm-1 € blaoxa-ss-like € blaivp.

- O gene blactx-m foi 0 mais frequente identificado em isolados produtores de ESBL
(>96%) e a positividade para blasnv variou entre 63% e 100% de acordo com a espécie
bacteriana.

- O gene blakpc foi identificado em todos os isolados de K. pneumoniae com triagem
fenotipica positiva para KPC e em dois isolados de P. aeruginosa — CR. Um isolado de P.
aeruginosa — CR apresentou amplificagdo para blavim, enquanto trés isolados de K. pneumoniae
- MBL e um isolado de K. pneumoniae — CR foram positivos para blanpm-1.

- A coexisténcia de genes foi identificada em 44 (44,9%) isolados. A maioria dos isolados
(29/39;74,3%) que apesentaram fendtipos de resisténcia a ceftazidima-avibactam e a
ceftolozana-tazobactam apresentavam concomitancia de dois ou mais genes codificantes de -
lactamases.

- Os genes blacTx-m, blasnv e blakec foram os mais frequentes nos isolados resistentes a
ceftolozana-tazobactam, enquanto blasnv, blactx-m e blanom-1 N0s resistentes a ceftazidima-

avibactam.
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ANEXOS

ANEXO I: Termo de Anuéncia SCIH

TERMO DE ANUENCIA

Srta. Thaisa Noceti Carvalho

Declaramos para os devidos fins que nés do Servico de Controle de
Infecgao Hospitalar (SCIH) da Associacao Beneficente Evangélica de Joinville —
Hospital Dona Helena, sob CNPJ n° 84694405/0001-67, localizado em
Joinville/SC, estamos de acordo com a execugao do projeto de Mestrado em
Salde e Meio Ambiente da Universidade da Regiao de Joinville — UNIVILLE,
intitulado “Avaliagéo in vitro da atividade antimicrobiana de ceftazidima-avibactam
e polimixina em bacilos gram negativos multirresistentes”, sob a coordenacao e a
responsabilidade do Prof. Dr. Paulo Henrique Condeixa de Franca, do Programa
de Pés-graduagao em Saude e Meio Ambiente da UNIVILLE. Serao analisados
laboratorialmente apenas isolados bacterianos, destacando-se que nenhum
procedimento realizado exclusivamente para os fins da pesquisa tera qualquer
impacto aos pacientes fornecedores das amostras no periodo de conducao do

estudo, nao influenciando a conduta clinica e o prognostico.

Joinville, 11 de julho de 2019. /\
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ANEXO II: Termo de Anuéncia Laboratério de Anéalises Clinicas
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Srta. Thaisa Noceti Carvalho

Declaramos para os devidos fins que nés do Laboratério de Analises

Clinicas da Associacdo Beneficente Evangélica de Joinville — Hospital Dona

Helena, sob CNPJ n° 84694405/0001-67, localizado em Joinville/SC, estamos de

acordo com a execucao do projeto de Mestrado em Saude e Meio Ambiente da

Universidade da Regido de Joinville — UNIVILLE, intitulado “Avaliagao in vitro da

atividade antimicrobiana de ceftazidima-avibactam e polimixina em bacilos gram

negativos multirresistentes”, sob a coordenacao e a responsabilidade do Prof. Dr.

Paulo Henrique Condeixa de Franca, do Programa de Pés-graduacao em Saude e

Meio Ambiente da UNIVILLE. Serao analisados laboratoriaimente apenas isolados

bacterianos, destacando-se que nenhum procedimento realizado exclusivamente

para os fins da pesquisa terd qualquer impacto aos pacientes fornecedores das

amostras no periodo de conducéao do estudo, nao influenciando a conduta clinica

e 0 prognostico.

Joinville, 11 de julho de 2019.
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Declaramos para os devidos fins que nés da Associacao Beneficente
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periodo de condugdo do estudo, nado influenciando a conduta clinica e o

progndstico.

Joinville, 11 de julho de 2019. Lz0ttar 0
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