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RESUMO 

 

Infecções de corrente sanguínea (ICS) são uma das complicações mais frequentes em pacientes 

com câncer. Nesta população, a frequência de bacilos Gram-negativos (BGN) produtores de β-

lactamase de espectro estendido (ESBL) e carbapenemases vêm aumentando nos últimos anos 

e vêm sendo considerada uma grave ameaça ao êxito do tratamento antimicrobiano. Assim, o 

objetivo do estudo foi descrever os fatores relacionados à ICS, frequência de bactérias e fungos 

isolados, detecção de genes de resistência, mortalidade, e tempo e custo de internamento 

hospitalar em pacientes assistidos em hospital de referência para tratamento de câncer no Estado 

de Pernambuco. Dados clínicos e epidemiológicos foram coletados dos pacientes portadores de 

malignidades, tais como, dados biológicos, sociodemográficos, laboratoriais e taxa de 

mortalidade e custo hospitalar. Hemoculturas positivas de pacientes com ICS foram coletadas 

e submetidas à identificação fenotípica dos microrganismos e posteriormente a confirmação 

através de testes automatizados. As amostras foram estudadas para detecção de genes de 

resistência a β-lactamases blaSHV, blaTEM, blaCTX-M, blaKPC, blaGES, blaNDM, blaIMP, blaVIM, 

blaSPM, blaGIM e blaSIM e as oxicilinases blaOXA-48 e blaOXA-58 e polimixina mcr em bacilos 

Gram-negativos e de genes mecA, vanA e vanB em cocos Gram-positivos. Nos isolados que 

foram resgatados fungos, testes de identificação e suscetibilidade foram realizados. 

Hemoculturas positivas de quarenta e cinco pacientes foram recuperadas, no período de 2018 a 

2020, sendo a maioria dos indivíduos mulheres, com média de idade de 49 anos e apresentando 

tumores sólidos. A taxa de mortalidade geral, de mortalidade em 30 dias e de letalidade foram 

53,3%, 28,8% e 22,2% respectivamente. O tempo médio de hospitalização foi de 34 dias (1-80 

dias), com custo médio hospitalar foi de U$ 21.297,28. De 45 pacientes incluídos na amostra, 

foram obtidos 55 isolados microbianos recuperados de hemoculturas. Dos isolados obtidos, 38 

eram Gram-negativas, 13 Gram-positivas e quatro espécies de leveduras. Escherichia coli e 

Klebsiella pneumoniae foram os BGN mais frequentes e entre estas espécies, os genes mais 

encontrados foram blaOXA-48 e blaSIM. Os genes blaGES, blaNDM e blaKPC foram encontrados na 

maioria dos BGN, já blaTEM e blaCTX foram os genes mais comuns entre os ESBL. Foi 

documentado a ocorrência de infecções polimicrobianas em cinco casos, incluindo as espécies 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, 

Staphylococcus coagulase negativo (SCoN) e Candida spp. Os genes mecA e vanA foram 

encontrados em isolados de Staphylococcus spp. e Enterococcus faecium, respectivamente. 

Espécies de Candida spp. apresentaram alta resistência à voriconazol e fluconazol. Na análise 

univariada, ICS esteve associada às variáveis: inserção de dispositivos invasivos, 



 
 

comorbidades, quimioterapia, maior tempo de terapia antimicrobiana empírica e, registro de 

intervenção cirúrgica. Após análise multivariada a condição de apresentar comorbidade 

permaneceu no modelo, como fator de risco para ICS em pacientes portadores de câncer 

(p=0,002). Pode-se concluir que indivíduos internados para tratamento de câncer e 

apresentando comorbidades tiveram maior risco de apresentar ICS causadas por BGN 

multidroga resistentes (MDR) que por sua vez traz impacto negativo nas taxas de mortalidade 

e, que medidas de identificação e contenção de disseminação através de precauções de contato 

são importantes, haja vista que a velocidade de emergência destes patógenos vêm apresentando 

alta disseminação de resistência a carbapenemases e ESBL identificadas limitando as opções 

do arsenal terapêutico.  

 

Palavras-chave: Bacteremia; Genes MDR; Fatores de risco; Neoplasias.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

Bloodstream infections (BSIs) are one of the most frequent complications in cancer patients. In 

this population, the frequency of gram-negative bacilli (GNB) producing extended-spectrum β-

lactamase (ESBL) and carbapenemases has increased in recent years and has been considered 

a serious threat to the success of antimicrobial treatment. Thus, the objective of the study was 

to describe the factors related to BSI, frequency of isolated bacteria and fungi, detection of 

resistance genes, mortality, and time and cost of hospital stay in patients assisted at a referral 

hospital for cancer treatment in the State of Pernambuco. Clinical and epidemiological data 

were collected from patients with malignancies, such as biological, sociodemographic, 

laboratory data, mortality rate and hospital cost. Positive blood cultures from patients with ICS 

were collected and submitted to phenotypic identification of microorganisms and later 

confirmed by automated tests. The samples were studied for the detection of β-lactamases 

resistance genes blaSHV, blaTEM, blaCTX-M, blaKPC, blaGES, blaNDM, blaIMP, blaVIM, blaSPM, blaGIM 

and blaSIM and the oxycylinases blaOXA-48 and blaOXA-58 and polymyxin mcr in Gram-negative 

bacilli and mecA, vanA and vanB genes in Gram-positive cocci. In isolates that were rescued 

fungi, identification and susceptibility tests were performed. Positive blood cultures from forty-

five patients were recovered from 2018 to 2020, with most individuals being women, with a 

mean age of 49 years and presenting solid tumors. The overall mortality, 30-day mortality and 

case fatality rates were 53.3%, 28.8% and 22.2% respectively. The mean hospitalization time 

was 34 days (1-80 days), with a mean hospital cost of US$ 21,297.28. From 45 patients included 

in the sample, 55 microbial isolates recovered from blood cultures were obtained. Of the isolates 

obtained, 38 were Gram-negative, 13 were Gram-positive and four were yeast species. 

Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae were the most frequent BGN and among these 

species, the most frequently found genes were blaOXA-48 and blaSIM. The blaGES, blaNDM and 

blaKPC genes were found in most BGN, while blaTEM and blaCTX were the most common genes 

among ESBLs. Polymicrobial infections were documented in five cases, including 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanii, 

coagulase negative Staphylococcus (CoNS) and Candida spp. The mecA and vanA genes were 

found in Staphylococcus spp. and Enterococcus faecium, respectively. Candida spp. showed 

high resistance to voriconazole and fluconazole. In the univariate analysis, ICS was associated 

with the variables: insertion of invasive devices, comorbidities, chemotherapy, longer duration 

of empirical antimicrobial therapy, and surgical intervention record. After multivariate analysis, 

the condition of having comorbidity remained in the model as a risk factor for BSI in cancer 



 
 

patients (p=0.002). It can be concluded that individuals hospitalized for cancer treatment and 

presenting comorbidities had a higher risk of presenting BSI caused by multidrug resistant 

(MDR) BGN, which in turn has a negative impact on mortality rates, and that measures of 

identification and containment of dissemination through of contact precautions are important, 

given that the speed of emergence of these pathogens has shown a high spread of resistance to 

carbapenemases and ESBL identified, limiting the options of the therapeutic arsenal. 

 

Keywords: Bacteremia; MDR genes; Risk factors; neoplasms. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Infecção de corrente sanguínea (ICS) é uma preocupante complicação, potencialmente 

fatal em pacientes com câncer em tratamento quimioterápico, e que pode ocorrer em paralelo 

a infecções de outros sítios (Mert et al., 2019). O uso de dispositivos intravasculares, 

concomitância de comorbidades e tempo hospitalar prolongado, têm sido apontados como os 

principais fatores relacionados para ICS nesta população (Lubwama et al., 2019).     

Diante da gravidade das doenças neoplásicas de base, especialmente naqueles que cursam 

neutropenia febril (NF) pós quimioterapia, terapia antimicrobiana empírica de amplo espectro 

deve ser iniciada imediatamente, precedidas de coletas de 2 a 3 pares de hemoculturas. 

Mortalidade por ICS tem sido associada a atraso no diagnóstico e no manejo inadequado e 

retardado da terapêutica empírica (Islas-Muñoz et al., 2018). A terapêutica empírica inicial 

pode ser ajustada posteriormente após reconhecimento do isolado, cujo diagnóstico de 

infecções é normalmente difícil e demorado pela hemocultura (Peker et al., 2018). A 

sensibilidade desta técnica depende do crescimento bacteriano, sendo considerada baixa, 

podendo demandar alguns dias até sua finalização. Portanto, o diagnóstico molecular através 

da detecção de genes de resistência pode influenciar na agilidade e precisão, podendo 

influenciar positivamente na terapêutica destes pacientes, devido a elevada sensibilidade e 

especificidade (Idelevich et al., 2015) possibilitando uma readequação da terapia 

antimicrobiana de forma que possa também reduzir falhas terapêuticas.   

Períodos prolongados de internamento hospitalar tem sido associado a episódios mais 

graves de NF, especialmente por bactérias multidroga resistentes (MDR) (Lyman et al., 2014). 

E o custo hospitalar em pacientes com câncer, sobretudo durante episódios de neutropenia 

febril são altos (Catic et al., 2016). A taxa de mortalidade em pacientes com câncer com 

infecção da corrente sanguínea geralmente é alta devido aos fatores associados, dentre eles, 

sepse e choque séptico são as principais causas de mortalidade durante a neutropenia induzida 

por quimioterapia para doenças malignas (Kochanek et al., 2019), principalmente em 

pacientes com leucemias e aqueles cursando neutopenia (Lalaoui et al., 2020).  

Pontanto, diante do exposto, o objetivo do estudo foi descrever os fatores relacionados à 

infecção de corrente sanguínea, frequência dos agentes etiológicos, detecção de genes de 

resistência, mortalidade, tempo e custo de internamento hospitalar em pacientes com câncer 

assistidos em hospital de referência do Estado de Pernambuco.   

 

 



23 
 

2 REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Infecção de corrente sanguínea em pacientes com câncer 

 

 Infecções da corrente sanguínea são causas importantes de morbidade e mortalidade 

entre pacientes com câncer. Procedimentos cirúrgicos, quimioterapia antineoplásica e uso de 

cateter venosos estão entre os principais fatores de risco, sendo Escherichia coli o BGN mais 

frequente em ICS em pacientes com câncer (Sierra et al., 2020).  

 ICS têm sido reportadas como uma das principais causas de complicações que podem 

comprometer a vida de pacientes com câncer, devido aos atrasos na quimioterapia, maior 

permanência no hospital, tratamento inadequado, maior taxa de mortalidade e aumento dos 

custos de saúde (Islas-Muñoz et al., 2018).  

Embora ICS seja importante causa de morbimortalidade em pacientes com câncer, vale 

ressaltar que pacientes que apresentam neoplasias hematológicas, estão no grupo de alto risco 

para complicações causadas por infecções bacterianas da corrente sanguínea (Mert et al., 

2019).   

O uso de cateter central de inserção periférica para quimioterapia, antibioticoterapia e o 

número de lúmens do cateter foram associados a um risco aumentado de ICS em pacientes com 

câncer (Lee et at., 2020). Em contrapartida, uma meta-análise verificou que acesso venoso 

totalmente implantáveis pode reduzir significativamente (P <0,00001) o risco de ICS associada 

a cateter central (CLABSI) em comparação com acesso venoso central de inserção percutânea 

em pessoas com câncer (Jiang et al., 2020).    

ICS causada por Enterobacteriales tem também sido associada à mortalidade em 

pacientes com câncer que receberam quimioterapia (Ceken et al., 2018). Além disso, a 

toxicidade associada à quimioterapia contribui para os riscos de infecção associados à leucemia 

linfoblastica aguda. Particularmente, doses mais altas de regimes de quimioterapia baseados em 

antraciclinas e antimetabólitos são frequentemente administradas por períodos mais longos. Os 

esteróides são também de grande importância no tratamento de doenças linfoproliferativas, e 

têm efeitos cumulativos pleiotrópicos imunossupressores e catabólicos. Portanto, os riscos 

relacionados à infecção nessa população com leucemia podem ser maiores em relação a outras 

neoplasias de alto risco. Com isso, estratégias preventivas são importantes para minimizar a 

ocorrência de infecções durante a neutropenia febril em pacientes com câncer. Uma vez que, 

os pacientes de maior risco incluem os que já receberam vários regimes de quimioterapia ou 

uso de corticosteroides, e que apresente disfunção renal (Di blasi et al., 2018).  
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 2.2 Etiologia de infecção de corrente sanguínea em pacientes com câncer  

 

A etiologia das bactérias em ICS em pacientes neutropênicos febris com câncer nas 

últimas décadas tem mostrado uma leve inclinação de Gram-negativa para Gram-positiva. Este 

fato deve-se provavelmente ao uso de cateteres, condições ambientais e a administração de 

antibióticos específicos, principalmente na profilaxia com antibióticos. Existem vários 

inquéritos epidemiológicos em que mostram a predominância de organismos Gram-positivos 

sobre os Gram-negativos como causa de infecções em pacientes com neutropenia febril 

(Klastersky et al., 2007; Aslan et al., 2012; Guerrero-Del-Cueto et al., 2018).  

A proporção de infecções causadas por micro-organismos Gram-positivos tem sido 

relatada em torno de 75%-80% em alguns casos de câncer. Muitos episódios são causados por 

um único micro-organismo (monomicrobiano) e outros podem ser causados por mais de um 

(polimicrobianos). A distribuição da etiologia bacteriana da infecção varia de acordo com a 

região geográfica. Organismos Gram-positivos eram mais frequentes em infecções bacterianas, 

porém, infecções por outros sítios podem geralmente ser causadas por bacilos Gram-negativos 

ou por polimicrobianos, especialmente se a infecção invadir os tecidos profundos (Nesher et 

al., 2014).  

No entanto, os bacilos Gram-negativos estão se tornando a principal causa de ICS em 

pacientes com tumores sólidos, e a taxa de multirresistência está sendo cada vez mais 

reconhecida (Gudiol et al., 2016). Embora, bactérias Gram-positivas ainda sejam frequentes em 

ICS em pacientes com câncer, um estudo recente do México investigou a ocorrência de 

estreptococos do grupo viridans isolados de hemoculturas. Os principais fatores de risco foram 

quimioterapia com antagonista da pirimidina e a presença de neutropenia. ICS foi associada a 

cateter central. O choque séptico e mortalidade geral ocorreram em 20,9% e 18,6% 

respectivamente nos pacientes (Guerrero-Del-Cueto et al., 2018).      

As infecções causadas por micro-organismos Gram-positivos predominavam sobre as 

infecções causadas em pacientes com câncer cursando neutropenia febril. No entanto essa 

epidemiologia vem mudando ao longo do tempo, entre as razões estão o uso universal de cateter 

venoso central, o uso de antimicrobiano profilático primariamente contra os bacilos entéricos 

Gram-negativos e o uso frequente de quimioterapia. Entre as décadas de 1960 a 1970 

predominavam os bacilos Gram-negativos (BGN), e a partir da década de 1980, passaram a 

predominar os cocos Gram-positivos (CGP) (Calvo-Lon et al., 2018; Diekema et al., 2019). 

Entretanto, pode-se observar que os BGN vêm predominando novamente como os principais 
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agentes de ICS em pacientes com câncer nas duas últimas décadas no cenário global (Bhat et 

al., 2021; Ghosh et al., 2021) (Figura 1). 

Os sítios de infecções mais frequentes onde predominam patógenos Gram-negativos são 

o pulmão, o trato intestinal e trato urinário (Yadegarynia et al., 2003 e Sandoval et al., 2012). 

Aproximadamente 60%-80% das infecções polimicrobianas possuem alguma espécie de Gram-

negativo e cerca de 30%-35% são causadas exclusivamente por múltiplas espécies de Gram-

negativos (Klastersky et al., 2007). Bastonetes Gram-negativos multirresistentes (MDR) 

representam uma ameaça crescente para pacientes com câncer (Carena et al., 2019).   

 

Figura 1 - Linha do tempo da frequência de agentes bacterianos implicados na etiologia de 

infecção de corrente sanguínea em pacientes com câncer entre 1960 e 2021. 

Fonte: Autor, 2021. 

 

Infecções causadas por bactérias Gram-negativas são mais frequentes por patógenos 

entéricos. O uso de antimicrobianos profilático em pacientes neutropênicos de alto risco leva a 

um declínio nessa frequência de infecções. No entanto, esta prática também leva à resistência 

entre Escherichia coli e outras espécies bacterianas Gram-negativas. O aumento da taxa de 

morbidade e mortalidade tem sido geralmente associado à infecções causadas por bactérias 

Gram-negativas quando comparadas a infecções causadas por bactérias Gram-positivos. 

Alguns estudos têm mostrado que E. coli, Klebisiela spp; e P. aeruginosa permanecem os três 

patógenos de maior taxa de infecções (40%-60%) (Klastersky et al., 2007; Cattaneo et al., 

2012).   

Gram-negativos

Gram-positivos

Gram-negativos
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Enterococcus são os patógenos mais frequentes no trato intestinal e podem ser tratados 

facilmente com terapia prolongada com agentes de amplo espectro, com os carbapenêmicos. 

Enterococus são frequentemente isolados de infecções polimicrobiana, podendo causar 

infecções no trato urinário e na região pélvica intra-abdominal. O aumento do uso de 

vancomicina especialmente em pacientes com NF foi parcialmente responsável pela 

emergência de Enterococus resistente à vancomicina (VRE) (Liss et al., 2012).  

Outras enterobacterias como, Citrobacter spp., Enterobacter spp., Proteus spp. e 

Serratia spp. são menos comuns em infecções relacionadas à NF. A frequência de infecções 

causadas por BGN não fermentadores como P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e 

Stenotrophomonas maltophilia é cerca de 40%. Pseudomonas aeruginosas é o patógeno mais 

importante e mais frequente em 15%-20% das infecções (Cattaneo et al., 2012). Acinetobacter 

baumannii resistente aos carbapenêmicos foi documentado como causa significativa de ICS 

adquiridas em hospitais em pacientes com neoplasias hematológicas (Shargian-Alon et al., 

2019).   

Dentre os patógenos Gram-positivos o Staphylococcus coagulase negativo (SCoN) são 

os mais frequentemente isolados em infecções de pacientes com neutropenia, sendo as espécies 

Staphylococcus epidermidis, S. hominis e S. haemolyticus as espécies mais comuns. Estes 

organismos são poucos virulentos e raramente causam infecções com risco de vida, mesmo em 

pacientes com neutropenia febril (Mermel et al., 2009). 

Entre os patógenos bacterianos Gram-positivos que são bastante frequentes em 

pacientes com NF, incluindo S. aureus, SCoN, e Enterococcus spp. estão envolvidos em mais 

de 50% de todas as infecções bacterianas da corrente sanguínea sendo as espécies mais 

virulentas e mais associadas com morbidade e mortalidade (Dunbar et al., 2022).   

A maioria destes organismos desenvolvem resistência à agentes antimicrobianos usando 

múltiplos mecanismos sendo difíceis de tratar e erradicar. O uso prolongado de 

fluoroquinolonas ou carbapem tem sido identificado como fator de risco para o 

desenvolvimento de resistência (Ohmagari et al., 2005). 

 Um estudo realizado no Chile demonstrou que a incidência de infecções bacterianas 

durante episódios de neutropenia febril foi maior em leucemia aguda do que em linfoma com 

31,4%, predominando os cocos Gram-positivos (Rabagliati et al., 2014).  

 Outro estudo realizado em vários centros hematológicos da Itália verificou que a 

incidência de infecções bacterianas foi de 23,2%. Dentre as infecções documentadas estão 

pneumonias primarias, infecção do trato genitourinário e trato gastrointestinal com 
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predominância de bactérias Gram-negativas. Em relação a infecções fungicas foram observados 

17 (4,3%), dentre os mais comuns estão Aspergillus spp. e Candida spp. (Di Blasi et al., 2018).  

 Na Turquia, 66 (23%) casos de infecção bacteriana ocorreram durante 282 episódios 

febris e 24 (8%) episódios de fungemia foram registrados. As bactérias Gram-negativas foram 

predominantes (74%), incluindo as bactérias Gram-negativas resistentes a carbapenem estão 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Serratia marcescens. Os isolados de 

Candida parapsilosis, C. glabrata e C. albicans foram resistentes ao voriconazol e ao 

fluconazol (Gedik et al., 2014). 

 Na Austrália infecções por bactéria Gram-negativas são mais comuns. A taxa de 

resistência aos antibióticos empíricos de primeira linha entre os isolados patogênicos foi de 

11,6%. Houve uma tendência a maiores taxas de resistência entre os pacientes internados 

submetidos à quimioterapia de indução em comparação com os pacientes que se apresentaram 

no departamento de emergência (Conn et al., 2017). Na China, bactérias Gram-negativas foram 

mais frequentes (68,64%), sendo a Escherichia a mais comum (23%). Todas as cepas isoladas 

no estudo foram resistentes a ceftazidima e dentre as Gram-negativas apenas Pseudomonas e 

Stenotrophomonas foram resistentes à imipenem e meropenem (Zhai et al., 2015).  

Um estudo realizado na Índia demonstrou que ao analisar 268 pacientes com NF, 

61,53% dos isolados foram gram-negativos, entre os isolados mais comuns podemos destacar 

Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli 

(Mandal et al., 2015).   

E. coli foi o patógeno mais frequentemente isolado (38,68%), seguido de Klebsiella spp. 

(14,15%) e espécies de Acinetobacter (11,32%) no Irã em pacientes com câncer cursando 

neutropenia febril (Vahedian-Ardakani et al., 2019).  

No sul do Brasil, BGN foram predominantes, sendo a Escherichia coli a espécie mais 

comum, envolvendo BGN MDR associados com o tempo prolongado de permanência 

hospitalar em pacientes com câncer cursando neutropenia febril (Regis e Goldani, 2014).      

De acordo com Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY) S. aureus e E. coli são 

os patógenos predominantes de ICS no mundo ao longo dos últimos 20 anos. Mostrando que 

os genes de resistência entre os patógenos Gram-positivos (MRSA, VRE ou DRE 

(Enterococcus resistência à daptomicina) eram estáveis ou diminuindo, enquanto a prevalência 

de multirresistência em BGN aumenta continuamente (Diekema et al., 2019).   

 

 

 



28 
 

2.3 Resistência antimicrobiana dos patógenos  

 

O surgimento de bactérias MDR é um importante problema de saúde em todo o 

mundo. As infecções causadas por essas bactérias são um fenômeno preocupante em pacientes 

hematológicos (Cattaneo et al., 2018), pois pacientes com ICS, particularmente aqueles 

pacientes com bactérias MDR, têm um risco maior de mortalidade (Islas-Muñoz et al., 2018).   

Nos últimos anos, algumas das bactérias resistentes a antibióticos, conhecidas como 

patógenos ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), foram 

consideradas responsáveis por infecções graves. A Organização Mundial da Saúde (OMS) 

publicou a primeira lista de “agentes patogênicos prioritários” resistentes aos antibióticos – um 

catálogo de 12 famílias de bactérias que representam a maior ameaça para a saúde humana que 

necessitam com urgência de novos antibióticos (Figura 2).   

 

Figura 2 - Lista dos patógenos prioritários resistentes aos antimicrobianos da OMS.  

 

 

Fonte: Organização Mundial de Saúde, 2017.  Disponivel em: 

https://www.who.int/news/item/27-02-2017-who-publishes-list-of-bacteria-for-which-new-

antibiotics-are-urgently-needed. Acessado em 27 de setembro, 2019. 
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Os patógenos ESKAPE foram significativamente associados a maiores taxas de 

morbimortalidade em pacientes com câncer em Cairo, Egito (El-Mahallawy et al., 2016).  

Um estudo em Sichuan na China mostrou que sexo masculino, patógenos múltiplos, 

história de exposição a inibidores enzimáticos e agranulocitose foram fatores de risco 

independentes de ICS por patógenos ESKAPE. A infecção peritoneal e a infecção fúngica 

combinada foram fatores de risco independentes para morte relacionada à ICS ESKAPE (Xu et 

al., 2020). Os fatores de risco independentemente associados à bacteremia por ESKAPE foram 

comorbidades e antibioticoterapia prévia (Bodro et al., 2014).  

Um estudo multicêntrico observacional caracterizou 25,7% de infecções causadas por 

bactérias MDR em pacientes hematológicos (Cattaneo et al., 2018). Na Argentina, a multidroga 

resistência foi maior em pacientes com câncer hematológico (18%) em relação aos pacientes 

com tumor sólido (15%) (Sierra et al., 2020).  

Diferenças na etiologia e nas fontes de bacteremia ocorrem entre pacientes com câncer 

mais velhos (≥ 70 anos) e mais jovens com bacteremia. Pacientes mais velhos apresentam 

infecção mais frequente devido a organismos MDR e apresentaram maior taxa de mortalidade 

geral (Antonio et al., 2019).  

Vale ressaltar que a proporção de bacteremias produtoras de ESBL aumentou 

significativamente com uma proporção de 34,47% para 54,7% em um período de 2010 a 2018 

em três hospitais importantes na província de Hunan, China (Liang et al., 2020).  

 

2.4 Mecanismo de resistência  

 

A resistência aos antimicrobianos pode ocorrer por diferentes mecanismos, tais como: 

alteração da permeabilidade celular ao antimicrobiano; expulsão do antimicrobiano por bombas 

de efluxo; alteração do sítio de ação do antimicrobiano e inativação enzimática do agente 

antimicrobiano (Figura 3). Esses mecanismos podem coexistir em uma mesma cepa bacteriana, 

tornando-a resistente a diferentes classes de antimicrobianos, gerando um perfil de 

multirresistência. 
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Figura 3 - Mecanismos de resistência bacteriana aos antimicrobianos 

 

Fonte: https://br.pinterest.com/pin/microbiology-notes-on-instagram-antibiotic-resistance-

mechanisms-bacteria-can-resist-the-action-of--775041417111214914/ Acessado em: 07 de 

dezembro de 2020. Adaptado.   

 

2.4.1 Alteração da permeabilidade celular ao antimicrobiano 

 

A permeabilidade da membrana celular é essencial para que o antimicrobiano tenha 

acesso ao seu sítio de ação. Alterações nessa permeabilidade podem levar a uma diminuição da 

concentração do antimicrobiano dentro da célula bacteriana. A membrana externa das bactérias 

Gram-negativas é a primeira linha de defesa contra compostos tóxicos, tais como os 

antimicrobianos. Devido a permeabilidade limitada da membrana externa, que é uma 

característica inata, os bacilos Gram-negativos são intrinsecamente resistentes a vários 

antimicrobianos como penicilina, eritromicina, clindamicina e vancomicina. A entrada de 

muitos antimicrobianos na célula bacteriana, como por exemplo, os β-lactâmicos, é controlada 

pelas porinas, que são proteínas de membrana externa capazes de formar canais constituídos de 

água no seu interior, o que permite a difusão passiva de solutos hidrofílicos através da 

membrana externa. Assim, algumas bactérias podem desenvolver resistência adquirida a 

determinados antimicrobianos por meio de mutações nos genes codificadores ou reguladores 

de determinadas porinas, levando a redução dos níveis de expressão ou alteração da estrutura 

dessas proteínas, o que limita a entrada do antimicrobiano (Brasil, 2020).  
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2.4.2 Remoção do antimicrobiano por bombas de efluxo 

 

Os sistemas de efluxo atuam na remoção de compostos tóxicos de dentro da célula 

bacteriana. Os sistemas de efluxo podem estar presentes em micobactérias, bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas, sendo mais relevante neste último grupo de bactérias. Os sistemas 

de efluxo são formados por transportadores protéicos que funcionam através de consumo de 

energia. Em Gram-positivos são constituídos por um único polipeptídio localizado na 

membrana citoplasmática. Já em Gram-negativos, a maioria dos sistemas é composto por três 

proteínas, uma inserida na membrana citoplasmática, outra na membrana externa e uma 

proteína de ligação no espaço periplasmatico (Brasil, 2020).   

 

2.4.3 Alteração do sítio de ação do antimicrobiano 

 

Cada antimicrobiano possui um alvo específico na célula bacteriana para realizar a sua 

ação e essa interação (antimicrobiano/sítio de ação). Assim, alterações nos sítios de ação fazem 

com que a bactéria se torne resistente ao antimicrobiano. Essas alterações podem ocorrer por 

(i) mutações em genes que codificam as proteínas-alvo, levando a ausência, alteração da 

estrutura ou da expressão do sítio de ação; ou (ii) por aquisição de genes que codificam alguma 

proteção ao sítio de ação.  

A resistência a oxacilina em Staphylococcus spp. é um exemplo desse tipo de mecanismo de 

resistência. O gene mecA codifica uma nova transpeptidase, denominada PBP2a (“Penicillin-

Binding Protein” 2a) ou PBP2’, que possui baixa afinidade pelos β-lactâmicos. Esta PBP é 

suficiente para manter a integridade da parede celular durante o crescimento bacteriano, 

enquanto as outras PBPs constitutivas são inativadas pelos β-lactâmico. Outro exemplo de 

alteração no sítio de ligação ocorre na resistência às polimixinas. Por mutações em genes 

cromossômicos ou aquisição de genes plasmidiais (mcr), a porção do lipídeo A do 

lipopolissacarídeo das bactérias Gram-negativas sofre uma redução nas cargas negativas, 

diminuindo ou impedindo a ligação das polimixinas, que são antimicrobianos catiônicos, ao seu 

alvo (Brasil, 2020).  

 

2.4.4 Modificação ou inativação enzimática do agente antimicrobiano 

 

A modificação/inativação enzimática do antimicrobiano é o principal mecanismo de 

resistência em bacilos Gram-negativos. Têm sido descritas milhares de enzimas que podem 
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degradar ou modificar antimicrobianos de diferentes classes. Existem três estratégias químicas 

que as enzimas utilizam para promover a inativação do antimicrobiano: transferência de grupos 

químicos (que ocorre em diferentes classes de fármacos), mecanismos de oxidação (que ocorre 

com as tetraciclinas) e hidrolise (que ocorre principalmente com os β-lactâmicos) 

As β-lactamases são as enzimas de maior importância clínica. Constituem um grupo 

diverso de enzimas e estão amplamente distribuídas entre bactérias Gram-positivas e negativas, 

sendo o mais importante mecanismo de resistência aos β-lactâmicos em bactérias Gram-

negativas. O mecanismo de ação dessas enzimas é a hidrolise do anel β-lactâmico, presente no 

núcleo estrutural de todos os β-lactâmicos. Os genes codificadores de β-lactamases podem 

possuir localização cromossômica ou plasmidial e muitas vezes estão associados a outros 

elementos genéticos móveis, como integrons, transposons e sequências de inserção. A 

localização desses genes nesses elementos com mobilidade facilita sua disseminação.   

Diferentes tipos de β-lactamases já foram descritos e inúmeras tentativas de estabelecer 

um sistema de classificação foram propostas. Atualmente, têm sido consideradas duas 

classificações: A classificação de Ambler (1980), com base na estrutura molecular e na 

sequência de aminoácidos, resultando em quatro grandes classes (A, B, C e D); e a classificação 

de Bush & Jacoby (2010) que é baseada na atividade enzimática relacionando substrato 

preferencial e características estruturais (Tabela 1).  

As β-lactamases de classe A possuem serina no sítio de ação e são chamadas de serino- 

β-lactamases. Englobam as penicilinases, a maioria das β-lactamases de espectro estendido 

(“Extended-Spectrum β-Lactamases” – ESBLs) e as serino-carbapenemases, como a KPC 

(“Klebsiella pneumoniae carbapenemase”).  

As ESBLs são capazes de hidrolisar todas as penicilinas, as cefalosporinas incluindo as de 

terceira e quarta geração e monobactâmicos. A grande maioria das β-lactamases desse grupo é 

susceptível a ação de inibidores de β-lactamases, tais como o ácido clavulânico, o sulbactam ou 

o tazobactam. Atualmente, existem mais de 500 diferentes ESBLs descritas, sendo a maioria 

derivada das enzimas CTX-M, TEM e SHV, principalmente em Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae e outras espécies de Enterobacterales.  

As carbapenemases de classe A são divididas em quatro representantes principais: GES, 

SME, IMI/NMC e KPC. As enzimas da classe C também são denominadas de AmpC β-

lactamase. Algumas espécies de bactérias possuem intrinsecamente genes que codificam AmpC 

que são induzíveis na presença de beta-lactâmicos. As principais enterobactérias que possuem 

AmpC induzível incluem Citrobacter freundii, Enterobacter spp., Serratia marcescens e 

Providencia spp., conhecidos “CESP”. E outras bactérias como Morganella morgannii, 
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Yersinia sp, Aeromonas sp e Pseudomonas aeruginosa também podem apresentar AmpC 

induzível conhecida pela sigla “MYSPACE”.  

E as β-lactamases de classe B são chamadas de metalo- β-lactamases (MBLs). São 

caracterizadas por apresentarem um ou dois átomos de zinco em seu sítio de ação, o que faz 

com que sejam inibidas por quelantes como o EDTA ou compostos derivados do ácido tiolico. 

Essas β-lactamases são capazes de hidrolisar todos os β-lactâmicos, com exceção dos 

monobactâmicos, possuindo uma alta atividade contra os carbapenêmicos além de serem 

resistentes aos inibidores de β-lactamases, como sulbactam e clavulanato. Como todas as β-

lactamases, as MBLs podem ser codificadas por genes localizados no cromossomo bacteriano 

ou transferidos através de elementos genéticos móveis. As famílias mais comuns de MBLs 

relatadas em isolados clínicos incluem as subclasses VIM, IMP, GIM, SIM, NDM e SPM.  

As β-lactamases de classe D ou oxacilinases (OXA) possuem uma serina em seu sítio de ação. 

Dentre elas, há enzimas com perfil de penicilinases, que hidrolisam penicilinas e cloxacilina 

(ex.: OXA-1), perfil de ESBLs, que hidrolisam cefalosporinas de amplo espectro (ex. OXA-15) 

e também com perfil de carbapenemases (ex.: OXA-23 e OXA-48) (Brasil, 2020).    

 

Tabela 1 - Classificação das β-lactamases de acordo com Ambler (1989) e Bush-Jacoby (2010). 

Classifi

cação  

de 

Ambler 

 (1980)  

Classificação  

de Bush, 

Jacoby e 

Medeiros 

(1995)  

 

Classificação 

de Bush e 

Jacoby  

(2010)  

 

 

Características 

hidrolíticas 

 

Inibição 

 

 

 

Principais enzimas 

representantes  Ác. 

clavulânic

o 

Tazobactam EDTA  

A 2ª 2a Penicilinas  Sim  Sim  Não  PC1  

A 2b 2b Penicilinas, 

cefalodrina, 

cefazolina e 

cefalotina  

Sim  Sim  Não  SHV-1, TEM-1,-2 e -

90  

A 2be 2be Penicilinas, 

cefalosporinas e 

monobactâmicos  

Sim  Sim  Não  PER-1, CTX-M-15  

A 2br 2br Penicilinas, 

cefalodrina, 

cefazolina e 

cefalotina  

Fraca  SI  Não  TEM-30, SHV-10 e 

26  

A NI 2ber Penicilinas, 

cefalosporinas e 

monobactâmicos  

Fraca  Fraca  SI  TEM-50, 68 e 89  

A 2c 2c Carbenicilina  Sim  SI  Não  CARB-3, PSE-1  

A 2e 2e Cefalosporinas  Sim  Sim  Não  CepA  

A 2f 2f Carbapenêmicos, 

cefalosporinas, 

penicilinas e 

cefamicinas  

Fraca  Fraca  Não  IMI-1, KPC-2 e 3, 

GES-2, SME-1 e 

BKC-1  

B 3 3a Todos os β-

lactâmicos  

Não  Não  Sim  IMP-1, NDM-1, 

VIM-1  
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B 3 3b Carbapenêmicos  Não  Não  Sim  CphA, Sfh-1  

C 1 1 Cefalosporinas e 

cefamicinas  

Não  Não  Não  AmpC, CMY-2  

C NI 1e Penicilinas, 

cefamicinas, 

cefalosporinas e 

monobactâmicos  

Não  Não  SI  CMY-37, GC1  

D NI 2ce Carbenicilina, 

cefepime e 

cefpiroma  

 

Sim  

 

Sim  

 

SI RTG-4  

 

D 2d 2d Cloxacilina ou 

oxacilina  

 

Variável  

 

SI Não OXA-1 e OXA-10  

 

D NI 2de Penicilinas e 

cefalosporinas  

 

Variável  

 

SI SI OXA-11 e OXA-15  

 

D NI 2df Carbapenêmicos e 

cloxacilina ou 

oxacilina  

 

Variável  

 

SI SI OXA-23 e OXA-48  

 

ND 4 NI Não sequenciadas. 

Não agrupáveis.  

 

    

Fonte: Adaptado de Bush, Jacoby e Medeiros (1995), Bush e Jacoby (2010). Legenda: ND - 

não determinado; NI - não incluído; SI – sem informação. 

 

 

2.4.5 Mecanismo de Resistência antimicrobiana a Polimixinas 

 

Os antibióticos polimixinas estão sendo usados cada vez mais como opções terapêuticas 

de última linha contra uma série de bactérias Gram-negativas resistentes a múltiplas drogas. 

Algumas espécies, como Neisseria meningitidis, Proteus mirabilis e Burkholderia spp. são 

intrinsecamente resistentes à ação das polimixinas. A maioria dos mecanismos de resistência à 

polimixina identificados em bactérias Gram-negativas envolve alterações na estrutura do 

lipopolissacarídeo (LPS), uma vez que as polimixinas inicialmente interagem com o 

componente lipídico A carregado negativamente do LPS.  

O mecanismo se deve a adição controlada de resíduos carregados positivamente, como 

4-amino- L-arabinose, fosfoetanolamina e / ou galactosamina para LPS resulta em uma carga 

negativa reduzida na superfície bacteriana e, portanto, interação reduzida entre a polimixina e 

o LPS. Além disso, outros mecanismos de resistência à polimixina não dependentes de LPS 

também foram identificados em bactérias. Estes incluem produção aumentada de polissacarídeo 

capsular aniônico em Klebsiella pneumoniae, expressão de sistemas de efluxo como MtrCDE 

em N. meningitidis e expressão alterada de proteínas da membrana externa em um pequeno 

número de espécies (Moffatt et al., 2019).    
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2.5 Genes de resistência aos antimicrobianos (mecA, vanA e vanB) em infecção de corrente 

sanguínea  

 Os micro-organismos Gram-positivos mais prevalentes em ICS têm sido S. aureus e 

SCoN (Calvo-Lon et al., 2018; Diekema et al., 2019; Ryu et al., 2020).  

Espécies estafilocócicas são a principal causa de ICS em todo o mundo, e até 60% de 

todas as infecções estafilocócicas são resistentes à meticilina. Staphylococcus aureus é o 

patógeno mais comum encontrado em hemoculturas positivas, com alta prevalência de S. 

aureus resistente à meticilina (MRSA). A alta prevalência de MRSA combinada com o tempo 

prolongado para a identificação do agente etiológico e informações de resistência desse agente 

a antibióticos leva os médicos a usarem a terapia empírica com agentes como a vancomicina 

em casos de suspeita de infecções estafilocócicas (Denys et al., 2017). 

O mecanismo de resistência dos Staphylococcus spp. aos β-lactâmicos está associado 

tanto à produção da enzima β-lactamase que hidrolisa o antibiótico, quanto à expressão da 

proteína de ligação à penicilina alterada, PBP2a (PBP, penicillin binding protein) (Hackbarth 

et al., 1989). A codificação da PBP está relacionada à aquisição do gene mecA. Este gene faz 

parte de um elemento genético móvel encontrado em todos os isolados de S. aureus e SCoN 

resistentes a meticilina. O gene mecA faz parte de um elemento genômico chamado cassete 

estafilocócico do cromossomo mec (“staphylococcal cassette chromosome mec” - SCCmec), 

integrado ao cromossomo de S. aureus (Katayama et al., 2000). 

 A resistência à vancomicina ocorre através de uma modificação genética no gene 

bacteriano pelo dipeptídio Alanina (D-ala D-ala) uma modificação do aminoácido terminal D-

alanina por D-lactato reduzindo assim a afinidade do antibiótico. O gene vanA confere 

resistência à vancomicina e teicoplanina. Existem atualmente sete fenótipos descrito do gene 

resistente à vancomicina, vanA e vanB são os mais prevalentes no mundo apresentando alto 

grau de resistência. Podendo ser encontrado em plasmídeos ou no cromossomo bacteriano e ser 

transferidos entre espécies enterocócicas (Cetinkaya et al., 2000). Enterococcus Resistente à 

Vancomicina (VRE) são causas de grande preocupação, com a disseminação de VRE em 

ambiente hospitalar, com isso aumenta a necessidade de buscar novos antibióticos para 

tratamento de infecções por bactérias multirresistentes (Silveira et al., 2008). 
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2.6 Genes -Lactamases de Espectro Estendido (ESLs) em infecção de corrente 

sanguínea  

 

 As β-lactamases de espectro estendido (ESBL) são enzimas capazes de hidrolisar 

penicilinas, cefalosporinas de primeira, segunda, terceira e quarta gerações e o monobactâmico 

aztreonam, mas não as cefamicinas e os carbapenens. Entretanto, são inibidas por inibidores de 

β-lactamases como ácido clavulânico, sulbactam e tazobactam. As espécies mais comumente 

relacionadas como produtoras de ESBLs são Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli 

(Lubwama et al., 2019; Liang et al., 2020; Abbasi Montazeri et al., 2020; Paul et al., 2020). A 

maioria das ESBLs evoluiu a partir de mutações genéticas em β-lactamases clássicas (TEM-1, 

TEM-2 e SHV-1), originando principalmente variedades de ESBLs dos tipos TEM e SHV. 

Contudo, uma nova família de ESBLs, a CTX-M, emergiu nos últimos anos, principalmente 

em Escherichia coli, e tem se tornado uma das mais prevalentes famílias dessas enzimas em 

muitos países. A presença de ESBLs nos ambientes hospitalares e suas consequências nas 

estratégias de tratamento com antimicrobianos constitui um importante agravante para 

pacientes hospitalizados (Lubwama et al., 2019; Liang et al., 2020).  

A primeira β-lactamase codificada por elemento genético móvel foi identificada 

na Escherichia coli, isolada de um paciente que designou a enzima TEM-1. A localização em 

plasmídeos e transposons de TEM-1 possibilitou sua disseminação por transferência horizontal, 

além de outras espécies de Enterobacteriaceae em Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus 

influenza e Neisseria gonorrhoeae. Da mesma forma, SHV-1 tornou-se mundialmente 

disseminada (Silva e Lincopan, 2012). 

Devido à prevalência e à disseminação das β-lactamases, as cefalosporinas de terceira 

geração foram introduzidas na prática médica na década de 1980, tendo estrutura molecular 

resistente à ação das enzimas descritas até então. Porém, a pressão seletiva exercida pelo uso 

intensivo dessas novas drogas ocasionou a emergência de cefalosporinases com espectro de 

atividade estendido, de modo que, em 1983, houve a primeira descrição de uma ESBL, 

denominada SHV-2, por diferir-se de apenas um aminoácido da enzima SHV-1 (Silva e 

Lincopan, 2012). 

Na América Latina, a primeira descrição de ESBL ocorreu no Chile, sendo reportada a 

presença de SHV-5 em K. pneumoniae. Embora as ESBLs, TEM, SHV, CTX-M, estejam 

disseminadas em diferentes estados do Brasil, as enzimas dos grupos CTX-M são as mais 

prevalentes em território brasileiro (Silva e Lincopan, 2012). Os genes codificadores de ESBLs 



37 
 

dos tipos TEM, SHV e CTX-M foram detectados em Escherichia coli e Klebsiella spp. no 

Hospital Universitário de Santa Maria, Estado do Rio Grande do Sul (Oliveira et al., 2009). 

Existem nove famílias estruturais distintas de β-lactamase: TEM, SHV, CTX-M, PER, 

VEB, GES, TLA, BES e OXA, que são classificadas com base em comparações de sequências 

de aminoácidos. A maioria das ESBLs identificadas em isolados clínicos são derivadas dos 

tipos TEM e SHV, produtos dos genes de blaTEM, blaSHV, respectivamente. É importante 

destacar que estas enzimas são codificadas por genes localizados em plasmídeos, e por isso têm 

grande poder de disseminação para outras espécies de bactérias (Bradford, 2001; Bush, 2001; 

Li et al., 2015). A primeira β-lactamase mediada por plasmídeo em Gram-negativos TEM-1, 

foi descrita no início dos anos 1960, encontrada originalmente em uma única cepa de E. coli 

isolada de hemocultura. Desde então, várias outras que parecem ser mutantes dos genes 

clássicos TEM têm sido reportadas espalhando-se por todo o mundo, estando presente em outras 

espécies da família Enterobacteriaceae, em P. aeruginosa, Haemophilus influenzae e Neisseria 

gonorrhoeae (Bradford, 2001; Oduro-Mensah et al., 2016).  

O SHV é um dos genótipos mais comuns de ESBL. O gene blaSHV-1, que codifica a 

enzima SHV-1, foi identificado pela primeira vez em uma cepa de E. coli nos anos 1970. SHV-

1 pode hidrolisar penicilina e cefalosporinas, mas não antibióticos de espectro expandido, como 

cefalosporinas e monobactâmico. As mutações pontuais no gene blaSHV-1 resultaram em novas 

variantes de β-lactamase, sendo descritas 189 variantes alélicas de SHV (Bourouis; Moussa; 

Belhadj, 2015; Liakopoulos; Mevius; Ceccarelli, 2016). Essas enzimas se disseminam 

facilmente por entre os patógenos, sendo identificadas em importantes espécies da família 

Enterobacteriaceae, se tornando de ocorrência mundial, descritas inclusive no Brasil 

(Tolentino, 2009). 

 

2.7 Genes de resistência à carbapenêmicos e a polimixinas em infecção de corrente 

sanguínea  

 

Carbapenêmicos 

 

Os carbapenêmicos são frequentemente usados quando a bacteremia por BGN é 

detectada, especialmente em pacientes neutropênicos (Shin et al., 2020). As metalo-β-

lactamases (MBL) são carbapenemases que apresentam potente atividade contra 

carbapenêmicos.  
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Doze tipos diferentes de MBLs (VIM, IMP, SPM, GIM, NDM, DIM, AIM, SIM, KHM, 

SMB, TMB e FIM) foram identificados até o momento (Jabalameli et al., 2018). Embora essas 

enzimas sejam mais frequentemente isoladas em espécies de bactérias Gram-negativas não-

fermentadoras, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, cada vez mais estas 

enzimas têm sido reportadas em membros da família Enterobacteriaceae, incluindo K. 

pneumoniae (Morfin-Otero et al., 2009). 

A primeira MBL relatada foi a IMP-1 identificada em isolados de S. marcescens no 

Japão em 1991, apresentando fenótipo de resistência a imipenem e cefalosporinas (Osano et al., 

1994).   

 Enterobacteriaceae patogênica, incluindo Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae, são 

as principais causas de infecções multidroga resistentes (MDR) em hospitais em todo o mundo. 

Recentemente, foi comprovado que esses patógenos adquiriram resistência a carbapenêmicos. 

Entre as Enterobacteriaceae, a resistência a β-lactâmicos, incluindo resistência a 

carbapenêmicos, é causada principalmente pela degradação enzimática pelas β-lactamases. 

Duas subclasses de carbapenemase são especialmente problemáticas: Klebsiella pneumoniae 

carbapenemase (KPC) e New Delhi metalo-β-lactamase-1 (NDM-1). A NDM-1 foi descrita 

pela primeira vez em 2008, embora estudos retrospectivos tenham identificado a NDM-1 a 

partir de 2006 (Castanheira et al., 2011) e são abundantes em amostras de água de Nova Delhi 

(Walsh et al., 2011). A maioria dos pacientes dos quais a NDM-1 é isolada tem uma ligação 

epidemiológica com o subcontinente indiano, mas a NDM-1 também se tornou endêmica 

recentemente nos Bálcãs e no Oriente Médio (Dortet et al., 2014). A caracterização genômica 

de NDM-1 e KPC mostraram alta similaridades nos resultados indicam rápida disseminação da 

resistência a carbapenêmicos entre cepas investigadas em um estudo realizado com amostras 

de Paquistão e Estados Unidos (Pesesky et al., 2015).  

A Klebisiella pneumoniae carbapenemase (KPC) foi identificado em 2001 (Yigit et al., 

2001), tornou-se endêmico em várias áreas do mundo, incluindo os Estados Unidos, Israel, 

Grécia, América do Sul e China (Munoz-Price et al., 2013). As Enterobacteriaceae resistentes 

a carbapenêmicos são uma preocupação significativa para a saúde pública. Os genes que 

codificam a KPC contribuíram para a disseminação global da resistência aos carbapenêmicos.  

Enterobacteriaceae resistentes a carbapenêmicos são um sério desafio para o manejo 

clínico e a saúde pública. KPC e NDM representam duas importantes famílias de 

carbapenemases, que conferem resistência a quase todas as moléculas, incluindo os 

carbapenêmicos, nas Enterobacteriaceae. 
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Embora isolados que produzem enzimas KPC ou NDM tenham sido relatados em todo o 

mundo, isolados que produzem as duas enzimas raramente foram detectados na mesma cepa 

antes. As duas principais carbapenemases em uma única cepa pode ser significativa, pois pode 

conferir níveis mais altos de resistência a carbapenêmicos (Wu et al., 2015). Os primeiros casos 

clínicos de New Delhi Metallo-b-lactamase em micro-organismos foram descritos em Porto 

Alegre em um isolado de Providencia rettgeri (Rozales et al., 2014) e na Bahia, tendo sido o 

Brasil o país que confirmou a presença do gene blaNDM (Barberino et al., 2018). 

 

Polimixinas 

 

Resistência à colistina mediada por mutações cromossômicas e, mais recentemente, por 

genes mcr transportados pelo plasmídeo, está sendo cada vez mais relatados em isolados 

bacterianos de humanos, animais, fazendas, alimentos e meio ambiente (Osei Sekyere, 2018). 

Resistência à colistina mediada por cromossomos através das mutações, inserções, resultam na 

adição de grupos de 4-amino-4-desoxi-L-arabinose (LAra-4N), fosfoethaloamina (PEtN) ou 

galactosamina aos grupos fosfato aniónicos na posição 4' ou 1' do lipídio A, que é o local de 

ligação das polimixinas, polipeptídeos que incluem colistina e polimixina B (Esposito et al., 

2017). A adição de qualquer uma destas três moléculas ao lipídio A reduz as suas cargas 

aniónicas e impede a colistina catiónica de se ligar e iniciar a lise e a morte celular. A rápida 

expansão e disseminação do gene mcr através das espécies bacterianas e fronteiras regionais é 

uma das principais causas de preocupação, ressaltando a urgência de um diagnóstico melhor, 

mais simples e mais barato, ferramentas que podem detectar rápido e efetivamente resistência 

à colistina. Entre as ferramentas de diagnósticos atualmente disponíveis destaca-se o ensaio de 

PCR multiplex, os testes de PCR em Tempo Real Taqman ou SYBR Green que pode ser usado 

diretamente em culturas ou em atividades biológicas e ambientais, apresentando alta 

sensibilidade e especificidade (Osei Sekyere, 2018).  

O gene codificado em plasmídeo mcr-1 confere resistência bacteriana ao antibiótico 

colistina, que é utilizado como uma medicação de último recurso para infecções resistentes a 

múltiplos medicamentos. De acordo com o SENTRY, 1,9% das E. coli isoladas mundialmente 

são resistentes a colistina, das quais poucas foram positivas para o mcr-1. Foram resistentes 

apenas 19 isolados oriundos de Bélgica, Brasil, Alemanha, Hong Kong, Itália, Malásia, Polônia, 

Rússia e Espanha (Vasquez et al., 2016). 

O mecanismo de resistência à colistina mediada pelo plasmídeo mcr-1 tornou-se um 

grande desafio para a saúde pública em todo o mundo. Identificado inicialmente em 
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Enterobacteriaceae na China (Nang et al., 2019), o mcr-1 também foi relatado em outros países 

como na Ásia, África, Europa e América do Norte (Nagn et al., 2019). Na América do Sul, a E. 

coli contendo o gene mcr-1 está presente na Argentina (Martino et al., 2019) e no Brasil, cujo 

primeiro relato do plasmídeo IncX4 disseminado mundialmente portando o gene mcr-1 em uma 

Escherichia coli resistente a colistina ST101 isolada de uma infecção humana no Brasil se deu 

em São Paulo (Fernandes et al., 2016).  

Devido ao rápido aumento de resistência aos carbapenêmicos em bactérias gram-

negativas, ressurgiu a importância de antibióticos de polimixina. Uma recente descoberta de 

resistência à polimixina mediada por plasmídeos (mcr-1) em Enterobacteriaceae resistentes a 

carbapenêmicos atua como um indicador importante de que a doutrina dos antibióticos está sob 

séria ameaça. A avaliação de uma combinação tripla de polimixina B, aztreonam e amicacina 

foi capaz de erradicar o gene mcr-1 em E. coli, o primeiro isolado relatado nos Estados Unidos 

a produzir mcr-1 e NDM, tanto em bactérias com baixas como em altas concentrações de 

antibioticos. Este achado sustenta a idéia de que a polimixina B ainda pode ser um componente 

importante do tratamento em combinação com outros antimicrobianos para organismos 

portadores de microrganismos cujas concentrações inibitórias mínima (MICs) de polimixina 

estão tipicamente ao redor do limite de suscetibilidade (Bulman et al., 2017).    

 

2.8 Infecção fúngica de corrente sanguínea de pacientes com câncer 

 

 As infecções fúngicas invasivas são complicações comuns com risco de vida e uma das 

principais causas de morbidade, particularmente em pacientes com doenças malignas. Candida 

spp. é o fungo isolado mais comum na corrente sanguínea (Alves et al., 2018). Além disso, a 

Candida parapsilosis representa uma grande ameaça para pacientes com câncer, apresentando 

nutrição parenteral, neutropenia, recebimento de quimioterapia e uso prévio de antifúngico 

como fatores de risco (Sun et al., 2020).  

Um estudo retrospectivo em um centro de oncologia mostrou que C. glabrata foi a 

espécie mais frequentemente isolada, seguida por C. albicans e C. parapsilosis em pacientes 

com tumor sólido, mostrando-se sensíveis ao fluconazol (58%), todas as Candida spp. e 90,0% 

das cepas foram sensíveis à anidulafungina (Szymankiewicz, Nowikiewicz, 2020).  

Um estudo russo em pacientes com câncer hematológico ao longo de 12 anos (2006-

2017), revelou que a candidemia causada por C. albicans prevaleceu em pacientes da faixa 

etária mais avançada (mediana 56,5 anos) e em pacientes com linfoma (61,5%). O isolamento 

de C. não - albicans da hemocultura foi mais comum em pacientes com leucemia aguda (51%). 
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Neste estudo ainda mostrou que a sobrevida geral em pacientes com candidemia causada por 

C. albicans e C. não - albicans em 30 dias foi de 61,2% e 61,5%, respectivamente (Klyasova 

et al., 2019).   

Na Itália, fungemia foi documentada em 81% em pacientes com malignidades 

hematológicas, cuja taxa de mortalidade foi de 70%, associado ao choque séptico, já a remoção 

do cateter venoso central (CVC) foi associada ao aumento da sobrevivência, considerada 

protetora (Criscuolo et al., 2019).  

Infecções sistêmicas por Candida spp. têm sido comum entre pacientes 

imunocomprometidos, incluindo aqueles com tumores sólidos. Pacientes com tumores sólidos 

eram mais propensos a serem hospitalizados, a ter um escore de Charlson significativamente 

maior e a serem submetidos a uma remoção do cateter venoso central (CVC) significativamente 

mais tarde do que aqueles sem tumores sólidos. Além disso, a mortalidade em 30 dias foi 

significativamente maior em pacientes com tumor sólido (49%) do que em pacientes sem tumor 

sólido (36%), o choque séptico foi um fator de risco independente para mortalidade em ambos 

os grupos de pacientes (Orsetti et al., 2019).  

Leucemia aguda, presença de cateter venoso central e neutropenia nos 3 dias anteriores 

à ICS foram considerados fatores de risco significativos para infecções emergentes por fungo 

(Kim et al., 2018).   

As características e os fatores de risco associados à mortalidade durante a candidemia 

diferem em pacientes com neoplasias hematológicas daqueles com tumores sólidos. Além 

disso, a chance de infecção por uma determinada espécie de Candida tem sido influenciada não 

apenas pela doença subjacente do paciente, mas também pela hopitalização na UTI e pela pré-

exposição a antifúngicos (Lortholary et al., 2017).    

 

2.9 Abordagem diagnóstica de infecções em corrente sanguínea de pacientes com câncer  

Diagnóstico em infecção bacteriana 

 

 A avaliação rápida e o tratamento apropriado com antibióticos de amplo espectro são 

considerados obrigatórios para pacientes oncológicos principalmente durante episódios de 

neutropenia febril. Diagnóstico de infecção da corrente sanguínea causadas por bactérias e 

leveduras de rotina com métodos tradicionais de identificação e suscetibilidade requer, acima 

de tudo, tempo (She et al., 2019).  

A hemocultura ainda é o método padrão de diagnóstico microbiológico de ICS. No 

entanto, esta técnica apresenta algumas limitações, como baixa sensibilidade, longo tempo para 



42 
 

detecção, falha na identificação de microrganismos e patógenos intracelulares obrigatórios ou 

de crescimento lento, além de bactérias ou leveduras e atraso substancial ou mesmo falha na 

detecção de microrganismos envolvidos em BSIs quando o paciente já recebeu antimicrobianos 

(Peker et al., 2018). O diagnóstico baseado em cultura é lento, cujo tratamento antimicrobiano 

empírico de amplo espectro precisa ser iniciado imediatamente. Portanto, a rápida detecção e 

identificação do(s) patógeno(s) é necessária para otimizar o efeito terapêutico da terapia 

antimicrobiana e para desescalar a terapia iniciada para limitar os danos colaterais, como 

toxicidade, efeitos colaterais e seleção de resistência antimicrobiana. Além disso, o longo 

tempo de resposta também pode resultar em diagnóstico clínico específico tardio, maior tempo 

de internação, maior taxa de complicações e, portanto, aumentar os custos médicos (Peker et 

al., 2018).   

Em contraste, procedimentos moleculares baseados em DNA podem oferecer 

diagnóstico mais rápido e confiável.   

 Um estudo realizado na Alemanha verificou o impacto da Multiplex-PCR no sucesso 

do tratamento antimicrobiano em neutropenia febril, e apontam que o tempo de diagnóstico e a 

mudança da terapia antimicrobiana foram feitas em aproximadamente 21h para o grupo do 

estudo. Portanto, o uso da PCR acelerou o diagnóstico para mudanças na terapia antimicrobiana 

em pacientes com NF (Idelevich et al., 2015). 

A amplificação de genes microbianos por PCR convencional ou PCR em tempo real 

usando corantes ou sondas fluorescentes atuam como diagnóstico rápido permitindo a 

identificação de micro-organismos dentro de algumas horas, podendo ser realizada por meio de 

algoritmos de PCR, microarrays de oligonucleotídeos específicos, sequenciamento 

metagenômico de próxima geração (mNGS) e PCR digital de gotículas (ddPCR) mostraram 

grande potencial na detecção de patógenos para pacientes com suspeita de ICS (Hu et al., 2021).  

O emprego da amplificação de genes rRNA que codificam sequências de DNA do 

fragmento amplificado tem sido bastante valioso para identificação do micro-organismo. Em 

bactérias, existem três genes que compõem a funcionalidade rRNA, 5S, 16S e 23S. O gene 16S 

rRNA tem sido mais comumente empregado para fins de identificação, devido ao fato de estar 

altamente conservado e com um número de cópias moderado, dependendo do gênero. Os genes 

16S rRNA são encontrados em todas as bactérias e acumulam mutações a uma taxa lenta e 

constante ao longo do tempo (Johnson et al., 2019).  

O ensaio de PCR em tempo real multiplex baseado em TaqMan é um método eficaz 

para a detecção de infecção microbiana e tem uma alta qualidade de reprodução. Tem sido 

amplamente utilizado na pesquisa de expressão gênica e detecção microbiana. A sequência do 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibiotic-resistance
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gene 16S rDNA é composta por regiões conservadas e variáveis. As regiões conservadas são 

altamente conservadas em todas as bactérias, diferentes bactérias podem ser distinguidas pela 

análise de 16S rDNA usando primers especiais (Liu et al., 2018).   

A sensibilidade da PCR em tempo real multiplex baseada em TaqMan pode atingir de 

96% em uma concentração de 1×10 2  UFC/mL, e 100% em uma concentração 

>1×10 3  UFC/mL (Liu et al., 2018).  

O ensaio de PCR em tempo real multiplex baseado em TaqMan com alta sensibilidade, 

especificidade e ampla faixa de detecção é um método rápido e preciso na detecção de 

patógenos bacterianos da sepse e deve ter um uso promissor no diagnóstico de sepse (Liu et al., 

2018). A utilização da PCR em tempo real como diagnóstico de bacteremia em pacientes 

pediátricos oncológicos foi aplicado para diferenciação entre gram-positivo e gram-negativo 

por TaqMan multiplex PCR em tempo real e a detecção de genes de resistência por SYBR Green 

monoplex PCR em tempo real (Quiles et al., 2015).  

Outros métodos moleculares como MicrobScan que consiste em reações em cadeia de 

polimerase quantitativas paralelas visam 40 microrganismos, três determinantes de resistência 

a antibióticos, é executado em uma plataforma totalmente automatizada que realiza extração de 

ácido nucleico e preparação de placas, podendo atingir uma especificidade de (95,1 a 98,2%) e 

sensibilidade (76,7 a 85,1) (Grosso et al., 2021).  No entanto, eleva o custo, limitanto o uso na 

rotina clínica para o diagnóstico de infecções.   

  

Diagnóstico em infecção fúngica 

 

As infecções fúngicas invasivas (IFI) são uma causa primária de morbidade e 

mortalidade em pacientes com neoplasias hematológicas, desta forma um diagnóstico precoce 

e o início da terapia antifúngica apropriada são essenciais para o resultado clínico (Ruhnke et 

al., 2018). A cultura e o exame microscópico continuam sendo o "padrão ouro", mas apresentam 

baixas sensibilidades (Lass-Flörl, 2017).   

Devido ao aumento de IFI novas ferramentas diagnósticas rápidas e precisas são 

necessárias para reduzir a morbimortalidade. Os últimos avanços no diagnóstico de candidíase 

invasiva compreendem a hibridização in situ fluorescente com ácido nucleico peptídico (PNA-

FISH), MALDI-TOF direto ou teste de ácido nucleico multiplex. Apesar destes testes serem 

robustos, dependem de hemoculturas positivas. O T2Candida usa PCR acoplado ao T2Magnetic 

para detecção de ressonância diretamente no sangue total, permitindo a detecção de 1-3 UFC / 



44 
 

mL de Candida em cerca de quatro horas. Apesar de ser um teste de detcção rápido, o custo 

ainda é muito alto (Ibáñez-Martínez et al., 2017).   

Dentre as técnicas mais utilizadas para diagnóstico de infecção fúngica estão, técnicas 

de cultivo, que apresentam resultados confiáveis, testes de identificação mais rápida até o nível 

de espécie, com a espectrometria de massa de tempo de vôo de dessorção a laser assistida por 

matriz (MALDI-TOF MS), um método mais preciso e rápido (em comparação com testes 

bioquímicos) para identificação de rotina. Testes de sensibilidade antifúngica devem ser 

realizados e os isolados clínicos com suspeita de apresentar resistência devem ser testados com 

uma metodologia de referência e / ou teste de sensibilidade molecular (Ruhnke et al., 2018). 

A detecção de (1 → 3) β-D-glucano (BG) tem o potencial de identificar infecções 

fúngicas invasivas causadas 

por Candida spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Acremonium spp. e Pneumocystis 

jirovecii e micose endêmica. No entanto, as concentrações de BG são geralmente baixas ou 

ausentes em pacientes com infecções criptocócicas, e BG geralmente está ausente em pacientes 

com mucormicose, uma vez que esses fungos não produzem BG. A sensibilidade pode variar 

de 55-100%, especificidade de 87% -93% (Ruhnke et al., 2018). 

O uso de 1,3-beta-D-glucana (BDG) pode ajudar a estabelecer o diagnóstico em um 

estágio inicial da doença e monitorar o tratamento (Nucci et al., 2019).  

A detecção de fungos em amostras de tecido por métodos moleculares mostra-se útil 

(Fleischhacker et al., 2012). A utilidade da PCR parece ainda maior usando um espaçador 

transcrito interno (ITS-1) PCR panfúngico direcionado à região. O sequenciamento fúngico 

direcionado para o diagnóstico independente de cultura apresenta alta especificidade e 

sensibilidade (> 95%) (Trubiano et al., 2016).  

 

2.10 Abordagem antibiótico-terapêutica em infecções bacterianas em pacientes com 

câncer  

 

A profilaxia antibacteriana com fluoroquinolonas tem sido comumente usada em 

pacientes com câncer cursando neutropenia. O uso de fluoroquinolonas tem sido associado à 

redução da ICS por Gram-negativos e melhora da sobrevida entre os pacientes com leucemia 

aguda (Kern et al., 2018). Além de não ter implicação sobre a mortalidade, ao contrário tem 

sido associada com menor taxa de infecções da corrente sanguínea e episódios de febre durante 

neutropenia (Mikulska et al., 2018).   
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Como a maioria das infecções durante NF são predominantemente causadas por Gram-

negativos, as cefalosporinas de terceira geração, os carbapenêmicos ou às cefalosporinas com 

inibidores da anidrase têm sido recomendados como a escolha inicial ideal para a terapia 

empírica. A aplicação precoce de antibióticos e as medidas de prevenção de infecção bem como 

bons cuidados clínicos são capazes de melhorar os resultados do tratamento antibiótico 

empírico em pacientes com malignidades hematológicas (Zhai et al., 2015).  

O uso de sulfametoxazol-trimetoprim (SMZ-TMP) tem sido recomendado para prevenir 

infecções por Pneumocystis jiroveci, Listeria, Legionella. E o uso de alemtuzumab pode ser 

estendido como profilaxia para Nocardia e outras bactérias encapsuladas (Hugles et al., 2002). 

No entanto, a profilaxia deve ser realizada com cautela de modo a evitar a resistência 

antimicrobiana. 

As infecções bacterianas por Gram-negativas que ocorrem durante episódios 

neutropênicos febris em pacientes onco-hematologicos devem ser tratadas inicialmente com 

anti pseudomonal não baseado em carbapenêmico levando em consideração a administração 

antimicrobiana. Entretanto, vale salientar que, alguns pacientes com resistência à carbapens 

tratados tanto com colistina como monoterapia quanto a administração de colistina combinada 

com rifampicina ou até mesmo colistina combinada com sulbactam-cefoperazona levaram uma 

taxa de mortalidade de 50% (Gedik et al., 2014). 

Embora regimes antibióticos rápidos e precisos de primeira linha possam garantir 

melhores resultados em pacientes com NF, o aumento da incidência de resistências a 

antibióticos e mudanças na epidemiologia dos patógenos requerem melhores estratégias de 

tratamento em pacientes com NF, especialmente para a abordagem empírica inicial. Enquanto 

a monoterapia se tornou o regime padrão na abordagem empírica, ainda não está claro se a 

terapia combinada deve ser usada para prevenir o desenvolvimento de resistência múltiplas 

drogas (MDR) (Zhai et al., 2015).  

A monoterapia empírica de cefalosporinas de terceira geração e carbapenêmicos ou a 

combinação de terapia foram relatados como bastante promissores. A diretriz de medicamentos 

antibióticos para pacientes com NF recomendou sulbactam / cefopcrazona, piperacilina / 

tazobactam, cefepima, ceftazidima ou carbapenem incluindo meropeneme imipenem como a 

primeira escolha para o inicial tratamento. No entanto, muitos médicos preferem escolher um 

regime de combinação para pacientes com NF comparável com um risco baixo baseado na 

disponibilidade, custos, facilidade de administração antibiograma (Zhai et al., 2015). 

A terapia empírica antimicrobiana é sempre usada em pacientes com NF, mesmo sem 

evidências microbiológicas. Embora, estudos mostrem que a suspensão de antibióticos em 
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pacientes com LMA neutropênica tratados para um primeiro episódio de NF e em febre de 

origem desconhecida é segura e resulta em economia significativa de antibióticos (Van de 

Wyngaert et al., 2019; Le Clech et al., 2018).   

É importante enfatizar que o ideal seria tratar a infecção sabendo a espécie do patógeno, 

e desta forma minimizar falhas terapêuticas e resistência bacteriana.   

 

2.11 Abordagem antimicotico-terapêutico em infecções fúngicas em pacientes com câncer 

 

O tratamento com complexo lipídico da anfotericina B, a anfotericina B convencional, 

a anfotericina B lipossomal, o itraconazol e o voriconazol tiveram uma taxa significativamente 

menor de mortalidade relacionada à infecção fúngica quando comparado a nenhum tratamento 

antifúngico (Chen et al., 2017).  A caspofungina parece ser o agente mais eficaz para todas as 

causas de mortalidade relacionada à infecção fúngica, enquanto a micafungina tende a ser 

superior para a resposta ao tratamento. Assim como, as equinocandinas parecem ser os agentes 

mais eficazes para o tratamento empírico de pacientes neutropênicos febris com base na 

mortalidade e na resposta ao tratamento (Chen et al., 2017).  O tratamento com equinocandina 

tem sido associado a aumento da sobrevida em comparação com outros antifúngicos entre 

pacientes com candidemia C. albicans (88,9% vs 40%, p = 0,02) e entre C. não - albicans 

(77,3% vs 47,8%) (Klyasova et al., 2019).  

Antifúngicos não azólicos, incluindo caspofungina e anfotericina B lipossomal devem 

ser preferencialmente utilizados como antifúngicos empíricos terapêuticos nos eventos de 

possíveis ou prováveis infecções fúngicas invasivas, com ausência de achados pulmonares 

devido ao aumento da resistência ao azol (Gedik et al., 2014).     

Parcerias entre a indústria, reguladores e médicos são essenciais para acelerar novos 

diagnósticos e novos agentes antifúngicos trazer novos diagnósticos e opções de tratamento 

parecer ser urgentemente necessário para a prática clínica.   

 

2.12 Tempo e o custo de hospitalização e do tratamento em pacientes com câncer 

 

O tempo de hospitalização constitui um importante fator de gravidade clínica e consumo 

de recursos de saúde. O tempo prolongado de hospitalização está geralmente associado a 

episódios mais graves de NF bem como maiores gastos financeiros. O tempo prolongado de 

internação pode aumentar o atraso do tratamento do câncer e aumentar o risco de infecções 

causadas por bactérias multidroga resistentes, uma permanência hospitalar prolongada está 
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frequentemente associada à à exposição e a perda de funcionalidade aos antibióticos (Ballouz 

et al., 2017), cujo período de internação em pacientes oncológicos pode atingir 310 dias 

(Feliciana et al., 2020).   

Os custos dos cuidados relacionados à neutropenia em um estudo retrospectivo de coorte 

nos EUA foram de US $ 12.397 (IC 95% US $ 10.274 - US $ 14.574) maior para neutropenia 

US $ 14.407 (US $ 12.367 - US $ 16.743) versus pacientes de comparação US $ 2.010 (US $ 

1.490 - US $ 2.553). O custo total médio por paciente foi de $ 12.335 (desvio padrão [DP] = 

14.602; intervalo de confiança de 95% [IC] = 11.803 a 12.851). O custo médio por dia por 

paciente foi de $ 325,50 (DP = 246,30, IC 95% = 316,60 a 334,30) (Martins Rozman et al., 

2021). O custo médio do tratamento para neutropenia febril em um período de cinco meses na 

Bosnia e Herzegovina foi de € 30.000 euros ou € 1.0035 euros por episódio/paciente. Os custos 

mais elevados são alocados para internação hospitalar (40%), enquanto os restantes dos custos 

são gerados por exames laboratoriais e aplicação de medicamentos. A maioria dos episódios de 

NF tende a aparecer após o segundo e terceiro ciclo (22% e 26% respectivamente). Total de 

dias hospitalares consumidos consiste em de 180, com média de 6,7 dias de hospitalização 

(Catic et al., 2016).   

Um estudo realizado no EUA observou que os custos das hospitalizações por 

neutropenia relacionadas ao câncer são substancialmente altos. Cerca de 91.560 e 16.859 

internações por neutropenia relacionadas ao câncer entre adultos e crianças, respectivamente. 

O custo total de internações por neutropenia relacionada ao câncer chega a US $ 2,3 bilhões 

para adultos e US $ 439 milhões para crianças. As hospitalizações por neutropenia relacionada 

ao câncer tem sido responsáveis por 5,2% de todas as hospitalizações relacionadas ao câncer e 

8,3% de todos os custos de hospitalização relacionados ao câncer (Tai et al., 2017). 

Para adultos, o tempo médio de internação por neutropenia relacionada ao câncer 

equivale a 9,6 dias, com um custo hospitalar médio de US $ 24.770 por estadia. Para as crianças, 

esse tempo médio de internação tem sido similar com 8,5 dias, apresentando um custo hospitalar 

médio de US $ 26.000 por estadia. Esforços para prevenir e minimizar complicações 

relacionadas à neutropenia entre pacientes com câncer podem diminuir hospitalizações e custos 

associados (Tai et al., 2017).  

A comparação de itens de custo entre casos e controles de infecções da corrente 

sanguínea associadas ao cateter central CLABSI e controles não CLABSI mostrou diferenças 

significativas, para produtos farmacêuticos (2.117 € vs. 1541 €; p = 0,001), enfermeiras (7.083 

€ vs. 6.061 €; p = 0,003) e produtos médicos (3.451 € vs. 2.838 €; p = 0,02) (Baier et al., 2020).  
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Entretanto, medidas podem ser eficazes para reduzir os custos hospitalares, e 

consequentemente o tempo de hospitalização e a taxa de mortalidade. Um estudo implementou 

em uma clínica hospitalar um mapeamento do processo de práticas para reconhecimento e 

gestão da sepse, chamado o manejo da sepse em um hospital especializado em câncer. Esse 

manejo da sepse foi associado a uma melhora significativa nos resultados dos pacientes e 

redução de custos e a uma melhoria significativa na mortalidade por todas as causas em 30 dias. 

A implementação do mapeamento resultou em pelo menos uma redução média de $ A8363 no 

custo de hospitalização por paciente (Thursky et al., 2018).    

 

2.13 Mortalidade em pacientes com câncer  

 

 A taxa de mortalidade em pacientes com câncer com ICS geralmente é alta devido aos 

fatores associados, dentre eles, sepse e choque séptico são as principais causas de mortalidade 

durante a neutropenia induzida por quimioterapia para doenças malignas. Há uma taxa 

significativamente maior de bacteremia, potencialmente resultando em sepse, em pacientes com 

neutropenia grave e naqueles com neutropenia com duração superior a sete dias. Além disso, 

leucemia aguda, internação hospitalar prolongada, cirurgia prévia, doença avançada ou pré-

tratamento com antibióticos ou quimioterapia têm sido significativamente associados a ICS, 

sepse e choque séptico em pacientes com neutropenia pacientes oncológicos (Kochanek et al., 

2019).    

A taxa de mortalidade associada à sepse varia de 2,2% entre pacientes com câncer e 

15,2% em pacientes sem câncer nos EUA (Hensley et al., 2019). Diferentemente de um estudo 

realizado no Líbano em pacientes com câncer que apresentaram mortalidade hospitalar em 28 

dias (49,4%) foi maior em relação à pacientes sem câncer (26,1%) (Abou et al., 2017). A taxa 

de mortalidade geral em 30 dias em ICS causada por Escherichia coli em pacientes com câncer 

constituiu 7,1% (Trecarichi et al., 2019).   

Um estudo multicêntrico observacional após um acompanhamento médio de 80 dias, 

revelou uma taxa de mortalidade de 12,5%, cuja sobrevida global de três meses foi 

significativamente menor para pacientes colonizados com bactérias Gram-negativas resistentes 

a carbapenemases e VRE em comparação com aqueles colonizados com enterobactérias 

produtores de ESBL (Cattaneo et al., 2018).    

A mortalidade geral em câncer hematológico tem sido superior (40,5%) do que em 

pacientes com tumor sólido (37,5%), com a maioria dos óbitos ocorrendo nos primeiros 30 dias 

(Sierra et al., 2020). A mortalidade em 30 dias poderia variar de 22% a 70% quando os pacientes 
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não recebem um tratamento antimicrobiano adequado (Islas-Muñoz et al., 2018). Um estudo na 

China aponta que a não remissão de malignidades hematológicas e terapia antibiótica inicial 

inadequada foram fatores de risco independentes para mortalidade em 30 dias em pacientes 

infectados com Escherichia coli produtoras de ESBL com neoplasias hematológicas nos 

últimos cinco anos (Zhang et al., 2018).  

Portanto, a taxa de mortalidade tem sido alta em pacientes com malignidades 

hematológicas infectados com Enterobacteriales resistente a carbapenêmicos, principalmente 

no caso de leucemia mieloide aguda e neutropenia não resolvida, devido ao manejo empírico 

inadequado e administração retardada de antibióticos direcionados, como tigeciclina, colistina 

ou novas associações de drogas ativas (Lalaoui et al., 2020).   

Não muito diferente da bacteremia, a taxa de mortalidade devido a candidemia em 

pacientes com câncer mostra-se elevada (48,4%) tanto em um período de 30 dias quanto durante 

a toda a internação (61,3%) (Szymankiewicz e Nowikiewicz, 2020). O uso extensivo de 

profilaxia antifúngica reduziu as candidemia, embora ainda estejam associadas a altas taxas de 

mortalidade (Pagano et al., 2017), assim como, tem sido relatado a mortalidade na China por 

candidemia (30%) por 30 dias (Li et al., 2017).  
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3 HIPOTESE 

Fatores de risco estão associados à infecção de corrente sanguínea causadas por bactérias 

multidrogra resistentes em portadores de câncer de hospital especializado no estado de 

Pernambuco   
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4 JUSTIFICATIVA 

 

ICS é uma complicação séria e pode ser potencialmente fatal em pacientes com câncer em 

tratamento quimioterápico. Essa gravidade se torna maior em pacientes neutropênicos febris 

com suspeita de infecção o qual devem ser investigados rapidamente e tratados empiricamente 

de forma adequada para reduzir os riscos de mortalidade. O diagnóstico de ICS é normalmente 

difícil e demorado através de hemocultura.  

A mortalidade por ICS tem sido associada com atraso no diagnóstico e ao tratamento 

empírico muitas vezes inadequado e que frequentemente deve ser ajustado posteriormente de 

acordo com o resultado da hemocultura, a presença de comorbidades, tempo prolongado de 

internamento têm sido caracterizado fator de risco para infecção da corrente sanguínea de 

pacientes com câncer. Bactérias multidrogra resistentes representam uma ameaça constante 

para esta população elevando o risco de mortalidade. Micro-organismos MDR são responsáveis 

pelo aumento da morbimortalidade dos pacientes hospitalizados, ocasionando um grande 

aumento nos gastos com saúde devido à prescrição de medicamentos mais caros e ao longo 

período de internação. O fenômeno da multirresistência bacteriana tem atingido os países de 

forma global e é um dos 10 problemas de saúde pública elencados pela OMS nos últimos anos. 

De acordo com a OMS, se ações não forem tomadas para contar este grave problema estima-se 

que até 2050 o problema causará, anualmente, 10 milhões de mortes em todo o mundo, além 

de um prejuízo econômico de 100 trilhões de dólares (OMS, 2020).  

Diante disso é fundamental conhecer a etiologia das ICS, investigar o perfil de resistência 

antimicrobiana e os possíveis genes de resistência para traçar a terapia empírica de forma 

correta a fim reduzir a taxa de mortalidade nessa população.      
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5 OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral  

 

 

Descrever os fatores relacionados à infecção de corrente sanguínea, frequência dos 

agentes etiológicos, detecção de genes de resistência, mortalidade, tempo e custo de 

internamento hospitalar em pacientes oncológicos assistidos em hospital de referência do estado 

de Pernambuco.   

 

5.2 Objetivos Específicos  

 

• Determinar a frequência, a etiologia e o perfil de resistência aos antimicrobianos no 

desfecho de ICS causada por patógenos MDR em pacientes oncológicos;    

 

• Detectar os genes de resistência bacterianos em isolados de ICS em pacientes 

oncológicos; 

 

 

• Avaliar os fatores de riscos associados à infecção na redução dos custos do tratamento, 

no tempo de hospitalização e na redução da taxa de mortalidade dos pacientes 

oncológicos;  

 

• Comparar o grau de concordância entre os resultados de isolados bacterianos resgatados 

de ICS através de automação com os resultados de análise genotípica através de PCR, 

relacionando aos fatores tempo de hospitalização e morte em 30 dias.   
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6 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

6.1 Desenho do estudo 

 

Foi desenhado um estudo de coorte transversal, prospectivo, no qual todos os pacientes 

foram acompanhados, após a inclusão, por todo período da internação. Os pacientes 

oncológicos diagnosticados com ICS foram convidados a participarem do estudo, ao 

concordarem, todos assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Anexo 

II).  

 

6.2 População do estudo 

 

Foram elegíveis a participar do estudo pacientes oncológicos ≥ 18 anos com ICS, 

internados no Hospital do Câncer de Pernambuco (HCP), após concordarem em participar da 

pesquisa e assinarem o TCLE.     

 

6.3 Local do estudo 

 

O HCP é responsável por cerca de 60% de todo o atendimento de casos de câncer do 

Estado de Pernambuco. O hospital dispõe de 274 leitos, onde atende pacientes cirúrgicos de 

diversas especialidades oncológicas além de oncologia clínica e pediátrica, 10 leitos de terapia 

intensiva, 20 leitos de terapia intensiva para SRAG/COVID e seis leitos de terapia intensiva 

para pós-operatórios.  Há ainda 22 leitos para o serviço de urgência e 32 leitos para a unidade 

de oncologia para o tratamento clínico de neoplasias hematológicas.  

As coletas de amostras de sangue e a coleta de dados clínicos e epidemiológicos foram 

realizadas simultaneamente nas unidades de internação. Os dados epidemiológicos que não 

puderam ser recuperados durante a internação, foram resgatados posteriormente através de 

prontuários consultados do Serviço de Arquivo Médico e Estatística (SAME), de acordo com a 

ficha de coleta de dados (Apêndice I).   

As hemoculturas dos pacientes foram encaminhadas ao Centro Integrado de Análises 

Clínicas (CIAC), laboratório de apoio do HCP, e os isolados recuperados foram encaminhados 

ao laboratório de Microbiologia do Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu 

Magalhães (IAM) – FIOCRUZ para realização dos testes de diagnóstico molecular para 

identificação do perfil de resistência antimicrobiana e detecção dos genes de resistência em 
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isolados bacterianos. E identificação dos patógenos e perfil de suscetibilidade aos isolados 

fúngicos.    

 

6.4 Período do Estudo 

 

 A coleta das amostras, assim como a coleta de dados clínicos epidemiológicos foram 

realizados simultaneamente entre setembro de 2018 a setembro de 2020. Os dados clínicos dos 

pacientes foram estudados durante seu período de internação. Os isolados clínicos foram 

coletados a partir de hemoculturas positivas. Os dados coletados nesta pesquisa, ficarão 

arquivados no laboratório do Departamento de Parasitologia do IAM, sob a responsabilidade 

do pesquisador do estudo pelo período mínimo de cinco anos. 

 

6.5 Critérios de Inclusão e Exclusão 

 

6.5.1 Critérios de inclusão 

 

Foram incluídos no estudo os pacientes portadores de malignidades hematológicas e 

tumores sólidos ≥ 18 anos, com bacteremia e/ou fungemia internados nas enfermarias ou 

Unidades de Terapia Intensiva do Hospital do Câncer de Pernambuco.  

 

6.5.2 Critérios de exclusão 

 

Foram excluídos do estudo os pacientes com resultados de hemoculturas negativos.  

 

6.6 Amostragem 

 

De acordo com dados retrospectivos observados durante 18 meses no HCP, observou-

se um total de 82 casos de infecção bacteriana em pacientes oncológicos que representa uma 

prevalência de 16%. Desta forma, buscando analisar as ICS nessa população, a amostra foi 

calculada utilizando um erro amostral de 5%, intervalo de confiança de 95% e prevalência de 

16%. Assim, foi estimado um total de 59 indivíduos, número com base em uma população finita 

que estaria garantindo a representatividade da população a ser estudada.  
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6.7 Definição e categorização das variáveis dependentes e independentes 

 

 Variáveis Dependentes 

Infecção da corrente sanguínea  

ICS foi definida como o isolamento confirmado em laboratório de ao menos uma 

bactéria Gram-negativa ou Gram-positiva ou fungo de amostras de sangue classificadas da 

seguinte forma: (A) ICS Associada à Linha Central (CLAICS): Tempo de positividade entre as 

hemoculturas colhidas do cateter de duas horas ou mais além da hemocultura retirada de punção 

periférica, com sinais de infecção sistêmica (febre, calafrios e / ou hipotensão) e sem fonte 

aparente de infecção, exceto para o cateter, e / ou a cultura da ponta do cateter sendo positiva 

para os mesmos organismos (quando o cateter foi removido) e / ou sinais e sintomas de infecção 

do local de entrada do cateter com a mesma cepa isolada do sangue. (B) ICS secundária foi 

diagnosticada quando havia outra fonte de infecção, de modo que o local primário de infecção 

pode ter semeado a corrente sanguínea secundariamente e (C) ICS primária ocorreu quando 

nenhuma infecção subjacente foi diagnosticada (Islas-Muñoz et al., 2018).    

 

Infecção persistente foi definida como a presença contínua de bactérias ou fungos na 

corrente sanguínea 48 horas após a administração do tratamento adequado.  

Infecção polimicrobiana: quando dois ou mais microrganismos foram isolados de 

hemoculturas no mesmo momento da punça venosa. 

 

Variáveis Independentes  

Covariáveis  

 

Neutropenia febril: 

Definição: A neutropenia foi definida como uma contagem absoluta de neutrófilos < 500 células 

/ mm3 ou <1000 células / mm3 com uma previsão de declínio para <500 células / mm3.  

A febre foi definida de acordo com as diretrizes da Sociedade Americana de Doenças 

Infecciosas (IDSA) como um aumento da temperatura axilar para 38,3°C ou ≥ 38°C para uma 

hora ou mais, foi considerada possível sinal de infecção e assim investigado.   

 

Demográficas 

Sexo: 1. Masculino 2. Feminino 

Definição: sexo biológico 
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Idade: foi categorizada posteriormente por faixa etária. 

Definição: data de nascimento de acordo com o momento da inclusão do participante na 

pesquisa, expressa em anos. 

Raça: Cor da pele/etnia que o paciente se autodenominou ou através de prontuário.  

Comorbidade: hipertensão arterial sistêmica (HAS), diabetes melitus (DM), doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC), insuficiência cardíaca, insuficiência renal crónica, demência e vírus 

da imunodeficiência humana (HIV). 

Definição: foi considerado de acordo com o diagnóstico clínico laboratorial para cada uma das 

enfermidades citadas, seguindo a CID-10 (Classificação Internacional de Doenças). 

Ciclo de quimioterapia: Variável quantitativa nominal 

Definição: o ciclo de quimioterapia que o paciente havia recebido por ocaso do diagnóstico de 

ISC. 

Uso prévio de antibiótico: 1. SIM   2.NÃO 

Definição: se, fez uso de antibiótico (tratamento com antimicrobianos para combater as 

bactérias). 

 

Variáveis Desfecho  

 

Infecção de corrente sanguínea 

 

• Infecções primárias da corrente sanguínea (IPCS), que são aquelas infecções de 

consequências sistêmicas graves, bacteremia ou sepse, sem foco primário identificável. 

Há dificuldade de se determinar o envolvimento do cateter central na ocorrência da 

IPCS. Com finalidade prática as IPCS serão associadas ao cateter, se este estiver 

presente ao diagnóstico como descrito adiante.  

• A infecção de corrente sanguínea secundária, que é a ocorrência de hemocultura positiva 

ou sinais clínicos de sepses, na presença de sinais de infecção em outro sítio, não será 

abordada neste documento. Neste caso, deverá ser notificado o foco primário, por 

exemplo, pneumonia, infecção do trato urinário ou sítio cirúrgico.      

 

Tempo de permanência na unidade de internação: Número de dias desde a admissão na 

unidade até o último dia de acompanhamento ou óbito ou transferência.  
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Custo de hospitalização e custo de tratamento: Valor em reais do tratamento, diárias exames 

e hospitalização por paciente. 

 

Taxa de mortalidade: Número total de óbitos qualquer causa / total de pacientes no período X 

100.  

 

Taxa de mortalidade em 30 dias: Número total de óbitos qualquer causa em 30 dias / total de 

pacientes no período X 100.  

 

Taxa de letalidade: Número total de óbitos devido à ICS de pacientes no período X 100.  

 

 

6.8 Métodos de coleta e Processamento dos dados 

 

6.8.1 Coleta de isolados bacterianos e fúngicos  

 

A coleta dos microrganismos foi realiza a partir do isolamento dos patógenos em frascos 

de hemoculturas positivados pelo BACTEC Plus Aerobic/F®. As coletas de hemoculturas 

foram realizadas pela equipe de enfermagem seguindo normas preconizadas pelas Comissões 

de Controle Infecção Hospitalar (CCIH) do HCP em todos os pacientes oncológicos com 

suspeita clínica de infecção. Foram coletados aproximadamente 10 mL de sangue em dois 

frascos BACTEC Plus Aerobic/F® e encaminhados ao CIAC para realização dos testes de 

diagnóstico de hemocultura, onde foram incubadas e identificadas por método bioquímico. Na 

persistência de febre e/ou neutropenia associada uma coleta adicional de hemocultura foi 

realizada a critério do médico assistente após 24 horas da primeira coleta. 

Após a coleta, os frascos de hemocultura foram processados pelo equipamento Bactec 

9240® (Becton Dickinson, Maryland, EUA), um sistema automatizado que realiza a 

monitorização contínua do crescimento bacteriano. O meio de cultura do frasco possui 

nutrientes que são metabolizados frente à presença de microrganismos viáveis na amostra. Esta 

metabolização resulta na produção de gás carbônico (CO2) e esta alteração pode ser detectada 

e interpretada pelo sistema como amostra positiva. 

Todas as culturas com crescimento de bactérias ou fungos nas garrafas foram 

consideradas como culturas positivas e submetidas posteriormente à identificação por métodos 

microbianos convencionais. Foram consideradas negativas, as hemoculturas que não 
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positivaram no prazo de até sete dias. Todos os isolados que foram identificados por métodos 

fenotípicos, em seguida, foram realizados testes de perfil de suscetibilidade antimicrobiana, 

através do método disco de fusão. E os isolados foram encaminhados também para identificação 

e perfil de suscetibilidade antimicrobiana pelo sistema automatizado. Os isolados foram 

encaminhados ao Laboratório de Microbiologia/Parasitologia do Instituto Aggeu Magalhães 

(IAM) – FIOCRUZ para realização dos testes de detecção dos genes de resistência bacteriana. 

Pode-se observar o algoritmo da rotina das coletas e dos testes realizados no estudo (Figura 4).   

 

Figura 4 - Algoritmo das coletas das amostras de sangue de pacientes oncológicos do HCP até 

a realização dos testes de diagnóstico para infecção.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autora 2019.  
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6.8.2 Identificação fenotípica dos patógenos  

 

 A identificação dos patógenos foi realizada através de teste fenotípicos bioquímicos 

manuais de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Insitute (CLSI) e confirmados 

pelo sistema automatizado Vitek® seguindo o protocolo Brazilian Committee on Antimicrobial 

Susceptibility Testing (BrCAST) para interpretação dos resultados. Os métodos fenotípicos 

convencionais se baseiam na fermentação de glicose, lactose e sacarose, na produção de H2S, 

degradação da uréia, citrato, descarboxilação de lisina, produção de índol e motilidade 

(Konemam et al., 2008) para bactérias Gram-negativas e métodos fenotípicos que se baseiam 

na fermentação de carboidratos, catalase e coagulase para as bactérias Gram-positivas. A 

identificação dos fungos foi realizada a partir de assimilação de carboidratos, base de nitrogênio 

para leveduras. Os isolados cultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) ou Caldo Luria 

Bertani (LB) foram mantidos em estoque congelado 20% de glicerol.  

 

6.8.3 Identificação bacteriana e Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (TSA) 

 

A identificação e o teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) foram realizados por 

métodos fenotípicos por automação. Os testes para identificação automatizados (Vitek®) 

baseados na fermentação de carboidratos, seguiram a interpretação do manual Clinical and 

Laboratory Standards Insitute (CLSI), e a interpretação do TSA seguiu o protocolo Brazilian 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) para interpretação dos resultados.   

 

6.8.4 Perfil de suscetibilidade antimicrobiana 

 

O perfil de suscetibilidade foi realizado a partir do método disco difusão (Kirby-Baurer) 

e interpretados de acordo com o manual CLSI e foi confirmado por sistema automatizado 

Vitek® seguindo as recomendações do BrCAST.    

 O teste de suscetibilidade antimicrobiano foi determinado por disco difusão, utilizando 

os seguintes antimicrobianos: amicacina (30µg), ampicilina (10µg), ampicilina/sulbactam 

(10/10µg), aztreonam (30µg), cefepime (30µg), cefazolina (30µg), cefalotina (30µg), 

cefoxitina (30µg), ceftazidima (30µg), ceftriaxona (30µg), Cefuroxima (30µg), ciprofloxacina 

(5µg), gentamicina (10µg), imipenem (10µg), levofloxacin (5µg), meropenem (10µg), 

amoxicilina/ácido clavulânico (20/10µg), Piperacilina–Tazobactam (100/10µg), 

sulfametoxazol/trimetropin (1,25/23,75µg), tetraciclina (30µg), teicoplamina (30µg) e 
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polimixina B (300U) foram testados para bactérias Gram-negativas. E os antimicrobianos: 

vancomicina (30µg), clindamicina (2µg), eritromicina (15µg), oxacilina (1µg), teicoplamina 

(30µg) e linezolida (30µg) foram testados para bactérias Gram-positivas.  

 

6.8.5 Extração de DNA bacteriano 

  

Extração de DNA do pellet da colônia isolada a partir do frasco de hemocultura 

 

O DNA genômico foi extraído a partir da colônia das espécies isoladas em placas de 

ágar nutriente e a extração foi realizada utilizando a PROMEGA ReliaPrep ™ Blood gDNA 

Miniprep System – 250 (Promega®, São Paulo, Brasil) de acordo com o protocolo do 

fabricante.  

 

6.8.6 Detecção de genes de resistência em isolados bacterianos Gram-negativos 

 

A amplificação do DNA pela técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) foi 

realizada no equipamento BioRad (System, Applied Biosystems®, CA, utilizando 10 µL 

(1.25U/reação) TopTaq Master Mix Kit (Qiagen®, EUA) utilizando 10 µM de cada iniciador; 

200 µM de cada dNTP (10mM de cada), 1x TopTaq PCR Buffer contendo 15mM MgCl2, 

coralLoad 1x, água ultrapura e 2 μL de DNA. As condições de termociclagem foram diferentes 

de acordo com os genes de resistência estudados, usando estirpes de referência de organismos, 

tais como, A. baumannii (ATCC 19606), P. aeruginosa (ATCC 

27853), K. pneumoniae (ATCC 13882), E. coli (ATCC 25922), Salmonella enterica (ATCC 

35640) foram adquiridos a partir do laboratório de referência do Departamento de 

Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhães (IAM) – Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).   

Um ensaio de PCR convencional foi realizado para detectar três famílias de genes de β-

lactamases de espectro extendido (ESBL), a detecção dos genes de 

resistência blaSHV, blaTEM, blaCTX-M foram realizados em todos os isolados bacterianos Gram-

negativos. A PCR para detecção de ESBL foi realizada utilizando o seguinte protocolo para a 

amplificação; desnaturação inicial 95 ºC a 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 95 

ºC a 1 minuto, anelamento 60 ºC a 1 minuto e extensão 72 ºC a 1 minuto. Foi realizada uma 

etapa de extensão final a 72 ºC a 10 minuto, para cada um dos genes estudados (Quiles et al., 

2015). E a detecção do gene mcr-1 foi realizada em todos que apresentaram resistência a 

múltiplas drogas. A investigação do gene mcr-1 foi realizada utilizando os primers descritos 
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por Lima et al., (2017). As reações de amplificação foram preparadas em um volume de 25 µL 

por tubo, compreendendo: 1µL de DNA genômico, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase 

(Promega), 2 mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2 e 3,5 pmol dos primers. A amplificação 

foi realizada sob as seguintes condições térmicas de ciclagem: 94 ºC por 10 minutos seguidos 

de 30 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 58 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 2 minutos, com 

extensão final de 72 ºC por 10 minutos.   

E oito famílias de carbapenemases (blaKPC, blaGES, blaNDM, blaIMP, blaVIM, blaSPM, blaGIM 

e blaSIM) foram pesquisados em todos os isolados bacterianos Gram-negativos utilizando o 

seguinte protocolo para a amplificação; desnaturação inicial 95 ºC a 5 minutos, seguidos de 25 

ciclos de desnaturação 95 ºC a 1 minuto, anelamento ajustado de acordo com cada primer 

(Menezes et al., 2013; Monteiro, 2012; Nithia et al., 2017; Mendes, 2007) e extensão 72 ºC a 1 

minuto. Foi realizada uma etapa de extensão final a 72 ºC a 10 minutos.  

As cepas foram também submetidas a PCR para detecção de enzimas da classe D, como 

a oxacilinase (blaOXA-48 e blaOXA-58), utilizando o seguinte protocolo para a amplificação; 

desnaturação inicial 94 ºC a 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 94 ºC a 45 

segundos, anelamento 52 ºC a 45 segundos e extensão 72 ºC a 1 minuto. Foi realizada uma 

etapa de extensão final a 72 ºC a 6 minutos (Poirel et al., 2004; Amudhan et al., 2011).  

 

6.8.7 Detecção de genes de resistência em isolados bacterianos Gram-positivos 

 

Em todos os isolados Gram-positivos foram submetidos a detecção dos genes de 

resistência mecA, vanA, vanB utilizando estirpes de referência de organismos, dentre eles, S. 

aureus (ATCC 29213 e 25923), Streptococcus pneumoniae (ATCC 6305) S. epidermides 

(ATCC 12228) E. faecalis (ATCC 29212), E. faecium (ATCC 19434). Neste estudo foi 

utilizado o seguinte protocolo para a amplificação; desnaturação inicial 95 ºC a 5 minutos, 

seguidos de 30 ciclos de desnaturação 95 ºC a 1 minuto, anelamento 60 ºC a 1 minuto e extensão 

72 ºC a 1 minuto. Foi realizada uma etapa de extensão final a 72 ºC a 10 minutos (Quiles et al., 

2015).  

Os produtos de PCR amplificados foram corados com brometo de etídio e visualizados 

por eletroforese em géis de agarose a 1%, utilizando o sistema de documentação fotográfica 

System L-Pix EX (Loccus Biotechnology, Brasil).  
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6.8.8 Eletroforese em Gel de Agarose 

 

Os produtos de amplificação da PCR foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 

a 1% em tampão TBE (Tris-Borato/EDTA) e voltagem constante de 100 v. Foi utilizado 10 µL 

do produto de amplificação, 2µL de marcador de peso molecular de 100 Pb (Invitrogen) e 1µL 

de tampão de corrida de eletroforese Sybr safe®. Os géis foram visualizados em 

transiluminador de luz ultravioleta L-Pix EX (Loccus Biotechnology, Brasil). 

 

6.8.9 Identificação por Microdiluição em caldo e Teste de suscetibilidade a antifúngicos 

(AFST) 

Os testes de susceptibilidade antifúngica, in vitro, foram realizados segundo os métodos 

descritos nos documentos M27-A3 e M27-S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2008; CLSI, 2012). Para padronização do experimento, foi utilizada a cepa de referência 

C. albicans ATCC 90028. Para o teste, foi utilizado o meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) 

tamponado com ácido morfolino propano sulfônico, pH 7,0 ± 0,1 (MOPS; 0,165 mol. L-1; 

Sigma-Aldrich). As leveduras foram avaliadas quanto ao perfil de susceptibilidade frente ao 

fluconazol, Anfotericina B, voriconazol, caspofungina, micafungina e anidulafungina.  

As leveduras foram mantidas em Sabouraud Dextrose Ágar (SDA) e incubadas por 24h 

a 37 °C. Foram preparadas suspensões dos isolados, em solução salina a 0,85%, sendo a 

concentração do inóculo ajustado em espectrofotômetro no comprimento de onda de 530 nm, 

refletindo em 90% da transmitância. Em seguida, a suspensão inicial foi diluída a concentração 

de 2-5 x 103 células/mL em RPMI 1640. Foram utilizadas placas de micro titulação de fundo 

chato de 96 poços (TPP; Trasadingen, Suíça). O inóculo foi adicionado aos poços contendo a 

solução dos fármacos a serem testados, e as placas incubadas a 37°C durante 24-48h. As 

Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) foram determinadas com inibição de 100% para 

anfotericina B e <50% em relação ao poço controle para o fluconazol e voriconazol.  

 

6.8.10 Extração de DNA fúngico 

 

O DNA foi extraído segundo protocolo de Inácio et al., (2016), utilizando do tampão de 

extração (CTAB 2%, NaCl 1.5 M, 100mM de Tris-HCl, 20mM de EDTA, polivinilpirrolidona 

1%) previamente aquecido a 65 °C. A parede celular foi rompida através de agitação mecânica 
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(velocidade de 5.5 m/s por 30s) em FastPrep® (BIO 101, Farmingdale, New York, USA) e 

incubada por 10min a 65 °C. O DNA foi recuperado a partir de um tratamento sequencial com 

base em clorofórmio álcool-isoamilico (24:1), isopropanole etanol 70%. Finalmente, foi 

adicionado 50µL de água MiliQ autoclavada, sendo a amostra incubada a 37 °C por 20 minutos 

para eluição do DNA. Os produtos da extração foram montados em parafilme (5 µL do produto 

da extração, 2 µL GLB e 2 µL GelRed), sendo utilizado o marcador Lambida DNA como 

padrão. O DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em cuba de eletroforese 

horizontal, contendo o tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE), sendo aplicado uma voltagem de 

100v por 20 minutos. Posteriormente, o DNA foi analisado, quanto a qualidade e quantidade, 

em transiluminador. O material genômico foi mantido a 4 °C até o momento das análises. 

6.8.11 Identificação molecular das leveduras  

As espécies foram identificadas a partir do sequenciamento parcial do domínio D1/D2 

da região LSU (28S) do rDNA utilizando os primers NL1 (5' – 

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3') e NL4 (5' – GGTCCGTGTTTCAAGACGG - 

3') (Kurtzman; Robnett, 1998). As amostras para sequenciamento tiveram os produtos da PCR 

purificados (GenJET PCR Purification - Fermentas, UK), sendo o sequenciamento realizado na 

Plataforma de sequenciamento-LABCEN/CCB (UFPE), segundo protocolos internos do 

laboratório parceiro.  

6.9 Análise de sequenciamento 

 

Os amplicons da diferenciação das bactérias foram sequenciados para identificar a 

espécie causadora de infecção na corrente sanguínea, assim como os amplicons da identificação 

dos genes foram sequenciados para confirmação dos genes de resistência. Na reação de 

sequenciamento das amostras de DNA, foi utilizado o kit Big Dye, Terminator v 3.1 Cycle 

Sequencing Kit (Applied Biosystems®, UK). A reação foi realizada com a adição de 1µL (3,2 

pmoles/ µL) de cada oligonucleotídeos iniciadores, 0,5 µL de bigDye, 1 µL de tampão (200 

mM Tris-HCl e 5 mM MgCl2 pH 9.0), 10 pmoles de DNA e quantidade suficiente de água para 

completar 10 µl. As misturas foram incubadas a 95 ºC por 5 minutos, e imediatamente 

incubadas no gelo. Após 35 ciclos [desnaturação (96 ºC por 45 segundos), anelamento (50 ºC 

por 30 segundos) e extensão (60 ºC por 4 minutos)]. Os DNAs foram precipitados com 

isopropanol na concentração final de 50% (v/v), por 30 minutos a temperatura ambiente, 

lavados com etanol a 60% (v/v) e solubilizados em 15 µL de formamida Hi-Di (Applied 
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Biosystems®, UK). No sequenciador automático, modelo ABI Prism 3100 (Applied 

Biosystems®, UK), foi utilizado o polímero POP6 em capilares de 50 cm. 

As sequências consenso foram editadas por meio do programa Sequencher 4.7, e, em 

seguida, submetidas a ferramenta BLAST do GenBank (National Center of Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para busca por sequências similares. As sequências 

obtidas foram alinhadas com sequências de confiança depositadas no banco de dados e 

analisadas filogeneticamente com o auxílio do programa MEGA-x.   

6.10 Análise de tempo de custos de hospitalização  

 

 O tempo de hospitalização foi calculado pelo número de dias que o paciente esteve 

internado desde a admissão até a alta/óbito ou transferência.  

Para a análise dos custos durante a internação, os critérios que correspondiam ao custo 

de hospitalização foram: valores de custos com diárias, exames, procedimentos cirúrgicos, 

transfusão de hemocompetentes, uso de cateter venoso central, curativos e nutrição. Os dados 

sobre custos foram fornecidos pelo departamento financeiro e de controladoria com base nos 

prontuários dos pacientes. Os custos foram considerados como custos de toda a internação 

hospitalar (custos agregados da admissão à alta/óbito).    

 

6.11 Análise da mortalidade e letalidade 

 

 A taxa de mortalidade geral foi analisada pelo óbito durante o período de internamento 

do paciente por causas relacionadas ao câncer, neutropenia, e a outras complicações. A taxa de 

letalidade foi analisada pelo óbito durante o período de internamento do paciente devido à ICS.   

 

6.12 Análise e processamento dos dados 

 

 As variáveis discretas foram expressas como números absolutos e percentuais, e as 

variáveis contínuas foram expressas como média e desvio padrão, ou mediana e variação 

interquartil. A análise das características clínicas e epidemiológicas foram feitas utilizando o 

teste Qui -quadrado ou exato de Fisher para as variáveis categóricas e teste t-student para as 

variáveis contínuas. Os resultados foram expressos como “odds ratios” (ORs), e os valores de 
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p com intervalo de confiança de 95% (IC). O nível de significância para todas as análises foi 

definido como p < 0,05.  

 

6.13 Aspectos Éticos  

 

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo comitê de ética em Pesquisa 

envolvendo seres humanos, credenciado ao sistema CEP/CONEP do Centro de Ciências da 

Saúde CCS/UFPE, CAAE 56729016.4.0000.5208, tendo o HCP como Instituição 

coparticipante, CEP/HCP, CAAE 16285219.5.0000.5205, condicionada aos cumprimentos dos 

requisitos da resolução 466/12 e suas complementares, comprometendo-se o(a) mesmo(a) a 

utilizar os dados pessoais dos sujeitos da pesquisa, exclusivamente para os fins científicos, 

mantendo o sigilo e garantindo a não utilização das informações em prejuízo das pessoas. O 

parecer de aprovação encontra-se no anexo I.     
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7 RESULTADOS 

 

7.1 Artigo 1 – Características clínicas, epidemiológicas e fatores de risco associados à infecção 

de corrente sanguínea por bactérias multirresistentes em pacientes oncológicos 

 

7.2 Artigo 2 – Elevada ocorrência de carapenemases em entorobacteriales isolados de infecção 

de corrente sanguínea de pacientes com câncer 

7.3 Artigo 3 – Tratamento com daptomicina em infecção da corrente sanguínea por 

Enterococcus resistente a vancomicina em paciente com câncer de cólon: desfecho óbito 

7.4 Artigo 4 – Coexistência de blaTEM, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e blaOXA-48 em isolados 

de infecção polimicrobiana da corrente sanguínea de uma paciente com leucemia mieloide 

aguda  
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7.1 Artigo 1  

Características clínicas, epidemiológicas e fatores de risco associados à infecção de 

corrente sanguínea por bactérias multirresistentes em pacientes oncológicos 

Resumo 

 

Introdução: Infecção de corrente sanguínea por bactérias multidroga resistentes em pacientes 

com câncer vem aumentando globalmente. Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar as 

características clínicas e epidemiológicas, genes de resistência e os fatores de risco associados 

à bacteremia multirresistente em pacientes com malignidade hematológica e tumores sólidos. 

Método: Conduzimos um estudo transversal prospectivo em um centro de referência em 

oncologia de 2019 a 2020, dos quais todos os pacientes com bacteremia foram incluídos. 

Resultados: Quarenta e cinco pacientes, 27 com tumores sólidos (60%) e 18 com câncer 

hematológico (40%) foram incluídos, sendo leucemia linfoide aguda (44,4%) e câncer de mama 

(22,2%) os tipos de câncer mais frequentes. A taxa de mortalidade geral foi 53,3%, em 30 dias 

foi 28,8% e a letalidade por sepse foi 22,2%. As variáveis sociodemográficas, biológicas e 

laboratoriais foram analisadas quanto a associação de fator de risco à ICS por BGN MDR em 

pacientes com câncer. Na análise multivariada através de regressão logística, a presença de 

comorbidades (P=0,002) estiveram associadas com ICS causadas por bactéria mutidroga 

resistentes. O tempo médio de hospitalização foi 34 dias com um custo médio de U$ 21.297,28. 

Bactérias Gram-negativas (69%) foram as mais frequentes, destacando Escherichia coli 

(25,4%) e Klebsiella spp. (20%). O gene ESBL mais comum foi blaTEM, encontrado em 57,8% 

das amostras (22/38). A resistência a carbapenemases foi detectada pela presença dos genes 

blaGES em 55% (21/38), blaNDM 39,5% (15/38) e blaKPC 29% (11/38). Staphylococcus aureus 

resistente a meticilina (MRSA) e Enterococcus faecium resistente à vancomicina (VRE) 

abrigavam os genes mecA (6/13) correspondendo à 46,15% das amostras e vanA (1/13) 

correspondendo à 7,7%. Conclusão: A condição de apresentar uma comorbidade, entre 

portadores de câncer, aumentou o risco de ICS por bactéria MDR. 

 

Palavras-chave: bacteremia; bactérias multirresistente; câncer; fator de risco 

 

Introdução  

Infecção de corrente sanguínea (ICS) em pacientes com câncer é um problema crescente 

no mundo, sendo importante causa de morbidade e mortalidade (Sierra et al., 2020). Bactérias 
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multidroga resistentes (MDR) representam elevada ameaça para esta população (Carena et al., 

2020), elevando a alto risco de mortalidade (Islas-Muñoz et al., 2018). 

ICSs em pacientes portadores de neoplasias hematológicas têm sido mais comuns 

comparados aos pacientes com tumores sólidos, e essas infecções são causadas frequentemente 

por bacilos Gram-negativos (BGN) (Amanati et al., 2021). BGN não fermentativos apresentam 

taxas mais elevadas quando comparados a outros patógenos MDR (Diekima et al., 2019). 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae são as bactérias mais comumente isoladas (Amanati 

et al., 2021).   

A frequência e taxa de mortalidade em ICS de pacientes com malignidades 

hematológicas têm sido associadas ao regime de quimioterapia, uso de antibiótico nos últimos 

três meses, tempo de hospitalização e uso de cateter venoso central (Mert et al., 2019). Nesse 

contexto, ICS tem sido reportado apresentando piores desfechos em pacientes com 

malignidades hematológicas durante episódios de neutropenia febril (NF) (Kern et al., 2019). 

Estes indivíduos apresentam maior risco de mortalidade após a quimioterapia, sobretudo em 

cenários de leucemias agudas (Carmen et al., 2019).  Nestes casos, o tempo mais prolongado 

de internação frequentemente deriva em atraso do tratamento da doença oncológica, aumento 

do custo hospitalar, assim como maior risco de infecção causada por MDR (Lyman et al., 2014; 

Montassier et al., 2013).  

Neste contexto, nosso objetivo foi avaliar a associação das características clinicas 

epidemiológicas como fatores de risco para infecção de corrente sanguínea causadas por BGN 

MDR em portadores de malignidades.  

 

Material e Método 

Um estudo transversal prospectivo, com caráter analítico, foi realizado em pacientes 

com malignidades hematológicas, como leucemias agudas e crônicas, linfomas e mielomas 

múltiplos e tumores sólidos, admitidos no Hospital de Câncer de Pernambuco (HCP) entre 2019 

e 2020. Pacientes com idade ≥ 18 anos com ICS apresentando ou não neutropenia febril (NF) 

foram recrutados após a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

Pacientes internados que apresentaram hemoculturas positivas com ou sem condição de NF 

foram elegíveis.  

Neutropenia febril foi definida através de dois critérios: (I) uma única aferição de 

temperatura axilar ≥ 38 ºC ou ≥37,8ºC mantida durante um período ao menos 1 hora e (II) 
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contagem absoluta de neutrófilos ≤ 500 células/mm3 ou uma prospecção de diminuição para 

500 células/mm3 durante as próximas 48 horas.  

ICS foi classificada quando ocorreu o isolamento de bactérias e/ou fungos em corrente 

sanguínea. Infecção polimicrobiana ocorreu quando se identificou dois ou mais micro-

organismos isolados em hemocultura. A bacteremia causada por patógenos MDR foi definida 

quando ocorreu o isolamento de Staphylococcus aureus resistente à meticilina, Enterococcus 

spp.  resistente à vancomicina ou BGN resistente a ≥3 classes de agentes antimicrobianos. 

Duas amostras de sangue retiradas de uma veia e/ou cateter venoso central foram 

inoculadas em frascos 3D BactAlert® (bioMérieuxDiagnostics, Lyon, França). Os 

microrganismos isolados através de hemoculturas foram identificados por testes bioquímicos e 

automação. As espécies fúngicas foram identificadas por exame morfológico em placas de ágar 

Sabouraud dextrose (UnipathLtd., Basingstoke, UK) e identificadas por automação através do 

VITEK 2®. 

Dados clínicos e laboratoriais como idade, sexo, raça, contagem de hemoglobina, 

leucócitos, neutrófilos e plaquetas, tipo de neoplasia maligna, presença de dispositivo (cateter 

venoso central (CVC) e periférico (CVP), sonda vesical de demora (SVD), Cateter totalmente 

implantado (CTI), tubo orotraqueal (TOT), presença de febre, comorbidades, uso de antibiótico 

profilático, tempo de terapia antimicrobiana empírica, emprego de quimioterápico, ciclo de 

quimioterapia, tempo de internamento, mortalidade e custo hospitalar foram avaliados a partir 

de exames clínicos e coleta de dados secundários (Figura 1).   
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Figura 1 - Fluxograma do recrutamento de pacientes portadores de neoplasias sólidas e 

hematológicas apresentando infecção de corrente sanguínea em hospital de referência.  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação fenotípica, suscetibilidade antimicrobiana e estudo molecular de resistência 

As amostras de sangue foram coletadas de veias periféricas distintas e/ou de cada lúmen 

do cateter venoso central (CVC). Foram processadas em sistema de cultura de sangue (BacT / 

Alert; bioMérieux) com até cinco dias de incubação para bactérias e até 14 dias para fungos. A 

identificação e os Testes de Suscetibilidade Antimicrobiano (AST) foram realizados por testes 

bioquímicos interpretados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e através 

de testes automatizados Vitek™ 2 (bioMérieux, Marcyl'Etoile, França) padronizado de acordo 

com o Brazilian Committee on Antimicrobial Suscetibility Testing (BrCast). Os isolados foram 

classificados como Sensível (S), Sensível, aumentando exposição (I) ou resistentes (R), de 

acordo com os pontos de corte do BrCast. 

Pacientes 

oncológicos com ICS 

 

Coleta de dados 

clínicos e 

epidemiológicos  

Fungos 

Método fenotípico e 

automatizado e Perfil de 

suscetibilidade 

antimicrobiana 

 

Análise dos fatores 

relacionados à ICS  

Detecção dos genes de 

resistência  

Identificação dos 

microrganismos 

Gram-negativos Gram-positivos 



71 
 

Os isolados bacterianos foram coletados a partir de hemocultura positivas e submetidas 

à extração de DNA e para detecção dos genes de resistência. A partir das culturas dos isolados, 

em BHI ágar, o DNA foi extraído utilizando o kit da PROMEGA ReliaPrep ™ (Promega®, São 

Paulo, Brasil) de acordo com o protocolo do fabricante.  O DNA foi eluído em 50 µL de água 

livre de nucleases. Uma alíquota do DNA extraído foi quantificada em NanoDrop 2000/2000c 

Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific), a fim de verificar a eficácia, pureza e 

rendimento da extração. Em seguida foi analisado através de eletroforese em gel de agarose a 

1% e corados com brometo de etídio. 

A amplificação do DNA pela técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) foi 

realizada no equipamento BioRad (System, Applied Biosystems®, CA, utilizando 10 µL (1.25 

U/reação) TopTaq Master Mix Kit (Qiagen®, EUA) utilizando 10 µM de cada iniciador; 200 

µM de cada dNTP (10mM de cada), 1x TopTaq PCR Buffer contendo 15mM MgCl2, coralLoad 

1x, águaultrapura e 2 μL de DNA. As condições de termociclagem foram diferentes de acordo 

com os genes de resistência estudados, usando estirpes de referência de tais como, A. 

baumannii ATCC 19606, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 13882, E. 

coli ATCC 25922, Serratia marcescens ATCC 14756, Salmonella enterica ATCC 

35640 cedidas pelo Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhães da 

Fundação Oswaldo Cruz (IAM/FIOCRUZ).     

Um ensaio de PCR convencional foi realizado em 55 isolados recuperados através de 

isolados de hemoculturas de 45 pacientes para detectar três famílias de genes β-lactamases de 

espectro estendido (ESBL) e oito famílias de carbapenemases e três genes de resistência para 

bactérias Gram-positivas.   

Foram realizados detecção dos genes de resistência blaSHV, blaTEM, blaCTX-M por PCR 

para detecção de ESBL, utilizando protocolo para a amplificação: desnaturação inicial 95 ºC a 

5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 95 ºC a 1 minuto, anelamento 60 ºC a 1 minuto 

e extensão 72ºC a 1 minuto e uma etapa de extensão final a 72 ºC a 10 minutos (Quiles et al., 

2015), para cada um dos genes estudados.   

Carbapenemases foram estudadas utilizando protocolo: desnaturação inicial 95 ºC a 5 

minutos, seguidos de 25 ciclos de desnaturação de 95 ºC a 1 minuto, anelamento de 60 ºC a 1 

minuto para blaKPC (Menezes et al., 2013), 55 ºC a 1 minuto para blaGES (Monteiro, 2012), 60 

ºC a 1 minuto para blaNDM (Nithia et al., 2017), 52 ºC a 1 minuto para blaIMP, blaVIM, blaSPM e 

55 ºC a 1 minuto para blaGIM (Mendes, 2007) e extensão 72 ºC a 1 minuto e uma etapa de 

extensão final a 72 ºC a 10 minutos.    



72 
 

 Detecção dos genes de resistência mecA, vanA e vanB, utilizando estirpes de referência 

de organismos, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 Streptococcus epidermides ATCC 12228, 

Enterococcus faecalis ATCC 29212, Enterococcus faecium ATCC 19434, foram estudados em 

bactérias Gram-positivas, utilizando protocolo para a amplificação: desnaturação inicial 95 ºC 

a 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 9 5ºC a 1 minuto, anelamento 60 ºC a 1 

minuto e extensão 72 ºC a 1 minuto e uma etapa de extensão final a 72 ºC a 10 minutos (Quiles 

et al., 2015).   

O material genético dos isolados de Candida spp.  foi extraído de acordo com o 

protocolo de Inácio et al., (2016). As espécies foram identificadas a partir do sequenciamento 

parcial do domínio D1/D2 da região LSU (28S) do rDNA (Inácio et al., 2016).   

As sequências consenso foram editadas por meio do programa Sequencher 4.7 e, em 

seguida, submetidas a ferramenta BLAST do GenBank (National Center of Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para busca por sequências similares. As sequências 

obtidas foram alinhadas com sequências de confiança depositadas no banco de dados e 

analisadas filogeneticamente com o auxílio do programa MEGA-x.    

 

Mortalidade 

A taxa de mortalidade foi estabelecida de acordo com o número de óbitos durante o 

período de internação e até 30 dias após a alta hospitalar. A taxa de letalidade foi calculada a 

partir de dados da declaração de óbito relacionada à sepse.  

Custo de tratamento e tempo de hospitalização  

Dados sobre duração da hospitalização bem como tratamento médico foram extraídos e 

considerados a partir de prontuários de acordo com os dados fornecidos do faturamento do 

hospital, considerando o custo de medicamentos, exames laboratoriais, radiológicos e cirurgias. 

Os resultados foram analisados no Software Excel e apresentados a média do custo hospitalar. 

Análise estatística  

O programa SPSS (IBM SPSS Estatística 24) foi usado para a análise estatística dos 

dados. Os dados descritivos categóricos foram apresentados como distribuição de frequência e 

porcentagens (%) e os dados descritivos mensuráveis foram apresentados como média ± desvio 

padrão (DP) e mediana (o maior, o menor valor). As “tabelas cruzadas χ2” foram usadas para 
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examinar a relação entre duas variáveis qualitativas. As estatísticas do teste “Mann-Whitney 

U” (valor da tabela Z) foram usadas para comparar os dois grupos independentes não 

normalmente distribuídos. P <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Chi-square 

ou Fisher exact test foram utilizados para comparar variáveis categóricas. Variáveis com valor 

de P <0,05 na análise univariada foram incluídas na análise multivariada. O modelo de 

regressão logística foi realizado para fatores de risco associados com bacteremia MDR. Odds 

Ratios (OR) com 95% de intervalo de confiança (IC 95%) foram calculados. Análise de 

regressão logística regressiva gradual com um limite de 0,20 foi realizada para determinar se 

as características relacionadas eram fatores de risco para ICSs causadas por bactérias MDR. 

 

Considerações Éticas 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisas do Hospital do Câncer 

de Pernambuco (HCP) em que o trabalho foi realizado (CAAE: 16285219.5.0000.5205), 

seguindo a Resolução 466/12 do Conselho Nacional de Saúde. 

 

Resultados 

Características gerais 

Durante o período do estudo, dos 45 pacientes recrutados a maioria foi do sexo feminino 

(60%), com média de idade de 49 anos, com predominância da raça parda 38/45 

correspondendo à 84,4% (Tabela 1). A frequência de malignidades hematológicas e tumor 

sólido foram de 40% e 60% respectivamente. A malignidade hematológica mais frequente foi 

leucemia linfoide aguda (LLA) (44,4%) e entre os tumores sólidos, câncer de mama (22,2%) 

foi o mais comum, e ainda, útero (18,5%), ósseo (14,8%), faringe (11,1%), próstata, pênis, 

bexiga e cólon (14,8%), pâncreas (3,7%), estômago (3,7%), cerebral (3,7%), mediastinal 

(3,7%) e pele (3,7%). Um paciente apresentou mais de um tipo de tumor sólido. Outro paciente 

possuía tanto malignidade hematológica quanto tumor sólido durante o internamento, sendo 

considerado malignidade hematológica para fins de análises estatísticas, uma vez que o tumor 

sólido havia sido o câncer secundário.   

Trinta e sete pacientes (82,2%) haviam recebidos tratamento quimioterápico e 13 

(28,8%) apresentaram comorbidades, tais como hipertensão arterial sistêmica (HAS), diabetes 

mellitus (DM), doença pulmonar obstrutiva crônica (DPCO) e aids. Durante o estudo 24 

pacientes morreram (53,3%), destes óbitos dez foram em decorrência de sepse (22,2%). O 
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tempo médio de hospitalização foi de 34 dias com intervalo de 1-80 dias. A taxa de mortalidade 

em 30 dias foi de 28,8% (13/45) apresentando letalidade de 22,2% (10/45). O custo médio 

hospitalar foi de U$ 21.297,28 (dólar americano de 2021).   

 

Tabela 1 - Características clínicas e laboratoriais de portadores de neoplasias malignas 

apresentando infecção de corrente sanguínea em hospital de referência.  

Características  Total 

Fatores demográficos   

Sexo  

   Masculino 18 (40%)  
   Feminino 27 (60%)  
Idade (média) 49 anos (18-77) 

Raça  

Branco  5 (11,1%) 

Parda 38 (84,4%) 

Preta 2 (4,4%) 

Fatores biológicos  

Tipo de câncer  

     Hematológico 18 (40%)  
     Sólido 27 (60%)  
Fatores hospitalares  

Uso prévio de SMX/TMP 37 (82%) 

Fluconazol profilático 6 (13,33%) 

Quimioterapia 37 (82%) 

Transfusão sanguínea  30 (66,6%) 

Uso de dispositivo  

CVC 15 (33,33%) 

CVP 9 (20%) 

CVC e CTI ou CVC e TOT 21 (46,6%) 

Febre 33 (73,3%) 

Neutropenia 11 (24,4) 

Intervenção cirúrgica recente 22 (48,8%) 

Comorbidades 13 (28,8%) 

HAS 9 (20%) 

DM 5 (11,1%) 

DPCO 1 (2,2%) 

HIV 1 (2,2%) 

DP 1 (2,2%) 

Óbito  24 (53,3%) 

Óbito 30 dias 13 (28,8%) 

Óbito por infecção em DO (sepse) 10 (22,22%) 

SMX/TMP- Sulfametoxazol-trimetoprima, CVC- Cateter venoso central, CVP- Cateter venoso periférico, CTI- 

Cateter totalmente implantado, TOT- Tubo orotraqueal, HAS- Hipertensão arterial sistêmica, DM, Diabetes 

mellitus, DPCO- Doença pulmonar obstrutiva crônica, HIV- Vírus da Imunodeficiência Humana, DP, Distúrbio 

Psíquico, DO- Declaração de óbito. 

Patógenos 

A distribuição da frequência dos microrganismos evidenciou maior predominância de 

BGN (n=38) (Figura 2). De 45 amostras de hemoculturas foram isolados 55 micro-organismos. 

Os BGNs mais frequentes foram: Escherichia coli (n=14) (25,4%), Klebsiella spp. (n=11) 

(20%), Pseudomonas aeruginosa (n=7) (12,7%), Acinetobacter baumannii (n=3) (7,9%), 

Serratia marcescens (n=2) (5,2%) e Salmonella spp. (n=1) (2,6%).  
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As bactérias Gram-positivas (n=13) mais frequentes foram Staphylococcus aureus 

(n=5) (38,5%), S. epidermidis (n=3) (23%), Staphylococcus coagulase negativo (SCoN) (n=1) 

(7,7%), Enterococcus spp. (n=2) (15,4%), Staphylococcus warneri (n=1) (7,7%) e 

Streptococcus salivarus (n=1) (7,7%). Dentre os fungos foram isolados quatro Candida spp.    

 

Figura 2 - Microrganismos isolados de pacientes portadores de neoplasias malignas com 

infecção de corrente sanguínea 

 

 

Resistência Antimicrobiana 

 

O perfil antimicrobiano de BGN revelou que 63,15% foram resistentes à ampicilina, 

39,4% à cefepima, 29% à cefuroxima, 26,3% à ceftriaxona e a cefalotina, 21% à 

piperaciclina/tazobactam, 15,7% à amicacina e 10,5% à sulfametoxazol/trimetoprim, e entre os 

cocos Gram-positivos (CGP), esse estudo revelou que 46% foram resistentes à meticilina, 

38,4% à eritromicina, 30,7% à gentamicina, 23% à sulfametoxazol/trimetoprim e à 

clindamicina e 7,7% à vancomicina.  Quatro Candida spp., apresentaram resistência à 

fluconazol 75% e todas apresentaram resistência à voriconazol (100%).     

A comparação entre MDR fenotípico (n = 23, 51,1%) vs. não MDR (n = 22, 49%) e 

MDR molecular pela presença de genes de resistência (n = 20, 45,5%) vs. não MDR (n = 24, 

54,5%). A neutropenia foi mais frequente em bacteremia MDR fenotípica (51%) comparado a 

bacteremia MDR molecular (45%) (Tabela 2). Três dos patógenos isolados foram resistentes a 

todas as classes de antibióticos testadas sendo classificado como pandroga resistente (PDR).  

A maioria das infecções causadas por bactérias Gram-negativas MDR foram, 

Escherichia coli (7), Klebsiella pneumoniae (5), Pseudomonas aeruginosa (3), Acinetobacter 

69%

23,6%

7,27%

Gram-negativo

Gram-positivo

Fungos
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baumannii (2), Serratia spp., (1) e Salmonela spp., (1). Entre as bactérias Gram-positivas MDR 

foram, Staphylococcus aureus (2), Staphyloccoccus epidermidis (1) e Enterococcus faecium 

(1). Foram detectados Staphylococcus aureus resistente à meticilina (2), Staphylococcus 

epidermidis resistente à meticilina (2), Staphylococcus coagulase negativo resistente à 

meticilina (1) e Enterococcus faecalis (1) resistente à meticilina (1). E Enterococcus faecium 

resistente à vancomicina (1). A produção de fenotípica de ESBL foi mais frequente em E. coli 

4/38 (10,52%) e Klebsiella pneumoniae 3/38 (7,9%).  As frequências dos genes β-lactamases 

de amplo espectro em isolados BGN foram blaTEM 58% (22/38), blaCTX-M 42% (16/38) e blaSHV 

5,2% (2/38). O gene blaTEM foi encontrado em 10 isolados de E. coli (26,3%), 5 isolados de K. 

pneumoniae (13,15%), 2 isolados de P. aeruginosa (5,3%) e 2 isolados de A. baumannii (5,3%). 

O gene blaCTX-M foi encontrado em 7 (42,1%) K. pneumoniae, 5 (13,15%) E. coli e 2 (5,3%) P. 

aeruginosa. O gene blaSHV foi observado em 1 isolado de E. coli (2,6%) e 1 de A. baumanii 

(2,6%).      

Dentre as carbapenemases o gene blaGES 55,2% (21/38) foi o mais frequente, seguido 

de blaNDM 39,5% (15/38), blaKPC 29% (11/38), blaSPM 18,4% (7/38), blaVIM 18,4% (7/38) e 

blaIMP 15,8% (6/38). Não foi detectado o gene blaGIM em nenhum dos isolados. O gene blaGES 

foi detectado em 8 isolados de E. coli (21%), 8 isolados de Klebsiella spp. (21%) e 1 isolado de 

P. aerguginosa (2,6%), A. baumanii (2,6%) e S. marcescens (2,6%). O gene blaNDM foi 

detectado em 7 isolados de E. coli (18,4%), 6 isolados de K. pneumoniae (15,8%) e 1 isolado 

em P. aerguginosa (2,6%) e S. marcescens (2,6%). O gene blaKPC foi encontrado em 5 isolados 

de E. coli (13,15%), 3 isolados de K. pneumoniae (7,9%), 2 isolados de P. aeruginosa (5,3%) 

e 1 isolado de Serratia marcescens (2,6%). O gene blaSPM ocorreu em 3 isolados de P. 

aeruginosa (7,9%), 2 isolados de K. pneumoniae (5,3%) e 1 isolado de S. marcescens (2,6%) e 

A. baumanii (2,6%). O gene blaVIM foi encontrado em 5 (13,15%) E. coli e em 2 (5,3%) K. 

pneumoniae. O gene blaIMP foi encontrado em 5 (13,15%) E. coli e 1 (2,6%) K. pneumoniae.   

A presença do gene mecA foi detectada em 6/13 (46,15%) isolados CGP, sendo 3/13 

(23%) isolados de SCoN (S. epidermidis), classificados como (MRCoNS), 2/13 (15,38%) 

isolados de Staphylococcus aureus, classificados como MRSA, e 1/13 (7,7%) isolado de 

Enterococcus faecalis. O gene vanA foi detectado em 1/13 (7,7%) isolado de Enterococcus 

faecium, classificado como VRE. Não foi detectado o gene vanB em nenhum dos isolados 

estudados.      

 

 



77 
 

Resultados associados à bacteremia MDR 

 Na análise dos fatores clínicos associados com bacteremia MDR, consideramos bactéria 

MDR fenotípico e MDR molecular pela detecção de genes de resistência nos isolados 

bacterianos. O uso de ao menos um dispositivo (P=0,031), comorbidades (P=0,004), desfecho 

óbito (P=0,005) e letalidade (P=0,010) foram fatores de risco associados a bacteremia MDR na 

análise univariada. Câncer hematológico (P=0,017), ciclos de quimioterapia até 3º (P=0,010), 

tempo de terapia antimicrobiana empírica (P=0,023), intervenção cirúrgica recente (P=0,006) e 

comorbidades (P=0,040) foram considerados fatores de risco associados a detecção de genes 

de resistência em bacteremia MDR (Tabela 2). 

Na análise de regressão logística, a presença de comorbidades (P=0,002) foi 

significativamente associado com ICS causadas por bactéria MDR (Tabela 3). Indivíduos que 

possuem outras comorbidades além da doença de base como o câncer apresenta 9,13 OR (IC 

95% - 1,42-58,7) risco de desenvolver infecções de corrente sanguínea. Nenhum dos fatores 

clínicos foi associado significativamente aos genes de resistência através da análise 

multivariada.     

 

Tabela 2 - Características clínicas e fatores associados à infecção de corrente sanguínea em 

portadores de neoplasias malignas.  

 
 Fenotípico (n=45) Valor de P Genes de resistência (n=44) Valor de P 

Fatores demográficos  Não-MDR MDR  Não-MDR MDR  

Sexo       

   Masculino 10 (55,6%) 8 (44,4%) 0,465 8 (44,4%) 10 (55,6%) 0,263 

   Feminino 12 (44,4%) 15 (55,6%)  16 (61,5%) 10 (38,5%)  

Idade       

≥ 60 anos 8 (44,4%) 10 (55,6%) 0,626 12 (44,4%) 15 (55,6%) 0,090 

< 60 anos 14 (51,9%) 13 (48,1%)  12 (70,6%) 5 (29,4%)  

Raça       

Branco  1 (25%) 3 (75%) 0,608 3 (75%) 1 (25%) 0,614 

Não Branco 21 (51,2%) 20 (48,8%)  21 (52,5%) 19 (47,5%)  

Fatores biológicos       

Tipo de câncer       

     Hematológico 12 (60%) 8 (40%) 0,182 7 (35%) 13 (65%) 0,017 

     Sólido 10 (40%) 15 (60%)  17 (70,8%) 7 (29,2%)  

Fatores hospitalares       

Uso prévio de 

SMX/TMP 

      

Sim 14 (50%) 14 (50%) 0,848 13 (46,4%) 15 (53,6%) 0,153 

não 8 (47,1%) 9 (52,9%)  11 (64,7%) 5 (31,3%)  

Fluconazol 

profilático 

      

Sim 2 (33,3%) 4 (66,7%) 0,665 3 (50%) 3 950%) 1,000 

não 20 (51,3%) 19 (48,7%)  21 (55,3%) 17 (44,7)  

Quimioterapia       

sim 20 (54,1%) 17 (45%) 0,243 18 (48,6%) 19 (51,4%) 0,106 

não 2 (25%) 6 (75%)  6 (85,7%) 1 (14,3%)  



78 
 

Ciclo de Quimio       

Até 3º ciclos  13(56,5%) 10 (43,5%) 0,699 15 (65,2%) 8 (34,8%) 0,010 

> 3º ciclos 7 (50%) 7 (50%)  3 (21,4%) 11 (78,6%)  

Transfusão 

sanguínea  

      

Sim 16 (53,3%) 14 (46,7%) 0,399 14 (48,3%) 15 (51,7%) 0,246 

não 6 (40%) 9 (60%)  10 (66,7%) 5 (33,3%)  

Uso de dispositivo       

1 dispositivo 16 (59,3%) 11 (40,7%) 0,031 18 (66,7%) 9 (33,3%) 0,214 

2 dispositivos 6 (42,9%) 8 (57,1%)  4 (30,8%) 9 (69,2%)  

3 dispositivos 0 (0%) 3 (100%)  1 (33,3%) 2 (66,75)  

> 3 dispositivos 0 (0%) 1 (100%)  1 (100%) 0 (0%)  

Dispositivos       

0- CVC, CVC ou 

CTI 

16 (57,1%) 12 (42,9%) 0,093 13 (48,1%) 14 (51,9%) 0,174 

1- CVP ou CVC 6 (40%) 9 (60%)  9 (60%) 6 (40%)  

2- CVC e TOT 0 (0%) 2 (100%)  2 (100%) 0 (%)  

Febre       

não 7 (58,3%) 5 (41,7%) 0,445 9 (75%) 3 (25%) 0,095 

Sim 15 (45,5%) 18 (54,5%)  15 (46,9%) 17 (53,1%)  

Hemoglobina       

< 10 dL 17 (45,9%) 20 (54,1%) 0,459 19 (52,8%) 17 (47,2%) 0,710 

> 10 dL 5 (62,5%) 3 (37,5%)  5 (62,5%) 3 (37,5%)  

Neutrófilos cél/mm³       

≤ 500 4 ((36,4%) 7 (63,6%) 0,339 5 (45,5%) 6 (54,5%) 0,484 

> 500 18 (52,9%) 16 (47,1%)  19 (57,6%) 14 (42,4%)  

Tempo de 

internamento 

      

≤ 30 dias 14 (46,7%) 16 (53,3%) 0,673 16 (55,2%) 13 (44,8%) 0,908 

> 30 dias 8 (53,3%) 7 (46,7%)  8 (53,3%) 7 (46,7%)  

Tempo de terapia 

empírica 

      

≤ 10 dias 13 (48,8%) 16 (55,2%) 0,763 18 (64,3%) 10 (35,7%) 0,023 

> 10 dias 6 (53,3%) 6 (46,7%)  3 (25%) 9 (75%)  

Intervenção 

cirúrgica recente 

(até 3 meses)  

      

não 11 (47,8%) 12 (52,2%) 0,884 8 (34,8%) 15 (65,2%) 0,006 

sim 11 (50%) 11 (50%)  16 (76,2%) 5 (23,8%)  

Comorbidade       

não 20 (62,5%) 12 (37,5%) 0,004 20 (64,5%) 11 (35,5%) 0,040 

sim 2 (15,4%) 11 (84,6%)  4 (30,8%) 9 (69,2%)  

Óbito        

sim 7 (29,2%) 17 (70,8%) 0,005 11 (55%) 9 (45%) 0,956 

não 15 (71,4%) 6 (28,6%)  13 (54,2%) 11 (45,8%)  

Óbito por infecção 

em DO (sepse) 

      

não 21 (60%) 14 (40%) 0,010 18 (52,9%) 16 (47,1%) 0,734 

Sim 1 (10%) 9 (90%)  6 (60%) 4 (40%)  

SMX/TMP- Sulfametoxazol-trimetoprima, CVC- Cateter venoso central, CVP- Cateter venoso periférico, CTI- 

Cateter totalmente implantado, TOT- Tubo orotraqueal, DO- Declaração de óbito. 

 

Tabela 3 - Análise de regressão logística do fator de risco para bacteremia MDR em 

portadores de neoplasias malignas com infecção de corrente sanguínea 
 OR IC (95%) P (valor) 

Tipo de câncer    

Hematológico    

Sólido 1,42 0,26-7,75 0,684 
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Uso de dispositivo    

1 dispositivo    

> 1dispositivo 2,58 0,51-13,1 0,251 

Dispositivos    

0- CVC ou CTI, TOT    

1- CVP  1,74 0,32-9,46 0,521 

Comorbidade 9,13 1,42-58,7 0,020 

Óbito  2,34 0,42-12,8 0,328 

Óbito por sepse (DO)  5,48 0,44-67,0 0,183 

IC, intervalo de confiança 95%; OR, Odds ratio; CVC- Cateter venoso central, CVP- Cateter venoso periférico, 

CTI- Cateter totalmente implantado, TOT- Tubo orotraqueal, DO- Declaração de óbito. 

 

Discussão 

Em portadores de neoplasias sólidas, a infecção de corrente sanguínea ocorreu mais 

frequentemente por bactérias MDR, quando comparado a população de portadores de 

neoplasias hematológicas, pois neste grupo de indivíduos, houve maior detecção de genes de 

resistência. Estes achados foram consistentes em relatórios anteriores (Sierra et al., 2020; Hiak 

et al., 2021). A taxa de multirresistência foi levemente maior em isolados de tumores sólidos 

comparado a malignidades hematológicas, conforme relatado (Sierra et al., 2020).   

Portadores de neoplasias malignas que apresentem ICS causada por bacteremia MDR 

durante a hospitalização possuem maior risco de morte, sobretudo na presença de 

comorbidades. 

A amostra do estudo foi composta predominantemente por mulheres com média de 

idade de 49 anos. Os tumores sólidos foram mais frequentes do que malignidades 

hematológicas. Alguns fatores clínicos podem estar relacionados ao aumento do risco de ICS 

em pacientes com malignidades (Rolston, 2017). O uso de cateter (Vashi et al., 2017) e 

procedimento cirúrgico (Sierra et al., 2020), estão relacionados a ICS em pacientes com tumores 

sólidos, assim como, quimioterapia, uso de cateter venoso central (Sierra et al., 2020) e 

internações hospitalares mais longas (Lalaoui et al., 2020) estão associados a ICS em 

malignidades hematológicas.   

Entre as neoplasias malignas sólidas, os tumores de mama, útero e ósseo foram os mais 

frequentes. O câncer de mama e útero se apresentam com elevada frequência em países 

emergentes e podem estar relacionados ao maior número de casos na amostra estudada. 

Procedimentos cirúrgicos como reconstrução e implantes mamários podem estar relacionados 

à infecção do sítio cirúrgico, assim como dispositivos protéticos em tumores ósseos (Gudiol et 

al., 2016; Yapici et al., 2016). As principais causas de ICS relacionados ao cateter são a 

migração dos organismos da pele no local de inserção para o lúmen do cateter e a contaminação 
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do hub (Vashi et al., 2017). Em outras situações, a maioria das infecções em pacientes com 

tumores sólidos é causada pela microflora residente do paciente (Gudiol et al., 2016; Yapici et 

al., 2016).    

Ao contrário dos pacientes com neoplasias hematológicas, a maioria dos pacientes com 

tumores sólidos não recebe profilaxia antimicrobiana após a quimioterapia (Marín et al., 2014), 

podendo ter implicação em maior número de casos de ICS nesse grupo.  

Diabetes mellitus e hipertensão arterial foram as condições médicas mais relacionadas 

à bacteremia MDR, conforme relatado em outro estudo (Đekić et al., 2020). A taxa de 

mortalidade geral do período de estudo foi de 53,3%, mortalidade em até 30 dias foi de 28,8%, 

resultado similar foi encontrado por Sierra et al., (2020) e letalidade por sepse foi de 22,2%. 

Sepse nesta população vem sendo reportada frequentemente relacionada a elevada mortalidade 

variando de 15,2% - 51,8% (Nannan Panday et al., 2020; Ghosh et al., 2021; Bou Chebl et al., 

2021). Pacientes com câncer apresentam alto risco de incidência de sepse e mortalidade 

associada (Liu et al., 2021). A taxa de mortalidade tem sido alta em pacientes com malignidades 

hematológicas infectado com Enterobacteriales resistente a carbapenemases, principalmente 

em malignidades hematológicas e neutropenia, devido ao manejo empírico inadequado e 

administração retardada de antibióticos direcionados (Lalaoui et al., 2020).     

O tempo médio de hospitalização foi de 34 dias, derivando no custo médio hospitalar 

de US $21.297,28. O custo com hospitalizações relacionados a neutropenia costumam ser 

substancialmente altos (Tai et al., 2017). Os custos hospitalares de pacientes com malignidades 

hematológicas costumam exceder quando comparados em portadores de tumores sólidos, tendo 

em vista, maior tempo de hospitalização, acarretando aumento no risco de infecção por 

bactérias MDR (Lyman et al., 2014). O custo de hospitalização em malignidades hematológias 

supera os custos em tumores sólidos, indicando que a sepse é condição de alto custo e alta 

mortalidade em pacientes com câncer (Tew et al., 2021).     

Infecções causadas por bactérias Gram-positivas predominaram em ICS em pacientes 

oncológicos, entretanto, esse cenário epidemiológico vem se modificando ao longo das 

décadas, entre as razões podem ser destacadas, o uso universal de cateter venoso central, uso 

de antimicrobiano profilático e uso frequente de quimioterapia antineoplásica. Entre as décadas 

de 1960 a 1970 os BGN eram predominantes, e a partir da década de 1980, passaram a 

predominar CGP (Calvo-Lon et al., 2018; Diekema et al., 2019). Entretanto, pode-se observar 

que os BGN vêm reemergindo como os principais agentes de ICS nesta população nas duas 

últimas décadas (Bhat et al., 2021; Ghosh et al., 2021).   
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Entre os isolados bacterianos resgatados de amostra de hemoculturas, BGN foram os 

mais frequentes (69%), conforme relatado em estudo recentes (Calvo-Lon et al., 2018; Liang 

et al., 2020; Paul et al., 2020). BGN estão se tornando a principal causa de ICS em pacientes 

com tumores sólidos, e a taxa de multirresistência vem ganhando força (Gudiol et al., 2016). 

Indivíduos mais velhos, apresentam maior taxa de mortalidade quando acometidos por bactérias 

MDR (Antonio et al., 2019). O surgimento de bactérias MDR é um importante problema de 

saúde pública global e infecções causadas por bactérias MDR se comportam com desfechos 

desfavoráveis quando ocorrem em portadores de malignidades hematológicas (Cattaneo et al., 

2018; Islas-Muñoz et al., 2018).      

Escherichia. coli, Klebisiela spp. e Pseudomonas aeruginosa foram os três patógenos 

mais prevalentes no nosso estudo, corroborando com outros relatos (Vahedian-Ardakani et al., 

2019, Liang et al., 2020; Paul et al., 2020). Entre os CGP, Staphylococcus aureus foram os mais 

frequentes (Ryu et al., 2020). A resistência aos azólicos também foi observada em Candida spp. 

(Alves et al., 2018), sobretudo entre pacientes imunocomprometidos, incluindo aqueles com 

tumores sólidos (Orsetti et al., 2019).      

A frequência de ESBL em isolados da corrente sanguínea foi de 76,3% (29/38), sendo 

Escherichia coli a espécie mais comum, conforme relatado em diversos estudos (Carlesse et 

al., 2016; Islas-Muñoz et al., 2018; Carvalho et al., 2020). As principais β-lactamases detectadas 

foram blaTEM com 58% (22/38) e blaCTX com 42,1% (16/38). Além disso, foram detectados em 

18,4% (7/38) dos isolados coabrigando os genes blaTEM e blaCTX, (Zhang et al., 2019; Abbasi 

Montazeri et al., 2020). A ocorrência de E. coli produtora de ESBL vem aumentando 

significativamente em pacientes com câncer, elevando a taxa de mortalidade (Cornejo-Juárez 

et al., 2012, Islas-Muñoz et al., 2018).      

As carbapenemases mais frequentemente encontrada foram blaGES (55,2%), blaNDM 

(39,5%), blaKPC (29%), blaSPM (15,7%) assim como reproduzindo em outros estudos (Firoozeh 

et al., 2016; Tawfick et al., 2020; Jácome et al., 2016). A resistência aos carbapenem pode estar 

relacionada a outros mecanismos de resistência como alteração de proteínas da membrana 

externa, ou nova enzima não identificada (Rizek et al., 2014), assim como a produção de β-

lactamases foram responsáveis pela multirresistência nos isolados analisados (Cavalcanti et al., 

2015).  

Entre os isolados de bactérias Gram-positivas, a frequencia do gene mecA foi detectada 

em MRSA (2/5), MRSCoN (3/6) e Enterococcus faecium (1) respectivamente, tendo ocorrido 

concordância de resistência fenotípica a meticilina em todas essas amostras. Um isolados de 

Enterococcus faecium foi detectado abrigando o gene vanA.  
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Cocos Gram-positivos costumam estar implicados em ICS nesta população e podem 

estar relacionados ao uso de dispositivos médicos invasivos, mas pode ocorrer de forma 

secundária agente contaminante de pele e superfícies de mucosas (Carlesse et al., 2016; Monaco 

eta., 2017; Shrestha et al., 2020). Isolado de Enterococcus faecium foi resgatado ICS de um 

paciente com câncer de cólon. Translocação bacteriana devido ao aumento da permeabilidade 

da mucosa do cólon lesado pode ter atuado como fator de risco para o evento (Amarnani et al., 

2017). 

Embora pacientes com neoplasias malignas já tenham risco aumentado para 

ICS (Anatoliotaki et al., 2004), observamos na análise multivariada que comorbidades foram 

fatores de risco para ICS-MDR. Hipertensão Arterial Sistêmica (HAS) e diabetes mellitus (DM) 

foram associados à bacteremia MDR. A presença de duas ou mais comorbidades, sobretudo, a 

condição de diabetes mellitus, têm sido descrito como preditores independentes para bacteremia 

MDR e aumento no risco de mortalidade (Đekić et al., 2020; Kuderer et al., 2006).  

Nossos resultados mostraram elevados níveis de resistência a carbapenemases entre os 

BGNs isolados em amostra de hemoculturas e comorbidades, especialmente hipertensão e 

diabetes melittus estiveram associados à detecção de BGN MDR. A condição de apresentar 

comorbidades, entre portadores de câncer, aumentou o risco de ICS por bactéria MDR. A taxa 

de mortalidade em 30 dias e letalidade foram elevadas. Medidas de vigilância hospitalar para 

detecção de MDR são essenciais para identificação e instituição de precauções de contato.    

Tamanho limitado da amostra e possibilidade da inclusão de contaminantes de amostras 

por MRSCoN, podem ser apontados como potenciais limitações do estudo. 
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7.2 Artigo 2   

 

Elevada ocorrência de carapenemases em entorobacteriales isolados de infecção de 

corrente sanguínea de pacientes com câncer  

 

Resumo 

 

Introdução: Infecções de corrente sanguínea continua sendo uma das principais complicações 

mais frequentes em pacientes com câncer. Assim, o objetivo do estudo foi descrever a etiologia, 

epidemiologia fenotípica e molecular dos isolados bacterianos e fúngicos de ICS em pacientes 

com câncer. Método: a identificação e o perfil de resistência foram realizados por método 

bioquímico automatizado Vitek 2®. A presença e genes resistentes a carbapenemases blaIMP, 

blaVIM, blaGIM, blaSIM, blaSPM, blaKPC, blaNDM, genes oxacilinase blaOXA-48, blaOXA-58, e a 

presença de genes ESBL blaSHV, blaCTX, blaTEM para Gram-negativos, assim como, mecA, vanA 

e vanB para Gram-positivos foram investigados em isolados de hemoculturas. Resultado: 

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foram os patógenos mais frequentes. O gene serino-

β-lactamase blaOXA-48 foi o mais frequente, seguido das carbapenemases blaSIM, blaGES, blaNDM 

e blaKPC. Em ESBL, blaTEM e blaCTX foram os mais comuns. Os genes mecA e vanA foram 

encontrados em Staphylococcus spp. e Enterococcus faecium, respectivamente. Candida spp. 

apresentaram alta resistência à voriconazol e fluconazol. Conclusão: medidas para prevenir e 

controlar a disseminação dos genes de resistência são essenciais para reduzir os riscos de 

morbidade e mortalidade.    

 

Palavras-chave: resistência antimicrobiana, genes de resistência, infecção de corrente 

sanguínea, câncer 

 

Introdução  

 

Infecções de corrente sanguínea (ICS) são consideradas graves complicações em 

pacientes com câncer, principalmente durante o tratamento quimioterápico. Infecções por 

agentes Gram-negativos são mais frequentes nesta população, sobretudo quando no curso de 

neutropenia febril (Klastersky et al., 2007, Cattaneo et al., 2012, Aslan et al., 2012). 
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ICS causada por bacilos Gram-negativos (BGN) têm sido documentados em diversos 

países como Índia (Mandal et al., 2015), Austrália (Conn et al., 2017), Itália (Di Blasi et al., 

2018), Turquia (Mert et al., 2019), China (Jiang et al., 2020) e Brasil (Garrido et al., 2019). 

A maioria destes organismos desenvolvem resistência à agentes antimicrobianos, 

reduzindo as opções terapêuticas disponíveis e esta questão tem sido considerada uma das dez 

ameaças a saúde global (OPAS, 2019). Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae têm sido 

apontadas como os principais agentes de infecções multidroga resistentes (MDR) em ambientes 

relacionados à assistência à saúde (Mert et al., 2019, Castanheira et al., 2011).  BGN produtores 

de β-lactamase de espectro estendido (ESBL) vêm emergindo e são considerados uma grave 

ameaça ao tratamento antimicrobiano (Paterson e Bonomo, 2005), além disso, têm sido 

associadas ao aumento da mortalidade em pacientes com câncer (Ceken et al., 2018; Mitsuboshi 

et al., 2018; Tohamy et al., 2018; Calvo-Lon et al., 2018; Cattaneo et al., 2018; Nham et al., 

2020).  

Klebsiella pneumoneae carbapenemases (KPC) e New Delly metalo-β-lactamases 

(NDM) representam duas importantes famílias de carbapenemases, que conferem resistência a 

quase todas as moléculas e têm sido relatados em todo o mundo. Vários países detectaram a 

ocorrência de BGN, carreando genes blaKPC, blaNDM, blaOXA-48-like ou blaVIM, apresentando alta 

resistência aos antibióticos (Grundmann et al., 2017).  

As infecções fúngicas invasivas são complicações comuns com risco de vida e uma das 

principais causas de morbidade, particularmente em pacientes com doenças malignas, sendo 

Candida spp. mais comuns na corrente sanguínea (Alves et al., 2018).  

Desta forma, o objetivo do estudo foi descrever a etiologia, epidemiologia fenotípica e 

molecular dos isolados de ICS de pacientes com câncer. 

 

Métodos 

 

Coleta e análise de isolados clínicos 

Os isolados clínicos foram obtidos de amostras de hemoculturas de pacientes internados 

no Hospital do Câncer de Pernambuco, Recife, Brasil, durante o período de 2019 a 2020. Foram 

incluídos no estudo 45 pacientes com idade ≥ 18 anos após o consentimento. O estudo foi 

aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa do Hospital do Câncer de Pernambuco, CAEE 

(16285219.5.0000.5205).  
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Foram coletadas amostras de sangue em frascos de hemocultura que foram 

posteriormente incubadas pela Bactec9095® (Becton Dickinsion, EUA) com até 5 dias de 

incubação. A identificação e o Teste de Suscetibilidade Antimicrobiano (AST) dos isolados 

bacterianos foram realizados por testes bioquímicos através do sistema automatizado, pela 

plataformaVitek 2 (bioMérieux, Marcyl'Etoile, França) e interpretados de acordo com o manual 

do Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST). A identificação e o 

teste de suscetibilidade antifúngico (AFST) foram realizados por método bioquímico e 

microdiluição pela mínima concentração antifúngica, interpretados de acordo o manual Método 

de Referência para Teste de Susceptibilidade Antifúngica CLSI M27-A3/S4.  

Definição 

Resistente a múltiplas drogas (MDR) foi definido como um isolado bacteriano, que é resistente 

a um ou mais antibióticos em três ou mais classes de agentes antimicrobianos. 

ICS foi definida como o isolamento do sangue de um (monomicrobiano) ou mais 

(polimicrobiano) organismos. 

 

Identificação por Microdiluição em caldo e Teste de suscetibilidade a antifúngicos (AFST) 

O teste de susceptibilidade antifúngica, in vitro, foi realizado segundo os métodos 

descritos nos documentos M27-A3 e M27-S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2008; CLSI, 2012). Para padronização do experimento, foi utilizado a cepa de referência 

ATCC 90028 (C. albicans). Para o teste, foi utilizado o meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, 

EUA) tamponado com ácido morfolino propano sulfônico, pH 7,0 ± 0,1 (MOPS; 0,165 mol. L-

1; Sigma-Aldrich). As leveduras foram avaliadas quanto ao perfil de susceptibilidade frente ao 

fluconazol, Anfotericina B, voriconazol, caspofungina, micafungina e anidulafungina.  

As leveduras foram mantidas em Sabouraud Dextrose Ágar (SDA) e incubadas por 24h 

a 37°C. Foram preparadas suspensões dos isolados, em solução salina a 0,85%, sendo a 

concentração do inóculo ajustado por espectrofotômetro com comprimento de onda a 530nm, 

refletindo em 90% da transmitância. Em seguida, a suspensão inicial foi diluída a concentração 

de 2-5.103 células/mL em RPMI 1640. Foram utilizadas placas de micro titulação de fundo 

chato de 96 poços (TPP; Trasadingen, Suíça). O inóculo foi adicionado aos poços contendo a 

solução das drogas a serem testadas, e as placas incubadas a 37°C durante 24-48h. As 
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Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) foram determinadas com inibição de 100% para 

anfotericina B e <50% em relação ao poço controle para o fluconazol e voriconazol. 

 

Extração do DNA fúngico a partir das culturas  

 

O DNA foi extraído segundo protocolo de Inácio et al., (2016), utilizando do tampão de 

extração (CTAB 2%, NaCl 1.5 M, 100mM de Tris-HCl, 20mM de EDTA, polivinilpirrolidona 

1%) previamente aquecido a 65 °C. A parede celular foi rompida através de agitação mecânica 

(velocidade de 5.5 m/s por 30 segundos) em FastPrep® (BIO 101, Farmingdale, New York, 

USA) e incubada por 10min a 65 °C. O DNA foi recuperado a partir de um tratamento 

sequencial com base em clorofórmio álcool-isoamilico (24:1), isopropanole etanol (70%). 

Finalmente, foi adicionado 50µL de água MiliQ autoclavada, sendo a amostra incubada a 37 

°C por 20 minutos para eluição do DNA. Os produtos da extração foram montados em parafilme 

(5µL do produto da extração, 2µL GLB e 2 µL GelRed), sendo utilizado o marcador Lambda 

DNA como padrão. O DNA foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1,5%, em cuba de 

eletroforese horizontal, contendo o tampão Tris-Acetato-EDTA (TAE), sendo aplicado uma 

voltagem de 100v por 20 minutos. Posteriormente, o DNA foi analisado, quanto a qualidade e 

quantidade, em transiluminador. O material genômico foi mantido a 4 °C até o momento das 

análises. 

 

Identificação dos isolados de fungos  

As espécies foram identificadas a partir do sequenciamento parcial do domínio D1/D2 

da região LSU (28S) do rDNA utilizando os primers NL1 (5' – 

GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG - 3') e NL4 (5' – GGTCCGTGTTTCAAGACGG - 

3') (Kurtzman; Robnett, 1998). As amostras para sequenciamento tiveram os produtos da PCR 

purificados (GenJET PCR Purification, UK), sendo o sequenciamento realizado na Plataforma 

de sequenciamento-LABCEN/CCB (UFPE), segundo protocolos internos do laboratório 

parceiro.  

Identificação e Teste de Suscetibilidade Antimicrobiana (TSA) 

 

A identificação e o teste de suscetibilidade antimicrobiana (TSA) foi realizado por 

métodos fenotípicos por automação. Os testes para identificação automatizados (Vitek®) 
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baseados na fermentação de carboidratos, seguiram a interpretação do manual Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI), e a interpretação do TSA seguiu o protocolo Brazilian 

Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST) para interpretação dos resultados.   

 

Extração de DNA plasmidial e cromossômico a partir de isolados bacterianos  

 

Todos os isolados bacterianos foram coletados a partir de hemocultura positivas e 

submetidas à extração de DNA e detecção dos genes de resistência.    

A partir das culturas dos isolados em BHI ágar, o DNA foi extraído utilizando o kit da 

PROMEGA ReliaPrep ™ (Promega®, São Paulo, Brasil) de acordo com o protocolo do 

fabricante.  O DNA foi eluído em 50µL de água livre de nucleases. Uma alíquota do DNA 

extraído foi quantificada em NanoDrop 2000/2000c Spectrophotometer (Thermo Fisher 

Scientific), a fim de verificar a eficácia, pureza e rendimento da extração. Em seguida foi 

analisado através de eletroforese em gel de agarose a 1% e corados com brometo de etídio. 

 

Detecção de genes de resistência em isolados bacterianos Gram-negativos 

 

A amplificação do DNA pela técnica de Reação em Cadeia de Polimerase (PCR) foi 

realizada no equipamento BioRad (System, Applied Biosystems®, CA, utilizando 10 µL (1.25 

U/reação) TopTaq Master Mix Kit (Qiagen®, EUA) utilizando 10 µM de cada iniciador; 200 

µM de cada dNTP (10mM de cada), 1x TopTaq PCR Buffer contendo 15mM MgCl2, coralLoad 

1x, água ultrapura e 2 μL de DNA. As condições de termociclagem foram diferentes de acordo 

com os genes de resistência estudados, usando estirpes de referência de tais como, A. 

baumannii ATCC 19606, P. aeruginosa ATCC 27853, K. pneumoniae ATCC 13882, E. 

coli ATCC 25922, Serratia marcescens ATCC 14756, Salmonella enterica ATCC 

35640 foram cedidas pelo Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhães 

(IAM) – Fundação Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).   

Um ensaio de PCR convencional foi realizado para 55 isolados recuperados de 45 

pacientes para detectar três famílias de genes ESBL. A detecção dos genes de 

resistência blaSHV, blaTEM, blaCTX-M foram realizados em todos os isolados bacterianos Gram-

negativos. A PCR para detecção de ESBL foi realizada utilizando o seguinte protocolo para a 

amplificação; desnaturação inicial 95 ºC a 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 95 

ºC a 1 minuto, anelamento 60 ºC a 1 minuto e extensão 72 ºC a 1 minuto. Foi realizada uma 

etapa de extensão final a 72 ºC a 10 minutos, para cada um dos genes estudados (Quiles et al., 
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2015). E a detecção do gene mcr-1 foi realizada em todos que apresentaram resistência a 

múltiplas drogas. A investigação do gene mcr-1 foi realizada utilizando os primers descritos 

por Lima et al., (2017). As reações de amplificação foram preparadas em um volume de 25 µL 

por tubo, compreendendo: 1µL de DNA genômico, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase 

(Promega), 2 mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2 e 3,5 pmol dos primers. A amplificação 

foi realizada sob as seguintes condições térmicas de ciclagem: 94 ºC por 10 minutos seguidos 

de 30 ciclos de 94 ºC por 30 segundos, 58 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 2 minutos, com 

extensão final de 72 ºC por 10 minutos.  

E oito famílias dos genes carbapenemases, (blaKPC, blaGES, blaNDM, blaIMP, blaVIM, 

blaSPM, blaGIM e blaSIM) foram pesquisados para a detecção de carbapenemases, realizada em 

todos os isolados bacterianos Gram-negativos, utilizando o seguinte protocolo para a 

amplificação; desnaturação inicial 95 ºC a 5 minutos, seguidos de 25 ciclos de desnaturação 95 

ºC a 1 minuto, anelamento a 1 minuto (de acordo com a temperatura de anelamento para cada 

gene) e extensão 72 ºC a 1 minuto. Foi realizada uma etapa de extensão final a 72 ºC a 10 

minutos (Tabela 1).  

As cepas foram também submetidas a PCR para detecção de carbapenemases de classe 

D, como a oxacilinase (blaOXA-48 e blaOXA-58), utilizando o seguinte protocolo para a 

amplificação; desnaturação inicial 94 ºC a 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 94 

ºC a 45 segundos, anelamento 52 ºC a 45 segundos e extensão 72 ºC a 1 minuto. Foi realizada 

uma etapa de extensão final a 72 ºC a 6 minutos (Tabela 1).  

 

Tabela 1 - Sequência de iniciadores dos genes de resistência a carbapenemases com as respectivas temperaturas de 

anelamento e tamanho de amplicons. 

Carbapenemases Genes de 

Carbapenemases 

Sequência de Iniciadores (5’-3’) Tamanho de 

amplicons em 

pb 

Temperatura (t) 

ºC 

Referências 

 

Classe A 

blaKPC-F 

blaKPC-R 

ATGTCACTGTATCGCCGTCTAGTTC 

CAATCCCTCGAGCGCGAGTC 

800 60ºC Menezes et 

al, 2013 

blaGES-F 

blaGES-R 

CTATTACTGGCAGGGATCG 

CCTCTCAATGGTGTGGGT 

594 55ºC Monteiro, 

2012 

 

 

 

 

 

Classe B 

blaNDM-F 

blaNDM-R 

CGGAATGGCTCATCACGATC 

GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 

580-605 60ºC Nithia et al, 

2017 

blaIMP-F 

blaIMP-R 

GAATAG(A\G) (A\G)TGGCTTAA(C\T)TCTC 

CAAAC(C\T)ACTA(G\C)GTTATC 

188 52ºC Mendes, 

2007 

blaVIM-F 

blaVIM-R 

GTTTGGTCGCATATCGCAAC 

AATGCGCAGCACCAGGATAG 

382 52ºC Mendes, 

2007 
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Ajustado de acordo com a classificação de β-lactamases de Ambler (1980). 
 

Condições da PCR para identificação do gene mcr-1  

 A investigação do gene mcr-1 foi realizada utilizando os primers descritos por Lima et 

al., (2017). As reações de amplificação foram preparadas em um volume de 25 µL por tubo, 

compreendendo: 1µL de DNA genômico, 1,0U da enzima Taq DNA polimerase (Promega), 2 

mM de cada dNTP, 2,5 mM de MgCl2 e 3,5 pmol dos primers. A amplificação foi realizada sob 

as seguintes condições térmicas de ciclagem: 94 ºC por 10 minutos seguidos de 30 ciclos de 94 

ºC por 30 segundos, 58 ºC por 30 segundos e 72 ºC por 2 minutos, com extensão final de 72 ºC 

por 10 minutos. Os produtos de PCR foram visualizados em gel de agarose 1% corados com 

brometo de etídio. 

 

Detecção de genes de resistência em isolados bacterianos Gram-positivos 

 

Em todos os isolados Gram-positivos foram submetidos a detecção dos genes de 

resistência mecA, vanA, vanB utilizando estirpes de referência de organismos, S. aureus ATCC 

29213, S. aureus ATCC 25923, Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 S. epidermides ATCC 

12228, E. faecalis ATCC 29212, E. faecium ATCC 19434. Os primers  mecA-F (5'-

AAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACC-3') and mecA-R (5'- 

GAAAGGATCTGTACTGGGTTAATCAG -3') com fragmentos de 147 pb, os primers VanA-

F (5’-CATGACGTAATCGGTAAAATC-3’) e VanA-R (5’-ACCGGGCAGRGTATTGAC-

3’) com tamanho de fragmento de 732 pb. E os primers VanB-F (5'-

CATGATGTGTCGGTAAAATC-3') e VanB-R (5'-ACCGGGCAGRGTATTGAC-3') com 

tamanho de fragmento de 635 pb. Utilizando o seguinte protocolo para a amplificação; 

desnaturação inicial 95 ºC a 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 95 ºC a 1 minuto, 

blaSPM-F 

blaSPM-R 

CTAAATCGAGAGCCCTGCTTG 

CCTTTTCCGCGACCTTGATC 

798 52ºC Mendes, 

2007 

blaGIM-F 

blaGIM-R 

TCAATTAGCTCTTGGGCTGAC 

CGGAACGACCATTTGAATGG 

72 55ºC Mendes, 

2007 

blaSIM-F 

blaSIM-R 

GTACAAGGGATTCGGCATCG 

TGGCCTGTTCCCATGTGAG 

569 55ºC Mendes, 

2007 

Classe D blaOXA-48-F 

blaOXA-48-R 

TTGGTGGCATCGATTATCGG 

GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 

743 52ºC Poirel et al, 

2004 

blaOXA-58-F 

blaOXA-58-R 

AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 

CCCCTCTGCGCTCTACATAC 

599 52ºC Amudhan et 

al 2011 
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anelamento 60 ºC a 1 minuto e extensão 72ºC a 1 minuto. Foi realizada uma etapa de extensão 

final a 72 ºC a 10 minutos. 

Os produtos de PCR amplificados foram corados com brometo de etídio e visualizados 

por eletroforese em géis de agarose a 1%, utilizando o sistema de documentação fotográfica 

System L-Pix EX (LoccusBiotechnology, Brasil).  

As sequências consenso foram editadas por meio do programa Sequencher 4.7 e, em 

seguida, submetidas a ferramenta BLAST do GenBank (National Center of Biotechnology 

Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) para busca por sequências similares. As sequências 

obtidas foram alinhadas com sequências de confiança depositadas no banco de dados e 

analisadas filogeneticamente com o auxílio do programa MEGA-x.   

 

Resultados  

 

Detecção de patógenos na corrente sanguínea  

Foram recuperados 55 isolados clínicos de amostras de hemoculturas de 45 pacientes 

com câncer, sendo 38 Gram-negativos, 13 Gram-positivos e quatro leveduras. Dos BGN, os 

mais frequente foram Escherichia coli (36,8%) e Klebsiella pneumoniae (28,9%). Entre os 

Gram-positivos, os mais frequentes foram Staphylococcus aureus (38,5%) e Staphylococcus 

epidermidis (23%). Quatro pacientes apresentaram infecções por espécies de Candida spp. 

(Figura 1). Foram identificadas infecção de corrente sanguínea polimicrobiana em cinco casos, 

envolvendo infecção polimicrobiana por BGN, Candida spp. e BGN e Candida spp. e CGP. 
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Figura 1 - Percentual de patógenos isolados da corrente sanguínea de pacientes com câncer 

 

 

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana em isolados bacterianos 

Dentre as bactérias gram-negativas, a maioria apresentou resistência à ampicilina 

(63,15%), cefepime (39,4%), ciprofloxacino (34,2%) e cefuroxima (29%). Foi possível 

observar elevado percentual de resistência a ampicilina em Klebsiella spp 100% (11/11) e 

Escherichia coli 78,6% (11/14) (Tabela 2). Cefalosporina de 4ª geração foi a classe de 

antibióticos que apresentou maior resistência em Acinetobacter baumannii (66%), 

Pseudomonas aeruginosas (42,8%), Klebsiella spp. (36,3%) e Escherichia coli (28,5%). Assim 

como, Serratia marcencens (100%), Salmonella spp. (100%), Klebsiella spp. (36,3%) e 

Escherichia coli (28,5%) apresentaram resistência à cefuroxima e cefalosporina de 2ª geração 

(Tabela 3).  Da classe fluoroquinolonas, o percentual de resistência a ciprofloxacino variou de 

27,2% para os isolados de Klebsiella spp. e 66% em Acinetobacter baumannii (Tabela 3). 

Escherichia coli apresentou maior resistência ao ácido nalidíxico da classe quinolonas (42,8%).  

De forma geral, ao analisarmos o percentual de sensibilidade dos BGN observamos que 

78,9% foram sensíveis a amicacina e ao meropenem, e 76,3% à gentamicina e 68,4% à 

ertapenem.  
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Nas bactérias Gram-positivas maior taxa de resistência foi à oxacilina 6/13 

correspondendo à 46,1% e à eritromicina 5/13 correspondendo à 38,4%, também se observou 

alta resistência à penicilina e à gentamicina 4/13 correspondendo à 30,7% (Tabela 2). 

A resistência a oxacilina foi observada em Staphylococcus aureus 3/5 (60%) 

Staphylococcus coagulase negativo 3/4, sendo este último identificado como Staphylococcus 

epidermidis (75%). Da classe de macrolídeos, a resientência à eritromicina foi observada em S. 

epidermidis 3/3(100%) e S. aureus 2/5 (40%). A resistência à penicilina e ao aminoglicosídeo 

gentamicina foram 2/5 (40%) e 1/3 S. epidermides (33,3%) e 1/1 SCoN (100%) (Tabela 3). 

A resistência à clindamicina, sulfametoxazol/trimetoprim e à levofloxacina foram 

observados em S. aureus e S. epidermidis. A resistência à amicacina e vancomicina foi 

observada apenas em Enterococcus faecium (Tabela3). 

Dos 55 isolados, 28 foram MDR (50,9%), enquanto seis isolados bacterianos foram 

sensíveis a todos os antibióticos testados (10,9%) e três dos patógenos isolados foi resistente a 

todas as classes de antibióticos testadas (5,45%).  

 

Tabela 2 - Perfil de resistência antimicrobiana em organismos isolados de infecção na 

corrente sanguínea de pacientes com câncer através de teste automatizado. 

Perfil de resistência frente aos antimicrobianos  (nº) (%) 

Gram-negativos 38  

Ácido nalidíxico 10 26,3% 

Ciprofloxacino 13 34,2% 

Norfloxacina 7 18,4% 

Amoxilina/clavulanico 3 7,9% 

Ampicilina/subactam 4 10,5% 

Piperaciclina/tazobactam 8 21% 

Cefalotina 10 26,3% 

Cefepima 15 39,4% 

Ceftriaxona 10 26,3% 

Cefuroxima 11 29% 

Cefoxitina 1 2,6% 

Ceftazidima 5 13% 

Amicacina 6 15,7% 

Gentamicina 9 23,6% 

Meropenem 7 18,4% 

Imipenem 4 10,5% 

Ertapenem 2 5,2% 

Ampicilina 24 63,15% 

Tigeciclina 4 10,5% 

Sulfametoxazol/trimetoprim 4 10,5% 

Gram-positiva 13  

Oxacilina 6 46% 

Penicilina 4 30,7% 

Eritromicina 5 38,4% 

Clindamicina 3 23% 
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Sulfametoxazol/trimetoprim 3 23% 

Gentamicina 4 30,7% 

Vancomicina 1 7,7% 

Daptomicina 0  

Tigeciclina 0  

Linezolida 0  

Ceftarolina 0  

 

Detecção de genes de resistência bacteriana 

A detecção de gene β-lactamases de amplo espectro foi observada em 29/38 isolados 

Gram-negativos (76,3%). O gene blaTEM foi detectado em 22 isolados, dentre eles 10 E. coli, 5 

K. pneumoniae, 2 P. aeruginosa e 2 A. baumannii. O gene blaCTX-M foi detectado em 16 

isolados, 7 K. pneumoniae, 5 E. coli e 2 P. aeruginosa. O gene blaSHV foi detectado em apenas 

2 isolados, 1 E. coli e 1 A. baumanii (Tabela 4).  

Foi detectada alta frequência dos genes carbapenemases foi observada em 30/38 

isolados (78,9%). O gene mais frequentemente encontrado foi serino-b-lactamase blaoxa-48 

29/38 (76,3,5%), sendo E. coli (12), K. pneumoniae (8), P. aeruginosa (4), Serratia marcescens 

(2), A. baumannii (2), e nas espécies de P. alcaligens e Salmonella spp (1). Em seguida o gene 

blaSIM 27/38 (71%), E. coli (10), K. pneumoniae (9), P aeruginosa (6), P. alcaligens (1) e 

Serratia marcescens (1). A detecção do gene blaGES foi de 21/38 (55,2%), E. coli (8), K. 

pneumoniae (7), P. aeruginosa (3), A. baumannii (1), Serratia marcescens (1) e Klebsiella 

oxytoca (1). O gene blaNDM 15/38 (39,4%) foi detectado em E. coli (7), K. pneumoniae (6), P. 

aeruginosa (1) e Serratia marcescens (1).  O gene blaKPC 11/38 (28,9%) foi detectado em E. 

coli (5), K. pneumoniae (3), P. aeruginosa (2) e S. marcescens (1). O gene blaSPM 7/38 (18,4%) 

foi encontrado em 7 isolados, K. pneumoniae (2), P. aeruginosa (2), Pseudomonas alcaligens 

(1), A. baumannii (1) e Serratia marcescens (1). O gene blaoxa-58 10/38 (26,3%) foi detectado 

em E. coli (7), e nas espécies de K. pneumoniae, A. baumannii e Serratia marcescens (1). O 

gene blaVIM 7/38(18,4%), E. coli (5) e K. pneumoniae (2). O gene blaIMP foi detectado em 6 

isolados, sendo E. coli (5) e K. pneumoniae (1). Podendo o mesmo isolado carregar mais de um 

gene (tabela 4). O gene mcr-1 não foi detectado em nenhum dos isolados testados. 

Das bactérias Gram-positivas, cinco foram S. aureus, três Staphylococcus coagulase 

negativo, deste, (três foram S. epidermidis, um S warneri e um Streptococcus salivarus, um 

SCN não identificado), e dois Enterococcus spp. A presença do gene mecA foi detectada em 

6/13 (46,15%) isolados, Staphylococcus aureus e SCoN (S. epidermidis) e Enterococcus 
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faecalis. Apenas um isolado de Enterococcus faecium apresentou o gene vanA (1/13) (7,7%). 

Não foi detectado o gene vanB em nenhum dos isolados estudados (Tabela 4).  

Detecção de ICS fúngica 

 Quatro espécies de Candida spp. foram encontradas nessa população. A resistência a 

fluconazol foi observada em 3/4 isolados. Um isolado de Candida tropicalis apresentou como 

sensível dose dependente a caspofungina. Todas as espécies apresentaram resistência à 

voriconazol (Tabela 5).   

Tabela 5 - Teste de suscetibilidade antifúngico para Candida spp. em isolados obtidos de 

pacientes com câncer 

 Tratamento antifúngicos / valores de MIC (μg / mL) 

PC Id Cepas AMB FLZ VRZ CPF MCF ANF 

1 1047 C. tropicalis 0,03 32 16 0,06 0,03 0,03 

2 1173 C. albicans 0125 8 16 0,125 0,03 0,03 
3 1345 C. tropicalis 1 32 16 0,5 0,03 0,125 

4 539 C. parapsilosis 0,5 0,5 16 0,06 0,06 0,06 

PC- Pacientes. Id – nº do código de identificação. AMB – anfotericina B, FLZ – fluconazol, VRZ – 

voriconazol, CPF – caspofugina, MCF – micafugina, ANF – anidulafugina.   

Discussão 

As características fenotípicas e moleculares de 55 isolados clínicos resgatados de 

hemoculturas de portadores de neoplasias malignas permitiu observar uma maior frequência de 

BGN (69%) maior que CGP (23,63%), além de 7,2% de leveduras. Os BGNs têm sido 

implicados como principal causa de ICS em pacientes com câncer (Kara et al., 2015; Gudiol et 

al., 2016). 

Os BGN mais encontrados foram Escherichia coli (25,4%), Klebsiella pneumoniae 

(20%) e Pseudomonas aeruginosa (12,7%), assim como também foram reportados em estudos 

recentes (Lubwama et al., 2019; Liang et al., 2020; Abbasi Montazeri et al., 2020; Paul et al., 

2020). Evidências têm sugerido o fenômeno da translocação bacteriana, onde enterobactérias 

atravessam a parede do intestino, migrando para corrente sanguínea, causando bacteremia em 

pacientes que recebem quimioterapia contra o câncer (Patel et al., 2017; Ota et al., 2020), 

explicando em parte a maior frequência deste grupo de bactérias na etiologia da infecção da 

corrente sanguínea.  

A epidemiologia da ocorrência de bacteremias em pacientes com câncer tem se 

modificado ao longo do tempo e tem sido caracterizada por uma mudança no perfil de bactérias 

Gram-negativas (década de 1960 a 1970) para bactérias Gram-positivas (década de 1980). As 
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bactérias Gram-negativas vêm predominando como os principais agentes de infecções de 

corrente sanguínea em pacientes com câncer nas duas últimas décadas no cenário global (Bhat 

et al., 2021; Ghosh et al., 2021). 

De acordo com Antimicrobial Surveillance Program (SENTRY) S. aureus e E. coli têm 

sido apontados como os patógenos predominantes de ICS no mundo nos últimos 20 anos 

(Diekema et al., 2019). Nosso estudo mostrou maior frequência de SCoN e S. aureus entre as 

bactérias Gram-positivas, corroborando com outros estudos (Calvo-Lon et al., 2018; Mert et 

al., 2019; Sierra et al., 2020).  

A ocorrência de infecções polimicrobianas em três casos estavam associados à 

neutropenia e a presença de cateter. Em dois casos foram associados à MDR, sendo um caso 

relacionado à procedimento operatório. Presença de neutropenia, procedimentos invasivos 

recentes e dispositivos têm sido identificados como fatores de risco para infecção 

polimicrobiana da corrente sanguínea, destacando que isolados MDR têm sido mais comumente 

encontrados em infecção polimicrobiana (Royo-Cebrecos et al., 2017; Goldman et al., 2020). 

Infecções polimicrobianas foram responsáveis por 9% (5/55) desses casos, corroborando com 

o estudo de ICS em pacientes com câncer na Índia (Agrawal et al., 2019). A ocorrência de genes 

de resistência a β-lactamases em isolados de infecção polimicrobiana da corrente sanguínea foi 

relatado de paciente com leucemia mieloide aguda no Brasil, incluindo, blaTEM e blaSIM em P. 

aeruginosa, blaTEM, blaCTX e blaOXA-48 em E coli, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e blaOXA-48 em 

K. pneumoniae e blaOXA-48 em A. baumannii (Soares et al., 2021).   

BGN apresentaram maior resistência à aminopenicilinas, cefalosporina de quarta 

geração, fluoroquinolonas, cefalosporinas de segunda e primeira geração e aminoglicosídeos 

concordando com os resultados de um estudo na Índia realizado com 66 casos de infecção na 

corrente sanguínea (Bhat et al., 2021). Foi observado aumento da resistência a carbapenêmicos, 

combinações de inibidores de beta-lactamase beta-lactamase, aminoglicosídeos, 

fluoroquinolonas e cefalosporinas (incluindo alta resistência a cefepima) (Ghosh et al., 2021).  

O presente estudo mostrou resistência a meticilina correspondendo à 46,15%, incluindo 

as espécies Staphylococcus aureus (MRSA) e Staphylococcus coagulase negativo (MRSCoN), 

respectivamente. Estudos recentes têm observado resistência à meticilina em Staphylococcus 

spp. variando entre 38,4% a 93% (Carlesse et al., 2016; Mert et al., 2019). Resistência à 

meticilina tem sido mais frequente em SCoN comparado a S. aureus (Fentie et al, 2018; 

Vahedian-Ardakani et al., 2019).  E a ocorrência de Enterococcus resistente à vancomicina foi 

de 7,7%, semelhante a encontrada por Bha et al., (2021). A prevalência de VRE tem se tornado 

estável ou diminuindo ao longo dos anos (Diekema et al., 2019). 
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Infecções por MDR são fenômenos preocupantes, particularmente em pacientes com 

câncer (Cattaneo et al., 2018), devido às baixas opções terapêutica e consequentemente maior 

risco de mortalidade (Islas-Muñoz et al., 2018). Entre os patógenos isolados a frequência geral 

de MDR foi 50,9% (28/55). As principais bactérias MDR isoladas foram E. coli e K. 

pneumoniae, apresentam resultados concordantes com outros estudos (Fentie et al., 2018; 

Ghosh et al., 2021). 

A detecção de genes de resistência ESBL foi de 76,3%, apresentando dados próximos 

àqueles encontrados por outros estudos nesta mesma população de pacientes com câncer. 

México (72,8%) (Islas-Muñoz et al, 2018), Coréia (55,6%) (Kang et al., 2012), Irã (84,9%) 

(Vahedian-Ardakani et al., 2019) e no Brasil, (71,4%) (Carlesse et al., 2016). Os principais 

genes detectados foram blaTEM (58%) e blaCTX (42,1%), além disso, 18,4% (7/38) coabrigaram 

os genes blaTEM e blaCTX, corroborando com outros estudos (Zhang et al., 2019; Abbasi 

Montazeri et al., 2020).  

Foi detectado alta prevalência de carbapenemases (78,9%) que parece expressar 

frequência bem mais elevada do que aquelas apresentadas por outros estudos (Islas-Muñoz et 

al., 2018, Tawfick et al., 2020). Enterobacteriaceae resistentes a carbapenem (CRE) tem sido 

cada vez mais prevalente em pacientes com câncer e associados à terapia empírica ineficaz 

(Satlin et al., 2013). O mecanismo de resistência a carbapenemicos é a hidrólise pelas 

carbapenemases que são codificadas em plasmídeos e são altamente transmissíveis. A 

resistência ao carbapenem também pode ser atribuída a mutações ou outras modificações que 

alteram o nível de produção ou a afinidade de ligação das proteínas de ligação à penicilina 

(Nordmann, Poirel, 2019). Esse problema reflete no uso de diferentes carbapenêmicos em 

hospitais além de variar de acordo com a localização geográfica (Nordmann, Poirel, 2019).  

A carbapenemase mais frequentemente detectada foi blaOXA-48 (76,3%). Um estudo do 

Egito com pacientes oncológicos também encontrou alta prevalência de blaOXA-48 (68,88%) 

(Tawfick et al., 2020). Outro estudo envolvendo vários países da Europa demonstrou que E. 

coli e Klebsiella pneumoniae foram os principais produtores de carbapenemases (KPC, NDM, 

OXA-48-like ou VIM) (Grundmann et al., 2017), assim como também no Brasil (Jácome et al., 

2016).  

A frequência do gene blaoxa-48 foi detectada em 70,83% e 92% nos isolados de P. 

aeruginosa e A. baumannii, respectivamente no Irã (Tarafdar et al., 2020). Outros estudos 

relataram a ocorrência de genes que codificam subgrupos de carbapenemases OXA, entre eles 

o gene blaOXA-58 (Woodford et al., 2006; Hou Yang, 2015). A enzima OXA-48 leva à resistência 

aos carbapenêmicos, limitando as opções terapêuticas, pois os micro-organismos produtores de 
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OXA-48 e intrinsecamente resistentes à colistina quando infectam pacientes podem ser fatais, 

causam alta mortalidade (Sah et al., 2019).   

Detectamos alta frequência de blaSIM em enterobacteciales 27/38, correspondendo à 

71%. Assim como também foi relatado blaSIM-1 no Egito com frequência de 48% (Hashem et 

al., 2017). No Brasil foram relatados 66,6% em amostras humanas e de animais (Santos et al., 

2020).  A presença do genótipo carbapenemase blaNDM detectado em nosso estudo também tem 

sido comumente encontrado em ICS em portadores de malignidades (Tawfick et al., 2020), 

assim como também o gene blaKPC (Jácome et al., 2016). 

 Destacamos a presença do gene blaSPM em isolados de Pseudomonas spp., assim como 

já foi encontrado nos estudos de Poirel et al. (2004) e em A. baumanni (Jácome et al., 2016), a 

qual foi quem descreveu o primeiro relato do gene blaSPM-1 em Acinetobacter baumannii no 

Brasil.   

Apesar de MRSA ser frequente em ICS na população hospitalar (Monaco et al., 2017), 

poucos estudos mencionam a ocorrência de MRSA em ICS de pacientes com câncer (Li et al., 

2021). A frequência do gene mecA, no qual todos apresentaram resistência fenotípica a 

meticilina foi de 46,1% (6/13). A prevalência de MRSA em pacientes com câncer em hospitais 

da Turquia foi de 50%, abrigando o genótipo mecA (Atmaca et al., 2014). O gene vanA foi 

detectado em isolado de Enterococcus faecium resgatado de corrente sanguínea de um paciente 

com câncer de cólon, cujo fenômeno da translocação bacteriana através da permeabilidade da 

mucosa do cólon lesado possa ter atuado como fator de risco para o evento (Amarnani; Rapose, 

2017).  

Espécies de Candida foram encontradas em quatro amostras (7,2%). Candida spp. é a 

levedura mais comumente isolada em ICS (Alves et al., 2018). Candida tropicalis foi a espécie 

mais frequente em nosso estudo, sendo comumente encontrada em pacientes com câncer (Wu 

et al., 2017). Nosso estudo apresentou duas infecções concomitantes de corrente sanguínea 

envolvendo fungos e bactérias, sendo um caso de Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e 

Candida parapsilosis. E outro de SCN e Candida tropicalis. Uma monoinfecção fúngica foi 

registrada por Candida tropicalis. Infecções de corrente sanguínea envolvendo 

simultaneamente bactérias e leveduras tem sido documentada (Tang et al., 2014).  

Nosso resultado mostrou resistência a voriconazol em todas as Candidas spp. A taxa de 

resistência aos azóis entre C. tropicalis tem sido significativa em comparação com as taxas de 

resistência à micafungina (Guo et al., 2020). O antifúngico caspofugina apresentou 

suscetibilidade dose dependente em Candida tropicalis (1/4). A caspofungina tem sido relatada 
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apresentando potente atividade contra Candida spp. resistentes ao fluconazol (Shekari et al., 

2015).  

O crescente cenário relacionado ao surgimento de espécies de Candida resistentes ao 

fluconazol e voriconazol é um quadro preocupante. Um estudo na Austrália alerta sobre o 

surgimento de resistência aos azóis entre C. tropicalis (Chapman et al., 2017). Voriconazol tem 

sido relatado como um agente importante no tratamento de fungos hialinos e eficaz para 

infecções causadas por espécies de Candida, incluindo aquelas que são resistentes ao fluconazol 

(Malani et al., 2015).  

A resistência ao azol pode surgir por meio de vários mecanismos, incluindo 

superexpressão ou alteração do alvo da droga, regulação positiva dos transportadores da droga 

ou alterações celulares que reduzem a toxicidade da droga ou permitem a tolerância ao estresse 

induzido pela droga. A ativação de bombas de efluxo associadas à membrana que modulam a 

resistência através de transportadores ABC e facilitador principal (MFS), permitindo a 

resistência a múltiplas drogas (Cowen et al., 2014).   

 Desta forma, com o surgimento de fungos resistentes a medicamentos, tem sido 

explorado a combinação de antibióticos com antifúngicos para potencializar o tratamento, como 

a colistina pôde aumentar a atividade antifúngica do fluconazol (Bibi et al., 2021).  

A disseminação mundial de isolados resistentes, aliado as poucas opções terapêuticas 

disponíveis têm influenciado negativamente o tratamento e prognósticos dos pacientes 

(Sharafutdinov et al., 2020). Espécies de Candida albicans, sobretudo as emergentes, tem 

influenciado significativamente no curso clínico dos pacientes ao redor do mundo. Atualmente, 

as diretrizes mais recentes no tratamento das infecções fúngicas tem recomendado o fluconazol 

como uma opção terapêutica primária no combate dessas infecções. Contudo, tem havido 

relatos crescentes no aumento da resistência inerente a este medicamento que podem 

representar uma ameaça global à saúde (Berkow, Lockhart, 2017). 

Conclusão  

A resistência antimicrobiana apresenta grande preocupação principalmente devido a 

disseminação de genes de resistência em população vulnerável às infecções devido ao uso de 

quimioterapia. Medidas para prevenir e controlar a disseminação dos genes de resistência são 

essenciais para reduzir os riscos de morbidade e mortalidade.    
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Tabela 4 - Detecção de genes de resistência em isolados de infecção de corrente sanguínea de 

pacientes com câncer. 

Id Patógenos Genes 

HCP334 Escherichia coli SHV, TEM, KPC, NDM, IMP, GES, SIM, OXA-48, 

OXA-58 

HCP1243 Escherichia coli TEM, KPC, NDM, IMP, VIM, GES, SIM, OXA-48, 

OXA-58 
HCP1121 Klebsiella pneumoniae  CTX, NDM, SPM, GES, SIM, OXA-48 

HCP291 Escherichia coli TEM, KCP, NDM, IMP, VIM, GES, SIM, OXA-48, 

OXA-58 

HCP649 Escherichia coli TEM, KPC, IMP, GES, SIM, OXA-48, OXA-58 
HCP860 Escherichia coli TEM, KPC, IMP, VIM, GES, SIM, OXA-48, OXA-58 

HCP868 Klebsiella pneumoniae TEM, KPC, IMP, VIM, GES, SIM, OXA-48 

HCP1058 Escherichia coli TEM, CTX, NDM, VIM, GES, SIM 

HCP1112 Klebsiella pneumoniae  TEM, CTX, NDM, VIM, SPM, GES, SIM, OXA-48, 
OXA-58 

HCP1112 Escherichia coli TEM, CTX, NDM, VIM, GES, SIM, OXA-48, OXA-

58 

HCP539 Candida parapsilosis  
HCP1118 Pseudomonas aeruginosa CTX, KPC, NDM, SPM 

HCP1173 Candida albicans  

HCP1405 Klebsiella pneumoniae CTX, NDM, GES, SIM, OXA-48 

HCP478 Escherichia coli TEM, OXA-48 
HCP1047 Candida tropicalis  

HCP1060 Staphylococcus coagulase 

negativa 

mecA 

HCP1401 Serratia marcescens CTX, NDM, GES, SIM, OXA-48 

HCP1257 Klebsiella pneumoniae TEM, CTX, GES, SIM, OXA-48 

HCP1253 Pseudomonas alcaligenes SPM, SIM, OXA-48 

HCP1191 Staphylococcus epidermidis mecA 

HCP1177 Staphylococcus aureus  
HCP1175 Candica tropicalis  

HCP1345 Candida tropicalis  

HCP888 Klebsiella pneumoniae TEM, CTX, NDM, GES, SIM, OXA-48 

HCP07 Escherichia coli SIM, OXA-48 
HCP61 Pseudomonas aeruginosa SIM, OXA-48 

HCP72 Escherichia coli TEM, CTX, NDM, SIM, OXA-48 

HCP1251 Pseudomonas aeruginosa CTX, SPM, GES, SIM, OXA-48 

HCP921 Klebsiella oxytoca GES 
HCP796 Staphylococcus epidermidis  

HCP127 Staphylococcus warneri  

HCP111 Staphylococcus aureus  

HCP1168 Acinetobacter baumannii SHV, TEM, SPM, GES 
HCP333 Serratia marcescens TEM, CTX, KPC, SPM, OXA-48, OXA-58 

HCP264 Klebsiella pneumoniae CTX, KPC, NDM, GES, SIM,  

HCP467 Streptococcus salivarus   
HCP604 Enterococcus faecalis mecA 

HCP682 Escherichia coli TEM, OXA-48 

HCP747 Pseudomonas aeruginosa KPC, SIM, OXA-48 

HCP835 Salmonella group OXA-48 
HCP952 Staphylococcus aureus mecA 

HCP1326 Acinetobacter baumannii TEM, OXA-48 

HCP1336 Klebsiella pneumoniae TEM 

HCP1220 Pseudomonas aeruginosa TEM, SIM 
HCP1398 Escherichia coli TEM, OXA-48 

HCP49 Escherichia coli TEM, CTX, OXA-48 

HCP263 Klebsiella pneumoniae CTX, KPC, NDMSIM, OXA-48 

HCP419 Acinetobacter baumannii OXA-48 
HCP04 Enterococcus faecium vanA 

HCP223 Staphylococcus aureus mecA 

HCP109 Staphylococcus epidermidis mecA 

HCP327 Klebsiella pneumoniae SIM, OXA-48 
HCP480 Staphylococcus aureus  

HCP526 Escherichia coli TEM, CTX, NDM, GES, SIM, OXA-48 
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Tabela 3 - Perfil de resistência frente aos isolados bacterianos em pacientes com câncer. 
Gram-negativos (14) Escherichia coli  (11) Klebsiella spp  (7) Pseudomonas spp  (3) Acinetobacter 

baumannii  

(2) Serratia 

marcencens  

(1) Salmonella 

Ác. Nalidixico  6 (42,8%) 2 (18,2%)   1 (50%)  

Amicacina    3(42,8%)  2 (100%) 1 (100%) 
Amocilina /clavulanico  1 (9%)   2 (100%)  

Ampicilina  11 (78,5%) 11 (100%)   2 (100%)  

Ampicilina/sulbactam  2 (14,28) 1 (9%)  1 (33,33%)   

Cefalotina  4 (28,5%) 3 (27,3%)   2 (100%) 1 (100%) 
Cefepime  4 (28,5%) 4 (36,3%) 3(42,8%) 2 (66,6%) 2 (100%)  

Ceftriaxona 4 (28,5%) 4 (36,3%)   2 (100%)  

Cefuroxima 4 (28,5%) 4 (36,3%)   2 (100%) 1 (100%) 

Cefoxitina  1 (9%)     
Ceftazidima 1 (7,14%) 1 (9%)  2 (28,6%) 1 (33,33%)   

Ciprofloxacina 5 (35,7%) 3 (27,3%) 3(42,8%) 2 (66,6%)   

Ertapenem  1 (9%)   1 (50%)  

Gentamicina 2 (14,28%) 2 (18,2%) 3(42,8%)   1 (100%) 
Meropenem  1 (9%)  3 (42,8%) 2 (66,6%) 1 (50%)  

Imipenem  1 (9%) 2 (28,6%) 1 (33,33%)   

Norfloxacina 4 (28,5%) 2 (18,2%) 1 (14,3%)    

Piperaciclina/tazobactam  2 (18,2%) 3 (42,8%) 2 (66,6%) 1 (50%)  
Tigeciclina   4 (57,1%)    

Sulfametoxazol/trimetoprim 3 (21,4%) 1 (9%)     

Gram-positivos (5) Staphylococcus 

aureus   

(6) Staphylococcus 

coagulase negativo 

(1) Enterococcus 

faecium  

(1) Enterococcus 

faecalis 

  

Gentamicina 2 (40%) 2 (33,33%     

Sulfametoxazol/trimetroprim 2 (40%) 1 (16,6%)     

Clindamicina 2 (40%) 1 (16,6%)     

Eritromicina 2 (40%) 3 (50%)     
Oxacilina 3 (60%) 3 (50%)     

Penicilina 2 (40%) 2 (33,33%)     

Rifampicina 1 (20%) 2 (33,33%)     

Vancomicina   1 (100%)    

Levofloxacina 2 (40%) 1 (16,6%)     

Ampicilina   1 (100%)    
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7.3 Artigo 3. (Relato de caso publicado na Revista Brazilian Journal of Health Review – B2)  

 

Tratamento com daptomicina em infecção da corrente sanguínea por Enterococcus 

resistente a vancomicina em paciente com câncer de cólon: desfecho óbito  

 

RESUMO 

Introdução: Infecção da corrente sanguínea (ICS) por Enterococcus resistente à vancomicina 

(VRE) é uma complicação grave em pacientes com tumor sólido. Objetivo: Descrever o aspecto 

clínico e molecular do isolado Enterococcus resistente a vancomicina em paciente com tumor 

de cólon. Métodos: O isolado de VRE foi identificado e analisado quanto ao perfil 

antimicrobiano a partir de hemocultura processado por método automatizado vitek®, 

posteriormente foi submetida para a detecção do gene de resistência à vancomicina, vanA. 

Resultado: O isolado Enterococcus faecium apresentou resistência à amicacina, eritromicina e 

vancomicina. O gene VanA foi identificado e iniciado o tratamento com teicoplanina seguida 

de daptomicina sem sucesso a paciente evoluiu a óbito.  

Palavras-chave: Enterococcus faecium, VRE, VanA, Bacteremia, Câncer  

INTRODUÇÃO  

Enterococcus faecium tem sido classificado como o segundo mais importantes patógeno 

nosocomial em todo o mundo1. Infecção da corrente sanguínea (ICS) por Enterococcus 

resistente à vancomicina (VRE) é uma complicação grave em populações 

imunocomprometidas2.  VRE tem sido uma das principais causas de infecção na corrente 

sanguínea após transplante de células tronco hematopoiéticas3. Além disso, Enterococcus 

faecium resistente a vancomicina tem sido comum em pacientes com malignidades 

hematológicas4 e tumor sólido5. E. faecium tem sido associado a infecção enterococica e 

colangite bacterêmica em pacientes com tumor sólido6.  

A incidência de E. faecium portadores do gene vanA varia de 25%7 a 72,7%8.  

Estudos demonstraram que o uso de dispositivos de acesso venoso central, neutropenia, 

transplante hematopoiético alogênico, cateterismo urinário e duração da terapia com 

metronidazol foram fatores de risco9,10. 

Aqui demonstramos uma infecção na corrente sanguínea por Entecococcus faecium 

resistente a vancomicina abrigando o gene VanA, a caracterização do perfil de resistência do 
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isolado, o tratamento e no desfecho clínico em infecção na corrente sanguínea de paciente com 

tumor sólido.   

RELATO DE CASO 

Uma mulher de 77 anos, nascida em Pernambuco, Brasil, foi admitida dia 13 de janeiro 

de 2020, relatando alguns sintomas, tais como, perda de peso, tosse seca, anemia, cólica, 

distagia, dor no estômago e azia. Diagnosticada com câncer de cólon ascendente, paciente foi 

submetida à uma biopsia da lesão ulcerada em cólon ascendente, evidenciando um carcinoma 

mal diferenciado com ampla infiltração da mucos, com ulceração e com permeação para vaso 

linfático. Paciente realizou uma ressecção alargada do tumor de intestino (colectomia) e uma 

laparotomia explorada nos dias 16 e 24 de janeiro respectivamente. Durante a sua internação a 

paciente foi encaminhada para Unidade de Terapia Intensiva (UTI) fez ventilação mecânica, 

traqueostomia, fez uso de droga sedativa (midazolan e fentanil) e droga vasoativa 

(noradrenalina). Paciente fazia uso dos dispositivos, cateter venoso central e periférico, sonda 

vesical de demora (SVD) e dispositivo tubo orotraqueal (TOT). A cultura de líquido ascítico 

evidenciou Candida spp. coletada dia 25/01, swab retal foi negativo. Paciente foi tratada com 

anidulafungina 100 mg + 100 ml SF EV 24/24h em 1H DO por 15 dias. Paciente desenvolveu 

um quadro de bacteremia no dia sete de fevereiro por Enterococcus spp resistente à 

vancomicina. O teste de suscetibilidade mostrou resistência também à ampicilina e eritromicina 

(tabela1). Foram realizados outros testes para a confirmação, tais como teste de identificação e 

antibiograma por testes bioquímicos automatizados e cartões Vitek GPI e teste molecular para 

a detecção do gene VanA. A paciente teve um episódio de febre, apresentando neutropenia, 

com neutrófilos 89,2/mm³, contagem de leucócitos de 17570/mm³, hemoglobina de 9,5 g/dL e 

plaquetas 83.000/mm³, no qual realizou transfusão de hemocomponentes. Iniciou terapia com 

teicoplanina (400 mg +100 ml EV 24/24 h em 1H DO) por 15 dias. A daptomicina (500 mg + 

100 ml SF0,9% 24/24h foi administrada no dia 13/02 por um período de 10 dias. Os testes 

automatizado e molecular revelaram E. faecium resistente à vancominica codificando o gene 

VanA. A paciente não obteve melhora clínica, desenvolvendo choque séptico, evoluindo para 

óbito no dia 22/02/20 com 39 dias de internamento.   
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Tabela 1 - Perfil antimicrobiano de E. faecium isolado de bacteremia de paciente 

com câncer  

Antimicrobiano Resultado MIC (µg/ml) 

Clindamicina S 0,50 

Ampicilina  R >32,00 

Tigeciclina S <=0,12 

Daptomicina S <=0,12 

Eritromicina R >=8,00 

Gentamicina S <=0,50 

Tetraciclina S <=0,12 

Trimetoprima/Sulfametoxazol S <=10,00 

Vancomicina R >=32,00 

Teicoplanina S 1,00 

Linezolida S 2,00 

(S) sensível, dosagem padrão, (R) resistente. Os valores numéricos expressam a concentração 

inibitória mínima (CIM).  

PESQUISA DO GENE DE RESISTÊNCIA  

O DNA genômico foi isolado usando o kit Relia Prep mini kit (Promega) de acordo com 

as instruções do fabricante. O gene de resistência VanA foi obtido através da Reação em Cadeia 

de Polimerase (PCR) utilizando os primers VanA-F (5’- CATGACGTAATCGGTAAAATC-

3’) e VanA-R (5’- ACCGGGCAGRGTATTGAC-3’) com tamanho de fragmento de 732 pb. E 

os primers mecA-F (5’– AAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACC-3’) e mecA-R (5’– 

GAAAGGATCTGTACTGGGTTAATCAG – 3’) com tamanho de fragmento de 147pb. O 

protocolo de PCR usado na reação foi o kit de reagente PCR Master Mix TopTaq (Qiagen). A 

reação volume total, 25 µl) consiste em: Master Mix (10x PCR buffer, 15 mM MgCl2, 200µM 

de cada dNTP e 1,25 U TopTaq DNA polimerase) 10 µM de cada primer. A PCR foi realizada 

usando o instrumento B-raid (USA). As condições de reação foram: pre-desnaturação a 94°C 

por três min, seguida de 35 ciclos de amplificações de 94°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 

um min, com uma extensão final de 72°C por 10 min (Figura 1).  
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Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% corada com Brometo de etídio para visualização 

das bandas dos amplicons.  

 

 

Linha 1 – 2, amostra de paciente testada para gene vanA e mecA respectivamente, linha 3 - 

controle positivo para o gene mecA, linha 4 – controle positivo para o gene VanA, linha 5 – 

6 são controles negativos para o gene mecA e VanA.  

 

DISCUSSÃO 

Este estudo descreve as características microbiológicas, epidemiológicas e molecular de 

um isolado clínico de VRE obtido de infecção na corrente sanguínea de paciente com câncer 

em um hospital de referência no Estado de Pernambuco, Brasil. Durante a internação para tratar 

o tumor de cólon, a paciente adquiriu infecção fungica por Candida spp do fluido peritoneal, 

tratada com sucesso com anidulafungina. Em seguida a paciente desenvolveu infecção na 

corrente sanguínea por Enterococcus faecium resistente à amipicila, eritromicina e 

vancomicina. Apesar de fazer parte da microbiota intestinal, Enterococcus resistentes à 

vancomicina podem expandir-se rapidamente para regiões mais densas no trato gastrointestinal, 

persistindo por dias após a interrupção da administração de antibióticos11, a translocação 

bacteriana é favorecida pelo aumento na permeabilidade da mucosa do cólon lesado e atua como 

fator de risco para bacteremia12, isso justifica a cultura de swab retal ter sido negativa, apesar 

do resultado positivo da hemocultura.  

A resistência a vancomicina pela cepa Enterococcus foi confirmada pelo genótipo que 

abrigava a variante VanA, classificada como a variante mais frequentemente encontrada em E. 

faecium13,14.     

Daptomicina foi administrado para o tratamento de bacteremia sem êxito. Pacientes que 

receberam daptomicina como tratamento de infecção contra VRE tiveram uma taxa de 

letalidade de 33%15. Tratamento infecções da corrente sanguínea por Staphylococcus aureus 

com daptomicina em infecções de pele e tecidos moles tem sido amplamente utilizado. No 

1    2     3    4     5   6               PM 

735 pb 
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entanto, a eficácia da daptomicina no tratamento da ICS em Enterococcus resistente à 

vancomicina ainda não está bem estabelecida15. Embora o tratamento mais indicado para VRE 

seja linezolida, teicoplanina ou daptomicina16,17. Linezolida tem sido associada a um risco 

significativamente maior de falha do tratamento e letalidade em comparação com a 

daptomicina18. Em contrapartida, pacientes tratados com daptomicina têm sido associados a 

maior mortalidade em 14 e 28 dias e menores taxas de erradicação microbiana do que os 

pacientes tratados com linezolida19. Estudos apontam que a daptomicina mostram resultados 

comparáveis com linezolida, no entanto, altas doses devem ser consideradas para pacientes com 

bacteremia VRE20.   

Diante disso, estudos mostram que além de antibióticos, comensais produtores de 

lantibióticos do trato gastrointestinal podem reduzir a colonização por VRE ou a utilização de 

cepas Blautia producta e Clostridium bolteae para restaura a resistência de colonização contra 

VRE21,22. O uso de bactérias probióticas comensais no transplante fecal têm sido utilizadas 

como estratégias contra VRE.     

Maior gravidade da doença e tratamento inadequado tem sido associados com aumento da 

mortalidade19.  Tem sido documentado uma tendência de aumento da mortalidade para aqueles 

tratados com daptomicina17,18,19. 

Enterococcus resistentes à vancomicina representam uma séria ameaça ao público em 

geral, especialmente aos pacientes hospitalizados com câncer, elevando a taxa de 

mortalidade. O tumor de cólon ascendente pode ter sido um predisponente para a infecção e o 

agravo do desfecho.  A vigilância de microrganismos e resistência aos antimicrobianos é crucial 

para reduzir a mortalidade.    
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7.4 Artigo 4 (Relato de caso publicado na Revista Research, society and Development - A3)   

Coexistência de blaTEM, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e blaOXA-48 em isolados de infecção 

polimicrobiana da corrente sanguínea de uma paciente com leucemia mieloide aguda  

 

 

Resumo  

 

As infecções da corrente sanguínea estão entre as complicações mais frequentes e graves em 

pacientes com malignidades hematológicas. Paciente diagnosticada com leucemia mieloide 

aguda foi admitida no hospital para indução da quimioterapia, desenvolveu vários episódios de 

neutropenia febril. Apresentou infecção na corrente sanguínea por pelo menos quatro cepas de 

bactérias Gram-negativas, dentre elas, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella 

pneumoniae, e Acinetobacter baumanii. A maioria apresentou resistência à ampicilina, 

cefepime, ceftriaxona, ciprofloxacino e sulfametoxazol/trimetoprim. Foram detectados blaTEM 

e blaSIM em P. aeruginosa, blaTEM, blaCTX e blaOXA-48 em E coli, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM 

e blaOXA-48 em K. pneumoniae e blaOXA-48 em A. baumannii. A paciente foi tratada com 

meropenem por 10 dias, não progredindo dos episódios de febre evoluiu a óbito.   

 

Palavras-chave: Infecção polimicrobiana, Carbapenemases, β-Lactamase, Malignidade 

hematológica  

 

Introdução 

 

A epidemiologia da infecção da corrente sanguínea em pacientes com câncer 

hematológico tem mudado ao longo do tempo. As infecções por bactérias Gram-negativas são 

cada vez mais proeminentes em doentes com malignidades hematológicas associadas à 

resistência antimicrobiana (Pagano et al., 2014).   

As infecções bacterianas gram-negativas multirresistentes são uma causa crescente de 

mortalidade na leucemia mielóide aguda (LMA), comprometendo o sucesso da terapia 

antineoplásica (Castañón et al., 2019).  Os pacientes com infecção da corrente sanguínea (BSI), 

particularmente aqueles com bactérias multirresistentes (MDR), têm um maior risco de 

mortalidade (Islas-Muñoz et al., 2018). Como resultado, a taxa de mortalidade em doentes com 

neoplasias hematológicas aumenta com as infecções da corrente sanguínea. As infecções da 

corrente sanguínea em Enterobacteriaceae resistentes a carbapenem aparecem em pacientes 

com neoplasias hematológicas malignas e estão associadas a uma terapia empírica inicial 

ineficaz, longos atrasos na administração de antimicrobianos ativos e altas taxas de mortalidade 

(Satlin et al., 2013).    



124 
 

A bacteremia devida a infecções polimicrobianas é incomum, contudo, já foi relatada 

como sendo causada por Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa 

multiresistente (Khan et al., 2020; Dumont et al., 2020), especialmente em pacientes com 

Câncer (Royo-Cebrecos et al., 2017; Agrawal et al., 2019).    

Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae são mais frequentes (58,0% e 22,9%, 

respectivamente) em pacientes com malignidades hematológicas (Mert et al., 2019). A 

incidência de infecções da corrente sanguínea foi documentada em pacientes colonizados por 

MDR (25,7%) em pacientes com malignidades hematológicas, mostrando uma propensão para 

desenvolver BSIs por Klebsiella e Enterobacter (Cattaneo et al., 2018). Exposição prévia a 

antibióticos tem sido fator de risco para bacteremia por Klebsiella pneumoniae produtora de 

beta-lactamase de espectro estendido (ESBL-KP) em pacientes com câncer (Nham et al., 2020). 

No Brasil, a incidência de BSI por bactérias Gram-negativas (BGN) atinge 24,1%, de BSI por 

BGN multirresistente ou infecção polimicrobiana cai para 3,9% (Rosa; Goldani, 2014).  

 

Metodologia  

 

Conduzimos um relato de caso em um centro de referência para pessoas com câncer em 

Pernambuco, Brasil. Analisamos todos os episódios consecutivos de infecção da corrente 

sanguínea em pacientes com câncer. Informações sobre características de base, características 

clínicas foram recolhidas prospectivamente a partir de registros médicos. E a etiologia, 

susceptibilidade antimicrobiana, terapia antibiótica empírica e genes de resistência foram 

determinados através de testes fenotípicos e moleculares. O estudo foi aprovado pelo Comité 

de Ética em Pesquisa do Hospital do Câncer de Pernambuco. 

 

Relato de caso 

 

Uma mulher de 24 anos de idade com leucemia mieloide aguda subtipo M3 – LMA-M3 

(leucemia promielocítica) deu entrada no setor de hematologia do hospital do Câncer de 

Pernambuco no dia 20/01/20 para iniciar o primeiro ciclo de tratamento quimioterápico com 

daunorrubicina e citarabina, sem nenhuma comorbidade fez uso de sulfametoxazol + 

trimetoprima e aciclovir profiláticos. A paciente apresentou dispnéia associada com febre e 

tosse produtiva, necessitando de oxigenação suplementar. Foi iniciado ceftriaxona 2g/dia (D7) 

e azitromicina 500mg/dia (D5). Durante o internamento a paciente apresentou vários picos de 

neutropenia febril, o primeiro episódio de febre foi dia 05/02/20 com 38,2°C. O segundo 
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episódio foi dia 14/02/20 com 38,4°C e o terceiro episódio dia 17/02/20 com 38,4ºC. Foram 

registrados mais de três episódios de NF ao longo do internamento.  Fez uso de 300 mcg (30 

UM/mL) de granulokine durante o internamento.   

Os exames de hemograma completo apresentaram intensa leucopenia, plaquetopenia de 

acordo com os valores de hemoglobina 7,9 g/dL, contagem de leucócitos de 220/mm³, 

neutrófilos 201/mm³ e plaquetas de 23.000/mm³. Apresentando queda nos valores de hemácias 

2,59, hemoglobina 7,5 g/dL, leucócitos 150/mm³, neutrófilos 38/mm³, e plaquetas 12.000/mm³. 

Os exames bioquímicos laboratoriais mostraram teores séricos de 143 mEq/L de sódio (Na+), 

3,7 mEq/L de potássio (K+), 100 mEq/L de cloreto (Cl-), 2,1 mEq/L de magnésio (Mg++) e 31,6 

mg/dL de Proteína C reativa. Outros exames foram solicitados como ferritina, 1650ng/mL, ferro 

63µg/dL, transferitina 103mg/dL, fibrinogênio 412mg/dL. A sorologia para HBV, HCV, CMV, 

EBV, HIV, Herpes I e II, VDRL, todos foram negativos. A tomografia computadorizada do 

tórax mostrou um pequeno derrame pleural bilateral em maior grau à direita, atelectasia 

compressiva de segmento pulmonares adjacentes ao derrame. Não foi evidenciado opacidade 

em vidro fosco ou consolidações de permeio ao parênquima que permitam configurar doença 

de natureza infecciosa pulmonar detectável pelo método. Nos cortes de transição com o abdome 

superior observou-se hepatomegalia homogênea, sem lesões detectáveis de permeio ao 

parênquima.  

A cada episódio de neutropenia febril foi realizado uma coleta de sangue para 

hemocultura. Após a coleta de sangue para testes de cultura e suscetibilidade antimicrobiana 

foi administrado terapia empírica de meropenem e vancomicina por 10 dias, alem disso 

anidulafungina foi administrado pelo mesmo período. A paciente neutropênica febril com 

comprometimento importante do estado geral realizou duas transfusões de hemocomponentes. 

O resultado da hemocultura revelou infecção polimicrobiana com a presença de Pseudomonas 

aeruginosa e Escherichia coli no primeiro dia de coleta 05/02/20. O antimicrobiano meropenem 

foi mantido com o resultado da cultura. No dia 14/02/20 a paciente apresentou o segundo pico 

de NF com 38,4°C, cujo resultado da hemocultura revelou a presença de Klebsiella pneumoniae 

e Escherichia coli na corrente sanguínea. No terceiro pico de NF (38,4°C) dia 17/02/20 foi 

evidenciado Acinetobacter baumanii. Paciente ainda apresentou >3 episódios de NF.  

A identificação das espécies foi realizada por teste automatizado e testes bioquímicos. 

Os genes de resistência foram detectados pela técnica molecular (tabela 1). E o perfil 

antimicrobiano foi realizado pela concentração mínima inibitória (CIM) (tabela 2).   

Após o diagnóstico, a terapia foi ajustada de acordo com o perfil antimicrobiano, com 

isso, foi mantido o uso de meropenem, porém a paciente a paciente evoluiu para óbito em 
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função da gravidade de seu estado de saúde em decorrência de choque séptico, neutropenia 

febril, pneumonia e leucemia mieloide aguda.  

O Consentimento informado por escrito para a publicação de seus detalhes clínicos e 

foram obtidas dos pais do paciente. Uma cópia do formulário de consentimento está disponível 

para revisão pelo Editor desta revista. 

  

Perfil de suscetibilidade antimicrobiana  

 

O teste de suscetibilidade antimicrobiana foi testado por método de fusão em disco e 

por microdiluição pela mínima concentração inibitória. A maioria dos isolados foram 

resistentes à ampicilina, azitromicina, ceftazidima, ciprofloxacino, ceftriaxona e tetraciclina. E 

todos apresentaram resistência ao sulfametoxazol/trimetoprim pelo método difusão em disco 

(tabela 1). A resistente à ampicilina, cefepima, ceftriaxona, ciprofloxacino e 

piperacilina/tazobactam foi detectada pela mínima concentração inibitória na maioria dos 

isolados (tabela 2).     

 

Detecção dos genes de resistência β-lactamase de Espectro Estendido (ESBL) e metalo-β-

lactamase (MβL) 

 

Os isolados bacterianos foram identificados e por testes automatizados e testes 

bioquímicos, em seguida foram subcultivados em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 37ºC a 

24horas, para realização da extração de DNA e amplificação por Reação em Cadeia de 

Polimerase (PCR) para detecção dos genes de resistência.  

A extração do DNA foi realizada pelo método de lise em ebulição. A suspensão de 

células de uma cultura durante a noite foi fervida a 100°C por 10 min e imediatamente mantida 

a -20°C por pelo menos 6 h. O sobrenadante foi utilizado como modelo para amplificação por 

PCR e foi armazenado a -20°C.  

A presença de gene codificadores de ESBL foi detectada por PCR monoplex usando 

iniciadores específicos para blaSHV, blaTEM, blaCTX foi realizada utilizando o seguinte protocolo 

para a amplificação; desnaturação inicial 95ºC a 5 min, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 

95ºC a 1 min, anelamento 60ºC a 1 min e extensão 72ºC a 1 min. Foi realizada uma etapa de 

extensão final a 72ºC a 10 min, para cada um dos genes estudado. E a presença de genes 

codificadores de MβL foi detectada por PCR usando iniciadores específicos para blaSPM, 

blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC, blaGIM e blaSIM, utilizando o seguinte protocolo para a 

amplificação; desnaturação inicial 95ºC a 5 min, seguidos de 25 ciclos de desnaturação 95ºC a 
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1 min, anelamento 60ºC a 1 min e extensão 72ºC a 1 min. Foi realizada uma etapa de extensão 

final a 72ºC a 10 min.   

As cepas foram também submetidas a PCR para detecção de carbapenemases de classe D, 

como a oxacilinase (blaOXA-48, blaOXA-58), utilizando o seguinte protocolo para a amplificação; 

desnaturação inicial 94ºC a 5 min, seguidos de 30 ciclos de desnaturação 94ºC a 

45 seg, anelamento 52ºC a 45 seg e extensão 72ºC a 1 min. Foi realizada uma etapa de extensão 

final a 72ºC a 6 min.   

 

No primeiro episodio de neutropenia febril, a hemocultura evidenciou dois isolados 

bacterianos na mesma amostra carregando os genes blaTEM em ambos isolados de P. aeruginosa 

e E. coli. Os genes blaSIM e blaOXA-48 também foi detectado nas espécies, respectivamente.  

No segundo episodio de NF, dois microrganismos foram detectados a presença de blaKPC 

e blaNDM, blaSIM, blaOXA-48 e blaCTX coabitando K. penumoniae e a presença dos genes blaTEM, 

blaCTX em E. coli. A detecção genotípica dos isolados revelou a presença de pelo menos dois 

genes de resistência para os isolados bacterianos.   

Acinetobacter baumanii oxacilinase (blaOXA-48) resistente foi isolado no terceiro 

episodio de NF. Nenhum dos isolados continha blaSHV, blaSPM, blaGIM, blaGES, blaIMP e blaVIM. 

A distribuição dos genes codificadores de ESBL e MβL é dada na tabela 1.   

  

 

Tabela 1 – Identificação bacteriana e distribuição dos genes de resistência isolados de paciente 

com linfoma mieloide aguda. 
Data CÓDIGO Espécie isolada Genes Resistencia 

antimicrobiana por 

disco difusão 

05/02/20 1220 Pseudomonas aeruginosa  blaTEM, blaSIM SUT 
05/02/20 1398 

 

 

Escherichia coli blaTEM, blaOXA-48 ATM, CFL, 

CRO, AMC, 

SUT, TET 
14/02/20 49 

 

 

 

 

Escherichia coli   blaTEM, blaCTX AMP, CPM, 
CFL, CAZ, CIP, 

AMC, PPT, 

SUT 

 
14/02/20 263 

 

 
 

Klebsiellapneumoniae blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e 

blaOXA-48 

AMP, ATM, 

CPM, CAZ, 

CIP, SUT, TET 
 

17/02/20 419 

 

 

Acinetobacterbaumanii blaOXA-48 AMI, CAZ, 

CRO, CIP, IPM, 

MER, SUT 
AMI – Amicacina, AMP – Ampicilina, ATM – azitromicina, CFL – Cefalotina, CPM – Cefepime, CRO – Ceftriaxona, CAZ – Ceftazidima, 

CIP – Ciprofloxacino, MER – Meropenem, IPM – Imipenem, PPT - Piperacilina + Tazobactam, SUT - Sulfametoxazol + Trimetoprim. 
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Discussão 

 

Embora infecção polimicrobiana seja menos frequente em pacientes com malignidades 

hematológicas7, o risco de mortalidade é alto nesses pacientes. O tratamento quimioterápico 

pode induzir o quadro de neutropenia e febre, com isso podem diminuir temporariamente os 

níveis de leucócitos, neutrófilos e plaquetas no sangue, aumentando o risco de infecção8.   

Infecções na corrente sanguínea de pacientes com neoplasia hematológica tem sido 

frequentemente causada por Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC)1, Pseudomonas 

aeruginosa9 e Acinetobacter baumannii10, como descrito em nosso estudo. A resistência a beta 

lactâmicos e carbapenemases tem sido comumente relatada nesses pacientes11. 

A terapia empírica adequada e precoce é um fator crucial para aumentar a sobrevida desses 

pacientes. Em um estudo em Hunan, China12, a taxa de terapia antimicrobiana inicial 

inadequada foi classificada como fator de risco para mortalidade precoce em pacientes com 

malignidades hematológicas associados à neutropenia febril causada por GN-BSI.   

A profilaxia com sulfametoxazol/trimetoprima não reduziu a incidência de infecção por 

bactérias gram-negativas, em contrapartida o estudo de Castañón e colaboradores, (2019)2 a 

fluoroquinolona reduziu significativamente a incidência de espécies de Klebisella pneumoniae 

produtoras de carbapenemase e de GNB, resultando em uma redução da mortalidade em pacientes 

com leucemia miloide aguda.  

A resistência à cefepima foi amplamente detectada em isolados de hemocultura da 

paciente, resultado semelhante foi observado por Chong e colaboradores (2010)13. Embora a 

utilidade de cefepima e piperacilina-tazobactam como terapia empírica para bacteremia por 

Enterobactericeae em pacientes com malignidade hematológica seja amplamente conhecida em 

nossa região, a maioria dos isolados apresentaram resistência a estes, dificultado as opções 

terapêuticas. A terapia empírica com cefepima ou piperacilina-tazobactam ajustado para 

carbapenêmicos no início do tratamento, não foi atrelado ao aumento da mortalidade, conforme 

documentado em outro estudo14. 

O meropenem foi utilizado para tratamento empírico das infecções. A eficácia do 

meropenem foi avaliada em um estudo no Japão15 com neutropenicos febris (81,8%), pacientes 

com malignidade hematológica (79,2%) e com tumor sólido (91,8%). O aumento do uso de 

cefalosporina de 4ª geração levou ao aumento da resistência, que muitas vezes é expressa com 

resistência a outras classes de antibióticos necessários no tratamento de pacientes febris com 

malignidades hematológicas como cefalosporinas de espectro estendido e carbapenêmicos.  
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Conclusão  

 

Em conclusão, apresentamos um caso de infecção persistente da corrente sanguínea 

polimicrobiana num doente com leucemia mielóide aguda causada por bactérias gram-

negativas resistentes a β-lactamicos e carbapenemases. O tratamento empírico com cefepime 

ou meropenem tem sido rotineiramente utilizado nestes casos. Nas últimas culturas recolhidas 

para diagnóstico, tem sido observada resistência ao meropenem. O uso extensivo de antibióticos 

activos contra Enterobactericeae resistentes às carbapenemases deve ser evitado, e combinações 

de antibióticos empíricos activos contra as carbapenemases podem ser sugeridas como 

tratamento em doentes com malignidades hematológicas em neutropenia febril. Devem ser 

produzidos novos antibióticos, bem como a combinação de produtos farmacêuticos pode ser 

utilizada para minimizar a resistência antimicrobiana. 
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Tabela 2 - Concentração Inibitória Mínima (CIM) de isolados bacterianos de infecção na corrente sanguínea de paciente com linfoma mieloide 

agudo. 

 NAL AMI AMP ASB CFL CPM CRO CFO CAZ CRX CIP GEN ERTAP MER IPM NOR PPT 

1220  S (≤2,00)    S (2,00)     S (≤0,25) S (≤1,00)  S (≤0,25)  S (≤0,50) S (8,00) 

1398 R (≥32,00) S (≤2,00) R 

(≥32,00) 

 R 

(≥64,00) 

R (8,00) R (≥64,00)   R (≥64,00) R (≥4,00) R (≥16,00) S 

(≤0,50) 

S (≤0,25)  R (≥16,00) 

 

S (≤4,00) 

49 R (≥32,00) S (≤2,00) R 

(≥32,00) 

 R 

(≥64,00) 

R (8,00) R (≥64,00)   R 

(≥64,00), 

R (≥4,00) S (≤1,00) S 

(≤0,50) 

S (≤0,25)  R (≥16,00) I (64) 

 

263  S (≤2,00) R 

(≥32,00) 

R (≥32,00)  R (≥64,00) R (≥64,00) R 

(≥64,00) 

R 

(≥64,00) 

 R (≥4,00) S (≤1,00) R 

(≥8,00) 

R 

(≥16,00) 

R 

(8,00) 

 R (≥128,00) 

419  I (32,00)    R (32,00)     R (≥4,00) S (≤1,00)  R 

(≥16,00) 

  R (≥128,00) 

(S) sensível, dosagem padrão, (I) sensível aumentando exposição, (R) resistente. Os valores numéricos expressam a concentração inibitória mínima (CIM)  

NAL- Ácido Nalidíxico, AMI – Amicacina, AMP – Ampicilina, ASB - Ampicilina + Sulbactam, CFL – Cefalotina, CPM – Cefepime,  CRO – Ceftriaxona, CFO – Cefoxitina, CAZ – Ceftazidima, CRX – 

Cefuroxima, CIP – Ciprofloxacino, GEN – Gentamicina, ERT – Ertapenem, MER – Meropenem, IPM – Imipenem, NOR – Norfloxacin, PPT - Piperacilina + Tazobactam.  
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8 CONCLUSÕES 

 

- Nesta população houve maior ocorrência de ICS em mulheres com idade média de 49 anos. 

Tumores sólidos foram mais frequentes que hematológicos, e parece ter estado relacionado a 

inserção de cateteres venosos e procedimentos cirúrgicos, tendo sido HAS e diabetes mellitus 

as principais comorbidades relacionadas; 

  

- Os BGN mais frequentes foram Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas 

aeruginosa. Em cinco casos observado ocorreu infecções polimicrobianas e esteve relacionada 

à neutropenia e a presença de cateter venoso;    

 

- Em quatro amostras, foram isoladas espécies de Candida spp. que apresentaram resistência à 

voriconazol e a fluconazol;  

  

- Elevadas taxas de resistência a antimicrobianos que foram confirmados pela presença de genes 

em isolados bacterianos. O perfil antimicrobiano revelou que a maioria dos BGN foram 

resistentes à ampicilina e cefepima. Entre os CGP, a maioria foram resistentes à meticilina, 

eritromicina, gentamicina e à sulfametoxazol/trimetoprim.   

 

- Os genes de resistência a β-lactamases de amplo espectro blaTEM e blaCTX foram mais 

frequentes.  As carbapenemases blaSIM, blaGES, blaKPC e blaNDM foram frequentemente 

identificadas em isolados Gram-negativos. O gene mecA foi observado em aproximadamente 

metade dos isolados de bactérias Gram-positivos e um isolado carreava o gene VanA. Houve a 

coexistência de blaTEM, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e blaOXA-48 em infecção polimicrobiana 

da corrente sanguínea; 

   

- Alta frequência de carbapenemases em enterobacteriales isolados de infecção de corrente 

sanguínea de pacientes com câncer, incluindo blaOXA-48 em Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae; 

 

- A análise multivariada usando regressão logística apontou que comorbidades (P=0,002) 

estiveram associadas com ICS causadas por bactéria MDR;  

 

- O estudo evidenciou alta taxa de mortalidade, principalmente morte por sepse em pacientes 

oncológicos com ICS, embora não tenha sido associado estatisticamente como fator de risco no 

modelo de regressão.    

 

- O custo médio hospitalar relativamente alto neste estudo se deve ao tempo prolongado de 

internamento principalmente em pacientes com câncer hematológicos.    
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APÊNDICE A - FICHA DE COLETA DE DADOS CLÍNICOS E EPIDEMIOLÓGICOS 
DOS PACIENTES COM MALIGNIDADES  

 

SAME: 

 

Unidade de internamento:  

NOME: 

 

 

RAÇA:  

 

Data de nascimento: ____/____/_________ 

 

CÂNCER:  

QUIMIOTERAPIA:                                                                                                   Ciclo:  

RADIOTERAPIA:  

Fez uso de Granulokine:  

 (     ) sim           (     ) não 

Uso de ATB antes bacteramia:  

 

ATB _______________________________________________________________________ 

Aciclovir (     ) 

Fluconazol (     ) 

Uso de dispositivo: (     ) CVC        (     ) CTI           (      ) CVP              (      ) ____________ 

Neutropenia Febril:                                

______°C      data do episódio  ____/____/_______ 

______°C      data do episódio ____/____/_______ 

______°C      data do episódio ____/____/_______ 

Tratamento de ATB pós coleta:             ATB por  ______ dias  

Qual ATB:  

 

 

Hemograma completo atual:   

Data do exame   ____/_____/________ 

Hb _________ 

Leuc ________ 

Segm ________ 

Plaq __________ 

Fez transfusão de hemocompetentes?                                    

 (     ) sim                 (     ) não         data da transfusão ____/_____/__________ 

Data de admissão hospitalar: 

____/_____/__________ 

Data de alta hospitalar: 

____/_____/__________ 

Data de UTI:  

____/____/________ 

Data de alta da UTI: 

____/_____/_______ 

Óbito :  
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(      ) sim          (      ) não            data de óbito  ____/_____/________ 

Causa do Óbito : _________________________________________________________________ 

Óbito em 30 dias de internação  

Óbito por sepse / choque séptico (letalidade) 

Comorbidades:  

 

(     ) HAS 

(     ) DM 

(     ) DPOC 

(     ) Doença cardíaca 

(     ) Doença hepática  

 

(     ) Doença neurológica  

(     ) Doença de Ap gastrointestinal 

(     ) Doença Renal crônica  

(     ) Doença urinária  

(     ) HIV/aids  

(     ) Outras  

Custo hospitalar atual:  

Valor: R$ _____________  (     ) internação c/ quimioterapia 

                                             (     ) Consultas e avaliação  

                                             (     ) Diarias  

                                             (      ) cateter  

                                             (      ) Atendimento transfusionais 

                                             (     ) Exames pré-transfusionais  

                                             (     ) Atendimento fisioterapêutico  

                                             (     ) ___________________________________________ 

                                             (     ) ___________________________________________ 

                                             (     ) ___________________________________________ 

                                             (     ) ___________________________________________ 

 

Realizou cirurgia em atualmente       (     ) sim                          (     ) não  

 

Qual cirurgia? ___________________________________________________________________ 

 

Data da Cirúrgia: ____/____/________ 

 

Observação importante do paciente:  
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ANEXO A – PARECER CONSUBSTANCIADO DO COMITÊ DE ÉTICA EM 

PESQUISA DA UFPE E DO HCP 
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ANEXO B - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 
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ANEXO C - ARTIGO PUBLICADO – TRATAMENTO COM DAPTOMICINA EM 

INFECÇÃO DA CORRENTE SANGUÍNEA POR ENTEROCOCCUS RESISTENTE A 

VANCOMICINA EM PACIENTE COM CÂNCER DE CÓLON: DESFECHO ÓBITO 

 (publicado na revista Brazilian Journal of Health Review) B2 
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RESUMO 

Introdução: Infecção da corrente sanguínea (ICS) por Enterococcus resistente à vancomicina 

(VRE) é uma complicação grave em pacientes com tumor sólido. Objetivo: Descrever o 

aspecto clínico e molecular do isolado Enterococcus resistente a vancomicina em paciente 

com tumor de cólon. Métodos: O isolado de VRE foi identificado e analisado quanto ao perfil 

antimicrobiano a partir de hemocultura processado por método automatizado vitek®, 

posteriormente foi submetida para a detecção do gene de resistência à vancomicina, vanA. 

Resultado: O isolado Enterococcus faecium apresentou resistência à amicacina, eritromicina 

e vancomicina. O gene VanA foi identificado e iniciado o tratamento com teicoplanina 

seguida de daptomicina sem sucesso a paciente evoluiu a óbito. 

 

Palavras-chave: Enterococcus faecium, VRE, VanA, bacteremia, câncer. 

 

ABSTRACT 

Introduction: Bloodstream infection (ICS) by vancomycin-resistant Enterococcus (VRE) is a 

serious complication in patients with a solid tumor. Objective: To describe the clinical and 

molecular aspect of the vancomycin-resistant Enterococcus isolate in a patient with a colon 

tumor. Methods: The VRE isolate was identified and analyzed for antimicrobial profile from 

blood culture processed by the automated vitek® method, which was subsequently subjected 

to the detection of the vancomycin resistance gene, vanA. Result: 
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The isolate Enterococcus faecium showed resistance to amikacin, erythromycin and 

vancomycin. The VanA gene was identified and treatment with teicoplanin followed by 

daptomycin was unsuccessful and the patient died. 

 

Keywords: Enterococcus faecium, VRE, VanA, bacteremia, cancer. 

 
1 INTRODUÇÃO 

Enterococcus faecium tem sido classificado como o segundo mais importantes 

patógeno nosocomial em todo o mundo1. Infecção da corrente sanguínea (ICS) por 

Enterococcus resistente à vancomicina (VRE) é uma complicação grave em populações 

imunocomprometidas2. VRE tem sido uma das principais causas de infecção na corrente 

sanguínea após transplante de células tronco hematopoiéticas3. Além disso, Enterococcus 

faecium resistente a vancomicina tem sido comum em pacientes com malignidades 

hematológicas4 e tumor sólido5. E. faecium tem sido associado a infecção enterococica e 

colangite bacterêmica em pacientes com tumor sólido6. 

A incidência de E. faecium portadores do gene vanA varia de 25%7 a 72,7%8. Estudos 

demonstraram que o uso de dispositivos de acesso venoso central, 

neutropenia, transplante hematopoiético alogênico, cateterismo urinário e duração da terapia 

com metronidazol foram fatores de risco9,10. 

Aqui demonstramos uma infecção na corrente sanguínea por Entecococcus faecium 

resistente a vancomicina abrigando o gene VanA, a caracterização do perfil de resistência do 

isolado, o tratamento e no desfecho clínico em infecção na corrente sanguínea de paciente 

com tumor sólido. 

 
2 RELATO DE CASO 

Uma mulher de 77 anos, nascida em Pernambuco, Brasil, foi admitida dia 13 de 

janeiro de 2020, relatando alguns sintomas, tais como, perda de peso, tosse seca, anemia, 

cólica, distagia, dor no estômago e azia. Diagnosticada com câncer de cólon ascendente, 

paciente foi submetida à uma biopsia da lesão ulcerada em cólon ascendente, evidenciando 

um carcinoma mal diferenciado com ampla infiltração da mucos, com ulceração e com 

permeação para vaso linfático. Paciente realizou uma ressecção alargada do tumor de intestino 

(colectomia) e uma laparotomia explorada nos dias 16 e 24 de janeiro respectivamente. 

Durante a sua internação a paciente foi encaminhada para Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI) fez ventilação mecânica, traqueostomia, fez uso de droga sedativa (midazolan e 

fentanil) e droga vasoativa (noradrenalina). Paciente fazia 
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uso dos dispositivos, cateter venoso central e periférico, sonda vesical de demora (SVD) e 

dispositivo tubo orotraqueal (TOT). A cultura de líquido ascítico evidenciou Candida spp 

coletada dia 25/01, swab retal foi negativo. Paciente foi tratada com anidulafungina 100 mg 

+ 100 ml SF EV 24/24h em 1H DO por 15 dias. Paciente desenvolveu um quadro de 

bacteremia no dia sete de fevereiro por Enterococcus spp resistente à vancomicina. O teste de 

suscetibilidade mostrou resistência também à ampicilina e eritromicina (tabela1). Foram 

realizados outros testes para a confirmação, tais como teste de identificação e antibiograma 

por testes bioquímicos automatizados e cartões Vitek GPI e teste molecular para a detecção 

do gene VanA. A paciente teve um episódio de febre, apresentando neutropenia, com 

neutrófilos 89,2/mm³, contagem de leucócitos de 17570/mm³, hemoglobina de 9,5 g/dL e 

plaquetas 83.000/mm³, no qual realizou transfusão de hemocomponentes. Iniciou terapia com 

teicoplanina (400 mg +100 ml EV 24/24 h em 1H DO) por 15 dias. A daptomicina (500 mg + 

100 ml SF0,9% 24/24h foi administrada no dia 13/02 por um período de 10 dias. Os testes 

automatizado e molecular revelaram E. faecium resistente à vancominica codificando o gene 

VanA. A paciente não obteve melhora clínica, desenvolvendo choque séptico, evoluindo para 

óbito no dia 22/02/20 com 39 dias de internamento. 

 
 

Tabela 1. Perfil antimicrobiano de E. faecium isolado de bacteremia de paciente 

com câncer 

Antimicrobiano Resultado MIC (µg/ml) 

Clindamicina S 0,50 

Ampicilina R >32,00 

Tigeciclina S <=0,12 

Daptomicina S <=0,12 

Eritromicina R >=8,00 
Gentamicina S <=0,50 

Tetraciclina S <=0,12 

Trimetoprima/Sulfametoxazol S <=10,00 

Vancomicina R >=32,00 

Teicoplanina S 1,00 

Linezolida S 2,00 

(S) sensível, dosagem padrão, (R) resistente. Os valores numéricos expressam a concentração inibitória 

mínima (CIM). 

 

3 PESQUISA DO GENE DE RESISTÊNCIA 

O DNA genômico foi isolado usando o kit Relia Prep mini kit (Promega) de acordo 

com as instruções do fabricante. O gene de resistência VanA foi obtido através da Reação em 

Cadeia de Polimerase (PCR) utilizando os primers VanA-F (5’- 
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CATGACGTAATCGGTAAAATC-3’) e VanA-R (5’- ACCGGGCAGRGTATTGAC- 

3’) com tamanho de fragmento de 732 pb. E os primers mecA-F (5’ – 

AAAACTAGGTGTTGGTGAAGATATACC      -      3’)      e      mecA-R      (5’      – 

GAAAGGATCTGTACTGGGTTAATCAG – 3’) com tamanho de fragmento de 147pb. O 

protocolo de PCR usado na reação foi o kit de reagente PCR Master Mix TopTaq (Qiagen). 

A reação volume total, 25 µl) consiste de: Master Mix (10x PCR buffer, 15 mM MgCl2, 200µM 

de cada dNTP e 1,25 U TopTaq DNA polimerase) 10 µM de cada primer. A PCR foi realizada 

usando o instrumento B-raid (USA). As condições de reação foram: pre-desnaturação a 94°C 

por três min, seguida de 35 ciclos de amplificações de 94°C por 30s, 60°C por 30s, 72°C por 

um min, com uma extensão final de 72°C por 10 min (figura 1). 

 
Figura 1. Eletroforese em gel de agarose 1% corada com Brometo de etídio para visualização das bandas dos 

amplicons. Linha 1 – 2, amostra de paciente testada para gene vanA e mecA respectivamente, linha 3 - 

controle positivo para o gene mecA, linha 4 – controle positivo para o gene VanA, linha 5 – 6 são controles 

negativos para o gene mecA e VanA. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

735 pb 

 
 
 
 

4 DISCUSSÃO 

Este estudo descreve as características microbiológicas, epidemiológicas e molecular 

de um isolado clínico de VRE obtido de infecção na corrente sanguínea de paciente com 

câncer em um hospital de referência no Estado de Pernambuco, Brasil. Durante a internação 

para tratar o tumor de cólon, a paciente adquiriu infecção fungica por Candida spp do fluido 

peritoneal, tratada com sucesso com anidulafungina. Em seguida a paciente desenvolveu 

infecção na corrente sanguínea por Enterococcus faecium resistente à amipicila, eritromicina 

e vancomicina. Apesar de fazer parte da microbiota intestinal, Enterococcus resistentes à 

vancomicina podem expandir-se rapidamente para regiões mais densas no trato 

gastrointestinal, persistindo por dias após a interrupção da administração de antibióticos11, a 

translocação bacteriana é favorecida pelo aumento na permeabilidade da mucosa do cólon 

1    2 3    4 5   6 PM 
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lesado e atua como fator de risco para bacteremia12, isso justifica a cultura de swab retal ter 

sido negativa, apesar do resultado positivo da hemocultura. 

A resistência a vancomicina pela cepa Enterococcus foi confirmada pelo genótipo que 

abrigava a variante VanA, classificada como a variante mais frequentemente encontrada em 

E. faecium13,14. 

Daptomicina foi administrado para o tratamento de bacteremia sem êxito. Pacientes 

que receberam daptomicina como tratamento de infecção contra VRE tiveram uma taxa de 

letalidade de 33%15. Tratamento infecções da corrente sanguínea por Staphylococcus aureus 

com daptomicina em infecções de pele e tecidos moles tem sido amplamente utilizado. No 

entanto, a eficácia da daptomicina no tratamento da ICS em Enterococcus resistente à 

vancomicina ainda não está bem estabelecida15. Embora o tratamento mais indicado para 

VRE seja linezolida, teicoplanina ou daptomicina16,17. Linezolida tem sido associada a um 

risco significativamente maior de falha do tratamento e letalidade em comparação com a 

daptomicina18. Em contrapartida, pacientes tratados com daptomicina tem sido associados a 

maior mortalidade em 14 e 28 dias e menores taxas de erradicação microbiana do que os 

pacientes tratados com linezolida19. Estudos apontam que a daptomicina mostram resultados 

comparáveis com linezolida, no entanto, altas doses devem ser consideradas para pacientes 

com bacteremia VRE20. 

Diante disso, estudos mostram que além de antibióticos, comensais produtores de 

lantibióticos do trato gastrointestinal podem reduzir a colonização por VRE ou a utilização 

de cepas Blautia producta e Clostridium bolteae para restaura a resistência de colonização 

contra VRE21,22. O uso de bactérias probióticas comensais no transplante fecal tem sido 

utilizado como estratégias contra VRE. 

Maior gravidade da doença e tratamento inadequado tem sido associados com aumento da 

mortalidade19. Tem sido documentado uma tendência de aumento da mortalidade para aqueles 

tratados com daptomicina17,18,19. 

Enterococcus resistentes à vancomicina representam uma séria ameaça ao público em 

geral, especialmente aos pacientes hospitalizados com câncer, elevando a taxa de 

mortalidade. O tumor de cólon ascendente pode ter sido um predisponente para a infecção e o 

agravo do desfecho. A vigilância de microrganismos e resistência aos antimicrobianos é 

crucial para reduzir a mortalidade. 
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ANEXO D -  ARTIGO PUBLICADO – COEXISTENCE OF blaTEM, blaCTX, blaKPC, 

blaNDM, blaSIM E blaOXA-48 IN POLYMICROBIAL BLOODSTREAM ISOLATES FROM 

A PATIENT WITH ACUTE MYELOID LEUKEMIA  
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Coexistence of blaTEM, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e blaOXA-48 in 

polymicrobial 

bloodstream isolates from a patient with acute myeloid leukemia 
Coexistência de of blaTEM, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e blaOXA-48 em isolados 

polimicrobianos da 

corrente sanguínea de um paciente com leucemia mieloide aguda 

Coexistencia de blaTEM, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM y blaOXA-48 en aislados 

polimicrobianos del 

torrente sanguíneo de un paciente con leucemia mieloide aguda 
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Abstract 

Background: Bloodstream infections are among the most frequent and serious complications in patients with 

haematological malignancies. Case presentation: A patient diagnosed with acute myeloid leukemia was admitted 

to the hospital for chemotherapy induction, developed several episodes of febrile neutropenia. Had bloodstream 

infection with at least four strains of Gram-negative bacteria, including Pseudomonas aeruginosa, Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae and Acinetobacter baumanii. The majority showed resistance to ampicillin, cefepime, 

ceftriaxone, ciprofloxacin and sulfamethoxazole/trimethoprim. blaTEM and blaSIM were detected in P. aeruginosa, 

blaTEM, blaCTX and blaOXA-48 in E. coli, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM and blaOXA-48 in K. pneumoniae and blaOXA-48 

in A. baumannii. Conclusions: The patient was treated with meropenem for 10 days, without progressing from 

fever episodes, evolved to death. 

Keywords: Polymicrobial infection; Carbapenemases; β-Lactamase; Hematological malignancy; Bloodstream 

infection. 

Resumo 

Introdução: As infecções da corrente sanguínea estão entre as complicações mais frequentes e graves em pacientes 

com doenças hematológicas malignas. Apresentação do caso: Um paciente com diagnóstico de leucemia mielóide 

aguda foi admitido no hospital para indução de quimioterapia, desenvolveu vários episódios de neutropenia febril. 

Teve infecção da corrente sanguínea com pelo menos quatro cepas de bactérias Gram-negativas, incluindo 

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Acinetobacter baumanii. A maioria mostrou 

resistência a ampicilina, cefepima, ceftriaxona, ciprofloxacina e sulfametoxazol/trimetoprima. blaTEM e blaSIM 

foram detectados em P. aeruginosa, blaTEM, blaCTX e blaOXA-48 em E. coli, blaCTX, blaKPC, blaNDM, blaSIM e blaOXA-

48 em K. pneumoniae e blaOXA-48 em A. baumannii. Conclusões: O paciente foi tratado com meropenem por 10 dias, 

sem evolução de episódios febris, evoluindo a óbito. 

Palavras-chave: Infecção polimicrobiana; Carbapenemases; β-lactamase; Malignidade hematológica; 

Infecção da 

corrente sanguínea.  

Resumen 
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Antecedentes: las infecciones del torrente sanguíneo se encuentran entre las complicaciones más frecuentes y 

graves en pacientes con neoplasias hematológicas. Presentación del caso: Un paciente diagnosticado con leucemia 

mieloide aguda fue ingresado en el hospital para inducción de quimioterapia, desarrolló varios episodios de 

neutropenia febril. Tenía una infección del torrente sanguíneo con al menos cuatro cepas de bacterias 

gramnegativas, incluídas Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Acinetobacter 

baumanii. La mayoría mostro resistencia a ampicilina, cefepima, ceftriaxona, ciprofloxacina y sulfametoxazol / 

trimetoprima. blaTEM y blaSIM se detectaron en P. aeruginosa, blaTEM, blaCTX y blaOXA-48 en E. coli, blaCTX, blaKPC, 

blaNDM, blaSIM y blaOXA-48 en K. pneumoniae y blaOXA-48 en A. baumannii. Conclusiones: El paciente fue tratado 

con meropenem durante 10 días, sin progresar de episodios febriles, evolucionó hasta la muerte. 

Palabras clave: Infección polimicrobiana; Carbapenemasas; β-lactamasa; Malignidad hematológica; Infección 

del 

torrente sanguíneo.  

 

1. Introduction 

 
The epidemiology of bloodstream infection in patients with haematological cancer has been changing 

over time. Gram-negative bacteria infections are increasingly prominent in patients with hematological 

malignancies associated with antimicrobial resistance (Pagano et al., 2014).  

Multidrug-resistant gram-negative bacterial infections are an increasing cause of mortality in acute 

myeloid leukemia  (AML), compromising the success of antineoplastic therapy (Castañón et al., 2019). Patients 

with bloodstream infection (BSI), particularly those with multidrug-resistant bacteria (MDR), have a higher risk 

of mortality (Islas-Muñoz et al., 2018). As a result, the mortality rate in patients with hematological neoplasms 

increases with bloodstream infections. Bloodstream infections in carbapenem-resistant Enterobacteriaceae are 

appearing in patients with hematological malignancies and are associated with ineffective initial empirical therapy, 

long delays in the administration of active antimicrobials and high mortality rates (Satlin et al., 2013). 

Bacteremia due to polymicrobial infections is uncommon, however, it has already been reported to be 

caused by Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae and Pseudomonas aeruginosa multiresistant (Khan et al., 2020; 

Dumont et al., 2020), especially in cancer patients (Royo-Cebrecos et al., 2017; Agrawal et al., 2019).  

Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae are more frequent (58.0% and 22.9%) respectively in patients 

with hematological malignancies (Mert et al, 2019). The incidence of bloodstream infections has been documented 

in patients colonized by MDR (25.7%) in patients with hematological malignancies, showing a propensity to 

develop BSIs by Klebsiella and Enterobacter (Cattaneo et al., 2018). Exposição prévia a antibioticos tem sido 

fator de risco para bacteremia por Klebsiella 

pneumoniae produtora de beta-lactamase de espectro estendido (ESBL-KP) em pacientes com câncer (Nham et 

al., 2020). In Brazil, the incidence of BSI by Gram-negative bacteria (BGN) reaches 24.1% of BSI by multidrug-

resistant BGN or polymicrobial infection drops to 3.9% (Rosa; Goldani, 2014).  

 

2. Methodology 

 
We conducted a case report at a referral center for people with cancer in Pernambuco, Brazil. We analyzed 

all consecutive episodes of bloodstream infection in a cancer patient. Information on baseline characteristics, 

clinical characteristics, were prospectively collected from medical records. And the etiology, antimicrobial 

susceptibility, empirical antibiotic therapy and resistance genes were determined through phenotypic and 

molecular tests. The study was approved by the Research Ethics Committee of the Hospital do Câncer de 

Pernambuco. 

 

3. Case Presentation 

 
A 24-year-old woman with acute myeloid leukemia M3 subtype - LMA-M3 (promyelocytic leukemia) 

was admitted to the hematology department of the Pernambuco Cancer Hospital on 01/20/20 to start the first cycle 

of chemotherapy with daunorubicin and cytarabine, without any comorbidity, and used prophylactic 

sulfamethoxazole + trimethoprim and acyclovir. 

The patient presented dyspnea associated with fever and productive cough, requiring supplemental oxygenation. 

Ceftriaxone 

2g / day (D7) and azithromycin 500mg / day (D5) were started. During hospitalization, the patient had several 

peaks of febrile 

neutropenia, the first episode of fever was 02/05/20 with 38.2°C. The second episode was 02/14/20 with 38.4°C 

and the third episode on 02/17/20 with 38.4ºC. More than three episodes of NF were recorded during 

hospitalization. Made use of 300 mcg 



 
173 

 

 

(30 UM / mL) of granulokine during hospitalization. 

The complete blood count exams showed intense leukopenia, thrombocytopenia according to hemoglobin 

values 7.9 

g/dL, leukocyte count of 220/mm³, neutrophils 201/mm³ and platelets of 23,000/mm³. Presenting a decrease in the 

values of red blood cells 2.59, hemoglobin 7.5 g/dL, leukocytes 150/mm³, neutrophils 38/mm³, and platelets 

12,000/mm³. Biochemical 

laboratory tests showed serum levels of 143 mEq/L sodium (Na+), 3.7 mEq/L potassium (K+), 100 mEq/L chloride 

(Cl-), 2.1 

mEq/L magnesium (Mg++) and 31.6 mg/dL of C-reactive protein. Other tests were ordered, such as ferritin, 

1650ng/mL, iron 

63μg/dL, transferitin 103mg/dL, fibrinogen 412mg/dL. Serology for HBV, HCV, CMV, EBV, HIV, Herpes I and 

II, VDRL, were all negative. Computed tomography of the chest showed a small bilateral pleural effusion to a 

greater degree on the right, 

compressive atelectasis of the pulmonary segments adjacent to the effusion. There was no evidence of ground-

glass opacity or 

consolidations between the parenchyma that would allow the detection of a disease of pulmonary infectious nature 

detectable 

by the method. In transitional sections with the upper abdomen, homogeneous hepatomegaly was observed, with 

no detectable 

lesions between the parenchyma. 

At each episode of febrile neutropenia, blood was collected for blood culture. After blood collection for 

culture tests 

and antimicrobial susceptibility, empirical therapy of meropenem and vancomycin was administered for 10 days, 

in addition 

anidulafungin was administered for the same period. The febrile neutropenic patient with major impairment of 

general condition underwent transfusion of blood components. The result of blood culture revealed polymicrobial 

infection with the presence of Pseudomonas aeruginosa and Escherichia coli on the first day of collection 

02/05/20. Only the antimicrobial meropenem was maintained with the result of the culture. On 02/14/20, the patient 

presented the second peak of NF at 38.4°C, 

whose blood culture result revealed the presence of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli in the 

bloodstream. At the third peak of NF (38.4°C) on 02/17/20, Acinetobacter baumanii was observed. Species 

identification was carried out by automated testing and biochemical tests. The resistance genes were detected by 

the molecular technique (Table 1). And the antimicrobial profile was performed using the minimum inhibitory 

concentration (MIC) (Table 1).  

After the diagnosis, the therapy was adjusted according to the antimicrobial profile, with this, the use of 

meropenem was maintained, however the patient evolved to death due to the severity of her health status due to 

septic shock, febrile neutropenia, pneumonia and acute myeloid leukemia. 

 

Antimicrobial susceptibility profile 

 

The antimicrobial susceptibility test was tested using a disc fusion method and microdilution using the 

lowest inhibitory concentration. Most isolates were resistant to ampicillin, azithromycin, ceftazidime, 

ciprofloxacin, ceftriaxone and tetracycline. All showed resistance to sulfamethoxazole / trimethoprim by the disk 

diffusion method (table 1). Resistance to ampicillin, cefepime, ceftriaxone, ciprofloxacin and piperacillin / 

tazobactam was detected by the minimum inhibitory concentration in most isolates (Table 1). 

 

Detection of the extended-spectrum beta-lactamase resistance genes (ESBL) and metallo-β-lactamase 

(MβL) 

 

The bacterial isolates were identified and by automated tests and biochemical tests, then they were 

subcultured in Brain Heart Infusion (BHI) broth for 37ºC at 24 hours, to perform DNA extraction and amplification 

by Polymerase Chain Reaction (PCR) to detect the resistance genes. DNA extraction was performed using the 

boiling lysis method. The cell suspension of a culture overnight was boiled at 100 ° C for 10 min and immediately 

maintained at -20 ° C for at least 6 h. The supernatant was used as a model for PCR amplification and was stored 

at -20°C. 

The presence of ESBL encoding genes was detected by monoplex PCR using primers specific for blaSHV, 

blaTEM, blaCTX was performed using the following protocol for amplification; initial denaturation 95ºC at 5 min, 

followed by 30 cycles of denaturation 95ºC at 1 min, annealing 60ºC at 1 min and extension 72ºC at 1 min. Foi 

realizada uma etapa de extensão final a 72ºC a 10 min, para cada um dos genes estudado. The presence of genes 

encoding MβL was detected by PCR using specific primers for blaSPM, blaIMP, blaVIM, blaNDM, blaKPC, blaGIM and 
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blaSIM, using the following protocol for amplification; initial denaturation 95ºC at 5 min, followed by 25 cycles of 

denaturation 95ºC at 1 min, annealing 60ºC at 1 min and extension 72ºC at 1 min.  

The strains were also subjected to PCR to detect class D carbapenemases, such as oxacillinase (blaOXA-48, 

blaOXA-58), using the following protocol for amplification; initial denaturation 94ºC at 5 min, followed by 30 cycles 

of denaturation 94ºC at 45 sec, annealing 52ºC at 45 sec and extension 72ºC at 1 min. A final extension step was 

performed at 72ºC at 6 min. In the first episode of febrile neutropenia, blood culture showed two bacterial isolates 

in the same sample carrying the blaTEM genes in both isolates of P. aeruginosa and E. coli. The blaSIM and blaOXA-

48 genes were also detected in the species, respectively.  

In the second episode of NF, two microorganisms were detected the presence of blaKPC e blaNDM, blaSIM, 

blaOXA-48 and blaCTX cohabiting K. penumoniae and the presence of the blaTEM, blaCTX in E. coli. Genotypic 

detection of the isolates revealed 

the presence of at least two resistance genes for the bacterial isolates.  

Resistant Acinetobacter baumanii oxacillinase (blaOXA-48) was isolated in the third episode of NF. None of the 

isolates contained blaSHV, blaSPM, blaGIM, blaGES, blaIMP and blaVIM. The distribution of the genes encoding ESBL 

and MβL is given in 

Table 2.  
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Table 1 - Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of bacterial isolates from infection in the bloodstream of a patient with acute myeloid lymphoma. 

 NAL AMI AMP ASB CFL CPM CRO CFO CAZ CRX CIP GEN ERTA

P 

MER IPM NOR PPT 

122

0 

 S 

(≤2,00

) 

   S 

(2,00) 

    S 

(≤0,25

) 

S 

(≤1,00) 

 S 

(≤0,25) 

 S 

(≤0,50) 

S (8,00) 

139

8 

R 

(≥32,0

0) 

S 

(≤2,00

) 

R 

(≥32,0

0) 

 R 

(≥64,0

0) 

R 

(8,00) 

R 

(≥64,0

0) 

  R 

(≥64,00

) 

R 

(≥4,00

) 

R 

(≥16,0

0) 

S 

(≤0,50

) 

S 

(≤0,25) 

 R 

(≥16,0

0) 

 

S 

(≤4,00) 

49 R 

(≥32,0

0) 

S 

(≤2,00

) 

R 

(≥32,0

0) 

 R 

(≥64,0

0) 

R 

(8,00) 

R 

(≥64,0

0) 

  R 

(≥64,00

), 

R 

(≥4,00

) 

S 

(≤1,00) 

S 

(≤0,50

) 

S 

(≤0,25) 

 R 

(≥16,0

0) 

I (64) 

 

263  S 

(≤2,00

) 

R 

(≥32,0

0) 

R 

(≥32,0

0) 

 R 

(≥64,0

0) 

R 

(≥64,0

0) 

R 

(≥64,0

0) 

R 

(≥64,0

0) 

 R 

(≥4,00

) 

S 

(≤1,00) 

R 

(≥8,00

) 

R 

(≥16,0

0) 

R 

(8,00

) 

 R 

(≥128,0

0) 

419  I 

(32,00

) 

   R 

(32,00) 

    R 

(≥4,00

) 

S 

(≤1,00) 

 R 

(≥16,0

0) 

  R 

(≥128,0

0) 

Source: author.  

Subtitle: (S) sensitive, standard dosage, (I) sensitive increasing exposure, (R) resistant. Numerical values express the minimum inhibitory concentration (MIC) NAL- Nalidixic 

Acid, AMI - Amikacin, AMP - Ampicillin, ASB - Ampicillin + Sulbactam, CFL - Cephalothin, CPM - Cefepime, CRO - Ceftriaxone, CFO - Cefoxitin, CAZ - Ceftazidime, 

CRX - Cefuroxine, Cynuroxine, Cynuroxine, Cynuroxine, Cynuroxine, Cynuroxine, Cynuroxine, Cynuroxine and Coxin. , ERT - Ertapenem, MER - Meropenem, IPM - 

Imipenem, NOR - Norfloxacin, PPT - Piperacillin + Tazobactam. 
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Source: author  

 

4. Discussion 

 
Although polymicrobial infection is less frequent in patients with hematological malignancies (Rosa; 

Goldani, 2014), the risk of mortality is high in these patients. Chemotherapy treatment can induce neutropenia 

and fever, thereby temporarily decreasing the levels of leukocytes, neutrophils and platelets in the blood, 

increasing the risk of infection (Lubwama et al., 2019). 

Infections in the bloodstream of patients with haematological neoplasia have often been caused by 

Klebsiella pneumoniae Carbapenemase (KPC) (Pagano et al., 2014), Pseudomonas aeruginosa (Tofas et al., 

2017) and Acinetobacte  

baumannii (Shargian-Alon et al., 2019), as described in our study. Resistance to β-lactams and carbapenemases 

has been reported in these patients (Mimura et al., 2020). 

Adequate and early empirical therapy is a crucial factor in increasing the survival of these patients. In a study in 

Hunan, China (Tang et al., 2020), the rate of inadequate initial antimicrobial therapy was classified as a risk 

factor for early mortality in patients with hematological malignancies associated with febrile neutropenia caused 

by BGN-BSI.  

The prophylaxis with sulfamethoxazole / trimethoprim did not reduce the incidence of infection by gram-

negative bacteria. In contrast, the study by Castañón et al., (2019) fluoroquinolone significantly reduced the 

incidence of carbapenemase and GNB-producing species of Klebisella pneumoniae, resulting in a reduction in 

mortality in patients with acute myeloid leukemia. 

Resistance to cefepime was widely detected in the patient's blood culture isolates, a similar result was 

observed by Chong et al. (2010). Although the utility of cefepime and piperacillin-tazobactam as an empirical 

therapy for Enterobactericeae bacteremia in patients with hematological malignancy is widely known in our 

region, most isolates showed resistance to these, making therapeutic options difficult. Empirical therapy with 

cefepime or piperacillin-tazobactam adjusted for carbapenems at the beginning of treatment was not linked to 

increased mortality, as documented in another study (Benanti et al., 2019). Meropenem was used for the 

empirical treatment of infections. The effectiveness of meropenem was assessed in a study in Japan (Wakisaka et 

al., 2015) with febrile neutropenics (81.8%), patients with hematological malignancy (79.2%) and with solid 

tumor (91.8%). The increase in the use of 4th generation cephalosporins has led to increased resistance, which is 

Table 2 - Bacterial identification and distribution of resistance genes isolated from a patient with acute myeloid 

lymphoma. 

Date Códe   Isolated species Genes Disc diffusion antimicrobial 

resistance 

02/05/20 1220 Pseudomonas aeruginosa  blaTEM, blaSIM SUT 

02/05/20 1398 Escherichia coli blaTEM, blaOXA-48 ATM, CFL, CRO, AMC, SUT, TET 

02/14/20 49 Escherichia coli   blaTEM, blaCTX AMP, CPM, CFL, CAZ, CIP, AMC, 

PPT, SUT 

02/14/20 263 

 

Klebsiella pneumoniae blaCTX, blaKPC, blaNDM, 

blaSIM and blaOXA-48 

AMP, ATM, CPM, CAZ, CIP, SUT, 

TET 

02/17/20 419 Acinetobacter baumanii blaOXA-48 AMI,CAZ, CRO, CIP, IPM, MER, 

SUT 
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often expressed with resistance to other classes of antibiotics needed in the treatment of febrile patients with 

hematological malignancies such as extended-spectrum cephalosporins and carbapenems. 

 

5. Conclusion 

 
In conclusion, we present a case of persistent polymicrobial bloodstream infection in a patient with acute 

myeloid leukemia caused by gram-negative bacteria resistant to β-lactams and carbapenemases. Empirical 

treatment with cefepime or meropenem has been routinely used in these cases. In the last cultures collected for 

diagnosis, resistance to meropenem has been observed. The extensive use of antibiotics active against 

carbapenemases-resistant Enterobactericeae should be avoided, and combinations of empirical antibiotics active 

against carbapenemases may be suggested as treatment in patients with hematological malignancies in febrile 

neutropenia. New antibiotics must be produced, as well as the combination of pharmaceuticals can be used to 

minimize antimicrobial resistance.  
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