UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS E DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS DA SAUDE
MESTRADO EM CIENCIAS DA SAUDE

FRANCISCO JONATHAS RODRIGUES NOGUEIRA

CARACTERIZACAO DE GENES DE VIRULENCIA EM BACTERIAS
GRAM-NEGATIVAS ISOLADAS DE PACIENTES COM PNEUMONIA

Sao Luis
2022



FRANCISCO JONATHAS RODRIGUES NOGUEIRA

CARACTERIZACAO DE GENES DE V

IRULENCIA EM BACTERIAS

GRAM-NEGATIVAS ISOLADAS DE PACIENTES COM PNEUMONIA

Sao Luis
2022

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pdés-Graduacdo em
Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Maranhdo, como requisito
para obtencéo do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Orientador: Prof. Dr. Afonso Gomes
Abreu Junior



FRANCISCO JONATHAS RODRIGUES NOGUEIRA

CARACTERIZACAO DE GENES DE VIRULENCIA EM BACTERIAS
GRAM-NEGATIVAS ISOLADAS DE PACIENTES COM PNEUMONIA

Dissertacao apresentada ao
Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Maranh&o, como requisito
para obtencao do titulo de Mestre em
Ciéncias da Saude.

Prof. Dr. Afonso Gomes Abreu Junior (Orientador)
Universidade Federal do Maranh&o

Prof. Dr. Eduardo Martins de Sousa
Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Valério Monteiro Neto
Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Lidio Gongalves Lima Neto
Universidade Ceuma



Ficha gerada por meio do SIGAA/Biblioteca com dados fornecidos pelo(a) autor(a).
Diretoria Integrada de Bibliotecas/lUFMA

NOGUEI RA, FRANCI SCO JONATHAS RCDRI GUES.

Caracteri zacdo de genes de virul éncia em bactéri as
gram negativas isol adas de pacientes com pneunoni a /
FRANCI SCO JONATHAS RODRI GUES NOGUEI RA. - 2022.

71 p.

Ori entador (a): AFONSO GOVES ABREU.

Di ssertacdo (Mestrado) - Progranma de P4s-graduacao em
Ci énci as da Saude/ ccbs, Universidade Federal do Maranhéo,
SAO LU S, 2022.

1. Bactérias Gramnegativas. 2. Fatores de virul éncia
aos antim crobianos. 3. Patdgenos. 4. Pneunonia. |.
ABREU, AFONSO GOMES. 1. Titulo.




“Existem muitas hipoteses em ciéncia
que estdo erradas. Isso é perfeitamente
aceitavel, eles sdo a abertura para achar as
que estao certas”.

Carl Sagan



AGRADECIMENTOS

Primeiramente, & natureza que nos envolve com todos os seus segredos a
serem desvendados, sua caracteristica impar, inigualavel, que a torna o maior primor

deste planeta.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Afonso Gomes Abreu Junior, que me aceitou como
seu aluno de iniciacao cientifica em 2016 e me tornou seu aluno de mestrado. Sem
duvidas, uma fonte de ensinamento, dedicacdo e paciéncia, além de um grande

amigo, que sempre ergueu a mao para me levantar, quando precisei.

A minha familia, que apoiou durante meu trajeto na pesquisa cientifica e me
incentivou sempre, torcendo por mim e comemorando todas as pequenas conquistas.
Um apoio que sei que posso recorrer sempre que precisar, pois eles sempre estarao
de bragos abertos.

As minhas chefas e lideres, Tereza Halabe e Jucelina Ramos Vale, que sempre
me apoiou no mestrado e proporcionou flexibilizacdo nos horarios, para que eu

pudesse participar de reunifes e executar meus experimentos.

Aos colaboradores do Instituto Butantan, especialmente o Prof. Dr. Waldir Elias
Pereira Junior e Profa. Dra. Rita de Cassia Ruiz, que me supervisionaram, e ao Msc.

Paulo Cesar Gomes Vieira, que me acompanhou nos experimentos.

Aos amigos do Laboratorio de Patogenicidade Microbiana da Universidade
Ceuma, em especial Raissa Guara Assuncao.

A Fundacdo de Amparo a Pesquisa e ao Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico do Maranhdo (FAPEMA) por ter apoiado o projeto ao qual minha

dissertacéo esta vinculada.

Ao Programa de PoOs-Graduacdo em Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Maranhdo (PPGCS-UFMA), pela oportunidade a mim concedida de

realizar esta etapa da minha vida académica.

A Universidade Federal do Maranh&o, por disponibilizar a infraestrutura ao
PPGCS.



RESUMO

A pneumonia é uma doenca do trato respiratério de carater agudo e multifatorial, que
atinge o parénquima do pulm&o, desenvolvendo inflamac&o de causa infecciosa. E
uma doenca conhecida por causar diversas internagdes todos 0os anos em hospitais,
sendo a Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecéanica (PAV ou PAVM) uma das
maiores causas de internacbes e mortes, principalmente em paises em
desenvolvimento. Diversas bactérias podem causar pneumonia, dentre elas, aquelas
pertencentes ao grupo ESKAPE, a exemplo de Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Staphylococcus aureus, que sao
bactérias que normalmente apresentam resisténcia a multiplos antimicrobianos e séo
um problema para tratar em hospitais. A expressao de genes codificadores de fatores
de viruléncia estd muitas vezes ligada a patogenicidade dos microrganismos, sendo
alguns exemplos adesinas, toxinas, invasinas, dentre outros. Desta forma, o objetivo
deste trabalho foi caracterizar genes de viruléncia em bactérias Gram-negativas
isoladas de amostras de secrecOes respiratorias de pacientes com pneumonia
internados em UTls de hospitais de S&o Luis. O trabalho por aprovado pelo Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Ceuma, sob o parecer n® 766.690/2014. As
amostras de secrecao respiratéria foram obtidas por conveniéncia em um laboratério
de Sao Luis, feita sua identificacdo pelo MALDI-TOF e posterior antibiograma pelos
métodos VITEK (automatizado) e Kirby-Bauer (manual, padrdo-ouro, também
chamado Disco-difusdo). O DNA bacteriano foi obtido pelo método de fervura, e
posteriormente foi feita a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e eletroforese em
gel de agarose. Durante dois meses foram obtidasl35 amostras de secrecdes
traqueais de 129 pacientes internados em UTIs. Destas, um total de 102 eram
bactérias Gram-negativas, de 15 espécies, ao todo. A maior parte dos pacientes foi
do sexo masculino, com maior frequéncia de idosos. A baumannii e P. aeruginosa
foram as mais frequentes, com 35,3% e 29,4%, respectivamente. De modo geral,
houve uma maior sensibilidade a amicacina, imipenem, meropenem e polimixina B.
No entanto, ambas apresentaram elevadas taxas de resisténcia a diversos
antimicrobianos, incluindo alguns carbapenémicos. Outros microrganismos, como
Serratia marcescens, foi totalmente resistente a ampicilina e a Escherichia coli
apresentou alta resisténcia a ciprofloxacina. Foram pesquisados 15 genes de
viruléncia de P. aeruginosa, sendo exoS e oprl os mais frequentes, com 70,0% das
amostras positivas, seguidos de phzl (20,0%), exoU (16,7%), toxA (13,3%), phzM e
exoT (10,0%), pilA e lasA (3,3%). Os genes apr, pilB, lasB, plcH, plcN e oprL n&o
foram detectados. Devido a facilidade de transferéncia genética entres as bactérias,
0S mesmos genes foram pesquisados em A. baumannii e K. pneumoniae, mas apenas
1 amostra do gene oprl foi positiva para A. baumannii. Entretanto, seus efeitos néo
podem ser ignorados, visto que, aliados aos genes de resisténcia, sdo capazes de
proliferar com maior facilidade e dificultar o tratamento com drogas antimicrobianas.
De maneira geral, o estudo mostrou uma elevada resisténcia aos antimicrobianos,
sendo necessdaria uma maior atencdo nos hospitais, com boa higienizacdo dos
proprios profissionais de saude, no manejo dos pacientes, na prescricao, dispensacao
e ao ministrar os medicamentos nos pacientes, de forma a controlar a resisténcia
bacteriana dentro e fora dos hospitais.

Palavras-chave: patogenos; pneumonia; fatores de viruléncia aos antimicrobianos;
Bactérias Gram-negativas.



ABSTRACT

Pneumonia is an acute and multifactorial respiratory tract disease that affects the lung
parenchyma, developing inflammation of an infectious cause. It is a disease known to
cause several hospitalizations every year in hospitals, and Ventilator-Associated
Pneumonia (VAP or VAP) is one of the biggest causes of hospitalizations and deaths,
especially in developing countries. Several bacteria can cause pneumonia, among
them those belonging to the ESKAPE group, such as Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and Staphylococcus aureus, which
are bacteria that normally show resistance to multiple antimicrobials and are a problem
to be treated in hospitals. The expression of genes encoding virulence factors is often
linked to the pathogenicity of microorganisms, some examples being adhesins, toxins,
invasins, among others. Thus, the objective of this work was to characterize virulence
genes in Gram-negative bacteria isolated from samples of respiratory secretions from
patients with pneumonia admitted to ICUs of hospitals in S&o Luis. The work was
approved by the Research Ethics Committee of Universidade Ceuma, under the
opinion n° 766.690/2014. Respiratory secretion samples were obtained for
convenience in a laboratory in Sdo Luis, identified by MALDI-TOF and subsequent
antibiogram by VITEK (automated) and Kirby-Bauer (manual, gold standard, also
called Disc-diffusion) methods. Bacterial DNA was obtained by the boiling method, and
then the Polymerase Chain Reaction (PCR) and agarose gel electrophoresis were
performed. During two months, 135 samples of tracheal secretions were obtained from
129 patients admitted to ICUs. Of these, a total of 102 were Gram-negative bacteria,
from 15 species in total. Most patients were male, with a higher frequency of elderly.
A. Baumannii and P. aeruginosa were the most frequent, with 35.3% and 29.4%,
respectively. In general, there was greater sensitivity to amikacin, imipenem,
meropenem and polymyxin B. However, both showed high rates of resistance to
several antimicrobials, including some carbapenems. Other microorganisms, such as
Serratia marcescens, were totally resistant to ampicillin and Escherichia coli showed
high resistance to ciprofloxacin. Fifteen virulence genes of P. aeruginosa were
investigated, being exoS and oprl the most frequent, with 70.0% of the positive
samples, followed by phzl (20.0%), exoU (16.7%), toxA (13.3%), phzM and exoT
(10.0%), pilA and lasA (3.3%). The apr, pilB, lasB, plcH, plcN and oprL genes were not
detected. Due to the ease of genetic transfer between bacteria, the same genes were
investigated in A. baumannii and K. pneumoniae, but only oprl gene was positive for
one isolated of A. baumannii. However, their effects cannot be ignored, since,
combined with resistance genes, they are able to proliferate more easily and make
treatment with antimicrobial drugs difficult. In general, the study showed high
resistance to antimicrobials, requiring greater attention in hospitals, with good hygiene
by the health professionals themselves, in patient management, in prescribing,
dispensing and when administering drugs to patients, in order to control bacterial
resistance inside and outside hospitals.

Keywords: pathogens; pneumonia; virulence factors to antimicrobial; Gram-negative
bacteria.
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1 INTRODUCAO

A pneumonia é caracterizada como uma doenca respiratéria aguda e
multifatorial, que acomete o parénquima pulmonar e desenvolve inflamagé&o de causa
infeciosa (MATOSO, CASTRO, 2013). Algumas caracteristicas sdo 0s progressivos
infiltrados, ocorréncia de febre e alteracdes a nivel de leucdcitos, caracterizando sinais
de infeccdo sistémica, expectoracdo alterada e deteccdo do agente patogénico
(KALANURIA et al., 2014).

No Brasil, os dados oriundos do SUS (Sistema Unico de Satude) mostraram que
a segunda causa de hospitalizacdo no ano de 2017 foi a pneumonia, sendo a mesma
responsavel por cerca de 14% de todas as hospitalizacdes que ocorreram (DATASUS,
2017). Somando a isso, a Pneumonia Associada a Ventilagdo Mecéanica (PAV)
precoce normalmente € causada pelas bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus, Streptococcus pneumoniae e pela Gram-negativa Haemophilus influenzae.
Enquanto isso, a PAV tardia é frequentemente causada pelas Gram-negativas
Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e pelas Gram-positivas
Enterobacter spp. e S. aureus resistente a meticilina (MRSA). Com isso, ela esta
associada a elevacdo de duas vezes o custo para o tratamento e 86% da taxa de

mortalidade.

Diversas infeccfes sdo causadas por bactérias multirresistentes, constituindo
um problema grave de saude publica a nivel mundial. Sendo assim, essas infec¢des
interferem no aumento drastico da morbidade dos pacientes e seu prognéstico, bem
como aumentam a mortalidade e os custos com saude, oriundos principalmente do
tempo de internacéo (EL ME-KES et al., 2019).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as infeccOes associadas
aos cuidados de saude (IACS), conhecidas também como infec¢des hospitalares ou
nosocomiais, sdo definidas como infec¢cdes ocorridas enquanto o paciente esta
recebendo atengdo médica, seja em hospital ou outra instituicdo hospitalar, e que, no
momento em que foi admitido, ndo se faziam presentes ou estavam em processo de
incubacédo. Além disso, inclui-se também as infeccbes que o paciente adquire no
préprio estabelecimento de saude, podendo manifestarem-se somente apds sua alta,

incluindo ainda infec¢des de cunho ocupacional e entre os funcionérios, sendo a PAV
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uma das infec¢gdes nosocomiais mais comuns (WHO, 2016; 2011; GUILLAMET,
KOLLEF, 2015).

Como exemplos de bactérias que sdo comumente encontradas em pneumonias
associadas a ventilacAo mecénica, temos: P. aeruginosa, Acinetobacter spp.,
Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus spp., entre outras (AMARAL et al., 2009;
AMORIM BATISTA et. al., 2013). A. baumannii possui facilidade para sobreviver em
condi¢des extremas, adaptando-se facilmente ao ambiente hospitalar, enquanto P.
aeruginosa tem sua importancia clinica voltada a sua erradicacdo complicada e as
frequentes falhas terapéuticas (SILVA, 2009; ALTERTHUM et al., 2014). Além disso,
um estudo feito por Ferrer et. al. (2015), mostrou que muitos casos de pneumonia Sao
causados por mais de um patdégeno, o que muitas vezes a clinica ndo consegue

perceber.

Muitas dessas bactérias pertencem ao chamado grupo ESKAPE, que reldne
seis patdgenos que costumam apresentar resisténcia a maltiplos antimicrobianos. Sao
eles: Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e, por fim, o género Enterobacter
spp. Devido principalmente a essas bactérias, a OMS incluiu, no ano de 2016, os seis
microrganismos ESKAPE em uma lista composta por doze bactérias, cuja resisténcia
aos antimicrobianos requer com urgéncia que novos farmacos sejam pesquisados e
langcados no mercado (TACCONELLI et al., 2018).

Recentemente 0 nosso grupo de estudo pesquisou a frequéncia de genes de
resisténcia em bactérias Gram-negativas, utilizando a técnica de PCR convencional,
a fim de detectar principalmente B-Lactamases, a exemplo de blasnv, blacTtx-m, blatem,
blaavrc, blakec (K. pneumoniae carbapenemase) e blanom (New Delhi metallo-beta-
lactamase). O estudo mostrou que 89% das bactérias apresentaram positividade para
pelo menos um dos genes citados, sendo este um dado preocupante, principalmente
no que diz respeito ao tratamento. As bactérias A. baumannii, P. aeruginosa e K.

pneumoniae foram as mais frequentes.

Aliado aos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, a patogenicidade
bacteriana atua como fator que torna o microrganismo apto a causa uma doenca
(GIRARDELLO, 2007; VIEIRA, 2009). A patogenicidade dos microrganismos muito se
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deve pela sua expressao de genes codificadores de fatores de viruléncia, o que pode
facilitar a colonizagéo por parte do agente patogénico sobre o hospedeiro, alterando
sua fisiologia e, assim, levando a uma doencga. Importantes fatores de viruléncia sao
encontrados em diversos microrganismos, como adesinas, toxinas, invasinas,
proteases, sistemas de captacdo de ferro, além de fatores que irdo inviabilizar o

sistema imunologico daquele hospedeiro (VIEIRA, 2009).

Muitos desses fatores de viruléncia estado envolvidos com a adesao bacteriana
a células e componentes bioldgicos do hospedeiro, sendo a formacao de biofilme um
dos mais comuns, muitas vezes regulados a partir de quérum sensing (QS). Outros
mecanismos que irdo facilitar essa adeséo séo os lipopolissacarideos (LPS) e os pili
bacterianos. A soma destes fatores permite que a bactéria tenha vantagem em relacéo
as defesas do hospedeiro, permitindo uma melhor acéo patogénica da mesma (JOLY -
GUILLOU, 2005; KOHLER et al., 2010; STRATEVA, MITOV, 2011).

Sendo assim, neste trabalho foram pesquisados diversos genes de viruléncia
em bactérias Gram-negativas isoladas de secrecdo tragueal de pacientes internados

em UTIs de hospitais de Sao Luis.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)

Atualmente o termo Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude (IRAS), ou
apenas Infeccao Hospitalar, serve para definir toda infecgdo que um paciente adquire
apos internacao hospitalar, em um prazo de 48 a 72 horas, de modo que nédo esteja
durante o periodo de incubacdo. Além destas, considera-se como IRAS também as
infecgbes que o paciente adquire no ambiente hospitalar, cuja manifestacdo se da
apos a alta. Também séo consideradas todas as infec¢des de neonatos que nasceram
no hospital, com excec¢éo daquelas transmitidas pela via transplacentaria (MANSANO
et al., 2017).

As IRAS sdo um grave problema a nivel pablico, uma vez que estas infec¢des
geralmente estdo associadas a presenca de microrganismos que circulam no
ambiente hospitalar, podendo acometer aqueles pacientes que estdo em tratamento
no hospital, unidades de pronto atendimento (UPAS) e postos de salde (OLIVEIRA et
al., 2009).

O impacto das IRAS sobre a letalidade hospitalar, tempo de internacdo do
paciente, bem como os custos séo altos. As IRAS tém relevancia para a saude publica
considerando seu impacto ao induzir a internagdo de iniUmeros pacientes graves e que
estdo imunocomprometidos. Assim, paises ditos em desenvolvimento sdo 0s que mais
sofrem com estas infeccbes, e em muitos casos o niumero € 20 vezes superior aos
paises desenvolvidos (PADOVEZE; FORTALEZA, 2014).

As formas de transmissao destas infeccbes séo diversas: pode ser a partir do
contato direto ou indireto com diferentes fluidos corporeos, secrecfes, alimentos,
superficies e aerossois. Deve-se levar em conta também que o déficit da qualificacéo
profissional em comunhdo com uma estrutura fisica deficiente, bem como o
desconhecimento de medidas que controlem essas infecgcbes vao ao encontro da
disseminagédo das mesmas (PADOVEZE, 2014).

O elevado risco de mortalidade ligada as IRAS esta estritamente associado a
diversos fatores, como: realizacdo de procedimentos invasivos, seja para fins
diagndsticos ou terapéuticos, a gravidade da doenca de base que vem acometendo o

paciente, bem como o sitio da infeccéo, adequacéo da terapia daquele paciente e de
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forma bem importante, a sensibilidade dos microrganismos aos principais

antimicrobianos utilizados na antibioticoterapia (SOUZA et al., 2015).

No Brasil foi visto que as IRAS sdo responsaveis pela quarta maior causa de
mortalidade nas Unidades de Terapia Intensiva (UTIs). Entretanto, nem sempre 0s
dados que séo disponibilizados tém clareza em sua divulgacdo e muitas vezes estao
obsoletos. Soma a isso o fato de muitos hospitais ndo divulgarem suas informagdes,
0 que gera um déficit por ndo se conhecer a extensédo real do problema que acomete
de modo importante o pais (ABEGG; SILVA, 2011).

2.2 Pneumonia

As doencas do trato respiratorio em geral afetam adultos, criancas e idosos e,
devido a isso, sdo causas bem importantes de adoecimentos e 6bitos no mundo
inteiro. A partir de dados da Organizacdo Mundial de Saude, doencas respiratorias
como um todo correspondem a aproximadamente 14% do total de mortes ocorridas
no mundo. Dentre essas doencas, aquelas relacionadas ao trato respiratorio inferior
tém variacdo de 31 mortes para cada 100 mil habitantes, no caso de paises com renda
elevada, e até 91 mortes para cada 100 mil habitantes, no caso de paises de renda
per capita mais baixa. No ano de 2012, com base em dados do World Health Statistics,
as trés causas mais importantes de danos potenciais de vidas perdidas no planeta
foram: acidente vascular cerebral (AVC), as doencas cardiacas isquémicas e as

infec¢des do trato respiratorio inferior, o que inclui a pneumonia (WHO, 2014).

Define-se a pneumonia como uma infeccdo que ocorre no parénquima
pulmonar resultante da propagacdo de agentes patogénicos nos espacos alveolares
e da resposta que o hospedeiro obtém a injaria provocada por estes agentes, sendo

0S principais as bactérias, virus e os fungos (KASPER; FAUCI, 2015).

A pneumonia relacionada a assisténcia a salde € uma das IRAS que ocorre
com maior frequéncia, podendo ser considerada a principal dentre todas. A
patogénese desta doenca envolve uma forte interacdo entre patdbgeno e hospedeiro,
bem como suas variaveis epidemioldgicas. Sao diversos mecanismos que influenciam

na ocorréncia dessas infec¢gdes (Figura 1), sendo mutaveis de acordo com a
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populacdo ou o agente etiologico. E sabido, entretanto, que a origem tem relacao,
sobretudo, com a bronco-aspiracao.

Figura 1: Mecanismo de patogénese da pneumonia relacionada a assisténcia a

saude, bem os possiveis alvos de prevencao
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Mesmo em paises considerados desenvolvidos, a pneumonia ainda € uma das
maiores causas de mortalidade, apesar das técnicas de diagnostico e tratamento
terem avancgado significativamente. As faixas etarias extremas, ou seja, criangas,
principalmente abaixo dos 5 anos, e idosos maiores de 70 anos, tém a maior
incidéncia da infeccao (LEAL et al., 2012).

A gravidade das pneumonias e seu impacto social nas variadas populacdes
séo verificados diante dos indicadores de morbidade e mortalidade elevados. De
acordo com os dados do Sistema de Informacéo sobre Mortalidade do Departamento
de Tecnologia da Informacéo do Sistema Unico de Satde (SIM/DATASUS), no Brasil,
no periodo que compreende os anos de 1996 a 2012, as pneumonias constituiam uma
mediana de aproximadamente 37% de todos os 6bitos por doencas do trato
respiratorio (SOCIEDADE DE PEDIATRIA DO RIO GRANDE DO SUL, 2014).

Além disso, ainda segundo o DATASUS, a pneumonia acomete
aproximadamente 2,1 milhdes de pessoas no Brasil, obtendo uma média de 960 mil
casos a cada ano, sendo assim a causa principal de internacdo em hospitais e a 5%
maior causa de morte, uma vez que as esta¢des do inverno interferem no aumento
das hospitalizacbes e Obitos por pneumonias (BRASIL, 2014). O coeficiente de
mortalidade por pneumonia, no ano de 1997, era de 18,8/100.000 habitantes,
engquanto em 2013 o coeficiente elevou para 34,0/100.000 habitantes. Distribuindo-se
os dados, houve 18% de Obitos por pneumonia em criangas abaixo de 5 anos de idade
e 57% em idosos com idades acima dos 60 anos (SOCIEDADE DE PEDIATRIA DO
RIO GRANDE DO SUL, 2014).

Para fins de diagndstico da pneumonia ndo ha um padréo-ouro, devendo ser
feito um somatério de informacdes clinicas, radioldgicas e microbiologicas. O material
a ser coletado para o diagnostico por ser por broncoscopia e lavado bronco-alveolar,
gue sao técnicas invasivas, ou o aspirado traqueal, técnica ndo invasiva. Todavia, esta
altima € mais suscetivel & contaminacéo, devendo considerar significativo o resultado
quando superior ao do lavado bronco-alveolar, que corresponde a 10* UFC/mL, ou do
escovado protegido (10° UFC/mL) (VILELA et. al., 2005; CANZI, COLACITE, 2016).

Até o momento atual, ndo ha estudos que tenham conseguido identificar qual

método de obtencdo de amostra é superior: 0 aspirado traqueal tem como principal
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vantagem ser menos invasivo e arriscado para 0s pacientes, enquanto o lavado
bronco-alveolar € menos suscetivel a contaminacao, bem como permite a suspensao

mais rapida da antibioticoterapia, quando seu resultado é negativo (KENAA, 2019).

Ha de se considerar que, independentemente do método como a mostra foi
coletada, o transporte dela até o laboratorio deve ser feito em no maximo duas horas,
a fim de que seu processamento seja adequado (quando em temperatura ambiente
deve ser imediato; caso seja armazenada 4°C, dentro de 24 horas). Caso estes
cuidados sejam tomados, diminuem as chances de crescimento de microrganismos
nao patogénicos, permitindo a diferenciacédo entre colonizacdo de outras bactérias e

a infeccao propriamente dita (KENAA, 2019).

A radiografia do torax, associada com o exame fisico mais a anamnese integra
a triade propedéutica classica para pneumonia, sendo sua realizacdo de rotina
recomendada, caso este disponivel, nas incidéncias péstero-anterior e perfil. Contribui
significativamente para o diagnostico e permite também avaliar o tamanho das lesdes,
supostas complicacées, bem como auxiliar no diagnéstico diferencial (BRITISH
THORACIC SOCIETY BRONCHOSCOPY GUIDELINES COMMITTEE, 2001).

A ultrassonografia do térax, ou UST, tem uma sensibilidade e acuracia maior,
quando comparada a radiografia do toérax na identificacdo de alteragbes no
parénquima pulmonar. Alguns achados a serem considerados sédo consolidacoes,
padrao intersticial focal, anormalidades na linha pleural e lesées subpleurais. Chega
a 100% a especificidade para consolidacdes, enquanto a radiografia do térax se limita

a 94% de sensibilidade, quando avalia este tipo de alteracdo (LIU et al., 2015).

A tomografia computadorizada do térax é considerada o método mais sensivel
para identificar um acometimento infeccioso do parénquima pulmonar, apesar do seu
custo elevado e exposicdo a radiacdo. E bem util quando a radiografia e a
ultrassonografia do térax tém baixa acuracia, a exemplo de pacientes
imunossuprimidos, obesos e individuos que tenham alteragfes radiologicas prévias
(ROMANO et al., 2018; BANKER et al., 2007).
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Figura 2: Os principais sintomas da pneumonia: destacam-se a febre alta e arrepios,
a nivel sistémico e tosse seca ou produtiva dificuldade ao respirar, dores no peito, a

nivel de pulmdes.

Fonte: EXPRESS; STAR, 2016.

Anteriormente a infeccdo acontece a colonizagéo pelas bactérias, cuja elevada
viruléncia permite que o parénquima pulmonar seja colonizado, mesmo que o
individuo seja saudavel. Em casos de individuos imunocomprometidos, basta a
bactéria uma baixa ou média viruléncia para que haja colonizacdo. As propriedades
dos agentes infecciosos, infecgBes prévias por virus do género Influenza, além de
outras doencas que acometem o trato respiratorio, com a doenga pulmonar obstrutiva
cronica irdo propiciar a bactéria uma maior facilidade para se estabelecer nos pulmdes
(LAGE, 2013).

Quanto a pneumonia associada a ventilacdo mecéanica (PAV ou PAVM), esta
corresponde a uma infecgédo pulmonar, cujo surgimento é apos 48 horas da intubacéo
traqueal em pacientes que sdo submetidos ao ventilador mecanico invasivo (SANTOS
et al., 2013), havendo presenca de infiltrado pulmonar, visto em radiografia do térax,
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com persisténcia por mais de 24 horas, ndo havendo explicacdo para outras supostas
causas (NEPOMUCENO et al., 2014).

Os numeros de PAV variam geralmente de acordo com a populagdo dos
pacientes internados, bem como os métodos de diagnéstico que sdo disponibilizados.
Entretanto, diversos estudos tém demonstrado que sua incidéncia aumenta com a
duracédo da ventilacdo mecanica, apontando taxas de ataque de em torno de 3% por
dia, durante o periodo de cinco dias de ventilagdo, nimero que cai para 2% nos dias
subsequentes (ANVISA, 2017).

A presenca do tubo endotraqueal € o fator de risco mais importante para PAV,
visto que ha prejuizo nos mecanismos de defesa naturais do individuo, bem como o
reflexo da tosse e depuragcdo mucociliar, por exemplo, além de permitir a comunicagao
de forma direta entre 0o espagco bucal supraglética e do trato respiratério inferior.
Somado a isso, interrompe-se a competéncia das barreiras anatébmicas, que é
também um mecanismo fisiopatolégico importante na PAV, e que tem relacdo com a

colonizagdo de bactérias no tubo endotraqueal (COSTA, et. al; 2016).

Existem alguns fatores que também interferem no desenvolvimento da PAV, e
0s principais sédo a idade, a forma como o paciente foi admitido na UTI, ou seja, a
gravidade de seu caso, alguma comorbidade preexistente, como doenca pulmonar
obstrutiva crénica, diabetes, insuficiéncia cardiaca e doencas neurologicas, bem como
a ocorréncia de alguma neoplasia, ou se o paciente tem histérico pds-operatoério (CUI
et al., 2018; WU et al., 2019).

Diversos estudos tém mostrado que a idade é uma condi¢&o de risco tida como
independente quanto ao desenvolvimento da PAV, sendo abordada em estudos
recentes como um fato de risco que nao € modificavel (CHANG; DONG; ZHOU, 2017,
DING et al., 2017; WU et al., 2019).

Em pacientes que estéo internados em UTI, a PAV é tida como a infecgdo mais
frequente, com incidéncia que varia entre 10 e 30%. Além da mortalidade 8,1% a
31,9%, também esta associada ao prolongamento da hospitalizacao do paciente e ao
aumento dos custos com o0s cuidados de saude que este ira receber. Entre as

infeccdes nosocomiais é a segunda mais frequente, enquanto em unidade de terapia
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intensiva é a mais comum (PEREZ-GRANDA, 2014). Com isso, a PAV representa um
grande desafio terapéutico, no que diz respeito a nivel hospitalar (CHICAYBAN, et al.,
2017).

Outra questéo a ser considerada é a sobreposicédo da PAV com outras doencas
gue acometem o trato respiratério inferior, podendo ser citada a traqueobronquite, em
pacientes ventilados. Com isso, ha uma dificuldade na identificacdo da PAV e sua real
incidéncia. Outrossim, também existem variagbes na incidéncia de PAV que
dependem por exemplo, de qual pais, do tipo UTI, bem como os protocolos que cada
hospital adota para a identificacdo desta condi¢édo clinica (PAPAZIAN; KLOMPAS;
LUYT, 2020).

Antimicrobianos sdo um item de consumo elevado em hospitais, principalmente
em unidades onde h& pacientes mais graves, como as UTIs. No entanto, ao contrario
de outros medicamentos, seu uso em excesso e de forma desnecessaria causa, além
de aumento no risco de reacdes adversas e excesso de custo, a reducdo da sua
eficAcia, muitas vezes pelo fato do microrganismo se adaptar por diferentes
mecanismos de resisténcia (CANZI; COLACITE, 2016).

Os farmacos utilizados de forma incorreta ndo séo limitados somente a
prescricdo médicos, uma vez que no mercado existem diversos produtos de acao
antimicrobiana, como desinfetantes, o que favorece a selecédo natural de bactérias
resistente. Sendo assim, o conhecimento dos profissionais que atuam na area da
salde a respeito dos patdgenos é o que pode tornar possivel a minimizacdo desses

microrganismos resistentes (COSTA, 2017).

A resisténcia antimicrobiana funciona como um mecanismo de selecdo natural,
onde os microrganismos desenvolverem mecanismos de resisténcia. Uma populacao
de microrganismos que é exposta a um determinado antimicrobiano faz com que
aqueles que tém os mecanismos de resisténcia consigam sobreviver a sua agao.

Enquanto isso, os que estao vulneraveis irdo morrer (SOUZA, 2013).

Nos ultimos anos, houve um aumento da resisténcia dos mais variados
microrganismos aos antimicrobianos, o que confirma que os farmacos que hoje séo
utilizados na antibioticoterapia ja estao perdendo a sua eficacia (METERSKY; KALIL,
2017).
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2.3 Principais bactérias Gram-negativas relacionadas

2.3.1 Pseumononas aeruginosa

A bactéria Pseudomonas aeruginosa foi isolada primeiramente no ano de 1882,
por Gessard, a partir de secrecdo purulenta verde. Este microrganismo tem um estilo
de vida considerado onipresente, sendo encontrado em diversos locais, como solo e
agua, e contribuindo com infeccbes em humanos, frequentemente. Na microbiota
intestinal normal pode ser encontrada, porém ndo tem aderéncia eficaz ao epitélio
normal intacto. Com isso, € um microrganismo que causa infeccfes apenas em

pessoas imunossuprimidas, e ndo, saudaveis (ROY et al., 2014).

Pertencente a familia Pseudomonadaceae, este microrganismo se apresenta
como um bacilo Gram-negativo, aerébio, ndo-esporulado, ndo fermentador de glicose
e com mobilidade, devido a presenca de flagelo polar. Entretanto, possui capacidade
de sobreviver e multiplicar de forma lenta em ambientes anaerobios, dadas algumas
circunstancias. P. aeruginosa € uma espécie que produz piocianina frequentemente,
um pigmento de tom azul, enquanto a pioverdina possui um tom verde-brilhante, com
fluorescéncia caracteristica. Pode apresentar também, em alguns casos, pigmentos
hidrossoluveis, como piorrubina (avermelhada) e piomelanina (amarronzada a preta)
(FERREIRA; LALA, 2010; ARRUDA, 2013). Uma das caracteristicas mais marcantes

desta bactéria é o fato de acometer pacientes que estdo em processo de
imunossupressao (BOMFIM; KNOB, 2013).

Diversos estudos conferem um papel essencial da agua com a colonizacao de
P. aeruginosa em seres humanos, principalmente quando estd em associacao com
bactérias que contém multiplos fatores de viruléncia. Isso porque a bactéria é
frequentemente isolada em 4guas de superficies, como rios e lagos, tendo predilecédo
por aguas residuais, devido a uma carga maior de nutrientes. Todavia, pode
sobreviver em muitos casos em ambientes com quantidades reduzidas de nutrientes,
como &gua mineral (ARRUDA, 2013; DOS SANTOS; COLOMBO, 2015;
MAGALHAES, 2013).

P. aeruginosa € uma bactéria que possui diversos mecanismos que irao
viabilizar sua resisténcia a diversos antimicrobianos, incluindo beta-lactamicos,

aminoglicosideos e quinolonas. Além disso, também apresenta com frequéncia
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mutacBes a nivel cromossomal, resultando em resisténcia adquirida. Comumente,
essas mutacdes a tornam resistente inclusive a antimicrobianos mais recentes, como
por exemplo, a combinagdo de ceftazidima-avibactam. Contribui também a
transferéncia de genes de resisténcia, como as enzimas carbapenemases e outras
ESBL, que tém sido identificadas com frequéncia e reduzem a suscetibilidade desses

microrganismos a diversas classes de antimicrobianos (HORCAJADA et al., 2019).

P. aeruginosa resistente a classe dos carbapenémicos foi listada pela OMS
como uma das principais espécies bacterianas, as quais se tém necessidade urgente
de desenvolver novos antimicrobianos para o tratamento de infec¢des, uma vez que
0s existentes no mercado ja ndo tém a mesma eficacia contra estes microrganismos
(TACONNELLI et al., 2017).

Ainda de acordo com a OMS, devido ao restrito nimero de medicamentos
disponiveis para se tratar a infeccdo, a opcdo farmacoterapéutica de ultima linha
passa a ser a classe de polimixinas, composta pelo polimixina B e polimixina E-
colistina, sendo estes antimicrobianos lipodecapeptidicos ciclicos, com cinco grupos

amino livres que lhes tornam altamente basicos (VAARA, 2019).

A bactéria é consideravelmente versatil no que diz respeito a sua capacidade
de adquirir novos mecanismos de resisténcia, inviabilizando a antibioticoterapia na
clinica (FEDERICO; FURTADO, 2018). No ano de 2011, Fuijitani et al., mostraram que
P. aeruginosa apresentou uma taxa de mortalidade de 87% por pneumonia associada
a ventilacdo mecénica. Esta € uma bactéria normalmente multirresistente, e tem
grande participacdo na falha terapéutica de uma variedade de antimicrobianos que

sao utilizados para o tratamento de diferentes infec¢cdes (SANTOS, et al., 2015).

2.3.2 Acinetobacter baumannii

A. baumannii sdo cocobacilos Gram-negativos aerébicos, ndo fermentadores
de glicose, imbveis, ndo exigentes, positivos para catalase e negativos para oxidase
(LIN & LAN, 2014). Devido ao fato de pertencer a grupos de espécies intimamente
ligadas, é dificil diferenciar a taxonomia de Acinetobacter a partir de caracteristicas
fenotipicas e métodos quimiotaxonébmicos. Devido ao fato da suscetibilidade aos
antimicrobianos e sua relevancia na clinica serem significativamente distintos entre as

espécies, faz-se necessario identificar as espécies exatas de Acinetobacter
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(BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996; DIJKSHOORN et al., 1996; HOUANG et
al., 2003; LEE et al., 2007)

Acinetobacter spp. € um género que corresponde a um grande grupo de
bactérias Gram-negativas, sendo 31 espécies distintas, com 17 ainda ndo nomeadas,
por serem raramente isoladas em seres humanos (MARTINS; BARTH, 2013). Destas,
A. baumannii € a espécie que possui maior relevancia clinica, uma vez que este é um
patébgeno tido como oportunista e tem envolvimento em um extenso aspecto de
infecgcbes hospitalares, o que inclui meningite secundaria, infecgbes do trato urinério
(ITU), bacteremia, além de estar associada também a ventilagio mecanica em
pacientes internados em UTI, a exemplo da pneumonia (MARTINS, 2010; BARIN,
2013; SANTOS et al., 2019).

A. baumannii é um patégeno oportunista responsavel por infeccdes
nosocomiais, principalmente em pacientes que tém sua imunidade comprometida,
bem como pacientes que estejam internados em UTIs. Uma caracteristica importante
deste microrganismo é sua capacidade de sobreviver e se proliferar pelos ambientes
hospitalares, adquirindo resisténcia a diversas classes de antimicrobianos (HOWARD
et al., 2012).

As infecc¢des hospitalares em geral estdo relacionadas ao A. baumannii, na qual
sdo frequentemente descritas varias beta-lactamases, a exemplo de ESBL,
Oxacilinases, AmpC, dentre outras (CASELLAS, 2011). Além disso, possui
mecanismos como permeabilidade da membrana externa bastante reduzida, perda de
porinas, modificacdo nos sitios de ligacdo dos antimicrobianos, bem como uma alta
expressdo de bombas de efluxo (GIAMARELLOU et al., 2008; PELEG et al., 2008).

Este microrganismo possui resisténcia a grande parte dos agentes
antimicrobianos e, com isso, poucos séo os farmacos que possuem eficacia em tratar
suas infec¢des. Dentro de seu género € a espécie mais associada as infecgbes
hospitalares, algo aliado aos seus mecanismos de resisténcia, que favorecem a sua
colonizacgéao, seja no proprio ambiente do hospital, ou nos pacientes (LEE et al., 2017;
VIEIRA; PICOLI, 2015). Em estudos com isolados clinicos provenientes de setores
hospitalares, as cepas de A. baumannii tém apresentado elevadas taxas de
resisténcia a inumeros antimicrobianos, como as cefalosporinas, ciprofloxacina,

gentamicina e também a sulfametoxazol/trimetoprima (UC-CACHON et al., 2019).
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Os antimicrobianos da classe dos carbapenémicos tém sido usados de forma
bastante ampla em infec¢cdes causadas por A. baumannii. Entretanto, vém surgindo
cepas cada vez mais resistentes, que tém sido relatadas e frequentemente estao
associadas a elevadas taxas de mortalidade, bem como um aumento dos custos de
hospitalizacdo (NEIDELL et al., 2012).

A soma destes fatores influencia na aparicdo de cepas multirresistentes, cuja
dificuldade no tratamento € gerada e as opc¢les terapéuticas sdo drasticamente
reduzidas (ABDALHAMID et al., 2014).

2.3.3 Klebsiella pneumoniae

A bactéria foi descrita pela primeira vez no ano de 1882, pelo cientista Carl
Friedlander, tendo sido identificada nos pulmdes de pacientes acometidos por
pneumonia (FRIEDLAENDER, 1882). Klebsiella spp., 0 género, consiste em bactérias
Gram-negativas, sem motilidade, com formato de bastonete e vivem em diversos
locais do ambiente, a exemplo de plantas, solo, animais e até mesmo em superficies
aguaticas. No entanto, também sdo comumente encontradas em dispositivos
hospitalares, além de superficies dos hospitais, como o chdo e moveis (DAO et al.,
2014; NAVON-VENEZIA; KONDRATYEVA; CARATTOLI, 2017; WYRES, HOLT,
2018).

No ambito da saude publica € um microrganismo que gera grande
preocupacao, uma vez que é responsavel por inimeras doencas, seja na comunidade
ou no ambiente hospitalar. Além disso, € muito comum este microrganismo adquirir

mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (EFFAH et al., 2020).

Essa resisténcia que estas bactérias tém mostrado se tornou um grande
desafio para a comunidade médica, pois a capacidade delas em adquirir esses
mecanismos de resisténcia € elevada e, devido a isso, as opgdes terapéuticas se
veem reduzidas, prejudicando pacientes que necessitam de um tratamento (ANVISA,
2017).

Devido a esse avanco da resisténcia aos antimicrobianos, a prevencéo € a
principal forma de combate a infecgbes por K. pneumoniae. Com isso, para evitar

problemas na antibioticoterapia, depende-se de boas praticas de assisténcia ao
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paciente, havendo comunhdo entre o paciente em si, os profissionais e 0 seu
respectivo sistema de saude (TAVARES, 2019).

Ademais, o isolamento de pacientes, quando se suspeita de contaminacao,
bem como a limpeza adequada do ambiente hospitalar também sdo medidas
profilaticas. Sdo formas de evitar que a bactéria se dissemine em UTIs, locais de
pronto-atendimento, requerendo uma eficiente rede onde as informagdes tém de ser
passadas a populagcédo e havendo uma elaboracdo de medidas para conter o avango
dessas possiveis contaminacdes (SHRIVASTANA; RAMASAMY, 2018)

2.3.4 Escherichia coli

Escherichia é um género de bactérias cujo nome foi dado devido ao pediatra
alemado Theodor Escherich, e consiste em bacilos Gram-negativos, anaerdbicos
facultativos que pertencem a familia Enterobacteriaceae. Sua espécie mais conhecida
€ a E. coli, que tem uma ampla distribuicdo e é o mais importante microrganismo
anaerobio facultativo que habita o intestino de seres humanos e de outros animais que
tém sangue quente. Sendo um bacilo possui formato de bastonete, e é capaz de
fermentar a lactose, bem como produzir gas e acido. Também é possivel caracterizar
esta espécie pelas suas cepas patogénicas, as quais sdo divindades em patoétipos,
devendo-se levar em conta a producédo de alguns fatores de viruléncia e outros
mecanismos que tém relacdo com a causa de diversas doencas (EWING, 1986;
CONWAY, 1995; COURA et al., 2014; TORTORA et al., 2012).

Estas bactérias sdo capazes de secretar uma infinidade de proteinas que tém
envolvimento em Varios processos bacterianos, podendo citar a replicacdo de DNA, o
transporte, a resisténcia a uma gama de antimicrobianos, a motilidade, eliminagéo de

substancias quimicas, bem como a patogénese (NAVARRO-GARCIA et al., 2016).

Outras bactérias também tém relacdo com a infec¢cdo nosocomial. Comumente
S840 microrganismos que nao possuem uma grande exigéncia a nivel nutricional, mas
gue possuem uma expressao bastante consideravel de fatores de viruléncia, além de
aerobios e ndo esporulados. Devido a estas caracteristicas, possuem condi¢des para

sobreviverem em situacdes bem extremas (ASSUNCAO et al., 2018).
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2.4 Bactérias ESKAPE

Existe um grupo de bactérias que envolve tanto as Gram-positivas, quanto as
Gram-negativas chamado ESKAPE, o qual se constitui pelas seguintes bactérias:
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A. baumannii, P.
aeruginosa e Enterobacter spp. Estas sdo as seis maiores responsaveis pelas
infeccbes hospitalares, tendo taxas elevadas de resisténcia aos antimicrobianos.
Devido a isso, todas essas bactérias possuem opcdes de tratamento bem reduzidas,
0 que preocupa a comunidade ndo apenas médica, mas também a cientifica (RICE,
2010).

Estas bactérias séo listadas como prioridade critica pela OMS, que sugere
urgéncia na pesquisa de novos farmacos que possam tratar as infecgfes causadas
por elas, uma vez que as opgdes que ainda restam muitas vezes ndo sao capazes de
lidar com suas cepas multirresistentes, podendo muitas vezes levar os pacientes a
Obito (WHO, 2017). A resisténcia antimicrobiana dos patdégenos que pertencem ao
grupo ESKAPE, principalmente, ndo se associa somente ao alto risco de mortalidade,
mas a elevacdo dos custos econdmicos, uma vez que 0s pacientes necessitam ficar
mais tempo internados e sao necessarios mais recursos, durante a sua estada
(FOUNOU, FOUNOU, et al., 2017).

Os genomas dessas diversas bactérias foram estudados e a concluséo é que
cerca de 20.000 genes de resisténcia sao potencialmente criticos, dentre os relatados,
e ha escassez de antimicrobianos para trata-los, especificamente. Nos EUA, apenas,
nos ultimos anos foram registradas mais de 99.000 mortes associadas a infec¢des no
ambiente hospitalar. A pneumonia e a sepse sdo as duas maiores causas, sendo que
em 2017 a pneumonia causou aproximadamente 55.000 mortes, elevando a carga,
tanto microbiana, quanto econémica (ASLAM et al. 2018 ; DIXIT et al. 2019).

E demorado o processo para se encontrar novos farmacos para participarem
da terapia antimicrobiana, principalmente pelas infec¢cdes causadas por algum
patdgeno ESKAPE. Uma patente dura 20 anos, sendo mais de 10 anos utilizados para
a pesquisa do farmaco, e apenas depois de diversas fases € lancado no mercado.
Devido a isso, torna-se importante utilizar medicamentos antimicrobianos em
sinergismo. Produtos quimicos que sao sintéticos, bem como o0s peptideos

antimicrobianos (AMPs), nanomateriais e terapia de luz fotodindmica sao


https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-020-02907-1#ref-CR5
https://link.springer.com/article/10.1007/s11274-020-02907-1#ref-CR18
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recomendacdes alternativas para o tratamento dessas infeccdes (MULANI ET AL.
2019; MA ET AL. 2020).

2.5 Patogenicidade e fatores de viruléncia

A interagdo que ocorre entre os diversos microrganismos, sejam fungos
bactérias ou virus, com o0s seres humanos, desde sempre gerou bastante
preocupacdo e € de dificil entendimento para todas as pessoas, devido a sua
complexidade. Entretanto, recentemente, houve diversos avancos no ambito médico,
e a maior preocupac¢do com os cuidados de saude tém incentivado a amplificacdo dos
conhecimentos acerca dos mecanismos de agressdo e defesa que envolvem a
instalacdo da doenca. Com isso, pode-se estabelecer estratégias eficientes de
controle e prevencdo (MURRAY et al., 2014).

Pode-se destacar as bactérias, dentre todos os microrganismos, devido a sua
funcdo como microbiota residente no organismo humano, degradando produtos que
seriam téxicos, modulando o sistema imunolégico, e protegendo contra
microrganismos potencialmente patogénicos, ou, inclusive, produzindo substancias
gue o hospedeiro ira utilizar (BARBOSA et al., 2010).

Entretanto, cabe aqui frisar que, mesmo que sejam bactérias da microbiota
residente, estas podem se mostrar, em algumas situacdes de desequilibrio, ou em
introducbes em sitios anatbmicos estéreis ou inespecificos, como patdgenos
importantes (MURRAY et al., 2014). A Literatura descreve uma grande quantidade de
fatores de viruléncia, estes associados a patogenicidade microbiana, sendo assim um

importante assunto na formacao meédica académica (CORREA et al., 2017).

A patogénese bacteriana possui alguns estagios, que pode ser representada
da seguinte forma: 1) a partir de uma fonte externa de transmissao, por meio de uma
porta de entrada; 2) pela evasdo das defesas priméarias do seu hospedeiro, como a
pele, por exemplo; 3) a partir da aderéncia as membranas mucosas, hormalmente por
pili bacterianos; 4) colonizag&o devido a multiplicacédo da bactéria no local ao qual esta
aderida; 5) manifestacdes clinicas da doenca, devido as toxinas produzidas ou

invasdo, acompanhada por um processo infeccioso; 6) resposta imune do hospedeiro,
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inespecifica e especifica durante os processos 3, 4 e 5; 7) progressao ou resolucao
da doenca (LEVINSON, 2016).

Os fatores de viruléncia, que sdo elementos estruturais celulares e distintos,
normalmente agem combinados, em diversos estagios da infeccéo, e isoladamente
um fator € capaz de possuir funcdes bem diferentes e em diferentes estagios. Existem
fatores de viruléncia com envolvimento em cada uma das etapas do processo de

infeccdo (agregacao, invasio, sobrevivéncia e dano) (SIQUEIRA E ROCAS, 2007).

Dentre os fatores, existem genes associados a viruléncia que se organizam
dentro do cromossomo da bactéria, ou em elementos genéticos que possuem
mobilidade, a exemplo de plasmideos (KAYZER et al, 2005). Plasmideos
normalmente possuem genes associados a resisténcia aos antimicrobianos que,
guando ligados a conjugacédo, manifestam um papel relevante na disseminacéo dessa
resisténcia (CARATTOLI, 2013).

Praticamente todos os patégenos possuem algum mecanismo de adesdo aos
tecidos do hospedeiro, o que é chamado de aderéncia ou adesdo, uma etapa
estritamente necessaria a patogenicidade. Essa aderéncia € realizada através de
moléculas presentes na superficie do patdégeno, denominadas adesinas ou ligantes, e
se ligam especificamente a receptores de superficie complementares, encontrados
em algumas células de tecidos do hospedeiro. Estas adesinas estdo localizadas
normalmente no glicocalice, e em outras estruturas presentes na superficie

microbiana, como flagelo, fimbrias e pili (TORTORA et al., 2017).

As adesinas fimbriais sdo complexos proteicos que podem ser achados em
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Podem ser chamadas de pili de ligacao
e sao fibras relacionadas a uma variedade func¢des, como ligagdo a superficies
bidticas e abioticas, transferéncia de material genético (DNA), formacédo de biofilme

bacteriano, bem como motilidade celular (BERNE et al., 2015).

As toxinas séo substancias produzidas por esses microrganismos, capazes de
provocar um dano ao hospedeiro, uma vez que podem alterar as vias de sinalizacao
celular do mesmo e inibir a sua resposta imune nos estagios iniciais da infec¢ao, aléem

de posteriormente causar um colapso vascular (MOAYERI et al., 2015; PRESCOTT
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et al.,, 2015; TORTORA et al., 2013). Basicamente existem dois tipos de toxina, as

endotoxinas e as exotoxinas (PEREZ, 2018).

Os lipopolissacarideos, ou apenas LPS, sdo endotoxinas presentes nas
bactérias e que compdes o folheto externo da membrana celular das Gram-negativas.
E composto, de forma mais basica, por um antigeno definido “O”, na parte mais
externa, oligossacarideos mais para o centro e em seu nucleo a formacgéo do lipideo
“A”, ancorando-o a membrana (VINOGRADOV, et al., 2002; CARVALHO, 2018).

As exotoxinas sdo a maior parte das toxinas. Sdo proteinas sollveis e
termolabeis, que parte das bactérias produzem. Podem ser secretadas no proprio
meio ou liberadas a partir da lise dessas bactérias produtoras. Devido a natureza das
exotoxinas, mesmo em baixas concentracfes elas podem ser prejudiciais (TORTORA
et al., 2013; PRESCOTT et al., 2009).

O biofilme é referido como uma col6nia cuja composicdo se da por varias
espécies de microrganismos, e seu crescimento se da em uma superficie, seja ela
biética ou abidtica. Alguns exemplos principais de superficies sdo as proteses, as
sondas e os cateteres, além de outros dispositivos utilizados amplamente na clinica
hospitalar. Os biofilmes tém em sua composicdo um revestimento por cama
heterogénea complexa, cuja matriz extracelular possui grande quantidade de
proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos, sendo que 0s préprios microrganismos
Ilhes produzem (MENOITA et al., 2012; HENRIQUES, et al., 2013; SHIESARI JUNIOR,
et al., 2015).

Existem genes de viruléncia coordenados por quérum sensing (QS), uma
sinalizacdo quimica, ajudando na producdo de proteases, cuja fungéo é contribuir para
a aderéncia do microrganismo, levando a lesao do tecido. O QS também coordena a
producéo de exotoxinas (SABHARWAL et al., 2014; BADAMCHI et al., 201).

Estes e outros fatores de viruléncia irdo contribuir para a patogenia bacteriano

dentro do hospedeiro.
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral
Detectar genes de viruléncia em bactérias Gram-negativas isoladas de
amostras de secrec¢des respiratorias de pacientes com pneumonia internados em UTIs

de hospitais de Sao Luis.

3.2 Objetivos especificos
e Identificar as bactérias mais frequentes em amostras de secrecdes
respiratérias;
e Analisar o perfil de susceptibilidade das bactérias aos principais
antimicrobianos utilizados na antibioticoterapia;
e Detectar os principais genes de viruléncia presentes nas bactérias a partir de

técnicas moleculares.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Em acordo com a Resolucdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
(CNS), esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade CEUMA, sob o parecer n® 766.690/2014.

4.2 Coleta das amostras

As amostras de secrecdo foram obtidas por conveniéncia pelo Laboratério
Cedro e provenientes de pacientes diagnosticados com pneumonia, internados em
UTIs de hospitais publicos e privados de S&o Luis — MA. As amostras de secrecao
traqueal foram coletadas de pacientes sob ventilagdo mecéanica através de uma via
aérea artificial e com auxilio de uma sonda de aspiracéo traqueal em um sistema a

vacuo e acondicionados em bronco-coletores, no ano de 2017.

4.3 ldentificagcéo e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Foram utilizados os meios de cultura convencionais para semeadura dos
espécimes clinicos, tais como, agar sangue, agar MacConkey e Caldo Tioglicolato,

dentre outros.

Os microrganismos isolados foram identificados por meio de espectrometria de
massa, por MALDI-TOF. Com o auxilio de uma agulha, pb6s-se uma pequena
guantidade de cada colbnia crescida nos pocos da placa de identificacdo da maquina,
acrescida da matriz HCCA, conservante das colbnias. Levou-se a placa para a
maquina e, apos alguns minutos, foi obtido o resultado da identificagdo microbiana.
Nos casos em que o microrganismo nao foi identificado, o procedimento foi repetido,

fazendo um novo isolamento do microrganismo, caso necessario.

Apés a identificacdo dos microrganismos em bactérias Gram-negativas, Gram-
positivas ou fungos, foi realizado o antibiograma por método automatizado utilizando
o Vitek2. Em uma capela de fluxo laminar, inoculou-se a bactéria ou fungo, com o

auxilio de uma alca, em um tubo de ensaio com 3 mL solucéo salina (na escala de
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turbidez 0,5 da escala de MacFarland). Em seguida, foram coletados 280 pL da
solucdo para incubacdo no Vitek2. O equipamento possui placas com os
antimicrobianos a serem testados, distintos para cada tipo de bactéria (Gram-
negativas e Gram-positivas). O resultado € concluido em algumas horas e o

profissional analisa quantos farmacos foram resistentes e sensiveis.

Em casos de resisténcia a uma grande parte dos antimicrobianos, foi realizado
a confirmacgéo pelo método de disco-difusdo. Este ultimo foi utilizado em casos de
multirresisténcia, para fim de confirmacdo dos resultados, de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Para isto,
foi realizado um in6culo bacteriano com turbidez 0,5 na escala de MacFarland e
cutivado em meio MuellerHinton. Em seguida, foram aplicadas as fitas de E-test com
0s antimicrobianos apontados como resistentes pelo Vitek2. Este método consistiu em
apontar a concentracdo inibidora, dada em mg/mL, enquanto transporta dois
gradientes exponenciais antimicrobianos ja predefinidos, onde um contém um inibidor
a uma concentracdo constante. Feita a configuragdo, as fitas geraram uma
concentracdo inibidora e detectaram a resisténcia baseadas na observacdo da

inibicdo diferencial.

4.4 Técnicas de biologia molecular

As técnicas gerais de biologia molecular utilizadas neste estudo estdo descritas
em Sambrook et al. (1989) e Ausubel et al. (1995). O DNA bacteriano foi obtido pelo
método de fervura. Para isto, uma colbnia selecionada a partir de um cultivo prévio
em agar foi transferida para um tubo de polipropileno contendo 500 pl de agua milliQ
estéril e submetida a fervura por 10 min, seguido de resfriamento em banho de gelo

por 5 minutos.

4.5 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Para cada PCR foram utilizados: 1,0 pL de cada um dos iniciadores especificos
(foward e reverse, 20 pM), 0,3 uL de Tag DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EUA, 1 U/ul), 1,0 pL de MgCl2 (25 mM), 2,5 pl de tampao de PCR 1X (Invitrogen), 2,5
uL (0,2 mM) de dNTPs (Invitrogen), 1 uL de DNA e agua MilliQ estéril para um volume
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final de 25 pul. Os primers, ciclos de amplificacdo e os tamanhos dos amplicons para

cada um dos genes pesquisados estao descritos na Tabela 1.

Tabela 1: Iniciadores utilizados no estudo com suas respectivas informacoes

para amplificacdo dos genes, temperaturas de anelamento e amplicons.

Iniciadores Sequéncia 5’-3’ Temp. Amplicon Referéncia

eC pb
oprl F ATGAACAACGTTCTGAAATTCTCTCTGCT 57 249 De Vos D, et al., 1998
oprl R CTTGCGGCTGGCTTTTTCCAG
oprL F ATGGAAATGCTGAAATTCGGC 57 504 De Vos D, et al., 1998
oprlL R CTTCTTCAGCTCGACGCGACG
pilB F TCGAACTGATGATCGTGG 54 408 Finnan et al, 2004
pilB R CTTTCGGAGTGAACATCG
plcN F TCCGTTATCGCAACCAGCCCTACG 55 481 Paulyn et al., 2016
plcN R TCGCTGTCGAGCAGGTCGAAC
plcH F GCACGTGGTCATCCTGATGC 55 608 Wolska; Szweda, 2009
plcH R TCCGTAGGCGTCGACGTAC
exoS F CTTGAAGGGACTCGACAAGG 54 504 Howard B. J., et al., 1987
exoS R TTCAGGTCCGCGTAGTGAAT
exoU F GATTCCATCACAGGCTCG 55 3308 Finnan et al, 2004
exoUR CTAGCAATGGCACTAATCG
phzl F CATCAGCTTAGCAATCCC 49 392 Finnan et al, 2004
phzI R CGGAGAAACTTTTCCCTC
phzM F ATGGAGAGCGGGATCGACAG 54 875 Finnan et al, 2004
phzM R ATGCGGGTTTCCATCGGCAG
exoT F CAATCATCTCAGCAGAACCC 54 1159 Finnan et al, 2004
exoT R TGTCGTAGAGGATCTCCTG
apr F TGTCCAGCAATTCTCTTGC 51 1017 Finnan et al, 2004
aprR CGTTTTCCACGGTGACC
pilA F ACAGCATCCAACTGAGCG 59 1675 Finnan et al, 2004
pilA R TTGACTTCCTCCAGGCTG
toxA F GACAACGCCCTCAGCATCACCAGC 68 396 Winstanley C, et al.,
toxA R CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGCT 2005
lasA F GCAGCACAAAAGATCCC 47 1075 Finnan et al, 2004
lasA R GAAATGCAGGTGCGGTC
lasB F GAATGAACGAAGCGTTCTCCGAC 55 284 Fazeli N.; Momtaz, H,
lasB R TGGCGTCGACGAACACCTCG 2014

Parte dos genes foram pesquisados separados, mas outros em reacao

multiplex, com as seguintes programacodes: 94°C por 4 minutos (desnaturacéo inicial);

30 ciclos de 94°C por 30 segundos (desnaturacao), 55°C por 1 minuto (anelamento) e

72°C por 1 minuto e 30 segundos (extenséo); 72°C por 5 minutos (extenséao final);

4°C infinito (Hold), para os genes toxA, lasB, plcH, plcN; 94°C por 5 minutos; 30 ciclos
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de 94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos;
72°C por 5 minutos; 4°C infinito para os genes apr, phzl, phzM, pilA e pilB; 94°C por 3
minutos; 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, 53°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto;
72°C por 5 minutos; 4°C infinito para o gene exoS; 94°C por 3 minutos; 30 ciclos de
94°C por 30 segundos, 55°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; 72°C por 5 minutos;
4°C infinito para o gene lasA; 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 55°C
por 1 minuto e 72°C por 1 minuto; 72°C por 10 minutos; 4°C infinito para o gene exoU,
95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 1 minuto, 52°C por 1 minuto e 30 segundos
e 72°C por 1 minuto e 30 segundos; 72°C por 10 minutos; 4°C infinito para o gene

exoT.

4.6 Eletroforese em gel de agarose

Apbs PCR, os produtos da reacéo foram submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen), utilizando tampéao TBE 0,5X. A concentracgéo do gel varia de 1% a 1,5%, de acordo
com o peso molecular dos fragmentos. Ao gel foi adicionado 5 pL do corante SYBR Safe DNA
gel stain (Invitrogen) para visualizacéo dos fragmentos em luz ultravioleta. Como marcador de
peso molecular foi utilizado o 1kb DNA Ladder (Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada
sob corrente constante de 80 V em tampéo TBE 0,5X e ao término foi feita a visualizac&o no

transiluminador de luz ultravioleta e fotografada para arquivo.
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5 RESULTADOS

No periodo de dois meses foram isoladas 135 bactérias a partir de amostras de
secrecéo traqueal. As amostras foram oriundas de 129 pacientes internados em UTIs
de hospitais publicos e privados de Sao Luis - MA. Destas, um total de 102 foram
caracterizadas como bactérias Gram-negativas, distribuidas em 15 espécies.

A maior frequéncia de pacientes foi do sexo masculino (55%). Além disso, 0s
pacientes foram distribuidos em faixas etéarias, nas quais 12% possuiam idade igual
ou inferior a 29 anos, 31% com idade entre 30 a 59 anos e 57% com idade igual ou
superior a 60 anos.

Dentre as bactérias que foram isoladas, a mais frequente foi A. baumannii, com
um total de 36 amostras, o que corresponde a 35,3%, seguido de P. aeruginosa com
30 amostras, correspondendo a 29,4%. Outras bactérias também foram encontradas
em menor frequéncia, como K. pneumoniae, Proteus spp., S. marcescens, com 6

amostras cada (5,9%) e E. coli, com 4 amostras (3,9%) (Tabela 2).

Tabela 2: Frequéncia de bactérias Gram-negativas isoladas a partir de
amostras de secrecéo traqueal de pacientes internados em UTIs de hospitais da

rede publica e privada de Séo Luis, MA.

Bactéria n %

Acinetobacter baumannii 36 35,3
Pseudomonas aeruginosa 30 29,4
Klebsiella pneumoniae 6 5,9
Proteus spp. 6 5,9
Serratia marcescens 6 5,9
Escherichia coli 4 3,9
Outros 14 13,7
Total 102 100

Levando em consideracdo a frequéncia dos isolados e considerando a
importancia clinica das bactérias ESKAPE, a pesquisa foi direcionada principalmente

a trés bactérias: P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae.
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Houve uma maior sensibilidade dos isolados a amicacina, imipenem,
meropenem e polimixina B. A. baumannii apresentou elevada resisténcia aos
antimicrobianos ceftriaxone (97,2%), ciprofloxacina (94,4%), imipenem (88,9%),
meropenem (88,9%), piperacilina/tazobactam (88,9%) e cefepime (83,3%), além de
um dos isolados demonstrar resisténcia a polimixina B, antimicrobiano de escolha
para o tratamento de bactérias multirresistentes (Tabela 3 e Figura 3).

P. aeruginosa  apresentou maior  resisténcia a  associagdo
piperacilina/tazobactam (56,7%) e a gentamicina (53,3%). K. pneumoniae apresentou
resisténcia elevada a ampicilina (100,0%), cefepime (83,3%), ceftazidima (83,3%) e
ceftriaxona (83,3%) (Tabela 3).

Tabela 3: Perfil de resisténcia aos antimicrobianos das bactérias Gram-
negativas mais frequentes isoladas a partir de amostras de pacientes internados em

UTlIs de hospitais da rede publica e privada de Sao Luis, MA.

Antimicrobianos A. baumannii P. aeruginosa K. pneumoniae
(n=36) (n=30) (n=6)
Amicacina 61,1 26,7 0,0
Ampicilina - - 100,0
Cefepima 83,3 43,3 83,3
Ceftazidima - - 83,3
Ceftriaxona 97,2 - 83,3
Ciprofloxacina 94,4 46,7 66,7
Ertapenem - - -

Gentamicina 58,3 53,3 33,3
Imipenem 88,9 43,3 16,7
Meropenem 88,9 33,3 16,7
Piperaciclina/Tazobactam 88,9 56,7 66,7
Polimixina B 111 0,0 0,0

Ao todo, foram pesquisados quinze genes de viruléncia entre as amostras, que
estdo descritos em sua frequéncia nominal, percentual e sua funcdo enquanto gene

de viruléncia na Tabela 4, a seguir:
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Tabela 4: Frequéncia dos genes de viruléncia que foram testados para a

bactéria P. aeruginosa.

Gene Funcéo n %
exoS Exoenzima 21 70,0
oprl Lipoproteina 21 70,0
phzl Operon Fenazina 1 6 20,0
exoU Exoenzima 5 16,7
toxA Exotoxina 4 13,3
exoT Exoenzima 3 10,0
phzM Enzima modificadora metil-transferase 3 10,0
pilA Pili 1 3,3
lasA elastase 1 3,3
apr Fosfatase alcalina 0 0,0
pilB Pili 0 0,0
lasB Elastase 0 0,0
plcH Fosfolipase 0 0,0
plcN Fosfolipase 0 0,0
oprL Lipoproteina 0 0,0

Os genes mais frequentes foram exoS e oprl, ambos com um total de 21
amostras positivas, o que equivale a 70,0% das amostras de P. aeruginosa; em
seguida, o gene phzl com um total de 6 amostras positivas, 0 que corresponde a
20,0% das amostras; exoU, com 5 amostras positivas (16,7%); toxA, com 4 amostras
positivas (13,3%); exoT e phzM com 3 amostras cada, correspondendo ambas a 10%
do total; pilA e lasA, com 1 amostra positiva, cada (3,3%). Por outro lado, os genes
apr, pilB, lasB, plcH, plcN e oprL ndo foram detectados em nenhuma amostra de P.
aeruginosa.

Por serem genes predominantemente encontrados em P. aeruginosa, nenhum
deles foi detectado em K. pneumoniae. Entretanto, o gene oprl foi encontrado em uma
Gnica amostra de A. baumannii, o que corresponde a 2,8% do total de amostras desta
bactéria. Em contrapartida, os demais genes nado foram detectados em nenhuma
amostra. Foi feita uma nova PCR de todos 0s genes que nao apresentaram ao menos

uma amostra positiva, para fins de confirmagéo.
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Figura 3: Eletroforese em gel de agarose (1,5%) dos fragmentos amplificados

por PCR para o gene oprl.

249 kb
oprl

O gel foi corado com SYBR Safe (Invitrogen) e visualizado em transiluminador de luz
ultravioleta. Canaletas: (1) marcador 1 kb plus DNA ladder (Invitrogen); (2) 30L
(controle positivo); (3) 22B, amostra de A. baumannii; (4) 86, amostra de P.
aeruginosa, (5) 87, amostra de P. aeruginosa.

Dentro do mesmo estudo, também foi feita a identificacdo de genes de
resisténcia, com duas variantes do gene blaoxa. Este gene foi detectado em apenas
duas amostras de A. baumannii, a variante blaoxa-s1 esteve presente em todas as 36
amostras (37,89%) de A. baumannii, enquanto blaoxa-23 foi detectada em 15 amostras
(15,79%). Entre os isolados de P. aeruginosa houve positividade para 6 amostras
(6,31%), sendo 4 (4,21%) positivas para blaoxa-s1, 1 (1,05%) foi positiva para blaoxa-23
e uma foi positiva para as duas variantes concomitantemente.

Considerando os dados somente das bactérias positivas para blaoxa, houve
100% de frequéncia para blaoxas1 e 41,67% para blaoxa-23 entre os isolados de A.
baumannii. Em relacéo a P. aeruginosa houve 20% de positividade, sendo 13,33%
somente para blaoxas1 € 3,33% somente para blaoxa23 € para ambas as variantes

concomitantemente.
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6 DISCUSSAO

Como visto, neste estudo, a maior parte dos pacientes acometidos foi do sexo
masculino, com 55% do total, e 45% do sexo feminino, sendo um valor préximo ao do
estudo de Mota et al. (2017) e Farias et al. (2019). Quanto a idade, este estudo
mostrou que 57% dos pacientes internados possuiam idade acima de 60 anos,
divergindo do estudo de Mota et al., uma vez que demostrou que 46,3% dos pacientes
internados possuiam idade acima de 60 anos. Entretanto, o estudo de Farias et al.

(2019) demonstrou resultados mais proximos, com um total de 70%.

Neste estudo foi visto uma elevada frequéncia de bactérias Gram-negativas,
sendo A. baumannii (40%) e P. aeruginosa (33%) as duas que respondem por mais
da metade dos microrganismos isolados. Estas bactérias sdo comumente
multirresistentes e responsaveis por causar pneumonia em pacientes internados em
UTls. Diversos fatores, como a interacdo patdgeno-hospedeiro, bem como as
variaveis a nivel epidemioldgico facilitam a patogénese da pneumonia, principalmente

a relacionada a assisténcia a saude (ANVISA, 2017).

O fato de haver bactérias MDR (Multidrug resistant), ou seja, resistentes a trés
classes ou mais de antimicrobianos, faz com que haja uma maior taxa de mortalidade
dos pacientes, bom como restricdo no numero de antimicrobianos a serem utilizados
na antibioticoterapia. Adicionado a esta problematica, tem-se visto que, nos ultimos
anos, uma quantidade limitada de novas drogas sao incluidas no mercado (SILVA,;
MARTINS, FAVALECA, 2019).

Em muitos casos com uma prevaléncia acima de 80% de resisténcia a multiplas
drogas, A. baumannii tem se tornado uma consideravel ameaca a saude publica.
Neste estudo, A. baumannii apresentou altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos
ceftriaxone (97,2%), ciprofloxacina (94,4%), imipenem (88,9%), meropenem (88,9%),
piperacilina/tazobactam (88,9%) e cefepime (83,3%), o que condiz com dados da
literatura (CDDEP: THE CENTER FOR DISEASE DYNAMICS, ECONOMICS AND
POLICY, 2016; ZILBERBEG et al., 2016).

A elevada incidéncia de isolados de A. baumannii resistentes aos

antimicrobianos carbapenémicos (como imipenem e meropenem, com valores
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préximos de 90%) se deve principalmente ao seu uso extensivo no tratamento de

bactérias MDR, o que corrobora com o estudo de Nowak et al. (2017).

A bactéria P. aeruginosa responde por 33% dos isolados dentro do grupo de
Gram-negativas. Este foi 0 mesmo resultado encontrado no estudo feito no Nepal por
Khanal et al. (2013), e um valor préximo ao estudo de Gupta et al. (2016), feito na
india, que encontrou um total de 40% dos isolados para o respectivo microrganismo.
Além destes dois, o0 estudo de Poulakou et al. (2018) encontrou uma frequéncia de
29,6%.

Outro estudo, feito por Mendonga et al. (2019), no Brasil, obteve resultados
semelhantes em relagcéo a frequéncia por P. aeruginosa, com um total de 40%. Em
contrapartida, A. baumannii teve uma frequéncia de apenas 13,3%, um valor bem
inferior ao encontrado neste estudo. O mesmo estudo mostrou resultados préximos
em relagcdo a bactéria K. pneumoniae, com frequéncia de 13,3%, o dobro do
encontrado neste estudo (6,6%). Esse valor vai de encontro ao estudo de Khanal et

al. (2013), que encontrou um total de 25%.

Além de frequentes, estes microrganismos que foram isolados mostraram
elevada resisténcia a maioria dos antimicrobianos aos quais foram submetidos os
testes. Estes microrganismos comumente possuem mecanismos de resisténcia
bacteriana a inUmeros antimicrobianos, e podem ser adquiridos por meio de
mutagdes, transmissdo de material genético ou até mesmo serem intrinsecos a estes
microrganismos. Resisténcia intrinseca pode ocorrer sem que haja uma prévia
exposicao do microrganismo ao antimicrobiano, enquanto a adquirida pode ocorrer
por mecanismos de alteracdo da permeabilidade da membrana, bomba de efluxo,
alteracéo do local de acéo, dentre outros (RICE; BONOMO, 2005; MUNITA; ARIAS,
2016).

A bactéria A. baumannii demonstrou resultados preocupantes quanto a
resisténcia ao antimicrobiano polimixina B, uma vez que este medicamento € utilizado
como uma das ultimas opg¢Bes para tratar infec¢des por Gram-negativas com elevada
taxa de resisténcia aos carbapenémicos (VARDAKAS; FALAGAS, 2017).

A elevada resisténcia a polimixina B foi observada em estudos realizados por

Martins et al. (2014) e Genteluci et al. (2016). Tendo em vista seus resultados é
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possivel avaliar o risco cada vez maior para o tratamento de infeccbes por bactérias
que, ao longo dos anos, tém desenvolvido mais a multirresisténcia aos

antimicrobianos.

A ANVISA, em sua Nota Técnica 01/2013, informa que a terapia empirica mais
apropriada para infeccbes causadas por enterobactérias que sejam multirresistentes
deve ser feita utilizando-se a polimixina B ou E — colistina — associando-as com outros
antimicrobianos. Alguns exemplos sdo os da classe dos aminoglicosideos, como a
amicacina e a gentamicina, carbapenémicos, a exemplo de doripenem e meropenem,
e tigeciclina. Assim, € importante evitar a monoterapia, uma vez que eleva o risco de
desenvolver a resisténcia (ANVISA, 2014).

Neste estudo foi visto que as bactérias mais frequentes sdo A. baumannii e P.
aeruginosa, que correspondem a mais da metade das bactérias identificadas. Além
disso, é possivel observar que estas bactérias apresentam um elevado percentual de
resisténcia a antimicrobianos de segunda escolha, como os carbapenémicos, o0 que
dificulta a antibioticoterapia e, consequentemente, a recuperacdo do paciente e

elevacao dos custos do hospital.

Neste estudo, além da avaliacdo do perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos, foi possivel pesquisar diversos genes associados com a viruléncia
entre os isolados de P. aeruginosa. Dentre estes, 0s genes exoT e exoS, que
codificam para a producdo das proteinas ExoS e ExoT, respectivamente, que
compartilham em torno de 76% de seus aminoacidos, sendo ExoS uma toxina
bifuncional, com atividade de proteina ativadora de GTPase (GAP) e atividade de
adenosina difosfato de ribosil transferase (ADPRT), atuando nas interacdes com as
células hospedeiras, enquanto ExoT esta fortemente ligada a ExoS, atuando na
atividade de GAP (HAUSER, 2009).

Neste estudo, 16,7% das amostras foram positivas para exoU e 10% para exoT,
do total de amostras. Estes valores divergem dos que foram encontrados pelo estudo
de Valderrama (2020) e Alonso (2020), em que seus dados mostraram 57,9% e
31,11% de amostras positivas para exoS, respectivamente, e 28,9% e 100% para
exoT, respectivamente. Enquanto isso, o estudo de Solano (2017) mostrou resultados

mais proximos para exoT, com 16,1% das amostras pesquisadas sendo positivas. O
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gene exoU, dentre as exotoxinas, foi 0 mais frequente, tendo sido encontrado em

70,0% das amostras, um resultado proximo ao de Adeyemi et al. (2020), com 74,6%).

phzl e phzll, que s&o operons da fenazina, e os genes phzH, phzM e phzS séo
responsaveis por codificar proteinas que estao envolvidas na formacéo de compostos
de Fenazina que P. aeruginosa secreta. A acdo destes compostos consiste em
aumentar o estresse oxidativo intracelular, bem como produzir superoxido e peroxido
de hidrogénio. Assim, essas substancias sdo capazes de inibir a atividade
mitocondrial, a proliferacdo celular e estimulam a secrecdo de citocinas pelos
neutréfilos e macrofagos (BRADBURY ET AL., 2010; MITOV ET AL., 2010;
BLANKENFELDT E PARSONS, 2014).

Neste estudo, phzl foi frequente em 20,0% das amostras, corroborando o
estudo de Solano (2017). Em contrapartida, o mesmo estudo apresentou divergéncia
quanto a frequéncia de phzM, com 32,3% contra 10,0% neste estudo. Os dois genes
apresentam divergéncias em comparacdo com o estudo de Dehbashi (2020), que

encontrou phzl em 28,8% e phzM em 31,5% de suas amostras.

Codificada pelo gene toxA, a exotoxina A € um fator de viruléncia extremamente
toxico secretada por P. aeruginosa, sendo até mesmo considerado o mais toxico entre
todos, devido ao seu processo de inibicdo da biossintese de proteinas. Possui
atividade necrotizantes em diversos tecidos, contribuindo assim, para a colonizacao
da bactéria no organismo (MICHALSKA; WOLF, 2015). Neste estudo, toxA foi positivo
em 13,3% das amostras, um percentual baixo, se comparado ao trabalho de Ullah
(2017), que encontrou o gene em 33,3% de suas amostras. Ha uma discrepancia
ainda maior quando comparado ao estudo de Ai Dawodeyah (2018), em que 80% de

suas amostras foram positivas.

O processo de adesao bacteriana é uma etapa inicial e critica para estabelecer
a infeccéo, na qual envolve adesinas e receptores do hospedeiro. O pili € uma das
adesinas essenciais para P. aeruginosa (BUCIOR; PIELAGE; ENGEL, 2012). Dois
importantes genes envolvidos na adesdo da bactéria em seu hospedeiro sédo pilA e
pilB, alvos deste estudo, porém nenhuma das duas foi encontrada em grande
frequéncia, estando pilA em apenas 3,3% das amostras, enquanto ndo houve

amostras positivas para pilB.
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Comparando-se os resultados com os encontrados por Buda et al. (2020), é
possivel constar uma certa divergéncia dos resultados para pilA, com frequéncia de
20,0% em seu trabalho. Por outro lado, pilB foi encontrado em apenas 2,0% das
amostras, o que é algo bem proximo deste estudo. No estudo feito por Pobiega et al.
(2018), pilA foi encontrada em 25,4% das amostras, aproximando-se dos resultados
de Buda et al (2020). Porém, pilB teve apenas uma frequéncia de 3% no mesmo

estudo. Com isso, logo se vé que pilB ndo € um gene encontrado frequentemente.

apr € um gene que codifica para uma protease alcalina que € responsavel pela
degradacéo de proteinas do sistema complemento do hospedeiro e a fibronectina. Por
exemplo, a metaloprotease tem participacdo na hidrolise de diversas proteinas
importantes, o que inclui diferentes citocinas e componentes do complemento
(ANDREJKO et al., 2019). Neste estudo nenhuma amostra foi positiva para este gene,
demonstrando grande divergéncia, quando comparado ao estudo de Nahar et al.
(2017), que encontraram o gene em 55,6% do total de amostras, e ao estudo de Buda
et al. (2017), onde 93% das amostras foram positivas para apr.

P. aeruginosa possui a elastase, uma enzima cuja codificacao é feita por meio
dos genes lasA e lasB. A elastase pode decompor desde citocinas a células de defesa,
desempenhando também papel na decomposicéo de tecidos dos pulmdes e vasos de
elastina (ISLAMIEH; AFSHAR; ESMAELLI, 2019). Alonso et al. (2020), em seu
trabalho, encontrou 100% de positividade para lasB, enquanto neste trabalho, entre
as amostras testadas, ndo houve positivas. Quanto a lasA, um estudo publicado por
Park e Koo (2022) mostrou 39% de amostras positivas, contra 3,3% deste estudo,
sendo uma diferenca também consideravel. Os resultados deste estudo também
diferem de Silva et al. (2021), que encontrou 63,0% de amostras positivas para lasA

e 100% para lasB.

As lipoproteinas sdo importantes na interacdo da bactéria com o ambiente,
podendo ter acdo inerente também na resisténcia a antimicrobianos. Podem ser
responsaveis inclusive nos sistemas de transporte de efluxo, o que afeta a
permeabilidade celular (NIKAIDO, 1994). Neste estudo sdo representadas por oprl e
oprL. O gene oprl fora encontrado exatamente em 70,0% dos isolados, corroborando
os estudos de Adeyemi et al. (2020), que o encontrou em 74,6% de seus isolados e

de Al-Dahmoshi, em 2018 (84,6%). O gene oprL, neste estudo, ndo apresentou
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nenhuma amostra positiva, o que diverge do resultado de Chand et al. (2021), que
encontrou em 100% das amostras e Al-Dahmoshi, que encontrou em 42,3% do total.
Pode-se ver que o gene oprL apresenta resultados variados da literatura, podendo ser

muito ou pouco frequente.

As fosfolipases do tipo C tém sua importancia na fisiologia das células
eucaridticas, uma vez que sdo capazes de controlar diversos processos fisiologicos e
sendo substratos na sintetizacdo de moléculas importantes na sinalizagéo, resultando
em uma resposta celular. Neste estudo, foram pesquisados os genes plcH e plcN,
porém ambos ndo foram detectados nas amostras pesquisadas. Diverge dos
resultados encontrados por Naga et al. (2018), que encontrou ambos em 100% das
amostras pesquisadas, em um n=50; diverge também do resultado de Bazghandi et
al. (2021), que encontrou ambos em 86,9% de suas amostras; e de Monteiro et al.
(2021), que encontrou plcH em 51,5% das amostras e plcN em 75,7% delas. Pode-se
ver que nos trés estudos de comparacao, os genes foram encontrados em mais da

metade do material pesquisado, um dado bem divergente do encontrado neste estudo.

P. aeruginosa é um dos seis patdégenos que pertence ao grupo ESKAPE
(LUPO; HAENNI; MADEC, 2018). Porém outros dois tém grande importancia clinica,
que sdo A. baumannii e P. aeruginosa. Uma analise de diversas publicactes foi feita,
a fim de encontrar pesquisas destas bactérias atras de diversos destes genes, mas

sem éxito para a maioria.

Foi feita a pesquisa com 0s mesmos quinze genes de viruléncia nas amostras
de A. baumannii e K. pneumoniae. Ao todo, apenas em um isolado de A. baumannii
foi encontrado o gene oprl. Importante ressaltar que nao foi relatado, até o momento,
outro estudo que tenha encontrado o mesmo gene de viruléncia para a bactéria em

questao.

As oxacilinases, conhecidas apenas como OXA, sdo enzimas pertencentes a
classe D de Ambler (AMBLER, 1980) e também ao grupo 2 de Bush (BUSH e JACOB,
2010). Sao caracterizadas pela sua capacidade de hidrolisar os antimicrobianos
oxacilina e cloxacilina, além de serem dificilmente inibidas por acido clavulanico e
EDTA (QUEENAN; BUSH, 2007). Neste estudo foram estudadas duas variantes do
gene blaoxa (23 e 51), dentre as 498 variantes alélicas encontradas até fevereiro de

2015 (http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel).
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Em nosso estudo, a presenca de blaoxa-s1 foi detectada em todas as amostras
de A. baumannii, corroborando com o trabalho de Coqueiro (2014) e Santos (2015).
Ja a presenca de blaoxa-2s em amostras de A. baumannii foi inferior aos encontrados
nos estudos de Vasconcelos et. al. (2015), que encontraram um total de 87,3% e
Cortivo et. al. (2015), que detectaramm em 69,6% das amostras. A presenca de
blaoxa-23 € blaoxas1 em amostras de P. aeruginosa nédo foi detectada em niveis
elevados neste trabalho, bem como nos trabalhos de Dias (2015) e Royer (2015), o
gue sugere que a multirresisténcia aos antimicrobianos pode estar associada a outros

fatores de resisténcia.



47

7 CONSIDERACOES FINAIS

Existe uma grande quantidade de bactérias que habitam o ambiente hospitalar
e sdo responsaveis por diversas doencas em pacientes hospitalizados, como a
pneumonia. Além disso, as unidades hospitalares sdo suscetiveis ao surgimento de
diversas cepas de bactérias com resisténcia a varios antimicrobianos ou
multirresistentes, uma vez que seu uso é feito em grande quantidade nesse local. Este
estudo mostrou a elevada frequéncia de indmeras bactérias, em grande parte
oportunistas, como P. aeruginosa, que habitam o ambiente hospitalar, causam
infeccbes em seus pacientes e, como vista nas elevadas taxas de resisténcia aos
antimicrobianos, interferem na antibioticoterapia e, devido a isso, elevam o tempo de
permanéncia do paciente, os custos e muitas vezes levam a o6bito. Ressalta-se
também a presenca de diferentes fatores de viruléncia, que propiciam as bactérias
uma maior facilidade de infeccdo aqueles pacientes que muitas vezes ja possuem

comorbidades e sdo imunocomprometidos.

Este estudo evidencia a presenca de diferentes genes com potencial para
conferir a estes microrganismos fenotipos de resisténcia e viruléncia. Apesar de nem
todos os genes que foram estudados terem sido identificados nas bactérias
pesquisadas, ndo se pode ignorar o potencial daqueles que foram encontrados, uma
vez que, mesmo em menor quantidade, ainda assim contribuem negativamente para

a saude do paciente.

Como pdde ser observado, um gene (oprl), até entdo detectado em P.
aeruginosa, foi encontrado em uma bactéria do mesmo grupo ESKAPE, A. baumannii,
demonstrando o potencial cada vez maior das bactérias em transmitir seus genes para
outras espécies. Pesquisadores e profissionais da area da saude nao podem ignorar

a capacidade das bactérias em se tornarem mais resistentes e virulentas.

Diante disto, é preciso uma atencao dos profissionais de saude que trabalham
em hospitais aos cuidados, em primeiro lugar, com a higienizacdo das maos, porta de
entrada de diversos microrganismos; ao manejo dos pacientes, bem como a utilizacao
de dispositivos invasivos, como sondas e ventiladores mecanicos; e principalmente
ao bom uso dos antimicrobianos, evitando a prescricdo inadequada destes

medicamentos, interpretando corretamente os resultados dos perfis de resisténcia das
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bactérias e descartando de forma adequada aqueles que estiverem fora do prazo de
validade. Todas estas medidas podem minimizar os impactos na saude dos pacientes

de UTls, j& debilitados, e facilitando sua estada no hospital, bem como sua saida.
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8 CONCLUSAO

K. pneumoniae e A. baumannii foram as Gram-negativas mais frequentes em
isoladas dos pacientes com pneumonia internados em UTI;

A. baumannii apresentou elevada resisténcia a carbapenémicos,
antimicrobianos de segunda escolha, e até mesmo com um isolado resistente
a Polimixina B;

A exoenzima exoS e a lipoproteina oprl foram genes de viruléncia mais
frequentes entre os isolados de P. aeruginosa,

O gene oprl, originalmente encontrado em P. aeruginosa, foi detectado em um
isolado de A. baumannii. Possivelmente, uma transferéncia horizontal de genes
entre bactérias de espécies diferentes;

blaoxa, gene de resisténcia que fora estudado em duas variantes (blaoxa-23 e
blaoxas1) se mostrou mais frequente em A. baumannii, porém sua incidéncia
em P. aeruginosa, mesmo menor, ndo pode ser ignorada;

Tanto genes de viruléncia, quanto genes de resisténcia trazem consequéncias
negativas ao paciente, uma vez que juntos sdo capazes de debilitd-lo e
reduzindo suas chances de defesa. Além disso, 0s genes de resisténcia afetam

a eficacia dos antimicrobianos e reduzem as opc¢des terapéuticas.
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Abstract: Escherichia coli is responsible for cases of diarrhea around the world, and some studies have
shown the benefits of cinnamaldehyde in the treatment of bacterial disease. Therefore, the objective
of this study was to evaluate the effects of cinnamaldehyde in mice colonized by pathogenic E. coli,
as well as to provide more insights into its antimicrobial action mechanism. After determination
of minimum inhibitory (MIC) and minimum bactericidal (MBC) concentrations, the interference
of cinnamaldehyde in macromolecular pathways (synthesis of DNA, RNA, protein, and cell wall)
was measured by incorporation of radioisotopes. The anti-adhesive properties of cinnamaldehyde
towards E. coli 042 were evaluated using human epithelial type 2 (HEp-2) cells. Intestinal colonization
was tested on mice, and the effect of cinnamaldehyde on Tenebrio molitor larvae. Cinnamaldehyde
showed MIC and MBC values of 780 ug/mL and 1560 pg/mL, respectively; reduced the adhesion
of E. coli 042 on HEp-2 cells; and affected all the synthetic pathways evaluated, suggesting that
compost impairs the membrane/cell wall structure leading bacteria to total collapse. No effect
on the expression of genes related to the SOS pathway (sulA and dinB1) was observed. The com-
pound did not interfere with cell viability and was not toxic against T. molitor larvae. In addition,
cinnamaldehyde-treated mice exhibited lower levels of colonization by E. coli 042 than the untreated
group. Therefore, the results show that cinnamaldehyde is effective in treating the pathogenic E. coli
strain 042 and confirm it as a promising lead molecule for the development of antimicrobial agents.

Keywords: cinnamaldehyde; intestinal colonization; natural products

1. Introduction

Escherichia coli is an important pathogen responsible for numerous cases of diarrhea
worldwide, representing a serious problem for immunocompromised individuals, and
especially children [1-4]. Several reports have associated diarrhea with significant delays
in childhood development [1,3,5].

In a study carried out in South America, Africa and Asia, in children and adults with
diarrhea, the predominant pathogen isolated in fecal samples was enteroaggregative E. coli
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