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Resumo

Introducdo: A crescente prevaléncia de bactérias Gram-negativas resistentes a multiplos
farmacos representa um serio desafio a satde publica, com impacto particularmente grave
em unidades de cuidados intensivos, devido a elevada morbimortalidade. Espécies como
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus spp., Enterobacter spp., Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii destacam-se pela crescente multirresisténcia. Em
Mocambique, os dados sobre sépsis pediatrica causada por estas bactérias na Unidade de
Cuidados Intensivos Pediatricos do Hospital Central de Maputo s&o escassos, justificando

a realizacéo deste estudo.

Metodologia: Foi conduzido um estudo descritivo, transversal e retrospectivo
envolvendo 16 isolados de bactérias Gram-negativas obtidos de hemoculturas de doentes
internados na Unidade de Cuidados Intensivos Pediatricos do Hospital Central de
Maputo. Os isolados bacterianos foram obtidos de amostras de hemoculturas colhidas
entre Janeiro e Dezembro de 2023 e que foram armazenados no Biobanco do Laboratério
de Microbiologia da Faculdade de Medicina da Universidade Eduardo Mondlane. A
identificagéo dos isolados bacterianos foi feita através da subcultura em Agar MacConkey
e HiCrome Klebsiella agar e sistema APl 20E. A susceptibilidade a antimicrobianos foi
determinada através do método de difusdo em disco (Kirby-Bauer). A extraccdo de DNA
genomico foi feita através do Kit QIAGEN e para a quantificacdo usou-se o NanoDrop.
O DNA genomico foi sequenciado usando a plataforma Illumina NextSeq platform, 30x
coverage (NGX) o assembling através de SPAdes 3.13.0. para um total de 11
amostras. Para a identificacdo de genes de resisténcia e viruléncia recorreu-se
principalmente a ferramentas do Centro de Epidemiologia Genémica, como o ResFinder
e o VirulenceFinder incluindo as linhagens e plasmideos através das plataformas MLST
e PlasmidFinder para E. coli, K. pneumoniae e A. baumannii. Os desfechos clinicos dos
pacientes foram analisados e relacionados com os perfis moleculares dos isolados

bacterianos.

Resultados: Do total de 16 isolados incluidos no estudo, 9 (56%) foram obtidos de
individuos do sexo masculino e 7 (44%) do sexo feminino e todos apresentaram idade <
5 anos. Observou-se maior frequéncia de Klebsiella spp. 5 (31,3%), seguida de
Enterobacter spp. 4 (25%), A. baumannii 2 (12,5%) e menor frequéncia das especies E.
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coli 1 (6,3%), P. aeruginosa 1 (6,3%) e Cronobacter spp. 1 (6,3%), outras bactérias
Gram-negativas 2 (12,5%). As principais linhagens (sequence types) identificados séo: E.
coli ST167, K. pneumoniae (ST231, ST37) A. baumannii (ST1961/ST944), P. aeruginosa
ST357, E. hormaechei (ST2692, ST270) e E. kobei (ST125/ST1990/ST2543). E. coli e
P. aeruginosa foram totalmente resistentes (100%) aos antimicrobianos testados.
Cronobacter spp. foi resistente a todos os antimicrobianos testados, excepto a
ciprofloxacina, para a qual apresentou susceptibilidade intermédia. Os isolados de
Enterobacter spp., Klebsiella spp. e A. baumannii apresentaram elevada resisténcia aos
B-lactamicos e ao sulfametoxazol-trimetoprim. Em Enterobacter spp., observou-se ainda
elevada resisténcia as quinolonas e aos carbapenémicos, enquanto a susceptibilidade ao
imipenem, aminoglicosideos e tetraciclina foi variavel (50% a 75%). Todos os 16 isolados
de BGN analisados (100%) foram classificados como multidroga resistentes (MDR), de
acordo com os resultados do perfil fenotipico de susceptibilidade aos antimicrobianos.
Na maioria das espécies bacterianas foram identificados principalmente os genes blaTEM
10 (100%) seguido de blaNDM 7 (70%), blaOXA e blaCTX-M-15 5 (50%) e blaSHV 3
(30%), responsaveis pela resisténcia aos B-lactdmicos e carbapenémicos. Os genes de
resisténcia coexistentes incluiram aac(6')-1b-cr 5 (50%), aph(3")-1b e aph(6)-1d 7 (70%);
tet(A) 6 (60%) e tet(D) 1 (10%); gqnrB1 4 (40%), OgxA e OgxB 6 (60%), sull e sul2 7
(70%) para aminoglicosideos, tetraciclinas, quinolonas, e sulfonamidas, respectivamente.
Em E. coli foram detectados factores de viruléncia associados a adesdo e colonizacao
(csgA, papA_F43, papC, yehB, yehC, yehD, yghJ, aslA, HRA e fdeC), a aquisicao de ferro
(irp2), a evasdo do sistema imunitario (nlpl, shiB, capU, iss e traT) e a citotoxicidade
(hlyE e astA), incluindo os plasmideos IncFIA, IncFIB(AP001918), IncFIl, Incl e IncN3.
Nos isolados de K. pneumoniae foram identificados genes de viruléncia do sistema ECP
(yagY/ecpB, yagZ/ecpA, yagV/ecpE, yagW/ecpD, yagX/ecpC e ykgK/ecpR), associados a
adesdo e colonizagéo, bem como genes relacionados com a aquisicéo de ferro (entA, entB
e fepC) e 0 gene ompA, associado a invasao e evasao da resposta imunitaria. Estes isolados
apresentaram os plasmideos Col(pHAD28), IncFlI(K), IncR, IncFIA(pBK30683),
IncFIB(K), IncFIB(K)(pCAV1099-114), IncFIB(pNDM-Mar), IncHI1B(pNDM-MAR),
RepB e repFIB. Observou-se ainda diversidade de tipos capsulares, incluindo K30 e K35
em K. pneumoniae e K155 em A. baumannii, bem como diversidade de tipos do antigenio
O do lipopolissacarideo (Olap, O2B ¢ O30f) em K. pneumoniae e do locus do nucleo
externo do lipopolissacarideo (OC1) em A. baumannii. A mortalidade foi de 56,3%,

Perfil fenotipico e molecular de BGN isoladas em hemoculturas e sua relagdo com os desfechos clinicos
em pacientes internados na UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de 2023

Xii



predominando em doentes cujos isolados apresentavam perfil de multirresisténcia e

mdaltiplos factores de viruléncia.

Conclusdo: As bactérias Gram-negativas associadas a etiologia da sépsis pediatrica na
Unidade de Cuidados Intensivos Pediatricos do Hospital Central de Maputo possuem
factores de patogenicidade e séo resistentes aos antibiéticos comumente usados para o
tratamento da infec¢bes incluindo os antibidticos considerados de reserva, cujos
principais determinantes sdo blaTEM, blaSHV, blaCTX-M-15, blaNDM e blaOXA
coexistindo com os determinantes das outras classes. Estes achados evidenciam a
presenca de espécies bacterianas de alto risco no UCIP havendo necessidade de
fortalecimento de vigilancia continua e controlo das infec¢des. Adicionalmente, torna-se
imperativa a adopc¢do de programas estritos de prevencdo e vigilancia das infecgdes
associadas aos cuidados de salde (stewardship de antimicrobianos) para optimizar o

maneio terapéutico e mitigacao da expanséo da resisténcia bacteriana.

Palavras-chave: sépsis pediatrica; bactérias Gram-negativas; resisténcia antimicrobiana;

sequenciamento do genoma completo; factores de viruléncia; multirresisténcia.
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Abstract

Introduction: Resistant Gram-negative bacteria including Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Proteus spp., Enterobacter spp., Pseudomonas aeruginosa and Acinetobac-
ter are the major concern in paediatric intensive care units because of association with
sepsis, high morbidity and mortality and the data of antimicrobial surveillance from ICU
are limited in HCM. This study therefore aimed to characterise the invasive Gram-nega-
tive bacteria isolated from children with sepsis admitted to the Paediatric Intensive Care
Unit at Maputo Central Hospital, as well as to describe their associated clinical outcomes.

Methods: This study employed a descriptive, cross-sectional, and retrospective design,
encompassing 16 Gram-negative bacterial isolates recovered from blood cultures of pa-
tients admitted to the Paediatric Intensive Care Unit of Maputo Central Hospital. The
clinical specimens were obtained between January and December 2023 and were subse-
quently preserved in the Biobank of the Microbiology Laboratory, Faculty of Medicine,
Eduardo Mondlane University. Species identification was accomplished through subcul-
turing on MacConkey agar and HiCrome Klebsiella agar, with confirmation achieved via
the API 20E biochemical system. Antimicrobial susceptibility was assessed using the disc
diffusion technique. Genomic DNA was extracted with the QIAGEN Kkit, and its concen-
tration was determined by NanoDrop spectrophotometry. Whole-genome sequencing was
performed on 11 isolates using the Illumina NextSeq platform at 30x coverage, with de
novo assembly carried out using SPAdes 3.13.0. The detection of resistance and virulence
determinants relied primarily on the Centre for Genomic Epidemiology tools, namely
ResFinder and VirulenceFinder. Sequence types and plasmid replicons were identified
through MLST and PlasmidFinder for E. coli, K. pneumoniae, and A. baumannii. Finally,
patient clinical outcomes were examined in relation to the molecular characteristics of the

bacterial isolates.

Results: Of the total of 16 isolates included in the study, 9 (56%) were obtained from
male individuals and 7 (44%) from female individuals, and all were aged < 5 years. A
higher frequency of Klebsiella spp. 5 (31.3%) was observed, followed by Enterobacter
spp. 4 (25%), A. baumannii 2 (12.5%) and a lower frequency of the species E. coli 1
(6.3%), P. aeruginosa 1 (6.3%) and Cronobacter spp. 1 (6.3%), other Gram-negative
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bacteria 2 (12.5%). The main sequence types identified were: E. coli ST167, K. pneu-
moniae (ST231, ST37), A. baumannii (ST1961/ST944), P. aeruginosa ST357, E. hor-
maechei (ST2692, ST270) and E. kobei (ST125/ST1990/ST2543). E. coli and P. aeru-
ginosa were completely resistant (100%) to the antimicrobials tested. Cronobacter spp.
showed resistance to all antimicrobials tested, except ciprofloxacin, to which it showed
intermediate susceptibility. The isolates of Enterobacter spp., Klebsiella spp. and A. bau-
mannii showed high resistance to B-lactams and sulfamethoxazole-trimethoprim. In En-
terobacter spp., high resistance to quinolones and carbapenems was also observed,
whereas susceptibility to imipenem, aminoglycosides and tetracycline was variable (50%
to 75%). All 16 Gram-negative bacterial (GNB) isolates analysed (100%) were classified
as multidrug-resistant (MDR), based on the results of phenotypic antimicrobial suscepti-
bility testing. Most bacterial species showed the genes blaTEM 10 (100%), followed by
blaNDM 7 (70%), blaOXA and blaCTX-M-15 5 (50%) and blaSHV 3 (30%), responsible
for resistance to p-lactams and carbapenems, were mainly identified. Coexisting re-
sistance determinants included aac(6')-1b-cr 5 (50%), aph(3")-1b and aph(6)-1d 7 (70%);
tet(A) 6 (60%) and tet(D) 1 (10%); gnrB14 (40%), OgxA and OgxB 6 (60%), sull and
sul2 7 (70%) for aminoglycosides, tetracyclines, quinolones, and sulphonamides, respec-
tively. E. coli, showed virulence factors associated with adhesion and colonisation (csgA,
papA_F43, papC, yehB, yehC, yehD, yghJ, aslA, HRA and fdeC), iron acquisition (irp2),
immune system evasion (nlpl, shiB, capU, iss and traT) and cytotoxicity (hlyE and astA)
were detected, including the plasmids IncFIA, IncFIB(AP001918), IncFll, Incl and
IncN3. Virulence genes of the ECP system (yagY/ecpB, yagZ/ecpA, yagV/ecpE,
yagW/ecpD, yagX/ecpC and ykgK/ecpR), associated with adhesion and colonisation, as
well as genes related to iron acquisition (entA, entB and fepC) and the ompA gene, asso-
ciated with invasion and evasion of the immune response, were identified in K. pneu-
moniae isolates. These isolates harboured the plasmids Col(pHADZ28), IncFII(K), IncR,
IncFIA(pBK30683), IncFIB(K), IncFIB(K)(pCAV1099-114), IncFIB(pNDM-Mar), In-
cHILB(pNDM-MAR), RepB and repFIB. The diversity of capsular types was also ob-
served, including K30 and K35 in K. pneumoniae and K155 in A. baumannii, as well as
diversity of lipopolysaccharide O antigen types (Olaf, O2p and O3ap) in K. pneumoniae
and of the lipopolysaccharide outer core locus (OC1) in A. baumannii. Mortality rate was
56.3%, mainly in patients whose isolates exhibited a multidrug-resistant profile and mul-
tiple virulence factors.
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Conclusion: The Gram-negative bacteria implicated in paediatric sepsis cases at the Pae-
diatric Intensive Care Unit of Maputo Central Hospital harbour virulence determinants
and exhibit resistance to antimicrobial agents routinely employed in clinical practice, in-
cluding those reserved as last-line therapies. The principal genetic drivers underlying -
lactam resistance are blaTEM, blaSHV, blaCTX-M-15, blaNDM, and blaOXA, fre-
quently accompanied by determinants conferring resistance to other antibiotic classes.
These observations underscore the circulation of high-risk bacterial clones within the
PICU setting, emphasising the critical importance of reinforced ongoing surveillance and
robust infection prevention strategies. Furthermore, the establishment of stringent anti-
microbial stewardship programmes is essential to refine therapeutic decision-making and

curb the further dissemination of drug-resistant bacteria.

Keywords: pediatric sepsis; Gram-negative bacteria; antimicrobial resistance; whole-ge-

nome sequencing; virulence factors; multidrug resistance.
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1. Motivagdo

A resisténcia antimicrobiana constitui um importante problema de salide publica,
particularmente no contexto hospitalar, onde as infec¢gdes causadas por bactérias Gram-
negativas (BGN) resistentes podem limitar as opcOes terapéuticas e contribuir para
desfechos clinicos desfavoraveis (WHO, 2024). Este problema assume particular
relevancia nas Unidades de Cuidados Intensivos Pediatricos (UCIP), onde o uso frequente
de antimicrobianos e a complexidade dos cuidados prestados a criangas criticamente
doentes podem favorecer a emergéncia e a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana
(Willems et al., 2021).

No Hospital Central de Maputo (HCM), estudos anteriores tém reportado a ocorréncia de
infecces invasivas causadas por bactérias resistentes aos antimicrobianos, incluindo
membros da familia Enterobacteriaceae, que apresentam elevados niveis de resisténcia
(Mahaluga, 2019; Sumbana, 2019). Foram também reportados casos de mortalidade
associados a infecces bacterianas resistentes, reforcando a necessidade de vigilancia
continua destas infeccdes, particularmente em contextos de cuidados intensivos
(Massinga et al., 2021). Apesar destes achados, os estudos disponiveis no HCM tém-se
concentrado sobretudo na identificacdo e caracterizacdo de bactérias resistentes aos
antimicrobianos, permanecendo limitada a informacdo integrada sobre os perfis
fenotipicos e moleculares das BGN associadas a infeccdes invasivas especificamente na
UCIP e sobre a sua relacdo com os desfechos clinicos dos pacientes (Mahaluca, 2019;
Sumbana, 2019).

No meu estudo de graduacdo, 100% dos isolados de Klebsiella pneumoniae obtidos de
hemoculturas em diferentes departamentos do HCM apresentaram resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos e 60% aos carbapenémicos, tendo sido identificados os
determinantes de resisténcia blaTEM, blaSHV e blaCTX-M (Sufiana, 2020).
Adicionalmente, a maioria das amostras de pacientes com sépsis era proveniente do

Departamento de Pediatria (Sufiana, 2020).

Neste contexto, torna-se necessaria a realizacdo de estudos que permitam caracterizar, de
forma integrada, as BGN isoladas de hemoculturas na UCIP-HCM, considerando os seus
perfis fenotipicos e moleculares de resisténcia e a sua relacdo com os desfechos clinicos

dos pacientes.
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2. Objectivos
2.1. Geral

e Analisar o perfil fenotipico e molecular de bactérias Gram-negativas isoladas em
hemoculturas e sua relagdo com os desfechos clinicos em pacientes internados na
unidade de cuidados intensivos pediatricos do Hospital Central de Maputo entre

Janeiro e Dezembro de 2023.
2.2. Especificos

e Descrever as caracteristicas demograficas e clinicas em pacientes com sépsis;

e Comparar o resultado da identificacdo das espécies de bactérias Gram-negativas
isoladas de amostras de hemoculturas obtido por métodos bioquimicos (API 20E)
com a analise genémica in silico;

e Determinar o perfil de sensibilidade de espécies de bactérias Gram-negativas aos
antibidticos;

o Identificar os genes de resisténcia aos antibioticos de espécies de bactérias Gram-
negativas;

e Identificar os genes de viruléncia em espécies de bactérias Gram-negativas;

e Relacionar os desfechos clinicos em pacientes com o perfil de viruléncia e

resisténcia dos isolados de bactérias Gram-negativas.
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3. Contribuicéo

A caracterizacgdo fenotipica e molecular de bactérias Gram-negativas (BGN) isoladas de
hemoculturas na Unidade de Cuidados Intensivos Pediatricos (UCIP) contribui para o
aprofundamento de conhecimentos sobre os agentes bacterianos associados a infecc¢oes
invasivas e 0s respectivos perfis de resisténcia aos antimicrobianos (Lipworth et al.,
2022). O estudo fornece evidéncias microbioldgicas complementares para a vigilancia da
resisténcia antimicrobiana na UCIP e apoiar a interpretacdo dos padrdes locais de
resisténcia para orientacdo da terapia antimicrobiana e controlo das infec¢des causadas
por BGN (Pons et al., 2015; Haji et al., 2021).

A investigacdo sobre a monitorizagdo de infeccdes resistentes provocadas por BGN,
particularmente as sépsis, € escassa, especialmente em nacBGes de baixo e médio
rendimento, entre as quais se inclui Mocambique (Seman et al., 2022; Dikoumba et al.,
2023), o que compromete a eficacia do tratamento e das medidas de controlo das

infeccdes.

O presente estudo contribui para o fornecimento de dados sobre o perfil susceptibilidade
aos antibioticos de BGN isoladas em hemocultura, actualizagdo de algoritmos e
orientagéo da terapia antimicrobiana na UCIP do HCM.
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4. Problema

As infecgbes multirresistentes (MDR) no grupo etario pediatrico, especialmente devido a
bactérias gram-negativas (BGN), estdo a aumentar em todo o mundo com uma

mortalidade elevada (Falagas et al., 2014).

As infec¢des da corrente sanguinea (ICS) sdo tidas como as infec¢des de maior gravidade
nas unidades de cuidados intensivos pediatricos (UCIP) e acarretam a mortalidade mais
elevada, com uma mortalidade atribuivel estimada em 3% e uma mortalidade bruta de
18% (Stoll et al., 2002; Gray, 2004). Na UCIP de um hospital da india realizou-se um
estudo que mostrou elevada prevaléncia de resisténcia antimicrobiana a agentes
antibacterianos de utilizacdo corrente, como a ampicilina (94,9%-90,7%), a cefotaxima
(92,4%-71,4%) e a piperacilina-tazobactam (31,2%-27,5%) e levofloxacina (42,4%-
39,8%) em BGN isoladas na corrente sanguinea (Wattal & Goel, 2020).

Estudos anteriores realizados em Mocambique , mostram que a incidéncia das infec¢oes
invasivas em criancas com idade inferior a 15 anos foi determinada uma incidéncia de
425 episodios por 100.000 criancas por ano, durante o interregno de 2001 a 2006,
principalmente nas zonas rurais de Mogambique. Adicionalmente, as criangas menores
de um ano apresentaram maior incidéncia de infeccBes invasivas, com um valor

preocupante de 1.738 por 100.000 criancas por ano (Sigauque et al., 2009).

Um estudo desenvolvido em Mogambique, mais concretamente no Hospital Central de
Maputo (HCM), sobre a etiologia das infeccdes hospitalares na unidade dos cuidados
intensivos (UCI) incluindo amostras de sangue, fezes, puUs urina, ponta de catecter,
expetoracdo e exudacto faringeo no ano de 2017, reportou 79,3% de BGN versus 20,7%
de Gram-positivos, onde a maioria dos agentes etiolégicos foram isolados em amostras
de sangue (49,2%) (Mahaluga et al., 2018).

A utilizacdo inadequada de antimicrobianos, incluindo a automedicagéo, contribui para o
surgimento e a disseminacdo da resisténcia antimicrobiana (Garcia & Comarella, 2021;
Koju et al., 2022). Em Mocambique, estas praticas tém sido reportadas e associadas a
conhecimentos limitados sobre o uso apropriado de antimicrobianos (GARP, 2015; Mate
etal., 2019).

A nivel global, a resisténcia de estirpes bacterianas a multiplos farmacos tem vindo a

aumentar, constituindo actualmente uma séria ameaca para a saude publica. Varios
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trabalhos publicados nos ultimos anos documentam a circulagdo de agentes patogénicos
bacterianos multirresistentes (Haji et al., 2021; Sumbana et al., 2021; Santona et al.,
2022; Sumbana et al., 2023). As alternativas terapéuticas para o tratamento de infec¢bes
bacterianas encontram-se hoje severamente condicionadas pela emergéncia de estirpes
produtoras de 3-lactamases de espectro estendido (ESBL) e de carbapenemases (Barbosa,
2020). Estas estirpes de BGN constituem uma causa relevante de infecgdes nosocomiais
em todo o mundo, caracterizando-se por uma disseminacéo rapida e progressiva, estando
associadas a elevadas taxas de mortalidade e a um leque reduzido de opcGes de tratamento
(Barbosa, 2020). Contudo, permanece limitada a informacéo sobre o perfil fenotipico e
molecular das BGN isoladas de hemoculturas na UCIP-HCM e a sua relagdo com os
desfechos clinicos dos pacientes, constituindo esta uma lacuna cientifica que fundamenta

a realizacdo do presente estudo.
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4.1. Questdes de pesquisa
O presente estudo teve como base as seguintes questoes:

1. Qual é o perfil de susceptibilidade de isolados de bactérias Gram-negativas obtidos
de hemoculturas na unidade de cuidados intensivos pediatricos do Hospital Central

de Maputo?

2. Quais sdo os determinantes de resisténcia aos antibioticos em bactérias Gram-
negativas isoladas de hemoculturas na unidade de cuidados intensivos pediatricos do

Hospital Central de Maputo?

3. Quais sdo os principais determinantes de viruléncia em isolados de bactérias Gram-
negativas obtidos de hemoculturas na unidade de cuidados intensivos pediatricos do

Hospital Central de Maputo?

4. Qual é arelacdo entre a presenca de isolados de BGN virulentos e resistentes aos

antimicrobianos, e os desfechos clinicos dos pacientes?
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5. Revisao bibliogréafica

5.1. Caracteristicas gerais das bactérias Gram-negativas e infeccdes invasivas

No método de coloracdo de Gram, as BGN adquirem uma tonalidade rosada, resultado
da sua arquitectura celular particular. Ao contrario das Gram-positivas, que possuem uma
parede espessa de peptidoglicano e rettm o corante violeta, as Gram-negativas
apresentam uma camada fina deste polimero, localizada no espaco periplasmatico, e uma
membrana externa constituida por uma bicamada lipidica que contém lipopolissacarideos

(LPS), lipoproteinas e porinas (Tortora et al., 2012).

Estes microrganismos sdo frequentemente responsaveis por infec¢des adquiridas em
contexto hospitalar, estando a sua propagacdo associada a utilizacdo de dispositivos
médicos invasivos e a procedimentos cirdrgicos (Peleg & Hooper, 2010). As
manifestagdes clinicas mais graves provocadas por BGN ocorrem ao nivel do tracto
respiratorio inferior e da corrente sanguinea, sendo o0s membros da
familia Enterobacteriaceae os agentes mais frequentemente identificados em diversas

regides geograficas (Peleg & Hooper, 2010).

A nivel mundial, tem-se assistido a um aumento das notificacbes de microrganismos
multirresistentes, como Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii e
Enterobacteriaceae produtoras de P-lactamases de espectro estendido (ESBL) ou de
carbapenemases (Haji et al., 2021). Este fendmeno constitui actualmente um grave
problema de saude publica a escala global (WHO, 2014; CDC, 2019). Um dos principais
factores que impulsionam o agravamento da resisténcia em BGN é a transferéncia
horizontal de elementos genéticos mdveis que contém genes codificadores de ESBL e de
carbapenemases (Tufa et al., 2022). Estas enzimas tém a capacidade de hidrolisar uma
vasta gama de antibioticos P-lactdmicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas e

carbapenémicos (Bevan et al., 2017; Tufa et al., 2022).

A bacteriemia, enquanto infeccdo invasiva, apresenta um risco significativo de
mortalidade e encontra-se frequentemente associada & presenca de catéteres vasculares
centrais, podendo igualmente resultar de focos primérios de infecgdo por BGN noutros
Orgdos, designadamente no pulméo, no tracto geniturinario ou na cavidade abdominal
(Peleg & Hooper, 2010; Tufa et al., 2022). Em doentes vitimas de queimaduras, a

bacteriemia constitui uma das principais causas de 6bito, sendo responsavel por 51% das
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mortes (Norbury et al., 2016). As espécies de BGN mais frequentemente implicadas em
infeccbes invasivas incluem K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter spp., P.
aeruginosa e A. baumannii (Haji et al., 2021). Estes agentes ja foram previamente
identificados em diversos servicos hospitalares do pais, incluindo o Hospital Central de
Maputo (Mahaluca et al., 2018; Sumbana, 2019)

5.2.1. Klebsiella pneumoniae

A Klebsiella pneumoniae € uma BGN com morfologia de bastonete, frequentemente
implicada em infec¢des oportunistas que afectam doentes imunocomprometidos e aqueles
submetidos a internamentos prolongados (Mahaluca et al., 2018; Massinga et al., 2021).
Na populacdo infantil da Africa Subsariana, este microrganismo é um agente comum de

sépsis e de infecgdes do tracto urinario de origem hospitalar (Massinga et al., 2021).

Actualmente, as infeccBes provocadas por K. pneumoniae representam um desafio
crescente para a terapéutica, em consequéncia da emergéncia de estirpes multirresistentes
produtoras de B-lactamases, nomeadamente [-lactamases de espectro alargado (TEM,
SHV e CTX-M) e carbapenemases (KPC). Esta situacdo esta associada ao aumento da
morbilidade e da mortalidade, sobretudo entre doentes hospitalizados (Souza, 2018; Yang
etal., 2021). A produgao de B-lactamases constitui o principal mecanismo de resisténcia
das BGN, incluindo K. pneumoniae, aos antibidticos B-lactamicos (Souza, 2018).

Uma nova K. pneumoniae, denominado hipervirulento (hvKp) tem sido uma preocupacao
global de saude publica devido a sua invasividade (por exemplo, causar abscesso hepatico
piogénico, bacteremia, pneumonia), e foi reportada em varias partes do mundo, incluindo
em Manhica a 84,2 Km da cidade de Maputo e no Hospital Central de Maputo, mostrando

a necessidade de continua vigilancia no pais (Massinga et al. 2021; Sumbana et al., 2023).

5.2.2. Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo, pertecente a familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria
foi identificada pela primeira vez no laboratério de microbiologia como um BGN
fermentador de lactose que pode crescer em condi¢Ges aerdbicas como anaerobicas,
preferencialmente a 37°C, e pode ser ndo mével ou movel, é oxidase negativo, produz
indol, ndo fermenta citrato e apresenta um teste de vermelho de metilo positivo e uma

reacao de VVoges-Proskauer negativa (Hufnagel et al., 2015).

Perfil fenotipico e molecular de BGN isoladas em hemoculturas e sua relagdo com os desfechos clinicos
em pacientes internados na UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de 2023

8



A E. coli é a principal BGN responsavel por infeccOes da corrente sanguinea e por
infecgBes extra-intestinais invasivas, como a meningite neonatal, a bacterémia,
pielonefrite, cistite, prostatite e sépsis, principalmente em mulheres, recém-nascidos,

idosos e individuos imunocomprometidos (Sumbana, 2019).

Importa salientar que nem todas as estirpes de E. coli sdo patogénicas para o ser humano,
uma vez que a E. coli comensal é um colonizador habitual da microbiota gastrointestinal
(Kobayashi et al., 2021).

E. coli possui varios factores de viruléncia, incluindo toxinas (hylA, hylD, sat), adesinas,
siderdforos e capsulas de polissacarideos, que Ihes permitem causar infecgdes intestinais
e extra-intestinais em seres humanos e animais (Kobayashi et al., 2021).

Antigamente, as infeccbes por E. coli extraintestinal patogénica (EXPEC) eram
facilmente trataveis com alguns antibidticos de primeira linha (ampicilina e trimetoprim-
sulfametoxazol) (Sumbana, 2019). Contudo, a partir da década de 1990, o tratamento
destas infecges tem-se tornado progressivamente mais dificil devido a emergéncia de
resisténcia as cefalosporinas, fluoroquinolonas e sulfametoxazol-trimetoprim, agentes
terapéuticos utilizados tanto em contexto comunitario como hospitalar, o que tem
contribuido para o aumento da morbilidade, da mortalidade e dos custos econdmicos
associados (Gastmeier et al., 2012; Sumbana et al., 2019).

A resisténcia de E. coli a estes farmacos esta associada a atrasos no inicio da terapéutica
adequada (Tumbarello et al., 2007) e, em isolados de EXPEC, a produgao de B-lactamases
de espectro estendido (ESBLS) dos tipos CTX-M, TEM e SHV, bem como a -lactamases
mais recentes, como as AmpC mediadas por plasmideos. Estas Ultimas conferem
resisténcia a uma ampla gama de B-lactdmicos, incluindo penicilinas, cefamicinas,
cefalosporinas de 1* a 3* geragdo ¢ inibidores classicos de B-lactamase, como o &cido
clavulanico e o tazobactam, aos quais as ESBLs sao habitualmente sensiveis (Estaleva et
al., 2021).

5.2.3. Enterobacter spp.
O género Enterobacter spp. engloba varias espécies, entre as quais Enterobacter cloacae,
Enterobacter asburiae, Enterobacter aerogenus, Enterobacter dissolvens, Enterobacter

kobei, e Enterobacter nimipressuralis (Hoffmannand & Roggenkamp, 2003). Destas, E.
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cloacae e E. aerogenes sdo as que se destacam como agentes patogenicos de relevancia
em infeccOes nosocomiais (Malekzadegan et al., 2017).

A E. cloacae, que integra a flora comensal do tracto gastrointestinal humano e animal,
pode ser responsavel por bacteriémia, pneumonia, infec¢des do tracto urinario, infecgbes
de feridas e infecgdes do sistema nervoso central, afectando sobretudo doentes internados
em unidades de cuidados intensivos neonatais (Sumbana, 2019; Huang et al., 2021). A
sua patogenicidade é suportada por um conjunto de factores de viruléncia, incluindo a
capacidade de segregar citotoxinas, enterotoxinas, hemolisinas e de formar biofilmes
(Mortazavi et al, 2018).

Por causa da resisténcia intrinseca aos -lactamicos conferida pelos genes cromossémicos
AmpC adquiridos ESBLs e enzimas carbapenemases associadas a outros factores de
resisténcia, 0 manejo clinico das infeccdes por E. cloacae pode ser dificil, pelos niveis
crescentes de resisténcia a diferentes agentes antimicrobianos, especialmente a
quinolonas, aminoglicosideos e aos B-lactdmicos (Sumbana, 2019; Annavajhala et al.,
2019).

As B-lactamases predominantes em Enterobacter spp. sdo do tipo CTX-M e SHV
(Cheong et al., 2012), constituindo também o foco no presente estudo. Essas tém sido
associados a uma disseminacdo intra-hospitalar de CTX-M-15, que constituem um
mecanismo importante de resisténcia a cefalosporinas de 32 Geracdo (Dimitrova et al.,
2015).

5.2.4. Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa € um organismo Gram-negativo ndo fermentador, responsavel por 11% das
infeccBes hospitalares, com grandes taxas de morte, particularmente em individuos
imunocomprometidos (Sumbana, 2019; Mahmood et al., 2022). Ela pode colonizar o
trato respiratorio superior, 0 trato urinario e o rim, e pode causar infeccdes na ferida

cirurgica, pneumonia e bacteremia (Mahmood et al., 2022).

Os principais factores de viruléncia dessa bactéria sdo: adesdes, hemolisina, exotoxinas,
proteases e sideroforos (Balasoiu et al., 2014). Os efeitos toxicos sdo em grande parte
mediados por factores de viruléncia segregados, incluindo a piocianina, a elastase (LasB)
e a protease alcalina (AprA) (Bleves et al., 2010; Rada & Leto, 2013) utilizando o sistema
de secrecdo do tipo Il para contornar o sistema imunitario do hospedeiro e estabelecer a

infeccdo e quatro exotoxinas (ExoS, ExoT, ExoU, ExoY), sendo a ExoU a mais virulenta
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e potente fosfo-lipase, que rompe a membrana plasmética e conduz a uma morte celular
rapida (Sato et al., 2003).

Algumas estirpes de P. aeruginosa podem escapar a terapia antibiotica (Rice et al., 2010).
Os antibioticos carbapenémicos, o meropenem e o imipenem foram classificados como
terapia activa contra infec¢Bes por P. aeruginosa na ultima era (Mahmood et al., 2022).
Contudo, nos ultimos anos, tem-se observado o desenvolvimento de resisténcia a estes
farmacos, tendo a colistina e a polimixina B emergido como op¢des de ultimo recurso
para o tratamento de estirpes extensivamente resistentes, embora ja tenham sido descritos

casos de resisténcia a estes agentes (Mahmood et al., 2022).

Os mecanismos de resisténcia detectados em P. aeruginosa sdo mdltiplos e incluem a
diminuicdo da expressao ou a alteracdo da porina OprD, que reduz a permeabilidade aos
antibidticos, e 0 aumento da expressdo da bomba de efluxo MexAB-OprM, gue promove
a eliminacdo activa dos farmacos (Hong et al., 2015; Mahmood et al., 2022). Mutacdes
ao nivel da girase e da topoisomerase determinam resisténcia as fluoroquinolonas,
enquanto a aquisicao de genes de resisténcia confere protec¢do contra aminoglicosideos

e B-lactamicos (Hong et al., 2015).

Em certos isolados de P. aeruginosa, detectou-se a ocorréncia de ESBLs caracteristicas
da familia Enterobacteriaceae, tais como TEM, SHV (Bae et al., 2014; Potron et al., 2015)
e do tipo CTX-M (Potron et al., 2015). Foram ainda descritos seis tipos de metalo-p-
lactamases (MBLs) em P. aeruginosa, designadamente a imipenemase (IMP), a metalo-
B-lactamase codificada pelo integrdo Verona (VIM), a metalo-p-lactamase de S&o Paulo
(SPM), a imipenemase da Alemanha (GIM), a metalo-p-lactamase de Nova Deli (NDM)
e a imipenemase de Florenca (FIM) (Hong et al., 2015). Relacionados com a resisténcia
aos antibioticos B-lactdmicos, foram igualmente identificados dois novos genes de
resisténcia aos aminoglicosideos, aacA29a e aacA29b, os quais se encontram localizados
em associacdo com a cassete do gene VIM-2, em integrdes de classe I, provenientes de

amostras clinicas de P. aeruginosa (Poirel et al., 2001).

A resisténcia da maioria das P. aeruginosa aos agentes carbapenémicos deve-se a perda
da proteina da membrana externa OprD, especialmente ao imipenem, que necessita desta
porina para transpor a camada exterior e a hiper-expressdo de mecanismos de

bombeamento activo (Sumbana, 2019).
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5.2.5. Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii € um agente patogénico oportunista Gram-negativo nao
fermentativo que causa frequentemente doengas em individuos imunocomprometidos
(Shi et al., 2021). A. baumannii é frequentemente encontrada em hospitais e causa uma
variedade de infeccBes nosocomiais e doengas iatrogénicas, incluindo infeccdes da
corrente sanguinea, infec¢bes urinérias, meningite e infecgdes de lesdes cutaneas (Shi et
al., 2021).

A. baumannii é um dos organismos que constituem um perigo de &mbito mundial para a
salde do ser humano e um obstaculo terapéutico, na sequéncia da resisténcia
crescente (Kyriakidis et al.,, 2021). A. baumannii resistente aos antibidticos
carbapenémicos foi classificada em 2018 pela OMS como a prioridade nimero um para
a investigacado e o desenvolvimento de antibidticos. Os carbapenémicos foram escolhidos
como marcadores, porque a resisténcia a esta classe esta comumente associada a uma

ampla co-resisténcia a outros antibioticos (Kyriakidis et al., 2021).

Dados rede de vigilancia da resisténcia antimicrobiana da china mostraram que, de 2005
a 2018, a resisténcia de A. baumannii ao imipenem e a0 meropenem aumentou cerca de
duas vezes (Hu et al., 2016; Hu et al., 2019). A sintese de carbapenemases representa um
dos principais e mais habituais processos de resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii. As carbapenemases do tipo OXA, designadamente a OXA-23, OXA-24,
OXA-48, OXA-51 e OXA-58, sdo as que se encontram com maior regularidade. Destas,
a OXA-23, a OXA-24, a OXA-48 e a OXA-58 sdo carbapenemases de origem exdgena,
ao passo que a OXA-51 é inerente as estirpes de A. baumannii (Evans et al., 2014;
Dahdouh et al., 2017). Para além do exposto, foram relatados quatro tipos de MBLs em A.
baumannii, a saber, IMP, VIM, NDM e SIM (Kyriakidis et al., 2021).

Os carbapenémicos era a linha de tratamento preferido das infec¢des por A. baumannii
multirresistentes (MDR), mas a sua utilizacdo anterior levou a um aumento da incidéncia
de resisténcia aos carbapenémicos nos ultimos anos (Nordmann et al., 2019). As
polimixinas sdo agora amplamente utilizadas como antibioticos de escolha para infeccbes
por A. baumannii MDR, embora tenham sido inicialmente evitadas devido a toxicidades
sistemicas (nefrotoxicidade e neurotoxicidade) (Piperaki et al., 2019; Garnacho-Montero
etal., 2019).
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5.3. Mecanismos de resisténcia de bactérias Gram-negativas

As estratégias de resisténcia bacteriana face aos antimicrobianos sdo designados factores
de resisténcia, podendo ser classificados em intrinsecos e adquiridos (Verdi et al., 2016).
A resisténcia intrinseca é inerente as caracteristicas fenotipicas do microrganismo, sendo
determinada geneticamente e transmitida de forma estavel entre geracdes. Por outro lado,
a resisténcia adquirida resulta de mutacGes em genes reguladores ou estruturais, ou da
aquisicdo de genes de resisténcia através de elementos genéticos moéveis (Moreira &
Freire, 2012; Verdi et al., 2016).

A préatica da antibioticoterapia generalizada tem promovido a disseminacdo destes
mecanismos de resisténcia, tornando-os particularmente comuns em ambientes
nosocomiais (Cotrim et al., 2012; Cunha, 2014). Os principais mecanismos incluem: (i)
alteracdo da permeabilidade da membrana celular, que impede a entrada do antibidtico
na bactéria; (ii) accdo de bombas de efluxo, que bombeiam o antibidtico para o exterior
da celula; (iii) mutacBes genéticas que modificam o alvo do antibidtico, tornando-o
ineficaz; e (iv) desenvolvimento da capacidade de degradar ou inactivar o antibidtico
(Cotrim et al., 2012; Cunha, 2014).

Nos anos oitenta do século XX, testemunhou-se o aparecimento das ESBL, uma categoria
de P-lactamases com capacidade para neutralizar B-lactdmicos tais como penicilinas,
cefalosporinas (& excepcédo das cefamicinas) e aztreonam, verificando-se distintos niveis
de degradacdo para cada composto, consoante a variedade enzimatica (Gupta et al.,
2011). Na primeira década do século XXI, surgiram as carbapenemases, as quais, entre
as B-lactamases, representam a tipologia de maior significado clinico, dado que, em regra,
possuem a aptiddo para degradar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos,
carbapenemes e acido clavulanico, conferindo as estirpes um perfil de resisténcia a
maultiplos farmacos (Antochevis, 2017). A carbapenemase de maior relevancia nos
dominios clinico e epidemioldgico é a Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), a
qual foi identificada pela primeira vez em 2001 por uma equipa norte-americana
(Carvalhaes et al., 2013).

5.3.1. Beta-lactamase de espectro estendido (ESBL)
As PB-lactamases de largo espectro (ESBL) sdo proteinas codificadas por elementos
genéticos extracromossomicos, habitualmente detectadas em Enterobacteriaceae, que

degradam as cefalosporinas de terceira geracdo, as penicilinas e 0s monobactamicos
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(Seman et al., 2022). A primeira descricdo de ESBL remonta a 1983, na Alemanha, a
partir de Enterobacteriaceae, e desde entdo tem-se constatado que as Enterobacteriaceae
produtoras de ESBL constituem um perigo real para a integridade fisica do ser humano
(Seman et al., 2022). A utilidade terapéutica dos farmacos disponiveis é acentuadamente
diminuida em virtude da elevada proporcdo de BGN produtores de ESBL (Tufa et al.,
2022).

A categorizacao das ESBL pode realizar-se com base nos seus atributos moleculares ou
operacionais. Ambler agrupou as -lactamases em quatro categorias (A, B, C e D), tendo
por referéncia a homologia proteica e a afinidade de aminoacidos, as categorias A, C e D
sdo serino-B-lactamases, enquanto a categoria B corresponde as metalo-pB-lactamases
(Souza, 2018). As ESBL mais prevalentes sdo a cefotaximase (tipo CTX-M), a temoniera
(TEM) e a sulfidrilo variavel reagente (SHV) (Tufa et al., 2022). Estas enzimas, cuja
codificacdo decorre de genes situados em plasmideos, possuem acentuada aptiddo para
se dispersarem por outras estirpes bacterianas, podendo ser detectadas em agentes
patogénicos de relevo da familia Enterobacteriaceae (Cunha, 2014). O surgimento de
bactérias produtoras de ESBL tem ocorrido com maior incidéncia em individuos
internados, com histérico de administracdo de antimicrobianos e utilizacdo de

dispositivos intravenosos (Souza, 2018).

5.3.1.1. Enzima SHYV (variavel reagente sulfidrico)

A linhagem SHV de B-lactamases aparenta ter procedéncia em Klebsiella spp., existindo
presentemente variedades tais como SHV-1, SHV-5, SHV-25 e SHV-26 (Gracia et al.,
2006). O antepassado desta categoria, a SHV-1, é ubiquitariamente encontrado em K.
pneumoniae (Shaikh et al., 2015). Em numerosas estirpes de BGN, o segmento genético
responsavel pela producdo da SHV-1 ou da sua forma precursora, a LEN-1, encontra-se
situado no cromossoma bacteriano. E admissivel que o gene da SHV-1 tenha derivado
como um gene cromossoémico em Klebsiella e, ulteriormente, tenha sido integrado num
plasmideo que se dispersou por outras espécies de enterobacterias. A SHV-1 ¢ a causa de
perto de 20% da insusceptibilidade a ampicilina conferida por plasmideos BGN (Shaikh
et al., 2015; Marques, 2016).

5.3.1.2. Enzima TEM (Temoniera)
TEM foi relatada pela primeira vez em E. coli, isolado em 1965, possui perfil de substrato
e inibicdo semelhantes aos do SHV-1. Actualmente séo reconhecidas variantes de TEM:
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TEM-1, TEM-2, TEM-3, TEM-11, TEM-19, TEM-20, TEM-21, TEM-22, TEM-29 e
TEM-102 (Gracia et al., 2006). A TEM-1 apresenta aptidao para hidrolisar penicilinas e
cefalosporinas de primeira geracdo, tendo a TEM-3 sido a primeira variante TEM a exibir

maior actividade contra cefalosporinas de largo espectro (Shaikh et al., 2015).

O TEM-2, o primeiro derivado do TEM-1, tinha um Gnico aminoacido substituigdo da [3-
lactamase original. Isso causou uma mudanca no ponto isoelétrico de um de 5.4-5.6, mas
ndo alterou o perfil do substrato (Shaikh et al., 2015). O TEM-3, originalmente relatado
em 1989, foi o primeiro tipo TEM de B-lactamase a exibir o fenotipo ESBL (Shaikh et
al.,2015).

5.3.1.3. Enzima CTX (Cefotaximase)

A descoberta das primeiras proteinas pertencentes a familia CTX-M ocorreu nos anos
finais da década de 1980, tendo-se procedido, desde entdo, a sequenciamento de mais de
uma centena de variantes (Shaikh et al., 2015; Marques, 2016). Com base na composi¢ao
das suas cadeias de aminoacidos, estas enzimas podem ser organizadas em cinco
agrupamentos filogenéticos, designados CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e
CTX-M-25 (Shaikh et al., 2015; Marques, 2016). Os grupos 1 e 2 encontram-se
relacionados com a mobilizacdo de genes de origem cromossémica provenientes da
espécie Kluyvera ascorbata, ao passo que 0s grupos 8 e 9 estdo associados a genes

cromossémicos de Kluyvera georgiana (Shaikh et al., 2015; Marques, 2016).

O mecanismo de emergéncia das enzimas CTX-M & distinto do que esta na origem das
ESBL dos tipos TEM e SHV (Shaikh et al., 2015). Com efeito, enquanto as variantes
SHV-ESBL e TEM-ESBL surgiram a partir de alteragdes pontuais na sequéncia de
aminoacidos das enzimas preexistentes, as CTX-M-ESBL resultaram da aquisicdo de
material genético exdgeno, mediada por transferéncia horizontal a partir de outras
espéecies bacterianas, recorrendo a plasmideos conjugativos como veiculo de
disseminacdo (Shaikh et al., 2015). Um aspecto molecular de particular relevancia é a
presenca, em todas as enzimas CTX-M, de um residuo de serina na posic¢éo 237 da cadeia
polipeptidica, o qual se revela fundamental para a actividade de largo espectro que
caracteriza estas [3-lactamases (Shaikh et al., 2015).

Importa ainda salientar que a resisténcia aos antibioticos p-lactdmicos ndo se restringe a
producéo de enzimas inactivadoras, podendo igualmente decorrer de outros fenGmenos,
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tais como a modificagdo estrutural do local de ligagdo do farmaco ao seu alvo molecular,
a reducdo da permeabilidade da membrana citoplasmatica, a presenca de sistemas de
bombeamento activo que promovem a extrusdo do antibiotico ou, ainda, a propria

destruicdo enzimatica do composto (Moreira & Freire, 2012).

5.3.2. Carbapenemases

As carbapenemases constituem um grupo de enzimas produzidas por BGN , estando entre
0s principais agentes responsaveis por infeccbes que apresentam resisténcia aos
antimicrobianos, a produgdo destas enzimas determina a ineficicia dos carbapenémicos,
que sao farmacos de eleicdo no combate a infec¢bes provocadas por microrganismos
multirresistentes (Verdi et al., 2016).

Tendo em conta que os genes codificadores destas enzimas se encontram frequentemente
em plasmideos, as carbapenemases possuem uma notavel capacidade de propagacdo, uma
vez que facilitam a aquisicdo e o acumulo de outros determinantes geneticos de
resisténcia, este fenémeno complica significativamente as estratégias de contencdo de
surtos e esta associado a um agravamento das taxas de letalidade (Borba et al., 2012). A
rapida dispersdo destas enzimas é favorecida, sobretudo, por elementos genéticos
transponiveis, como o0 Tn4401, e pela transferéncia horizontal de plasmideos pertencentes
a diversos grupos de incompatibilidade, os quais transportam o gene blaKPC
(Antochevis, 2017).

Do ponto de vista da sua estrutura e mecanismo de ac¢éo, as carbapenemases agrupam-
se em duas categorias principais: as serino-carbapenemases e as metalo-p-lactamases
(Marques, 2016). As primeiras enquadram-se nas classes A e D da classificacdo de
Ambler, ao passo que as segundas integram a classe B. No grupo das serino-
carbapenemases, incluem-se, entre outras, as enzimas GES, SME-1, IMI, NMC-a, OXA
e KPC. Por seu turno, as metalo-f-lactamases mais representativas pertencem as familias
IMP, GIM, VIM, NDM e SPM (Marques, 2016).

A literatura cientifica regista actualmente mais de vinte variantes da enzima KPC, que
surgem em consequéncia de mutagdes pontuais ao longo da mesma cadeia polipeptidica,
sendo as isoformas KPC-2 e KPC-3 as que ocorrem com maior frequéncia (Antochevis,
2017). A KPC é a serino-carbapenemase de classe A mais disseminada geograficamente,
tendo recebido esta denominacéo por ter sido inicialmente identificada em elementos
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genéticos de natureza plasmidial num isolado clinico de Klebsiella pneumoniae
(Antochevis, 2017). Esta enzima possui a capacidade de degradar ndo apenas 0s
carbapenémicos, como 0 meropenem, o ertapenem e 0 imipenem, mas igualmente todo o
espectro de antibidticos B-lactamicos (Souza, 2018). O Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) preconiza a investigacdo da presenca de KPC em estirpes
bacterianas que evidenciem resisténcia a cefalosporinas de terceira geracdo e que

apresentem uma sensibilidade reduzida aos carbapenémicos (Verdi et al., 2016).

5.3.3. Modificacéo do alvo

Este tipo de resisténcia decorre de alteracdes na sequéncia de aminoacidos que compdem
as proteinas de ligacdo a penicilina, vulgarmente designadas PBPs (penicillin-binding
proteins), o que determina uma diminuicéo da capacidade destas proteinas se associarem

ao farmaco antimicrobiano (Moreira & Freire, 2012).

As modificacbes ao nivel dos aminoécidos podem ter origem em diferentes processos,
designadamente: (i) a aquisicdo de novas proteinas PBPs, que ndo sdo reconhecidas pelo
antibiotico; (ii) fendmenos de recombinacao entre os genes que codificam estas proteinas
e que estdo relacionados com a expressdo de sensibilidade; ou (iii) a sobreexpressdo da
proteina, que conduz a um incremento dos niveis de resisténcia aos antibidticos da classe

dos B-lactamicos (Moreira & Freire, 2012)

5.3.4. Alteracdo da permeabilidade

A reduzida permeabilidade da membrana externa que caracteriza as bactérias Gram-
negativas encontra-se frequentemente na origem da resisténcia observada face a diversos
agentes antimicrobianos (Cunha, 2014). O transporte de compostos do meio exterior para
o interior da célula é condicionado por um conjunto de factores, entre 0s quais se incluem
a carga eléctrica, a conformacéo estrutural e as dimensdes das moléculas, para além da
presenca de proteinas transmembranares que funcionam como canais selectivos (Moreira
& Freire, 2012).

E precisamente através destes poros proteicos que os antibiéticos, nomeadamente os da
classe dos p-lactamicos, penetram na celula bacteriana ou acedem ao espaco
periplasmatico, onde exercem a sua acc¢ao (Cunha, 2014). Assim, qualquer compromisso
funcional destas proteinas pode determinar uma redugdo da sensibilidade a multiplos

antibioticos, uma vez que a entrada do farmaco se encontra dificultada (Cunha, 2014).
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5.3.5. Bombas de efluxo

O espectro de accdo de um dado antibiotico pode ser influenciado pelo tipo de bomba de
efluxo presente na bactéria (Moreira & Freire, 2012). Este processo consiste na extrusao
activa de compostos antimicrobianos do compartimento intracelular para o0 meio externo,
0 que confere a bactéria a capacidade de resistir a accdo de certos farmacos. A titulo
ilustrativo, menciona-se a resisténcia as tetraciclinas observada em E. coli, a qual é
determinada por genes localizados em plasmideos e se manifesta através da accdo de
proteinas inseridas na membrana citoplasmatica do microrganismo (Moreira & Freire,
2012).

5.4. Factores de viruléncia em bactérias Gram-negativas

Para além dos determinantes de resisténcia aos antimicrobianos, a capacidade de um
microrganismo desencadear doenca encontra-se intimamente ligada a sua patogenicidade,
a qual é determinada pela expresséo de genes que codificam factores de viruléncia. Estes
elementos moleculares conferem ao agente patogénico a aptiddo para colonizar o
hospedeiro, interferir com os seus processos fisioldgicos e, em Ultima anélise, provocar o

aparecimento de uma infecgdo (Nogueira, 2022).

Os factores de viruléncia mais relevantes estdo presentes numa ampla variedade de
microrganismos e incluem adesinas, toxinas, invasinas, proteases auto-transportadoras
(SPATES), sistemas de captacdo de ferro, bem como mecanismos que comprometem a

eficacia da resposta imunitéaria do hospedeiro (Nogueira, 2022).

Tabelal. Factores de viruléncia de bactérias Gram-negativas.

Categoria funcional Factores de viruléncia Referéncia

Adesinas fimH Massinga et al., (2021)
mrkD
yctM
Protetinas/Invasinas rmpA
magA
traT
Toxinas hylA
hylC
Sideroforos IUtA
fyuA
entB
SPATES Sat
sepA
piC
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Siga
Pet

5.5. Opc0es terapéuticas para as infec¢des invasivas causadas por Bactérias Gram-
negativas

O agravamento da crise de resisténcia aos antimicrobianos tem colocado a resisténcia aos
carbapenémicos em patogénios Gram-negativos como um dos maiores desafios clinicos
da actualidade (Doi, 2019). Os carbapenémicos tém sido, durante largo tempo,
considerados os fArmacos com maior poténcia e espectro de ac¢do contra microrganismos
Gram-negativos multirresistentes (Doi, 2019). Com efeito, a lista de prioridades globais
de bactérias resistentes a antibioticos divulgada pela Organizacdo Mundial da Saude em
2017 identifica os patogénios resistentes aos carbapenémicos como sendo de prioridade
critica para a investigacdo e o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos,
abrangendo  Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa e  Acinetobacter
baumannii (WHO, 2017).

A emissdo de um resultado laboratorial que confirme a producdo de ESBL implica a
exclusdo de todos os B-lactamicos do esquema terapéutico, com a Unica excepcao dos
carbapenémicos (imipenem, meropenem e ertapenem) (Doi, 2019). Contudo, a escolha
final do antibiotico a utilizar devera ser orientada pelos resultados in vitro dos testes de
susceptibilidade, podendo recorrer-se a outras classes de antimicrobianos (Doi, 2019;
CLSI, 2023).

O desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos sofreu um abrandamento
significativo durante a década de 1990, mas o crescente reconhecimento dos obstaculos
clinicos impostos pelas BGN resistentes aos carbapenémicos tem renovado o interesse na
concepcao de novas abordagens terapéuticas (Doi, 2019). Estes esforcos estdo a resultar,
actualmente, na introducdo de novos agentes com actividade contra estirpes Gram-

negativas resistentes aos carbapenémicos (Doi, 2019).

Apesar da escassez de opcdes, algumas BGN podem ainda manter susceptibilidade as
polimixinas, que constituem actualmente a base do tratamento destas infecgdes, bem
como aos aminoglicosideos e a tigeciclina (Vardakas & Falagas, 2017). Os
aminoglicosideos e a tigeciclina sdo frequentemente utilizados em associagdo com as
polimixinas para o tratamento de estirpes produtoras de carbapenemases (Zavascki et al.,

2013).
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Em Mogambique, o tratamento das infeccdes por BGN segue, de um modo geral, uma
estratégia escalonada, que tem inicio com a administragdo de antibidticos de largo
espectro, sendo posteriormente ajustada para agentes mais especificos com base nos
resultados dos testes de susceptibilidade antimicrobiana (CTTF, 2007). Este esquema
terapéutico engloba vérias classes de antimicrobianos, designadamente penicilinas,
cefalosporinas, carbapenémicos, aminoglicosideos, tetraciclinas e fluorogquinolonas
(CTTF, 2007).

6. Enquadramento conceptual

Bactérias Gram-negativas: Grupo de bactérias cuja parede celular apresenta uma
camada delgada de peptidoglicano e uma membrana externa adicional constituida por
lipopolissacarideos (LPS), o que determina a sua coloracdo résea no método de coloragéo
de Gram, em contraste com as bactérias Gram-positivas, que possuem uma parede mais

espessa e retém o corante violeta (Tortora et al., 2012).

Hemocultura: Exame laboratorial que consiste no isolamento e identificacdo de
microrganismos patogénicos presentes no sangue de doentes com suspeita clinica de
infeccdo (Ferraz Jr. & Bonilha, 2009).

Infeccdo: Entrada, desenvolvimento ou multiplicacdo de um agente infeccioso no
organismo hospedeiro, podendo manifestar-se de forma clinica ou subclinica (Porta,
2014; WHO, 2020).

Colonizagéo: Presenga de um microrganismo no hospedeiro sem que se verifiguem
manifestacdes clinicas de doenca ou resposta imunoldgica no momento do seu isolamento
(Barbosa, 2020).

Infeccdo da Corrente Sanguinea (ICS): O diagndstico de ICS pode ser estabelecido

com base num dos seguintes criterios:

1. Uma ou mais hemoculturas positivas para microrganismos que ndo Sao
considerados contaminantes cutaneos, desde que 0 mesmo microrganismo ndo

esteja envolvido noutro foco infeccioso (Barbosa, 2020).

2. Presenca de pelo menos um dos seguintes sinais ou sintomas, na auséncia de outra
causa ndo infecciosa identificada e sem relagdo com infecgdo noutra localizagéo
(a confirmar com o médico assistente do recém-nascido): instabilidade da

temperatura, bradicardia, apneia, intolerdncia alimentar, agravamento do
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desconforto respiratorio, intolerancia a glucose, instabilidade hemodindmica,

hipoatividade ou letargia (Barbosa, 2020).

Adicionalmente, deve verificar-se, pelo menos, uma das seguintes condic@es: isolamento
de microrganismos contaminantes cutaneos comuns (Staphylococcus coagulase
negativo, Propionibacterium spp., Bacillus spp. ou Micrococcus) em, pelo menos, duas
hemoculturas colhidas em locais distintos, com um intervalo méximo de 48 horas entre
as colheitas (Barbosa, 2020).

Sépsis: Infeccdo suspeita ou confirmada (por cultura positiva, coloracéo de tecidos ou
proteina C reactiva — PCR) causada por qualquer agente patogénico, ou uma sindrome
clinica com elevada probabilidade de infeccéo (Goto et al., 2017).

Sépsis Grave: Sépsis que se acompanha de uma das seguintes condi¢des: Disfuncao
cardiovascular; ou Sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA); ou Duas ou mais

disfungdes organicas adicionais (Goto et al., 2017).

Choque Séptico: Sépsis que se associa a disfuncdo cardiovascular (Goto et al., 2017).
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7. Metodologia

7.1.Tipo/Desenho do estudo

O presente trabalho caracterizou-se por ser um estudo de natureza descritiva, com

delineamento transversal e recurso a dados de caracter retrospectivo.

7.2.Local do Estudo

O estudo decorreu no Hospital Central de Maputo (HCM), instituicdo localizada nas
coordenadas -25.9694 de latitude e 32.58819 de longitude, na Provincia de Maputo, em

Mocambique.
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Figura 1: Mapa da cidade de Maputo, mostrando a divisdo administrativa e a localizagéo
do Hospital Central de Maputo (HCM) e da Faculdade de Medicina (FAMED) da
Universidade Eduardo Mondlane (UEM).

Fonte: CMCM, (2013).

O HCM ¢ um hospital publico, quaternario e de ensino, com uma capacidade aproximada
de 1463 camas, dispondo de quatro Servicos de Terapia Intensiva: a UTI de Emergéncia,
com 16 camas; a UTI de Medicina, com 6 camas; a UTI Pediatrica, com 16 camas; e a
UTI Cirargica, com 12 camas (Mahalucga et al., 2018). Trata-se da maior unidade sanitaria

do pais e constitui o principal centro de referéncia em Mogambique.

Foram seleccionados isolados de BGN obtidos a partir de hemoculturas colhidas na
Unidade de Cuidados Intensivos Pediatricos (UCIP) do HCM e conservados no Biobanco
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do Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina. O processamento
laboratorial destes isolados, incluindo a identificagéo bacteriana, a determinagéo do perfil
de susceptibilidade aos antimicrobianos e a extraccdo do DNA bacteriano, foi realizado
no Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina. A quantificacdo do DNA
genomico foi efectuada no Centro de Biotecnologia da Universidade Eduardo Mondlane
(UEM). Por fim, as amostras de DNA foram enviadas a Itdlia, para o Laboratorio
Humanizing Genomics — Macrogen Europe especializado em analises moleculares
avancadas, onde fez-se o sequenciamento do genoma completo usando a plataforma
Illumina NextSeq platform, 30x coverage (NGX) e o assembling através de SPAdes
3.13.0.

7.3.Periodo do estudo

O estudo foi conduzido apés a obtengdo da aprovacao ética, tendo decorrido ao longo de
12 meses, compreendidos entre Agosto de 2024 e Julho de 2025. Os isolados bacterianos
foram provenientes de hemoculturas processadas no intervalo de Janeiro a Dezembro de
2023.

7.4. Populagédo do estudo

A populacdo em estudo foi constituida por 16 isolados de BGN, recuperados de
hemoculturas de doentes internados na UCIP do HCM, os quais se encontravam
armazenados no Biobanco do Laboratério de Microbiologia da FAMED da UEM,
relativamente ao periodo compreendido entre Janeiro e Dezembro de 2023.

7.5.Critérios de incluséo e de exclusao

Foram integrados no estudo todos isolados de BGN de amostras de hemoculturas
provenientes da UCIP do HCM, armazenados no Biobanco do Laboratério de
Microbiologia da FAMED da UEM, no periodo de Janeiro a Dezembro de 2023. E foram
excluidos do estudo todos os isolados cuja sua subcultura apresentou uma contaminagdo

bacteriana.

7.6. Modo de selecgdo das amostras, amostragem e tamanho da amostra

Foram recuperados todos isolados de BGN de amostras de hemoculturas provenientes da
UCIP do HCM, armazenados no Biobanco do Laborat6rio de Microbiologia da FAMED
da UEM e a amostragem foi ndo probabilistica por conveniéncia. Nao foi efectuado

qualquer célculo para determinacao do tamanho da amostra, uma vez que foram incluidas
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a totalidade das amostras colhidas durante o periodo definido para o estudo (von Elm et
al., 2007).

7.7.Procedimentos, técnicas e instrumentos de recolha de dados
7.7.1. Colheita da amostra, dados demograficos e clinicos

No &mbito das actividades de Vigilancia Laboratorial de Resisténcia aos Antibidticos no
HCM (Laboratory-based Surveillance of antibiotic resistance in “Hospital Central de
Maputo), foram obtidos isolados de bacilos Gram-negativos (BGN), provenientes de
amostras de hemoculturas de doentes internados na Unidade de Cuidados Intensivos
Pediatricos (UCIP) do Hospital Central de Maputo (HCM). Os isolados foram
recuperados do Biobanco do Laboratdrio de Microbiologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Eduardo Mondlane (FAMED-UEM) com base nas informacdes registadas
no livro de registo do laboratorio. Esses isolados estavam conservados em meio de cultura
liquido Skim Milk, armazenados a -80 °C. Posteriormente, foram submetidos a subcultivo
em &gar MacConkey, com o objectivo de realizar caracterizacbes fenotipicas e

moleculares subsequentes.

A identificacdo preliminar das espécies bacterianas foi realizada previamente no ambito
do estudo de Vigilancia Laboratorial de Resisténcia aos Antibiéticos no HCM conduzido
pelo laborat6rio de Microbiologia da FAMED, estando os dados devidamente registados
no respectivo livro de registo. A partir desse livro de registo, foram colhidos os dados
demogréficos e clinicos dos pacientes, os quais foram posteriormente organizados numa
base de dados construida no software Microsoft Excel. Ressalta-se que ndo houve
qualquer contacto com os pacientes, sendo que todos os isolados estavam devidamente

codificados, assegurando o anonimato e a confidencialidade das informacdes.
7.7.2. Procedimentos laboratoriais

7.7.2.1. Teste de susceptibilidade aos antimicrobianos de espécies de bactérias

Gram-negativas

Para a avaliagdo da susceptibilidade das BGN isoladas aos diferentes agentes
antimicrobianos, recorreu-se ao método de difusdo em disco, conforme pratica adoptada
no Laboratdrio de Microbiologia da Faculdade de Medicina, com base nos procedimentos
estabelecidos pelo CLSI, (2017). Trata-se de uma técnica amplamente utilizada também
em laboratdrios clinicos e de saude publica no pais (CLSI, 2017). O painel de antibioticos
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testados abrangeu diversas classes terapéuticas, designadamente B-lactamicos(peni-
cilinas, cefalosporinas e carbapenémicos), quinolonas, aminoglicosideos, sulfonamidas,

tetraciclinas e nitrofuranos (Tabela 1).

A preparacgdo do indculo bacteriano obedeceu aos seguintes passos: a partir de uma placa
de Agar MacConkey com crescimento puro, seleccionaram-se trés a cinco colonias bem
isoladas das bactérias Gram-negativas em estudo. Com o auxilio de uma ansa
bacterioldgica, tocou-se suavemente a superficie de cada colonia e transferiu-se o material
para um tubo de ensaio estéril contendo 5 mL de soro fisioldgico, ajustando-se a turvacao
a escala 0.5 de MacFarland (EUA Grant Instruments Lda.). Procedeu-se, em seguida, a
uma agitacdo breve em vortex, obtendo-se uma suspensdo com uma concentragao
aproximada de 1 a 2 x 108 UFC/mL.

De imediato, as suspensdes bacterianas foram inoculadas em placas contendo meio de
cultura Agar Mueller-Hinton, que corresponde ao meio de eleicio utilizado no
Laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina para este fim. As placas e 0s
discos de antibioticos, previamente conservados a baixa temperatura, foram retirados do
frigorifico com uma antecedéncia de 20 a 30 minutos, de modo a atingirem a temperatura
ambiente antes da execucao do ensaio. Com um swab estéril, mergulhou-se na suspenséao
bacteriana contida no tubo, tendo o cuidado de remover o excesso de liquido,
comprimindo a haste contra a parede do tubo. De seguida, procedeu-se a semeadura da
suspensdo sobre a superficie do Agar Mueller-Hinton, efectuando movimentos em trés
direccOes diferentes, de forma a obter-se um crescimento bacteriano confluente. Com o
auxilio de uma pinca previamente flambada, colocaram-se os discos de antibioticos sobre
a superficie do agar, assegurando uma distancia minima de 2 cm entre cada disco e a
borda da placa e de, pelo menos, 3 cm entre discos adjacentes. Por fim, as placas foram
incubadas a 37°C durante um periodo de 18 a 24 horas.

Interpretacdo do antibiograma (TSA)

Decorrido o tempo de incubagdo, procedeu-se a leitura e interpretacdo dos halos de
inibicdo, utilizando uma craveira para medi¢do dos didmetros. Os resultados foram
classificados como sensivel, intermédio ou resistente, de acordo com os pontos de corte

estabelecidos pelo CLSI, (2023), adoptados como referéncia internacional (Tabela 2).
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Adicionalmente, os isolados bacterianos foram categorizados quanto ao seu perfil de
resisténcia antimicrobiana. Considerou-se como multirresistente (MDR) todo o isolado
que apresentasse auséncia de susceptibilidade a, pelo menos, um agente antimicrobiano
em trés ou mais classes terapéuticas distintas, de acordo com a defini¢cdo padronizada
proposta por Magiorakos et al., (2012), amplamente utilizada em estudos de vigilancia

da resisténcia antimicrobiana.

Tabela 2. Tamanho e concentracfes dos halos dos antibidticos que foram testados,
segundo CLSI, 2023.

Grupo de Agentes Concentracgéao Zona do diametro
antibidticos Antimicrobianos
S | R
Penicilinas Ampicilina 10 ug >17 14-16 | <13
Amoxicilina-acido 20/10 pg >18 | 14-17 | <13
clavulanico
Cefoxitina Il 30 ug >18 [15-17 [<14
Cefalosporinas Ceftriaxona Il1 30 pg >23 |20-22 | <19
Ceftazidima 11 30 pug >21 18-20 | <17
Carbapenémicos | Ertapenem 10 pg >22 19-21 | <18
Imipenem 10 pg >23 20-22 | <19
Meropenem 10 g >23 20-22 | <19
Quinolonas Acido nalidixico 30 pg >19 14-18 | <13
Ciprofloxacina 5pug >26 22-25 | <21
Aminoglicosideos | Gentamicina 10 pg >18 15-17 | <14
Tobramicina 10 pg >17 13-16 | <12
Sulfonamidas Trimetoprima- 1.25/23.75 pg >16 11-15 | <10
sulfametoxazol
Tetraciclinas Tetraciclina 30 ug >15 12-14 | <11
Nitrofuranos Nitrofurantoina 300 pg >17 15-16 | <

Fonte: CLSI, (2023).

Figura 2. Determinac&o do perfil de susceptibilidade a antibioticos através do método de

disco-difusio.

Fonte: Carmona, (2017).
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7.7.2.2. Extracgdo do DNA das bactérias Gram-negativas

O DNA foi extraido usando o Kit QIAGEN e o respectivo protocolo. Foram transferidos
1000 ul da subcultura da suspensdo bacteriana em LB Broth e posteriormente
centrifugou-se. O pellet obtido foi ressuspenso em 180 pL do tampdo ATL, ao qual se
adicionaram 20 pL de proteinase K. As amostras foram entéo incubadas em banho-maria
a 56°C durante 60 minutos. Apds este periodo, adicionaram-se 200 pL do tamp&o AL e
200 pL de etanol (96-100%), procedendo-se a uma nova centrifugacao. Transferiu-se toda
solucdo da amostra para a coluna de QIAGEN e centrifugou-se. A coluna foi entdo
removida e colocada num novo tubo colector, tendo-se adicionado 500 pL do tampéao
AW1, sequido de uma centrifugacdo. Descartou-se o tubo colector e a coluna foi
transferida para outro tubo colector, onde se adicionaram 500 pL do tampdo AW?2,
seguindo-se nova centrifugacdo. O tubo colector foi descartado novamente e colocado
num tubo de Eppendorf. Pipetou-se 200 ul do tampao eluidor (Baffer AE), incubou-se a
temperatura ambiente durante 1min, posteriormente centrifugou-se. E por fim descartou-

se a coluna, quantificou-se 0 DNA e armazenou-se a -20 °C (Massinga et al., 2021).

7.7.2.3.Quantificacdo do DNA gendmico das bactérias Gram-negativas

O DNA extraido no Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de
Microbiologia da FAMED foi transportado, acondicionado em gelo seco, para o
Laboratdrio do Centro de Biotecnologia. A concentracdo e a pureza do DNA foram
determinadas por espectrofotometria, utilizando o equipamento NanoDrop, de acordo

com o protocolo descrito por Desjardins e Conklin (2010).

O NanoDrop é uma técnica espectrofotométrica pratica, rapida, e comum em laboratérios
de biologia molecular. O equipamento mede a absorbancia de luz UV pelo DNA a 260
nm (A260), o que permite estimar a concentracdo do acido nucleico. Para a quantificacéo,
foi utilizado o modo de medicdo para DNA, apo6s a calibracdo do equipamento com o
tampéo utilizado como “Blank”. A concentracdo do DNA foi expressa em ng/pL e a sua
pureza foi avaliada pelas razdes A260/A280 e A260/A230, utilizadas como indicadores

de contaminag&o por proteinas e por compostos organicos, respectivamente.

7.7.2.4.Sequenciamento do genoma completo e analise

As amostras de DNA gendémico foram enviadas para o laboratério do Humanizing

Genomics-Macrogen Europe na Italia para o sequenciamento do genoma completo de 11
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isolados de BGN. Foi feito o sequenciamento de nova geracdo (NGS) utilizando a
plataforma Illumina NextSeq, com uma cobertura de 30x. A montagem dos genomas foi
feita utilizando montagem de novo com a feramenta web SPAdes 3.13.0. (Sumbana,
2019). As analises das sequéncias genomicas foram feitas por meio de ferramentas

bioinformaticas disponiveis online e em plataformas especializadas (Sumbana, 2019).

As espécies bacterianas foram confirmadas com recurso as ferramentas do Centro de

Epidemiologia Genomica (CGE), disponiveis em http://www.genomicepidemiology.org,

usando o PathogenFinder (https://genepi.dk/pathogenfinder) e KmerFinder

(https://genepi.dk/speciesfinder/ ), acessadas em Marco de 2026 (Sumbana, 2019).

Os tipos capsulares (K) e serdtipos de lipopolissacarideo (O) foram determinados usando

a plataforma Kaptive Web (https://kaptive-web.erc.monash.edu/), aplicada para isolados

de Klebsiella spp. e Acinetobacter spp., acessada em 16 de Marco de 2026 (Wick et al.,
2018).

A tipagem molecular foi feita usando a ferramenta MLST 2.0, disponivel no CGE

(http://www.genomicepidemiology.org), permitindo a determinacédo dos sequence types

(ST) com base no esquema multilocus. A analise foi realizada em 10 de Marc¢o de 2026
(Sumbana, 2019).

Os genes de resisténcia aos antimicrobianos foram identificados usando o ResFinder 4.1
(https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/), acessado em 09 de Marco de 2026,

considerando os parametros padrdo da ferramenta (Sumbana, 2019).

Os factores de viruléncia em isolados de E. coli foram identificados através da ferramenta
VirulenceFinder (https://cge.chs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/), acessado em 11 de

Marco de 2026 (Sumbana, 2019), e para isolados de Klebsiella spp. Os factores de
viruléncia foram identificados usando o software ABRicate, com a base de dados VFDB
(Virulence Factors Database), através da plataforma Galaxy (https://usegalaxy.eu/),
acessada em 16 de Marco de 2026 (Seemann, 2016).

Os replicdes plasmidiais foram identificados usando o PlasmidFinder 2.1, disponivel no
CGE (https://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/), aplicado as Enterobacteriaceae,
acessado em 17 de Margo de 2026 (Sumbana, 2019).
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7.7.3. Relacéao genotipo-fendtipo com os desfechos clinicos

Os determinantes de resisténcia e de viruléncia identificados nos isolados bacterianos

foram integrados com informacdes fenotipicas e clinicas, para estabelecer possiveis

relacBes entre os perfis genéticos das bactérias e os desfechos clinicos dos pacientes com

Sépsis.

8. Variaveis do estudo

Objectivos Variaveis !:onte de ) Tipo de teste
especificos Informagao
Descrever as Variavel Livro de registo Anélise estatistica
caracteristicas qualitativa descritiva que
sociodemogréficas nominal: consistiu em
dos pacientes com idade, sexo, calculos de

Sépsis.

proveniéncia

frequéncias, médias
e desvio padrdo

Comparar o resultado da Variavel Livro de registo, e Anélise estatistica
identificacdo das espécies qualitativa identificacao descritiva que
de bactérias Gram- nominal: molecular das consistiu em
negativas isoladas de nome das espécies calculos de
amostras de hemoculturas espécies frequéncias
obtido por métodos encontradas absolutas e relativas
fenotipicos (meios em e avaliacdo da
seletivos/diferenciais e hemoculturas concordancia entre
API 20E) com a analise 0s métodos de
gendmica in silico. identificacdo
fenotipica e in
silico.
Determinar o perfil de Variavel O TSA sera feito Anadlise estatistica
sensibilidade dos isolados qualitativa usando disco- descritiva que
aos antibioticos de ordinal: difusdo Kirby consistiu em
bactérias Gram-negativas. Sensivel, Bauer e calculos de
Intermediario antibidticos das frequéncias
e classes: absolutas e relativas
Resistente.VVa Penicilinas,
riavel cefalosporinas,
qualitativa carbapenémicos,
nominal: Quinolonas,
antibidticos aminoglicosideos,
testados sulfonamidas e

tetraciclina
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Identificar os genes de Variavel Sequenciamento Analise estatistica
resisténcia de espécies de qualitativa do genoma descritiva que
bactérias Gram-negativas. nominal: completo dos consistiu em

genes de isolados de BGN calculos de
resisténcia frequéncias
(ex: blatem, absolutas e relativas
blashv,
blactx-m,
blakpc €
blanom)

Identificar os genes de
viruléncia de espécies de

Variavel qualitativa
nominal: genes de

Sequenciamento
do genoma

Andlise estatistica
descritiva que

bactérias Gram-negativas. viruléncia completo dos consistiu em
isolados de BGN célculos de
frequéncias
absolutas e relativas
Relacionar os desfechos Variavel Livro de registo e Comparacdes
clinicos dos pacientes ao qualitativa resultado do TSA descritivas entre
perfil de viruléncia e nominal: e deteccdo dos grupos
resisténcia dos isolados de desfecho genotipos atraves
bactérias Gram-negativas. | clinico (6bito do
ou alta) e sequenciamento
genes de do genoma
resisténcia. completo de BGN

9. Plano de gestao e analise de dados

Para o processamento e analise dos dados, recorreu-se ao software Microsoft Excel 2016.
Com o auxilio desta ferramenta, procedeu-se ao célculo das frequéncias absolutas (n) e
relativas (%) para a distribuicdo dos isolados de BGN, bem como para a determinacao
das propor¢des de susceptibilidade antimicrobiana, dos determinantes genéticos de
resisténcia e dos factores de viruléncia identificados. A relagdo entre os desfechos clinicos
dos pacientes e os perfis de viruléncia e resisténcia dos isolados de BGN foi avaliada de
forma descritiva, por meio da comparacéao das distribuicGes e frequéncias observadas. Os
resultados obtidos foram compilados e apresentados sob a forma de tabelas e gréaficos,

igualmente concebidos no programa Microsoft Excel.

10. Considerac0es éticas

O presente trabalho obteve aprovacédo por parte do Comité Institucional de Bioética para
a Saude da Faculdade de Medicina (CIBS-FAMED), tendo-lhe sido atribuido o nimero
de referéncia CIBS FM&HCM/37/2024 (Anexo 2). O estudo incorporou isolados de
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BGN provenientes de hemoculturas, os quais foram recolhidos no dmbito de uma
investigagdo primaria de vigilancia laboratorial da resisténcia aos antibioticos no Hospital
Central de Maputo (Laboratory-based Surveillance of antibiotic resistance in "Hospital
Central de Maputo”). Os dados foram registados de modo anonimo e codificado,
garantindo a proteccdo da identidade dos participantes. O acesso a informacéo recolhida
foi restrito exclusivamente a equipa de investigacdo, tendo os dados sido utilizados
unicamente para os fins do presente estudo, ndo sendo permitida a sua utilizacdo para

outras finalidades.
10.1. Potenciais riscos e como foram minimizados, beneficios e confidencialidade

Os principais riscos do estudo incluiram a possibilidade de reidentificacdo dos
participantes, e a exposicdo dos investigadores durante a manipulacdo dos isolados
bacterianos. Para minimizar estes riscos, foram removidos todos os identificadores
pessoais dos participantes, 0 manuseamento da informacéo esteve limitado unicamente
aos membros da equipa de investigacdo autorizada e foram adotadas medidas de

biosseguranca de nivel 2 durante os procedimentos laboratoriais.

Apesar de os participantes ndo terem obtido qualquer beneficio directo, o trabalho
realizado permitiu reunir dados relevantes acerca dos padrdes de resisténcia
antimicrobiana e dos factores de viruléncia de bactérias Gram-negativas invasivas
isoladas na UCIP do HCM, constituindo, assim, uma fonte de informacdo Util para a

vigilancia epidemioldgica e para o controlo destas infecgdes.

A confidencialidade dos dados foi assegurada através da codificacdo das informacdes dos
participantes, do armazenamento seguro dos dados em sistemas protegidos por palavra-
passe e da restri¢cdo do acesso apenas aos investigadores autorizados. Os resultados foram
divulgados de forma agregada, sem identificacdo individual dos participantes, garantindo

a protegdo e confidencialidade das informacdes durante e ap6s a concluséo do estudo.
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11. Resultados

11.1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com sépsis provenientes
da UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de 2023

No presente estudo foram incluidos 16 isolados de bactérias Gram-negativas (BGN)
obtidos de hemoculturas provenientes de doentes internados na UCIP-HCM, entre Janeiro
e Dezembro de 2023, no Laboratoério de Microbiologia da Faculdade de Medicina. Estes
isolados estavam armazenados no Biobanco do Laboratorio de Microbiologia da
FAMED.

Os pacientes associados aos isolados incluidos (16 isolados) foram na sua maioria do sexo
masculino 56% (9/16) comparativamente a 44% (7/16) do sexo feminino. Todos 0s
pacientes tinham idade <5 anos, onde na sua maioria eram criancas com idade entre 13
aos 60 meses 50% (8/16), sequida da faixa dos 2 aos 12 meses, com 44% (7/16). Apenas
6% (1/16) dos pacientes tinham idade entre 0 e 1 més. Todos 0s pacientes dos quais
provinham os isolados incluidos no estudo apresentavam diagndstico clinico de sépsis a
admissdo na UCIP-HCM.

As informacdes demogréficas e clinicas apresentadas foram obtidas do livro de registo da
Faculdade de Medicina, associados ao processamento laboratorial das hemoculturas. Os
resultados apresentados basearam-se exclusivamente na andlise dos isolados bacterianos

e nos dados clinicos secundarios disponiveis (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com sépsis dos quais

foram obtidos os isolados de bactérias Gram-negativas incluidos no presente estudo.

Variaveis Pacientes com sépsis (n=16) Percentagem (%)
Sexo

Masculino 9 56
Feminino 7 44

Faixas etaria

0-1 Més 1 6

2-12 Meses 7 44

13-60 Meses 8 50
Diagnostico clinico

Sépsis 16 100
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11.2. Frequéncia de especies de bactérias Gram-negativas isoladas de amostras de
hemocultura provenientes da UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de 2023

Dos 16 isolados de BGN incluidos no estudo, observou-se maior frequéncia de Klebsiella
spp. com 5 (31,3%) e menor frequéncia de Escherichia coli 1 (6,3%), P. aeruginosa 1
(6,25%) e Cronobacter spp. 1 (6,3%). Adicionalmente, registou-se 2 isolados de BGN
com identificacdo da espécie inconclusiva 2 (12,5%) (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de espécies de bactérias Gram-negativas identificadas de
hemoculturas na UCIP-HCM, Janeiro e Dezembro de 2023.

Espécie bacteriana Numero de isolados (n=16) Frequéncia (%)
Klebsiella spp. 5 31,3
Enterobacter spp. 4 25

A. baumannii 2 12,5

E. coli 1 6,3

P. aeruginosa 1 6,3

Cronobacter spp. 1 6,3

Identificacdo inconclusiva 2 12,5

11.3. Comparacdo do resultado da identificacdo da espécie de bactérias Gram-
negativas de isolados de amostras de hemocultura obtido por métodos

bioquimicos com a andlise gendmica in silico

Dos 16 isolados de BGN previamente identificados por métodos bioquimicos, foi
possivel sequenciar 11 isolados (68,8%). O sequenciamento do genoma completo néo foi

feito para os restantes cinco isolados (31,3%).

Do total de 11 isolados sequenciados, a analise genomica in silico permitiu a identificagio
ao nivel da espécie em 10 (90,9%) isolados. Destes, observou-se concordancia ao nivel

da espécie entre os resultados da identificacdo bioquimica em seis isolados 6 (54,5%).

Dois isolados 2 (18,2%), previamente identificados como E. cloacae através dos métodos
bioquimicos, a analise genomica confirmou o género Enterobacter spp., porém
identificou as espécies E. hormaechei e E. kobei, evidenciando concordancia apenas ao
nivel do género. Na anélise bioguimica, 3/11 (27,3%) isolados (8922 CT, 8769 EK e 7548

JME) apresentaram resultados com baixa discriminacdo no API 20E, caracterizados pela
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atribuicdo de mais de uma espécie com percentagem de identificagdo (%ID) inferior a
80%. Adicionalmente, 1/5 (20%) isolado ndo sequenciado (8925 AC) apresentou

igualmente perfil de baixa discriminacdo (Anexo 3).

Dois 2/11 (18,2%) isolados (8922 CT e 7548 JME), que haviam sido identificados com
baixa discriminacdo através da andlise bioquimica, foram identificados pela anélise
gendmica in silico como A. baumannii e E. hormaechei, respectivamente. Por outro lado,
um 1/11 (9,1%) isolado codificado como 8769 EK que também apresentou baixa
discriminacdo através da analise bioquimica, apresentou um perfil gendémico atipico e
polimicrobiano na andlise in silico, revelando a presenca simultanea de material genético
de Staphylococcus saprophyticus (Gram-positivo), E. coli e K. pneumoniae (Anexo 4).
Contudo, o isolado original demonstrou crescimento exclusivo e caracteristico em agar
MacConkey, com morfologia microscopica pura de bacilo Gram-negativo. Os resultados

comparativos entre os métodos de identificacdo encontram-se ilustrados na Tabela 5.

Tabela 5. Comparacdo do resultado da identificacdo bioquimica dos isolados BGN e in

silico

Cddigo dos  Resultado da identificacao Teste complementar Resultado in

isolados Bioquimica silico

bacterianos

2835 1J K. pneumoniae NA K. pneumoniae

0554 AC K. pneumoniae NA K. pneumoniae

8839 NC K. pneumoniae NA K. pneumoniae

8923 EM E. cloacae NA E. hormaechei

8724 EC E. cloacae NA E. kobei

8922 CT Baixa discriminacéo Possibilidade de A. A. baumanii
(Pseudomonas oryzihabitans, baumanii/calcoaceticus
Ochrobactrum anthropi,

Bordetella/ Alcaligenes/Moraxella
spp, Non-fermenter spp.)

8769 EK Baixa discriminagéo Possibilidade de A. Staphylococcus
(Pseudomonas oryzihabitans, baumanii/calcoaceticus saprophyticus,
Ochrobactrum anthropi, E. coli e K.
Bordetella/ Alcaligenes/Moraxella pneumoniae
spp, Non-fermenter spp.)

7548 JME  Baixa discriminacgéo Possibilidade de A. E. hormaechei
(Pseudomonas oryzihabitans, baumanii/calcoaceticus
Ochrobactrum anthropi,

Bordetella/ Alcaligenes/Moraxella
spp, Non-fermenter spp.)

8814 LS A. baumanii NA A. baumanii

0561FN E. coli NA E. coli

0633 LD P. aeruginosa NA P. aeruginosa

0574MJM  E. cloacae NA NS
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06280F K. pneumoniae ssp ozaenae NA NS

0556UM K. pneumoniae NA NS

7697NC Cronobacter spp. NA NS

8925AC Baixa discriminagéo Possibilidade de A. NS
(Pseudomonas oryzihabitans, baumanii/calcoaceticus

Ochrobactrum anthropi,
Bordetella/ Alcaligenes/Moraxella
spp, Non-fermenter spp.)

Legenda: NA = N&o aplicavel; NS = N&o sequenciado.
11.4. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de espécies de bactérias Gram-
negativas

Para a caracterizacdo fenotipica das estirpes, foram testados até 15 antibi6ticos
distribuidos em 6 classes terapéuticos principais (B-lactamicos, quinolonas,
aminoglicosideos, tetraciclinas, sulfonamidas e nitrofuranos) pelo método de disco
difusdo. No total dos 16 isolados analisados, 100% foram categorizados por
multireristentes (MDR) segundo os critérios internacionais. Adicionalmente as estirpes
de E. coli e P. aeruginosa mostraram uma taxa de resisténcia de 100% a todos os

antibioticos testados.

11.4.1. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Escherichia coli
O isolado de E. coli (n = 1) apresentou resisténcia absoluta (100%) aos antimicrobianos
testados incluindo beta-lactdmicos, carbapenémicos, fluoroquinolonas, aminoglicosideos

e outros agentes antimicrobianos.
11.4.2. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella spp.

Foram identificados 5 (31,3%) isolados de Klebsiella spp. em pacientes com sépsis
internados na UCIP-HCM. Notavelmente, 100% destes isolados demonstraram
resisténcia aos beta-lactamicos testados (ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
ceftriaxona, cefoxitina, ceftazidima, ertapenem e meropenem) estendendo-se igualmente

a associagdo ao sulfametoxazol-trimetoprim.
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Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella spp.

% dos isolados

& & & S &
\-Q&“ & & & & &S & & & & & 6@ &
S & & & & ¢ & & & ¢ N & & & g
& & & < A SIS & <& <L & K
S & (o > S
O v ) (0,% %
& $
. @\\Q &
‘1'
§ K
S
Antibioticos

m Sensivel (%) m Resistente (%)

Figura 3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Klebsiella spp. provenientes

de pacientes com sépsis internados na UCIP-HCM.
11.4.3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Enterobacter spp.

Os 4 (25%) isolados de Enterobacter spp. apresentaram resisténcia variando entre 25% e
100%. Observou-se resisténcia de 100% a ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico,
cefoxitina, ceftriaxona, ceftazidima, ertapenem, meropenem, acido nalidixico e

sulfametoxazol-trimetoprim (Figura 5).
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Figura 4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Enterobacter spp.

provenientes de pacientes com sépsis internados na UCIP-HCM.

11.4.4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Acinetobacter baumannii

Os dois isolados de A. baumannii apresentaram frequéncias de resisténcia variando entre
50% e 100%. Ademais, estes isolados foram 100% resistentes aos -lactamicos avaliados
(ampicilina, amoxicilina/acido clavulénico, ceftriaxona, ceftazidima, ertapenem e
meropenem), bem como resisténcia a cefoxitina, imipenem, 4&cido nalidixico,
ciprofloxacina, gentamicina, tobramicina, tetraciclina, sulfametoxazol-trimetoprim e

nitrofurantoina (50%) (Figura 5).
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Figura 5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de A. baumannii provenientes

de pacientes com sépsis internados na UCIP-HCM.

11.4.5. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Pseudomonas aeruginosa
O isolado de P. aeruginosa apresentou 100% de resisténcia aos antimicrobianos
testados e MDR.
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11.4.6. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Cronobacter spp.

O isolado de Cronobacter spp. apresentou resistenténcia a todos os antibidticos testados,
com excepcdo da ciprofloxacina, para a qual demonstrou um perfil de susceptibilidade

intermediaria.

11.5. Concordancia entre o perfil de resisténcia antimicrobiana e molecular dos

isolados de bactérias Gram-negativas

A andlise baseada em mapas de calor (heatmap) revelou a presenca de multiplos
determinantes genéticos de resisténcia antimicrobiana (resistoma) amplamente
distribuidos entre os isolados bacterianos Gram-negativos, permitindo paralelamente a
caracterizacé@o dos seus respetivos perfis clonais (Sequence Types - STs). Do total de 11
genomas completos obtidos, foram integradas no mapa de calor 10 sequéncias vidveis
(excluindo-se o isolado polimicrobiano 8769 EK), assim distribuidos: K. pneumoniae 3
(30%), Enterobacter spp. 3 (30%), A. baumannii 2 (20%), E. coli 1 (10%) e P.
aeruginosa 1 (10%).

O isolado de E. coli clonalmente identificado como ST167 albergava os genes blaCTX-
M-15 (ESBL) e blaNDM-5 (carbapenemase), associados a resisténcia de amplo espectro
aos B-lactamicos e carbapenémicos. Adicionalmente, este resistoma continha genes de
resisténcia aos aminoglicosideos, nomeadamente o aac(6')-lb-cr e a metilase de ARN
ribossémico rmtB (que confere resisténcia de alto nivel a todos os aminoglicosideos
clinicos), além dos determinantes sull e tet(A), responsaveis pela resisténcia as

sulfonamidas e tetraciclinas, respetivamente (Figura 6).

No grupo dos isolados de K. pneumoniae (pertencentes as linhagens ST231 e ST37)
observou-se a presenca de genes associados aos P-lactamicos e carbapenémicos
pertencentes as familias blaTEM-1B, blaCTX-M-15 e blaSHV e blaNDM-5.
Adicionalmente, foram identificados genes marcadores de resisténcia aos
aminoglicosideos, como aph(3")-Ib e aph(6)-1d. Os determinantes de suscetibilidade
reduzida as quinolonas do tipo gnr (qnrB1 e qnrS1), bem como os genes sull e sul2 e dos

determinantes de resisténcia as tetraciclinas (tet(A) e tet(D)) (Figura 6).

Os isolados de A. baumannii apresentaram como possiveis tipos de linhagens (STs) os
ST1961 ou ST944, de acordo com a analise por MLST in silico, ndo tendo sido possivel

atribuir um Unico ST. Esses apresentaram genes associados a [-lactamicos e
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carbapenémicos blaOXA-90 e blaNDM-1. Adicionalmente, foram identificados genes de
resisténcia aos aminoglicosideos, incluindo aph(3")-1b e aph(6)-1d, bem como os genes

sull e sul2 (Figura 6).

Nos isolados de P. aeruginosa ST357 identificaram-se os genes blaOXA-50 e blaNDM
associados a resisténcia a [B-lactamicos e carbapenémicos blaOXA-50 e blaNDM.
Adicionalmente, os isolados de P. aeruginosa apresentaram genes associados as
tetraciclinas (tet(A) e tet(G)) e aos aminoglicosideos, incluindo aph(3')-1lb. Entre os
determinantes de resisténciaas quinolonas, foi identificado o gene gnrVC1. O gene sull,

que confere resisténcia as sulfonamidas, também foi detectado neste isolado (Figura 6).

Os isolados de Enterobacter spp. (E. hormaechei ST2692 e ST270, E. kobei para o qual
a analise por MLST in silico identificou como possiveis 0s ST125, ST1990 ou ST2543,
ndo sendo possivel atribuir um Unico ST.), apresentaram genes associados a resisténcia
aos B-lactamicos e carbapenémicos, incluindo blaTEM-1B, blaTEM-181, blaCTX-M-15,
blaOXA-1 e blaNDM-1. Adicionalmente, foram identificados genes de resisténcia aos
aminoglicosideos, incluindo aph(3")-1b, aph(6)-1d e aac(6")-1b-cr. Quanto a resisténcia
as quinolonas foram identificados os genes gnrB1, gnrS1, ogxA e ogxB. Os genes sul2 e
tet(A), que conferem resisténcia as sulfonamidas e tetraciclinas, respectivamente,
também foram detectados nestes isolados. A distribuicdo dos genes de resisténcia entre

os diferentes sequence types encontra-se apresentada na (Figura 6).
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Isolado  Espécie
0561FN  E.coli

ST
ST167

28351) K. pneumoniae ST231

0554AC K. pneumoniae ST37
8839NC K. pneumoniae ST37
8814LS A baumannii  ST1961/ST944
8922CT A baumannii  ST1961/ST944
0633LD  P. aeuruginosa ST357

7548JME  E. hormaechei
8923EM  E. hormaechei
8724EC  E. kobei

ST2692
i ST270

Perfil de Resisténcia
AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-IPM-MEM-NA-CIP-GEN-TOB-TET-SXT-NIT
AMP-AMC-CRO-CAZ-ETP-MEM-NA-CIP-GEN-TOB-TET-SXT-NIT
AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-IPM-MEM-NA-CIP-TOB-TET-SXT
AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-IPM-MEM-NA-GEN-SXT-NIT
AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-IPM-MEM-NA-CIP-GEN-TOB-TET-SXT-NIT
AMP-AMC-CRO-ETP-MEM
AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-IPM-MEM-NA-CIP-GEN-TOB-TET-SXT-NIT
AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-MEM-NA-CIP-SXT
AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-IPM-MEM-NA-TET-SXT-NIT

ST125/ST1990/ST2543 AMP-AMC-FOX-CRO-CAZ-ETP-MEM-NA-CIP-GEN-TOB-TET-SXT-NIT
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Figura 6. Distribui¢do dos genes de resisténcia antimicrobiana entre os isolados bacterianos analisados.

Legenda:

B Aminoglicosideos; M Beta-lactamicos; M Beta-lactamase de classe C; B Oxacilinases; M Carbapenémicos;

B Trimetoprim; _ Fluoroquinolonas; ® Bombas de efluxo; Il Fosfomicinas;

Rifamicinas.

catA2
catB3
catB7
floR
sul2
sull

tet(A)
tet(G)
tet(D)

fosA

fosA6
fosA7

ARR-3

ARR-2

tmexD2
WALz
dfrAl4
dfrA27
dfrB5

Perfil fenotipico e molecular de BGN isoladas em hemoculturas e sua relagdo com os desfechos clinicos em pacientes internados na UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de

2023

40

OgxA

OgxB

gnrB1

gnrVCl
gnrS1

Fenicois; ! Macrolideos; M Sulfonamidas; B Tetraciclina;



11.6. Caracterizagdo molecular de genes de viruléncia em isolados de Escherichia
coli e Klebsiella pneumoniae

A andlise gendmica dos determinantes de viruléncia foi feita apenas para quatro (4)
isolados bacterianos, sendo um E. coli e trés K. pneumoniae. A analise destes isolados
revelou a presenca de um conjunto diversificado de factores associados a patogenicidade.
No total foram identificadas 47 ocorréncias de genes de viruléncia distribuidas por
diferentes mecanismos patogénicos, incluindo adeséo e/colonizacdo (n=28), aquisi¢cédo de
ferro (n=9), invaséo e evasao do sistema imunitario (n=8) e producdo de toxinas (n=2)
(Tabela 6).

Os genes associados a adesdo e colonizacdo constituiram o grupo mais frequente,
representando 28 das 47 ocorréncias (59,6%). No isolado de E. coli (0561 FN), foram
detectados diferentes genes aslA, csgA, fdeC, HRA, papA_F43, papC, yehB, yehC, yehD
e yghJ, todos associados a adesdo as células do hospedeiro, colonizacao e formacéao de
biofilme. Nos trés isolados de K. pneumoniae (2835 IJ, 0554 AC e 8839 NC), foram
identificados genes homologos aos de E. coli, responsaveis por codificar estruturas de
superficie bacteriana envolvidas na ancoragem e colonizacdo do hospedeiro, incluindo

yagY/ecpB, yagZ/ecpA, yagV/ecpE, yagW/ecpD, yagX/ecpC e ykgK/ecpR.

Os determinates relacionados com a aquisi¢éo de ferro, representam a segunda categoria
mais abundante (9 das 47 ocorréncias identificadas). O gene entB foi detectado nos trés
isolados de K. pneumoniae (2835 1J, 0554 AC e 8839 NC), enquanto entA foi identificado
em dois isolados de K. pneumoniae (0554 AC e 8839 NC). Adicionalmente, o gene fepC,
associado ao transporte de sider6foros, foi encontrado nos trés isolados de K. pneumoniae
(2835 1J, 0554 AC e 8839 NC). O gene irp2, relacionado com a biossintese do sider6foro

yersiniabactina, foi detetado exclusivamente no isolado de E. coli (0561 FN).

No que se refere aos mecanismos de evasdo do sistema imunitario e invasdo, foram
identificadas 8 ocorréncias (17,0%). No isolado de E. coli (0561 FN), foram detectados
os genes nlpl, shiB, capU, iss e traT, responsaveis pela sobrevivéncia bacteriana,
resisténcia a accdo litica do complemento e pela adaptacdo ao hospedeiro. Nos isolados
de K. pneumoniae (2835 1J, 0554 AC e 8839 NC), o gene ompA foi mapeado na totalidade
de amostragem (3/3; 100%), sendo este determinante crucial para a manutencdo da

integridade da membrana externa, e evaséo das defesas imunitarias.
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Os genes relacionados com a produgéo de toxinas corresponderam a 2 das 47 ocorréncias
(4,3%) e foram observados exclusivamente no isolado de E. coli (0561 FN). Estes
incluiram astA, responsavel pela producéo de uma enterotoxina termoestavel, e hlyE, que

codifica uma hemolisina associada a citotoxicidade celular.

Tabela 6. Caracterizacdo molecular dos genes de viruléncia e sua classifica¢do funcional
em isolados de Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae

Cdédigo  Espécie Adesdo / col- Aquisicdo  Invasdoe  Producdo Total de
do iso- onizacao de ferro evasdodo  de tox- genes de
lado sistema inas viruléncia
imunitario
0561 FN E. coli aslA, csgA, irp2 nlpl, shiB, astA, hlyg 18
fdeC, HRA, capu, iss,
papA_F43, traT
papC, yehB,
yehC, yehD,
yghJ
28351 K. pneu- yagY/ecpB, entB, ompA Nenhum 9
moniae yagZ/ecpA, fepC gene foi
yag\V/ecpE, detectado
yagW/ecpD,y
agX/ecpC,
ykgK/ecpR
0554 K. pneu- yagY/ecpB, entA, ompA Nenhum 10
AC moniae yagZ/ecpA, entB, gene foi
yag\V/ecpE, fepC detectado
yagW/ecpD,y
agX/ecpC,
ykgK/ecpR
8839 K. pneu- yagY/ecpB, entA, ompA Nenhum 10
NC moniae yagZ/ecpA, entB, gene foi
yag\V/ecpE, fepC detectado
yagW/ecpD,y
agX/ecpC,
ykgK/ecpR

11.7. Relacdo entre os desfechos clinicos dos pacientes com o perfil fenotipico e

molecular

Dos 16 pacientes internados na Unidade de Cuidados Intensivos Pediatricos (UCIP) do
Hospital Central de Maputo (HCM) com diagndstico de sépsis causada por bactérias
Gram-negativas, 9/16 (56,3%) evoluiram para Obito e 7/16 (43,7%) apresentaram
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melhoria clinica. Dos 16 isolados, apenas 11 foram submetidos a sequenciagdo gendémica
completa, tendo sido analisados exclusivamente os isolados sequenciados. Todos 0s
isolados bacterianos analisados apresentaram perfil de multirresisténcia (MDR),

conforme demonstrado na Tabela 7.

O isolado E. coli ST167 (0561 FN) apresentou 18 genes de viruléncia, distribuidos entre
adesdo e colonizacdo (n=10), aquisicdo de ferro (n=1), invasdo e evasdo do sistema
imunitario (n=5) e producdo de toxinas (n=2). Foram ainda identificados plasmideos
IncFIA, IncFIB(AP001918), IncFll, Incl e IncN3. O isolado E. coli ST167 apresentou 14
genes de resisténcia e esteve associado a um caso tratado com ciprofloxacina, imipenem,

fluconazol e piperacilina/tazobactam, que evoluiu para ébito.

O isolado K. pneumoniae ST231 (2835 1J) com o tipo capsular K30 e o serétipo de O,
Olaf,2p, apresentou 9 genes de viruléncia, distribuidos entre adesdo e colonizacdo (n=6),
aquisicdo de ferro (n=2) e invasdo/evasdo do sistema imunitario (n=1). Foram
identificados os plasmideos Col(pHAD28), IncFIB(K), IncFII(K) e IncR. Este isolado
apresentou 18 genes de resisténcia e esteve associado a um paciente tratado com
ceftriaxona, com desfecho de dbito. O isolado K. pneumoniae ST37 (0554 AC) com o
tipo capsular K35 e o serétipo O, O3af3, apresentou 10 genes de viruléncia, distribuidos
entre adesdo e colonizacdo (n=6), aquisicao de ferro (n=3) e invasdo/evasdo do sistema
imunitario (n=1). Foram identificados os plasmideos Col(pHAD28), IncFII(K),
IncFIA(pBK30683), IncFIB(pNDM-Mar), IncHI1B(pNDM-MAR), RepB, repFIB e
IncFIB(K)(pCAV1099-114), Este isolado apresentou 26 genes de resisténcia, tendo o
paciente sido tratado com imipenem e apresentado melhoria clinica. O isolado K.
pneumoniae ST37 (8839 NC) com o tipo capsular K35 e o serotipo O, O3af3, apresentou
10 genes de viruléncia, distribuidos entre adesdo e colonizacdo (n=6), aquisi¢do de ferro
(n=3) e invasdo/evasao do sistema imunitario (n=1). Foram identificados os plasmideos
IncFII(K), IncFIA(pBK30683), IncFIB(K)(pCAV1099-114), IncFIB(pNDM-Mar),
IncHI1B(pNDM-MAR), RepB e repFIB. Este isolado apresentou 27 genes de resisténcia
e esteve associado a um paciente tratado com piperacilina/tazobactam e ciprofloxacina,
com desfecho de oObito. Para os restantes isolados sequenciados, ndo foi realizada a
caracterizagdo dos genes de viruléncia devido a indisponibilidade de plataformas

especificas para detecgdo desses determinantes.
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As estirpes de E. hormaechei ST270 (8923 EM), ST2692 (7548 JME) e E. kobei
ST125/ST1990/ST2543 (8724 EC) apresentaram 9, 12 e 28 genes de resisténcia,
respectivamente. O isolado (8923 EM) esteve associado a um paciente tratado com
ceftriaxona, que apresentou melhoria clinica. Por sua vez, os isolados 7548 JME e 8724
EC estiveram associados a pacientes tratados com ceftriaxona, ampicilina e ceftriaxona,
aciclovir, artesunato respectivamente, ambos evoluiram para o6bito. O isolado com
identificacdo da espécie inconclusiva (8769 EK) apresentou 4 genes de resisténcia e
esteve associado a um paciente tratado com ceftriaxona e aciclovir, que apresentou

melhoria clinica.

O isolado P. aeruginosa ST357 (0633 LD) apresentou 22 genes de resisténcia e esteve
associado a um paciente tratado com piperacilina/tazobactam e ciprofloxacina, que

evoluiu para ébito.

Os isolados de A. baumannii ST1961/ST944 (8814 LS) e ST196/ST944 (8922 CT)
apresentaram, ambos, o tipo capsular K155, o serétipo de lipopolissacarideo (O) OC1 e
17 genes de resisténcia. O paciente associado ao isolado 8814 LS foi tratado com
piperacilina/tazobactam e ceftriaxona, enquanto o associado ao isolado 8922 CT recebeu

ceftriaxona. Em ambos os casos se observou melhoria clinica.

Tabela 7. Relacdo entre o desfecho clinico dos pacientes e as caracteristicas fenotipicas

e moleculares dos isolados bacterianos.

Cddigo Espécie Seque N°genes N° genes Tratamento Desfecho
do nce de de durante o clinico
isolado type viruléncia  resisténcia internamento
0561 FN  E. coli ST167 18 14 Piperacilina/T  Obito

azobhactam,

Imipenem,

Ciprofloxacina

e Fluconazol
2835 1J K. pneumoniae ST231 9 18 Ceftriaxona Obito
0554 AC K. pneumoniae ST37 10 26 Imipenem Melhoria

clinica

8839 NC K. pneumoniae ST37 10 27 Piperaciclina  Obito

Tazobactam e
Ciprofloxacina

0633 LD  P.aeruginosa ST357 ND 22 Piperaciclina  Obito
Tazobactam e
Ciprofloxacina

7548 E. hormaechei ST269 ND 12 Ceftriaxonae  Obito

JME 2 Ampicilina
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8923 E. hormaechei ST270 ND 9 Ceftriaxona Melhoria
EM clinica
8724 E. kobei ST125 ND 28 Ceftriaxona, Obito
EC /ST19 Aciclovir e
90/ST Artesunato
2543
8814 LS A. baumannii ST196 ND 17 Piperaciclina Melhoria
1/ST9 Tazobactame  clinica
44 Ceftriaxona
8769 Identificacdo ND ND 4 Ceftriaxonae  Melhoria
EK inconclusiva Aciclovir clinica
8922 A. baumannii ST196 ND 17 Ceftriaxona Melhoria
CT 1/ST9 clinica
44
Total 11 isolados 9 47 194 - 6 6bitos

Legenda: ND = nédo determinado.
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12. Discussao

12.1. Caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes com sépsis provenientes
da UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de 2023

O presente estudo teve como objectivo analisar o perfil fenotipico e molecular de
bactérias Gram-negativas isoladas em hemoculturas e os desfechos clinicos dos pacientes
internados na Unidade de Cuidados Intensivos Pediatricos do Hospital Central de Maputo
(UCIP-HCM), entre Janeiro e Dezembro de 2023. A sépsis mantém-se, ainda hoje, como
uma das principais causas de morbilidade e mortalidade na populacéo infantil com idade
inferior a cinco anos, com particular incidéncia nos paises de baixo e médio rendimento.
Nestas regides, a elevada prevaléncia de doengas infecciosas, agravada pelo acesso
restrito a servicos de salde, pelo diagnostico tardio e pela dificuldade no acesso a
terapéuticas adequadas, constitui um factor determinante para a mortalidade infantil
(WHO, 2020; Watson et al., 2024; Dicko et al., 2026).

Nos pacientes avaliados verificou-se um ligeiro predominio do sexo masculino
correspondendo a 9/16 (56%) da amostra. A consisténcia destes resultados com os dados
reportados em diferentes contextos sugere que o ligeiro predominio dos pacientes do sexo
masculino observado no presente estudo podera reflectir uma tendéncia também descrita
na sepsis pediatrica. Este padrdo tem sido documentado em estudos realizados em
Mocambique, na Tanzania e em diferentes regides do mundo, nos quais se observou uma
proporcédo ligeiramente superior de pacientes do sexo masculino entre as criangas com

bacteriemia e sépsis (Garrine et al., 2023; Godfrey et al., 2022; Kennedy et al., 2025).

A consisténcia destes resultados reforca que o ligeiro predominio do sexo masculino é
um padréo epidemiolégico global na sépsis pediatrica, onde pacientes do sexo masculino
tendem a apresentar uma incidéncia ligeiramente superior de infeccbes graves ( Klein &
Flanagan, 2016; Fleischmann-Struzek et al., 2018; Weiss et al., 2020; Gubbels Bupp,
2021). Esta diferenca podera estar relacionada com factores bioldgicos e genéticos que
influenciam a resposta imunitaria (Klein & Flanagan, 2016; Gubbels Bupp, 2021). O
cromossoma X contém numerosos genes envolvidos na imunidade e, em geral, 0 sexo
feminino desenvolve respostas imunitarias inatas e adaptativas mais eficazes, o que pode
conferir maior protecgdo contra infecgcdes graves, mesmo durante a infancia, apesar de as
diferengas hormonais serem menos marcadas antes da puberdade (Klein & Flanagan,

2016; Gubbels Bupp, 2021).
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Todos os pacientes incluidos tinham menos de cinco anos, o que reitera a elevada
vulnerabilidade desta faixa etaria a sépsis pediatrica. Ademais, observou-se uma
distribuicdo equitativa entre lactentes (infantis com menos de 12 meses, incluindo um
neonato) e criancgas entre 13 e 60 meses, representando cada grupo 50% dos casos, sendo
apenas um correspondente ao periodo neonatal. Em Mogambique, Sigauque et al., (2009),
em um estudo feito no Distrito de Manhica a cerca de 70 Km da cidade de Maputo,
identificaram infeccdo da corrente sanguinea em 8% (1.550/19.896) das admissdes
pediatricas. Os autores demonstraram que a incidéncia de bacteriemia adquirida na
comunidade foi mais elevada em criangas com menos de um ano (1.730 casos por 100.000
criangas-ano), reduzindo para 782/100.000 entre criangas de 1 a 4 anos e para apenas
49/100.000 nas criangas com cinco ou mais anos. Recentemente, na mesma regido,
Manhica, Garrine et al., (2023), verificaram que 7,6% (3.197/41.891) das criancas
internadas apresentavam bacteriemia, com a maior incidéncia registada no periodo
neonatal (589,8 episodios por 100.000 crian¢as-ano). Essa tendéncia também €é descrita
no plano regional. Na Tanzania, Godfrey et al., (2022) observaram que 79,6% (195/245)
das criancas internadas com sépsis tinham menos de cinco anos, com idade mediana de
dois anos (11Q: 10 meses—4 anos). Resultados semelhantes aos do presente estudo também
foram descritos no Quénia por Berkley et al., (2005), que estimaram uma incidéncia anual
minima de bacteriemia adquirida na comunidade de 1.457 casos por 100.000 criancas
com menos de um ano, decrescendo para 1.080 por 100.000 em menores de dois anos e
505 por 100.000 em menores de cinco anos. Em conjunto, estes estudos achados
corroboram que sépsis e outras infeccbes bacterianas invasivas afectam
predominantemente criancas nos primeiros anos de vida. Este cenéario reflete a
imaturidade do sistema imunitario na infancia, a maior exposicao a agentes infecciosos e
a elevada frequéncia de factores predisponentes, como prematuridade, desnutricdo e
cobertura vacinal incompleta (Weiss et al., 2020; WHO, 2020).

Por constituir um critério de elegibilidade do presente estudo, todos os pacientes incluidos
apresentavam diagnostico clinico de sépsis a admissdo na UCIP do HCM, uma vez que
este foi o principal critério de inclusdo no presente estudo. Embora a frequéncia de sépsis
corresponda a 100%, ndo representa a incidéncia geral de sépsis na unidade, os achados
reiteram a centralidade desta sindrome como um dos principais motivos de hospitalizacao
e de infeccdo grave em UCIP. Em Mocambique, Punchak et al., (2018), num estudo

realizado na UCIP do HCM, verificaram que a sépsis esteve entre os diagndsticos mais
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frequentes de admissdo na unidade, refletindo a elevada carga desta sindrome em criancas
criticamente doentes. Adicionalmente, Mandomando et al., (2010) e Kenga et al., (2021)
reforcaram que as infeccdes bacterianas invasivas, principalmente a sépsis, a bacteriemia,
a meningite bacteriana e a pneumonia, representam uma importante causa de
hospitalizacdo pediatrica em Mogambique. Este panorama de elevada pressdo assistencial
em ambiente hospitalar terciario também é observado na regido subsaariana. Na
Tanzania, Godfrey et al., (2022) avaliaram 245 criancas internadas com sépsis no
Hospital Nacional Muhimbili, confirmando o forte impacto da sindrome em unidades
tercidrias pediatricas. Estes resultados acompanham as estimativas da OMS, que
reconhece a sépsis como uma das principais causas de doenca grave em criancas,
particularmente em paises de baixo e médio rendimento, onde persistem desafios
relacionados com o diagnostico atempado, acesso aos cuidados intensivos e terapéutica
antimicrobiana adequada (WHO, 2020).

A nivel global, estudos realizados em diferentes continentes, incluindo América do Norte,
Europa, Asia e Oceania, evidenciam que a carga da sépsis pediatrica continua elevada,
reforcando a necessidade de estratégias abrangentes que congreguem a prevencao, 0
diagnostico oportuno e a terapéutica eficaz (Fleischmann-Struzek et al., 2020; Weiss et
al., 2020).

Em conjunto, as caracteristicas demograficas e clinicas observadas neste estudo
acompanham o perfil epidemioldgico descrito em Mocambique e noutros paises
africanos, caracterizado pelo predominio da sépsis em criangcas menores de cinco anos,
sobretudo em criangas do sexo masculino. As diferencas observadas entre os estudos
podem refletir variacdes na populacdo estudada, na epidemiologia local, critérios de
inclusdo, acesso aos cuidados de salde e metodologias utilizadas para a definicdo e
diagnostico da sépsis (Singer et al., 2016; Weiss et al., 2020; WHO, 2024).

12.2. Frequéncia de espécies de bactérias Gram-negativas isoladas de amostras de
hemocultura provenientes da UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de 2023

As BGN constituem importantes agentes etiologicos de infeccbes da corrente sanguinea
em criancas hospitalizadas, particularmente em UCIP, onde estéo associadas a elevada
gravidade clinica, maior necessidade de suporte intensivo e aumento do risco de
complicacgdes (WHO, 2024; Watson et al., 2024; Weiss et al., 2020).
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No pressente estudo foram identificadas 16 BGN incluindo K. pneumoniae, E. coli e
Enterobacter spp., bem como bacilos Gram-negativos ndo fermentadores, como A.
baumannii e P. aeruginosa, frequentemente descritos entre os principais agentes de
infeccdes invasivas pediatricas em diferentes contextos hospitalares (Berkley et al., 2005;
Fleischmann-Struzek et al., 2020; WHO, 2024).

A distribuicdo das espécies identificadas neste estudo revelou predominio de Klebsiella
spp. (31,3%), seguida de Enterobacter spp. (25%) e A. baumannii (12,5%) entre os
isolados provenientes de hemoculturas da UCIP do HCM. Em Mocambique, estudos
realizados em criangas hospitalizadas demonstram a relevancia das infecgdes bacterianas
invasivas causadas por bacilos Gram-negativos. No Distrito de Manhiga, Sigauque et al.,
(2009), identificaram diferentes espécies Gram-negativas entre 0s agentes associados a
bacteriemia adquirida na comunidade em criangas, incluindo E. coli (10%, 157/1550),
Enterobacter spp. (1%, 20/1550), Klebsiella spp. (1%, 12/1550) e Pseudomonas spp.
(1%, 10/1550). Recentemente, no mesmo contexto, Massinga et al., (2021) analisaram
52.968 criancas menores de cinco anos submetidas a vigilancia de doenca bacteriana
invasiva, tendo identificado Klebsiella spp. em (2,1%, 88/4270) das hemoculturas
positivas, sendo K. pneumoniae a espécie predominante (72,7%, 64/88). No HCM,
Sumbana et al., (2021) também demonstraram a importancia das BGN em infeccfes da
corrente sanguinea, tendo identificado K. pneumoniae como a espécie mais
frequentemente isolada de sangue (26/128, 20,3%), seguida de E. coli (19/128, 14,8%) e
Enterobacter spp. (5/128, 3,9%). Estes resultados reforcam a relevancia de Klebsiella
spp. como um dos principais agentes associados as infeccBes invasivas pediatricas em

Mocambique.

Em ambiente hospitalar, particularmente em UCIP, a predominancia de Klebsiella spp.
observada neste estudo é consistente com o padrdo descrito em outros paises africanos.
Na Tanzania, Godfrey et al., (2022), num estudo realizado no Hospital Nacional
Muhimbili envolvendo 245 criangas com sepsis, identificaram crescimento bacteriano em
29,8% dos casos, sendo os principais bacilos Gram-negativos isolados E. coli (12,3%),
Klebsiella spp. (6,8%) e P. aeruginosa (5,5%). Recentemente, Moyo et al., (2025),
também na Tanzania, analisaram 135 bactérias Gram-negativas isoladas de hemoculturas
pediatricas e observaram predominio de K. pneumoniae (45,9%, 62/135), seguida de E.
coli (20,7%, 28/135), A. baumannii (7,4%, 10/135) e E. cloacae (3,7%, 5/135).
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No Quénia, Berkley et al., (2005), demonstraram igualmente a circulagdo de bactérias
Gram-negativas em criangas com bacteriemia adquirida na comunidade, incluindo E. coli
(10%, 157/1550), Enterobacter spp. (1%, 20/1550), Klebsiella spp. (1%, 12/1550) e
Pseudomonas spp. (1%, 10/1550). Na Africa do Sul, estudos realizados em unidades
pediatricas e neonatais também descrevem K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa
entre os principais agentes associados as infec¢Oes hospitalares invasivas (Dramowski et
al., 2021).

A identificacdo de Cronobacter spp. neste estudo constitui um achado relevante,
considerando a capacidade deste género bacteriano de causar infec¢des invasivas da
corrente sanguinea, particularmente em recém-nascidos e criangas pequenas. Casos de
bacteriemia por Cronobacter spp. confirmados por hemocultura foram descritos em
diferentes paises, incluindo Estados Unidos, Brasil, China e Japdo, principalmente
associados a populagdes pediatricas vulneraveis (Joseph et al., 2012; Holy & Forsythe,
2014). Embora os relatos em Africa sejam menos frequentes, a ocorréncia deste agente
em infeccBes invasivas pediatricas refor¢a a importancia da sua inclusdo na vigilancia
microbiologica hospitalar (lversen et al., 2008). Assim, a identificacdo deste
microorganismo em hemocultura no contexto pediatrico do HCM contribui para ampliar
0 conhecimento sobre os agentes Gram-negativos envolvidos em infec¢Bes invasivas em

criancas em Mocambique.

A frequéncia de espécies Gram-negativas observada neste estudo &, portanto, concordante
com o perfil descrito em Mocambique, Africa e noutras regides do mundo, onde as
Enterobacterales, particularmente Klebsiella spp. e Enterobacter spp., permanecem entre
0s principais agentes associados as infeccdes invasivas pediatricas. As diferencas
observadas entre estudos podem ser explicadas provavelmente por variacbes na
populacdo estudada, caracteristicas das unidades hospitalares, epidemiologia local,
praticas de controlo de infec¢bes e métodos utilizados para identificacdo bacteriana
(WHO, 2024).

12.3. Comparagdo do resultado da identificacdo da espécie de bactérias Gram-
negativas de isolados de amostras de hemocultura obtido por métodos

bioguimicos com a analise gendémica in silico

A identificacdo precisa dos agentes etiologicos da sépsis constitui um dos pilares do

diagndstico microbiolégico das infecgbes, permitindo orientar a terapéutica
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antimicrobiana, apoiar a vigilancia epidemioldgica e monitorizar a disseminagdo de
clones bacterianos e genes de resisténcia (Didelot et al., 2012; Ellington et al., 2017).
Embora os métodos fenotipicos continuem amplamente utilizados na rotina laboratorial
em virtude do seu reduzido custo e da sua facil aplicacdo (Janda & Abbott, 2007), o
sequenciamento do genoma completo (Whole Genome Sequencing — WGS) tem emergido
como uma ferramenta de elevada resolucdo para identificagdo bacteriana, permitindo

discriminar espécies filogeneticamente muito proximas (Didelot et al., 2012).

Dos 16 isolados inicialmente identificados por métodos bioguimicos, foi possivel realizar
a analise gendmica in silico em 11 (68,8%). A identificagdo conclusiva da espécie em 10
dos 11 isolados analisados (90,9%), demonstrou elevado desempenho da abordagem
gendémica. A concordancia entre a identificacdo bioquimica e a analise in silico foi

observada em seis isolados (54,5%).

Em Mocgambique, a utilizacdo de abordagens gendmicas para identificacdo bacteriana
ainda permanece limitada, existindo poucos estudos que aplicaram sequenciamento do
genoma completo em isolados clinicos. Sumbana, (2019), no estudo de caracterizacédo
molecular abrangente de bactérias Gram-negativas invasivas realizado em Mocambique,
aplicaram uma abordagem combinando métodos fenotipicos, PCR e WGS em 159
isolados provenientes de diferentes hospitais do Pais, incluindo o HCM. Embora o estudo
de Sumbana, (2019) ndo tenha avaliado directamente a concordancia entre métodos
convencionais e WGS, os seus resultados demonstram a utilidade da caracterizacdo
gendmica para discriminar espécies clinicamente relevantes e identificar determinantes
associados a resisténcia antimicrobiana. Esta técnica permitiu a detec¢do de linhagens
especificas, incluindo Enterobacter spp., A. baumannii e K. pneumoniae portadoras de
perfis de resisténcia complexos demostrando que o valor do WGS é crucial para
vigilancia microbiolégica em contextos onde métodos convencionais apresentam

limitacdes.

Semelhantemente, estudo conduzido por Santona et al., (2022), também em
Mocgambique, demonstraram a aplicabilidade do WGS na caracterizagdo de E. coli
associada a infecgOes extraintestinais provenientes do HCM, permitindo identificar
linhagens bacterianas circulantes, genes de resisténcia e componentes genéticos moveis

implicados na propagagéao da resisténcia aos antimicrobianos. Estes dados reforgam que
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a aplicacdo de ferramentas gendmicas em laboratérios de referéncia pode contribuir

significativamente para melhorar a vigilancia epidemioldgica nacional.

Nos Estados Unidos da América, Salipante et al., (2015), avaliaram o desempenho do
WGS na identificacdo bacteriana e observaram elevada concordancia taxonémica, com
99% (123/124) dos isolados identificados ao nivel do género e 79% (98/124) ao nivel da
espécie utilizando analise gendmica. Num conjunto adicional de validacdo bacteriana, 0s
autores obtiveram identificacdo ao nivel do género em 100% dos isolados e identificacdo
ao nivel da espécie em 89% (79/89), demonstrando que o WGS apresenta elevada
capacidade de resolucdo, embora algumas limitacdes possam ocorrer dependendo da
qualidade das sequéncias, cobertura gendémica e disponibilidade de genomas de
referéncia. Estes valores sdo comparaveis aos observados no presente estudo, onde

90,91% dos isolados sequenciados foram identificados ao nivel da espécie.

A discrepancia observada entre identificacdo bioquimica e genémica no presente estudo,
particularmente entre isolados inicialmente classificados como E. cloacae e
posteriormente identificados como E. hormaechei e E. kobei, foi semelhante em estudos
realizados em ambientes hospitalares neonatais, na india, Manandhar et al., (2022) que
investigaram um surto causado por E. kobei numa unidade de cuidados intensivos
neonatais e demonstraram que isolados inicialmente identificados como Enterobacter
spp. por métodos convencionais foram posteriormente diferenciados por analise
gendémica. Durante o periodo do surto, 14 isolados inicialmente considerados
Enterobacter spp. foram confirmados como E. kobei através de andlise taxondmica
baseada no genoma completo, evidenciando a dificuldade dos métodos fenotipicos em
distinguir espécies estreitamente relacionadas (Manandhar et al., 2022). Esta
discrepancia pode ser explicada pela maior capacidade do WGS em diferenciar

organismos pertencentes a grupos taxonomicamente préximos (Davin-Regli et al., 2019).

A analise genomica permitiu igualmente resolver dois casos classificados como de baixa
discriminacdo pelo sistema API 20E, identificando-os conclusivamente como A.
baumannii e E. hormaechei. Estes resultados reforcam a complementaridade entre
métodos fenotipicos e gendmicos, uma vez que sistemas bioguimicos comerciais podem
apresentar limitagdes na identificacdo de microrganismos com caracteristicas metabdlicas
semelhantes ou pouco representados nas bases de dados utilizadas (Garza-Gonzélez et

al., 2020). Estudos realizados em diferentes regides do mundo demonstram que a
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utilizagdo do WGS como método complementar melhora significativamente a
identificacdo de isolados inicialmente classificados como “baixa discriminagdo” ou

“identificagdo duvidosa” por métodos convencionais (Salipante et al., 2015).

Relativamente a analise gendmica, embora esta tenha permitido resolver a maioria dos
casos de baixa discrimina¢do, um isolado permaneceu sem identificacdo conclusiva ap6s
a analise gendmica, tendo sido atribuidas simultaneamente as espécies Staphylococcus
saprophyticus, E. coli e K. pneumoniae. Apesar deste resultado, o isolado apresentou
crescimento em meio MacConkey e coloracdo de Gram compativel com bacilos Gram-
negativos, caracteristicas microbiolégicas que ndo sustentam a identificacdo de S.
saprophyticus, um coco Gram-positivo. A atribuicdo simultanea de diferentes espécies
pode estar relacionada com limitagdes inerentes a andlise bioinformatica, incluindo
regides gendmicas altamente conservadas, cobertura insuficiente de determinadas regides
do genoma, qualidade da montagem (assembly), presenca de contigs fragmentados ou
limitacdes das bases de dados utilizadas para classificacdo taxonémica (Schwengers et
al., 2021).

Situacdes semelhantes tém sido descritas em estudos que utilizam WGS para
identificacdo bacteriana, nos quais a integracdo entre resultados gendmicos e dados
microbioldgicos convencionais é recomendada para aumentar a robustez da interpretacao
e evitar classificacGes incorretas baseadas exclusivamente na analise computacional
(Chun et al., 2018; Loman & Watson, 2013).

Importa ainda referir que este isolado apresentava reduzida viabilidade microbioldgica,
perdendo rapidamente a capacidade de crescimento ap0s sucessivas repicagens em meio
de cultura. A diminuicdo da viabilidade bacteriana pode comprometer a obtencdo de
biomassa adequada para analises complementares e influenciar a qualidade do DNA
extraido, particularmente em isolados submetidos a armazenamento prolongado ou
multiplas passagens laboratoriais (Besser et al., 2018). Este fendmeno pode contribuir
para resultados gendmicos menos resolutivos devido a reducdo da qualidade ou
representatividade do material genético sequenciado, sem comprometer a fiabilidade
global do WGS quando aplicados critérios adequados de controlo de qualidade
(Schwengers et al., 2021).
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12.4. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das bactérias Gram-

negativas

A resisténcia aos antimicrobianos por parte de BGN configura-se, na actualidade, como
um dos principais desafios a satde publica em todo o mundo, com particular incidéncia
nas unidades de cuidados intensivos pediatricos, onde o uso recorrente de antibiéticos de
largo espectro cria condicBes favoraveis a seleccdo de estirpes multirresistentes
(Tacconelli et al., 2018; Murray et al., 2022). A Organizacdo Mundial da Salude assinala
a K. pneumoniae, o A. baumannii, a P. aeruginosa e as espécies do
género Enterobacter como agentes prioritarios, em virtude do agravamento dos niveis de
resisténcia observados face as cefalosporinas de terceira geracdo e aos carbapenémicos
(WHO, 2024).

No presente estudo, todos os 16 isolados (100%) exibiram um fenétipo de
multirresisténcia (MDR), caracterizado pela auséncia de susceptibilidade a, no minimo,
um farmaco em trés ou mais grupos terapéuticos, o que reflecte um contexto de forte
pressdo selectiva na UCIP-HCM. Esta frequéncia foi superior a reportada em outros
estudos realizados em Mogambique. Sumbana, (2019) verificaram que 72% (18/25) dos
isolados de E. coli extraintestinais eram MDR, 80% (28/35) dos isolados de K.
pneumoniae, 80% (4/5) de Enterobacter spp., 84% (21/25) de A. baumannii e 58%
(11/19) de Pseudomonas spp. apresentavam igualmente perfil de multirresisténcia. De
forma semelhante, Massinga et al., (2021) observaram que 66,7% (74/111) dos isolados
de Klebsiella spp. recuperados de criangas internadas em Mocgambique eram MDR,
enquanto Sumbana et al., (2023) confirmaram multirresisténcia em 80% (28/35) dos
isolados de K. pneumoniae. Estes resultados demonstram a presenca de BGN
multirresistentes em diferentes unidades hospitalares e populaces pediatricas de
Mocambique.

Resultados semelhantes tém sido descritos em diferentes paises africanos. Na Africa do
Sul, Dramowski et al., (2021a) verificaram que 80,6% (25/31) dos isolados de K.
pneumoniae, 85,7% (6/7) de A. baumannii, 33,3% (3/9) de E. cloacae e 19,0% (4/21) de
S. marcescens eram multirresistentes. Num estudo multicéntrico envolvendo hospitais
africanos, Dramowski et al., (2021b) observaram ainda resisténcia as cefalosporinas de
terceira geracdo em 63% das bacteriemias por K. pneumoniae, variando entre 53% e 77%

conforme o pais. Na Tanzania, Godfrey et al., (2022) observaram uma elevada frequéncia
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de resisténcia entre BGN, incluindo uma taxa de resisténcia de 80% para a ampicilina em
Klebsiella spp., 60% a amoxicilina/acido clavulanico e gentamicina, e 40% a ceftriaxona
e ciprofloxacina. Na Etiopia, Tufa et al. (2022) verificaram resisténcia de 88,9% a
cefotaxima, 74,1% a ceftazidima, 70,4% a ciprofloxacina e 63,0% a gentamicina entre

isolados Gram-negativos provenientes de hemoculturas.

Resultados comparaveis também foram observados fora de Africa. No Nepal, Parajuli et
al., (2017) verificaram resisténcia de 100% das BGN as cefalosporinas de terceira
geracdo, sendo que Klebsiella spp. apresentou resisténcia de 86,4% a ciprofloxacina,
83,7% a gentamicina, 81,0% a piperacilina-tazobactam e 48,6% ao imipenem. No Peru,
Krapp et al., (2023) analisaram 449 isolados de BGN provenientes de infec¢bes da
corrente sanguinea e observaram que 69,0% foram MDR, 59,2% eram resistentes as
cefalosporinas de terceira geracdo, 63,5% as fluoroquinolonas e 16,5% aos
carbapenémicos. A resisténcia aos carbapenémicos atingiu 60,8% em Acinetobacter spp.
e 37,0% em P. aeruginosa, reforcando o aumento global da resisténcia entre patdgenos

hospitalares.

No presente estudo, o Unico isolado de E. coli apresentou resisténcia a 100% dos
antimicrobianos testados, incluindo B-lactdmicos, carbapenémicos, fluorogquinolonas e
aminoglicosideos, caracterizando um perfil extremo de multirresisténcia. Embora
represente apenas um isolado, este perfil foi mais grave do que o descrito por Sumbana,
(2019), que observaram resisténcia de 88% ao sulfametoxazol-trimetoprim, 84% a
amoxicilina/acido clavulanico, 68% as cefalosporinas de terceira geracdo, 60% a
gentamicina e apenas 4% ao meropenem entre isolados de E. coli extraintestinais. De
forma semelhante, Godfrey et al., (2022) encontraram resisténcia de 89% a ampicilina,

66,7% a ceftriaxona, 44,4% a ciprofloxacina e apenas 33,3% ao meropenem.

Os isolados de Klebsiella spp. apresentaram resisténcia de 100% aos B-lactamicos
testados, incluindo cefalosporinas de terceira geracdo e carbapenémicos, bem como ao
sulfametoxazol-trimetoprim, mantendo susceptibilidade apenas parcial ao imipenem,
gentamicina e tobramicina (40%). Estes resultados demonstram um perfil de resisténcia
superior ao observado em Mogambique por Sumbana, (2019), que reportaram resisténcia
entre 74% e 83% aos B-lactamicos e aminoglicosideos, mas susceptibilidade de 100% aos
carbapenémicos. De forma semelhante, Sumbana et al., (2023) encontraram resisténcia

de 82,8% a amoxicilina/acido clavulanico, 77% a cefotaxima, ceftazidima e
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sulfametoxazol-trimetoprim, 74,3% & gentamicina e susceptibilidade completa aos
carbapenémicos. Estudo anterior realizado no Hospital Distrital da Manhica observou
igualmente elevada resisténcia a ampicilina (92,7%), gentamicina (54,1%) e ceftriaxona
(53,1%), enquanto apenas 8% dos isolados apresentavam diminuicao da susceptibilidade
ao meropenem (Massinga et al., 2021). Um estudo rerealizado em Portugal, observou que
isolados produtores de ESBL apresentavam resisténcia a amoxicilina/acido clavulanico,
ciprofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim, 91,7% a tobramicina e 75% a gentamicina,
demonstrando um padrdo semelhante de resisténcia maultipla, embora com menor

envolvimento dos carbapenémicos (Carvalho et al., 2021).

Os quatro isolados de Enterobacter spp. foram 100% resistentes aos B-lactamicos
avaliados, incluindo ertapenem e meropenem, bem como ao 4&cido nalidixico e
sulfametoxazol-trimetoprim, mantendo maior susceptibilidade a gentamicina (75%) e ao
imipenem e tobramicina (50%). Estes resultados revelam um elevado perfil de resisténcia
relativamente ao reportado por Sumbana, (2019).

Os dois isolados de A. baumannii foram 100% resistentes aos B-lactdmicos testados,
incluindo meropenem, permanecendo apenas um dos isolados susceptivel ao imipenem,
cefoxitina e a alguns antimicrobianos nao B-lactamicos. Estes resultados corroboram com
os descritos por Sumbana, (2019), que observaram resisténcia de 96% ao sulfametoxazol-
trimetoprim, 92% a gentamicina, 76% a ciprofloxacina e 44% ao meropenem, sendo 84%
dos isolados classificados como MDR. No Peru, Krapp et al., (2023) reportaram
resisténcia aos carbapenémicos em 60,8% dos isolados de Acinetobacter spp. enquanto
Parajuli et al., (2017), observaram resisténcia aos carbapenémicos em 86,4% dos isolados

de Acinetobacter spp. provenientes de unidades de cuidados intensivos.

O isolado de P. aeruginosa foi 100% resistente aos antimicrobianos testados,
evidenciando um perfil de multirresisténcia extrema. Embora baseado num tnico isolado,
este perfil foi superior ao descrito por Sumbana, (2019), que reportaram resisténcia de
63% a piperacilina-tazobactam e ceftazidima, 47% ao meropenem, 42% a gentamicina e
ciprofloxacina, mantendo susceptibilidade completa a colistina, mostrando a importancia
da continua vigilancia no Pais. No Peru, Krapp et al., (2023), observaram resisténcia aos
carbapenémicos em 37% dos isolados de P. aeruginosa, enquanto Parajuli et al., (2017)

encontraram resisténcia de 92% as cefalosporinas e 62,5% aos carbapenémicos.
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No presente estudo, Cronobacter spp. revelou um padrdo de resisténcia elevado,
diferindo dos padrdes geralmente descritos na literatura. Holy et al., (2019), avaliando 52
isolados clinicos de Cronobacter spp., observaram susceptibilidade de 100% aos
antimicrobianos testados, incluindo B-lactamicos, aminoglicosideos, carbapenémicos e
fluoroquinolonas. Entretanto, estudos realizados na China demonstram que este género
apresenta capacidade de adquirir determinantes de resisténcia antimicrobiana. Li et al.,
(2023) identificaram resisténcia a diferentes agentes antimicrobianos entre isolados de
Cronobacter spp., particularmente B-lactdmicos, alem da presenca de caracteristicas
genéticas associadas a resisténcia. Embora estes estudos tenham sido realizados em
matrizes alimentares e ndo em isolados clinicos, estes dados enfatizam o papel
que Cronobacter spp. pode desempenhar como repositorio de genes associados a
resisténcia antimicrobiana. Assim, o perfil observado no presente estudo, caracterizado
por resisténcia generalizada e apenas susceptibilidade intermédia a ciprofloxacina,
destaca a importancia da vigilancia deste patdgeno em unidades pediatricas,
especialmente devido a sua associacdo com infecgbes graves em recém-nascidos e

criancas.

12.5. Caracterizacdo molecular dos isolados de bactérias Gram-negativas

A anélise do perfil molecular dos isolados revelou a presenca na UCIP de multiplos
determinantes de resisténcia associados a diferentes tipos de antibioticos, incluindo B-
lactdmicos, carbapenémicos, aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas, tetraciclinas,
trimetoprim, macrolidos, fenicdis, rifamicinas e fosfomicina, demonstrando a elevada
carga genética de resisténcia detectados entre as estirpes Gram-negativas analisados,
reflectindo a coexisténcia de multiplos mecanismos moleculares de resisténcia, fendmeno
amplamente descrito em bactérias multirresistentes isoladas em ambiente hospitalar (Jian
etal., 2021).

Paralelamente, a analise de viruléncia, realizada apenas nos isolados de E. coli e K.
pneumoniae por limitagdo das ferramentas bioinformaticas disponiveis para as restantes
espécies, revelou mdaltiplos genes de viruléncia pertencentes a diferentes categorias
funcionais. Nos quatro isolados analisados, a presenca de genes relacionados com
mecanismos de adesao, aquisicdo de nutrientes, evasao imunitaria e producédo de toxinas

evidencia a diversidade de factores de viruléncia identificados nestes isolados, os quais
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podem contribuir para a colonizacéo e persisténcia bacteriana no hospedeiro (Johnson &
Russo, 2002; Paczosa & Mecsas, 2016; Sumbana et al., 2023).

O isolado de E. coli ST167 apresentou um perfil molecular que combina uma elevada
carga de resisténcia e viruléncia. No que concerne a resisténcia, detectou-se 0s
determinantes blaCTX-M-15 e blaNDM-5 (B-lactamicos e carbapenémicos), aac(6")-Ib-
cr e rmtB (aminoglicosideos), sull (sulfonamidas) e tet(A) (tetraciclinas). A coexisténcia
de blaCTX-M-15 e blaNDM-5 ¢é particularmente relevante, dado que limita
consideravelmente as alternativas terapéuticas disponiveis (Linkevicius et al., 2023; Xia
et al., 2024). Paralelamente, o isolado apresentou multiplos genes de viruléncia, com
predominio dos associados a adesdo e colonizacdo (28 ocorréncias), incluindo aslA, csgA,
fdeC, HRA, papA_F43, papC, yehB, yehC, yehD e yghJ. Foram ainda detetados genes de
aquisicdo de ferro, com destaque para irp2 (yersiniabactina), e de evasao imunitaria
(nlpl, shiB, capU, iss, traT), bem como o0s genes de toxinas astA (enterotoxina
termoestavel) e hlyE (hemolisina).

Este perfil estd em consonancia com estudos realizados em Mocambique e noutros paises,
onde isolados clinicos de E. coli frequentemente acumulam diversos determinantes de
resisténcia e viruléncia, aumentando a sua capacidade de causar infecgdes invasivas
(Sumbana et al., 2021; Sumbana et al., 2023). Em Mogambique, Sumbana et al., (2021)
identificaram num isolado de E. coli ST405, distinto do ST167 do presente estudo, um
perfil de resisténcia semelhante (blaCTX-M-15, blaNDM-5, rmtB, sull) e genes de
viruléncia como papA, hra, csgB, traT, ompA, irpl, irp2 e fyuA. A nivel internacional,
Linkevicius et al., (2023) reportaram o ST167 em 17,2% dos isolados portadores
de blaNDM-5 na Europa, com blaCTX-M-15 em 68,8%, aac(6")-1b-cr em 39,4%

e rmtB em 24,6%. No Paquistdo, Mujahid et al., (2024) verificaram elevadas frequéncias

de blaCTX-M-15 (82,2%), blaNDM-5 (72,9%), incluindo os genes aac(6')-
Ib (77,1%), rmtB (18,6%), sull (88,1%) e tetA (38,1%) em E. coli, sendo o ST167 o
segundo ST mais frequente (21,2%). Na China, Xia et al., (2024) observaram blaNDM-
5 como a variante mais frequente (74,1%), com o ST167 predominante (17,2%).
Relativamente aos genes de viruléncia, Kumar et al., (2025), na India,
identificaram HRA em 33,3%, papA F43 em 55%, papC em 11,1%, iss em
38,8%, capU em 27,7% e ompT em 38,8% dos genomas de E. coli analisados. Em

Mocambique, Massinga et al., (2021) verificaram que o gene traT estava presente em
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10,2% dos isolados de criangas internadas e em 60,8% dos isolados pds-morte, sugerindo

que genes de evasdo imunitaria podem contribuir para maior gravidade clinica.

Estes dados reforcam a importancia epidemiologica do isolado de E. coli ST167 em
infecces invasivas, uma vez que a associacdo entre multiplos genes de resisténcia e
viruléncia favorece a emergéncia de linhagens multirresistentes com potencial de
disseminacdo através de elementos genéticos mdveis (Linkevicius et al., 2023; Xia et al.,
2024; Massinga et al., 2021; D'Onofrio et al., 2023).

Os isolados de K. pneumoniae ST231 e ST37 apresentaram um perfil molecular que
combina uma elevada carga de resisténcia e viruléncia. No que concerne & resisténcia,
foram identificados genes associados aos B-lactamicos e carbapenémicos (blaTEM-
1B, blaCTX-M-15, blaSHV e blaNDM-5), aminoglicosideos (aph(3")-1b e aph(6)-1d),
quinolonas (gnrB1 e gnrS1), sulfonamidas (sull e sul2) e tetraciclinas (tet(A) e tet(D)). A
identificacdo simultdnea de genes ESBL (blaCTX-M-15, blaTEM, blaSHV) e
carbapenemase (blaNDM-5) demonstra um elevado potencial de resisténcia, conferindo
resisténcia a importantes grupos terapéuticos (Sumbana et al., 2023; Linkevicius et al.,
2023). Paralelamente, os isolados apresentaram multiplos genes de viruléncia, com
predominio dos associados a adesdo e colonizagdo, incluindo os genes de viruléncia
yagY/ecpB, yagZ/ecpA, yagV/ecpE, yagW/ecpD, yagX/ecpC e ykgK/ecpR, que favorecem
a fixacdo bacteriana e a formacao de biofilme (Paczosa & Mecsas, 2016; Sumbana et al.,
2023; Lu et al., 2025). Foram ainda detetados genes de aquisicdo de ferro,
com entB e fepC presentes nos trés isolados e entA em dois, e 0 gene de evasdo
imunitaria ompA em todos os isolados (100%).

Este perfil estd em consonancia com estudos realizados em Mocambique e noutros paises.
No HCM, Sumbana et al., (2023) observaram elevadas prevaléncias de blaCTX-M-15
(75%), blaSHV (78%) e blaTEM (67%) em K. pneumoniae, além de genes como aph(3")-
Ib, aph(6)-1d, qnrB1, sull, sul2, tet(A) e tet(D), demonstrando um perfil molecular
semelhante. Massinga et al., (2021), em Manhica, reportaram blaCTX-M-15 como
variante predominante, com blaSHV em 42,8% e blaTEM em 57,1% dos isolados p0s-
morte. Na Africa do Sul, Vasaikar et al., (2017) encontraram blaSHV em 77,1%, blaTEM
em 66,9% e blaCTX-M em 56,7% dos isolados de Klebsiella spp. Relativamente aos
genes de viruléncia, Lu et al., (2025), na Armenia, verificaram que yagZ/ecpA estava

presente em 89,3% dos isolados de K. pneumoniae, enquanto Sumbana et al., (2023), em
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Moc¢ambique, demonstraram elevada frequéncia de genes de adeséo e biofilme, incluindo
fimbrias dos tipos 1 e 3 (mrkABCDF). Du et al., (2021), na China, verificaram entB em
83,3% e genes de yersiniabactina (ybtS) em 91,7% dos isolados, e Lu et al., (2025)
observaram que 26,8% dos isolados de K. pneumoniae ST37 possuiam o locus completo
de yersiniabactina, incluindo irp2. A presenca de ompA em 100% dos isolados esta de
acordo com estudos anteriores (Massinga et al., 2021; Sumbana et al., 2023).

A deteccdo dos clones ST231 e ST37 no presente estudo possui relevancia
epidemioldgica, pois estes tém sido associados a disseminacdo global de resisténcia
(Naha et al., 2021; Lu et al., 2025). Naha et al. (2021), na India, identificaram K.
pneumoniae ST231 entre isolados produtores de carbapenemases, incluindo combinag6es
com blaNDM-5, e Lu et al., (2025), na Arménia, caracterizaram um isolado K.
pneumoniae ST37 contendo blaCTX-M-15, blaTEM-1D e blaSHV-11. Em conjunto,
estes resultados sugerem que a presenca de genes de resisténcia e viruléncia nos isolados
do presente estudo poderd aumentar a capacidade de persisténcia bacteriana e favorecer
o desenvolvimento de infec¢des invasivas, especialmente quando associados a multiplos
determinantes, reforcando a necessidade de continua vigilancia molecular (Massinga et
al., 2021; D'Onofrio et al., 2023; Sumbana et al., 2021).

Os isolados de Enterobacter spp., compreendendo dois isolados de E. hormaechei
(ST2692 e ST270) e um isolado de E. kobei (ST125/ST1990/ST2543), apresentaram
genes associados a resisténcia aos B-lactamicos e carbapenémicos, incluindo blaTEM-
1B, blaTEM-181, blaCTX-M-15, blaOXA-1 e blaNDM-1. Adicionalmente, foram
identificados genes de resisténcia aos aminoglicosideos, incluindo aph(3")-1b, aph(6)-Id
e aac(6')-1b-cr. Entre os genes associados a resisténcia as quinolonas foram identificados
gnrB1, gnrS1, ogxA e ogxB. Os genes sul2 e tet(A), associados a resisténcia as

sulfonamidas e tetraciclinas, respetivamente, também foram detetados nestes isolados.

A coexisténcia de ESBL (blaCTX-M-15 e blaTEM) e carbapenemases (blaNDM-1),
juntamente com genes de resisténcia a aminoglicosideos, quinolonas, sulfonamidas e
tetraciclinas, revela um perfil de resisténcia a multiplos farmacos que limita
consideravelmente as opgOes de tratamento para infecgdes por Enterobacter spp. Por
outro lado, a presenca simultanea destes elementos genéticos sugere a agregacao de

diversos determinantes de resisténcia, frequentemente transportados por elementos
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genéticos madveis, 0 que potencia a sua disseminacdo entre diferentes clones bacterianos
(Oni et al., 2025).

Em Mocambique, Sumbana, (2019), analisou por sequenciacao gendmica quatro isolados
de Enterobacter spp. provenientes do HCM, e todos foram produtores de ESBL. O autor
identificou os ST84 e ST125, além de novos STs, verificando a presencga de blaCTX-M-
15 em todos os isolados, associado a outras B-lactamases. Foram ainda detetados genes
de resisténcia aos aminoglicosideos, incluindo aac(6')-1b-cr, aph(3")-Ib e aph(6)-1d, bem
como gnrB1, sull, sul2, tet(A) e tet(D), demonstrando um perfil de resisténcia muito
semelhante ao observado no presente estudo. A identificacdo do ST125 em ambos 0s
estudos reforca a persisténcia deste clone em isolados clinicos do Hospital Central de

Maputo ao longo do tempo.

Resultados semelhantes foram descritos por Oni et al., (2025), na Nigéria, que analisaram
98 isolados de Enterobacter spp. dos quais 61 eram E. hormaechei e 26 E. cloacae. Nos
isolados de E. hormaechei, foram identificados blaCTX-M-15 em 33/61 (54,1%),
blaNDM-1 em 5/61 (8,2%), aac(6')-Ib-cr em 38/61 (62,3%), aph(3")-lb em 40/61
(65,6%), aph(6)-l1d em 38/61 (62,3%), gnrB1 em 32/61 (52,5%), gnrS1 em 13/61
(21,3%), sul2 em 38/61 (62,3%) e tet(A) em 38/61 (62,3%). Entre os isolados de E.
cloacae, blaCTX-M-15 foi identificado em 18/26 (69,2%), blaTEM-1 em 19/26 (73,1%),
aph(3")-1b e aph(6)-1d em 20/26 (76,9%), aac(6')-l1b-cr em 18/26 (69,2%), qnrB1 em
8/26 (30,8%), gnrS1 em 5/26 (19,2%), sul2 em 20/26 (76,9%) e tet(A) em 18/26 (69,2%)
(Oni et al., 2025).

Relativamente a tipagem molecular, os ST2692 e ST270 identificados em E. hormaechei
e 05 ST125/ST1990/ST2543 observados em E. kobei diferem dos STs descritos por Oni
et al., (2025), que identificaram maior diversidade clonal, incluindo ST148, ST1445,
ST114, ST182, ST1053, ST850, ST1525, ST1718 e novos STs (ST1995-ST1998).
Apesar destas diferencas, ambos os estudos evidenciam elevada diversidade de tipos de
sequéncia (STs) entre isolados de Enterobacter spp., com a identificacdo de maultiplas
linhagens geneticamente distintas, sugerindo que a disseminacdo da resisténcia nesta
espécie ocorre através da circulagdo de multiplas linhagens e pela disseminagéo
horizontal de determinantes genéticos de resisténcia, em detrimento da propagacao de um
unico clone epidémico (Oni et al., 2025).
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Os isolados de A. baumannii ST1961 e ST944 apresentaram genes associados a p-lac-
tdmicos e carbapenémicos blaOXA-90 e blaNDM-1. Adicionalmente, foram
identificados determinantes de resisténcia aos aminoglicosideos, incluindo aph(3")-1b e

aph(6)-1d, bem como os genes sull e sul2.

A identificacdo de blaOXA-90 juntamente com blaNDM-1 em isolados de A. baumannii
constitui um achado de elevada importancia clinica, uma vez que a combinagdo de
oxacilinases e metalo-B-lactamases estd associada a fendtipos de resisténcia aos
carbapenémicos e reduz as alternativas terapéuticas disponiveis (Wareth et al., 2020;
Elbadawi et al., 2021).

Em Mocambique, Sumbana, (2019), numa analise gendémica de A. baumannii,
caracterizou seis isolados por sequenciamento de genoma completo, identificando
diferentes sequence types, nomeadamente ST758 (n=2), ST405 (n=2), ST642 (n=1) e um
novo ST (n=1). Entre os determinantes de resisténcia identificados foram descritos genes
associados a carbapenémicos, incluindo blaOXA (variantes OXA-23, OXA-25, OXA-58,
OXA-65, OXA-68, OXA-69 e OXA-366), blaVIM, blaCARB-16 e blaNDM, para além
de determinantes genéticos de resisténcia a aminoglicosideos, incluindo aph(3")-1b e
aph(6)-Id, e genes de resisténcia as sulfonamidas (sull e sul2) e tetraciclinas (tet(A),
tet(B) e tet(39)). A identificacdo destes determinantes no contexto mocambicano reforca

a circulacdo de A. baumannii portador de maltiplos mecanismos de resisténcia.

Estudos realizados em Africa demonstram a ampla disseminac&o destes determinantes.
Na Etidpia, Tufa et al., (2022) identificaram blaNDM-1 em isolados de A. baumannii,
incluindo linhagens que apresentavam adicionalmente genes da familia blaOXA.

No Sudao, Elbadawi et al., (2021), identificaram genes blaNDM em 17/36 (47,2%) dos
isolados de A. baumannii analisados, demonstrando a elevada frequéncia deste
mecanismo de resisténcia entre isolados clinicos. Além disso, 0s autores detectaram genes
associados a B-lactamases de espectro estendido nesta espécie, incluindo genes da familia
blaCTX-M em 20/36 (55,6%), blaSHV em 24/36 (66,7%) e blaTEM em 18/36 (50%),

evidenciando a acumulacgéo de diferentes determinantes de resisténcia em A. baumannii.

Wareth et al. (2020), numa revisdo sistematica sobre a distribuicdo temporal e espacial
de A. baumannii resistente, na Alemanha, destacaram que genes semelhantes a blaOXA-
23, blaOXA-51 e blaNDM representam o0s principais mecanismos associados a
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resisténcia aos carbapenémicos nesta espécie.  Adicionalmente demonstraram a
diversidade clonal desta espécie, com identificacdo de diferentes linhagens associadas a
disseminacdo hospitalar. Entre os tipos de sequéncia reportados nos estudos incluidos,
foram descritos ST22 e ST53 em um surto envolvendo 13 isolados, ST195 e ST218 em
um surto envolvendo dez pacientes, além de ST944/ST78 e ST348/ST2 em isolados
provenientes de pacientes hospitalizados.

Embora os estudos comparativos apresentem diferentes perfis clonais, a identificacdo de
STs relacionados com resisténcia demonstra a elevada diversidade genética desta espécie.
Assim, a detecgdo dos ST1961 e ST944 no presente estudo acrescenta informagéo
relevante sobre a diversidade molecular de A. baumannii circulante em unidades
hospitalares de Mocambique, especialmente considerando a presenca simultanea de
determinantes associados a resisténcia aos carbapenémicos e aminoglicosideos (Wareth
et al., 2020; Sumbana, 2019; Elbadawi et al., 2021).

No isolado de P. aeruginosa ST357 foram identificados genes que conferem resisténcia
a antibioticos B-lactamicos e carbapenémicos, incluindo blaOXA-50 e blaNDM-1.
Adicionalmente, foram detectados genes associados a resisténcia as tetraciclinas (tet(A)
e tet(G)) e aos aminoglicosideos, incluindo aph(3')-1lb. Entre os genes que conferem
resisténcia as quinolonas foi identificado gnrVC1, enquanto sull foi detetado como

determinante associado a resisténcia as sulfonamidas.

A coexisténcia, numa mesma estirpe, de genes de resisténcia pertencentes a diversas
classes de antimicrobianos evidencia um perfil de resisténcia multidroga, uma
caracteristica frequentemente observada em clones hospitalares de P. aeruginosa
associados a disseminacdo global de resisténcia (Del Barrio-Tofifio et al., 2020). A
associacdo entre carbapenemases e outros mecanismos de resisténcia, incluindo genes de
resisténcia aos aminoglicosideos, quinolonas e sulfonamidas, pode reduzir as alternativas
de tratamento para infecgdes severas provocadas por este microrganismo (Del Barrio-
Tofifo et al., 2020).

Em Mogambique, Sumbana, (2019) caracterizou 19 estirpes de P. aeruginosa isoladas no
HCM, dos quais 9 foram analisados por PCR e 10 por WGS. Entre os 10 isolados
sequenciados foram identificados cinco STs: ST316 (n=3), ST1047 (n=1), ST1756 (n=1),
ST274 (n=1) e ST612 (n=1). Embora estes STs sejam diferentes do ST357 identificado
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no presente estudo, os resultados demonstram diversidade clonal entre isolados
hospitalares de P. aeruginosa em Mocgambique, e a necessidade de continua vigilancia.

No mesmo estudo, Sumbana, (2019) verificou que 89% (17/19) dos isolados eram
produtores de carbapenemases. Entre estes, genes de B-lactamases foram identificados
em 74% (13/17), incluindo blaOXA-10, blaOXA-395, blaOXA-396, blaOXA-486,
blaOXA-488, blaVIM-11, blaTEM e blaSHV. Além disso, quase todos os isolados
apresentaram o gene aph(3')-11b, frequentemente associado a outros determinantes de
resisténcia aos aminoglicosideos, incluindo aph(3")-lb e rmtB. Foram igualmente
detectados determinantes genéticos de resisténcia as sulfonamidas (sull e sul2) e
tetraciclinas (tet(G) e tet(39)), resultados semelhantes aos mecanismos observados no

presente estudo.

A presenca simultanea de blaNDM-1 e blaOXA-50 no isolado de P. aeruginosa ST357
constitui um achado relevante, uma vez que as carbapenemases representam um dos
principais mecanismos responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos nesta espécie,
reduzindo as opcOes terapéuticas disponiveis para infeccGes graves causadas por este
patogeno (Del Barrio-Tofifio et al., 2020; Elbadawi et al., 2021).

Dados concordantes foram descritos por Elbadawi et al., (2021), no Sudéo, onde, entre
45 isolados de Pseudomonas spp., 0 gene blaNDM foi identificado em 14 isolados (13,1%
do total de bactérias Gram-negativas analisadas), enquanto genes ESBL como blaCTX-
M, blaSHV e blaTEM foram detetados em 28 (22,3%), 18 (21,5%) e 16 (20%) isolados,
respetivamente. Estes dados demonstram a circulacdo de determinantes de resisténcia f3-
lactdmica em Pseudomonas spp. em diferentes contextos hospitalares africanos.

A identificacdo do isolado de P. aeruginosa ST357 no presente estudo ¢€
epidemiologicamente relevante, uma vez que este ST é reconhecido como uma linhagem
de elevado risco de P. aeruginosa, associado internacionalmente a perfis MDR/XDR e a
aquisicdo de genes de resisténcia, incluindo carbapenemases (Del Barrio-Tofifio et al.,
2020). Desta forma, a detecgéo deste clone em conjunto com mdltiplos determinantes de
resisténcia sugere a circulacdo de linhagens com potencial de persisténcia e disseminacgao

em ambientes hospitalares.

A anélise de elementos genéticos moveis revelou a presenca de plasmideos nos isolados

de E. coli e K. pneumoniae. No isolado de E. coli ST167 foram identificados os

Perfil fenotipico e molecular de BGN isoladas em hemoculturas e sua relagdo com os desfechos clinicos
em pacientes internados na UCIP-HCM entre Janeiro e Dezembro de 2023

64



plasmideos IncFIA, IncFIB(AP001918), IncFll, Incl e IncN3. Nos isolados de K.
pneumoniae, o isolado ST231 (clone de alto risco) apresentou os plasmideos
Col(pHAD28), IncFIB(K), IncFII(K) e IncR, enquanto os dois isolados ST37
apresentaram Col(pHAD28), IncFII(K), IncFIA(pBK30683), IncFIB(K)(pCAV1099-
114), IncFIB(pNDM-Mar), IncHI1B(pNDM-MAR), RepB e repFIB. Estes plasmideos
tém sido associados a disseminacdo dos mecanismos de resisténcia encontrados,
nomeadamente blaNDM, blaCTX-M e determinantes de resisténcia a aminoglicosideos
e quinolonas, facilitando a propagacdo de linhagens multirresistentes entre diferentes
espécies e em ambiente hospitalar (Linkevicius et al., 2023; Lu et al., 2025).
Adicionalmente, a presenca de plasmideos IncF e IncN em E. coli e K. pneumoniae tem
sido amplamente documentada como veiculo de disseminacdo de carbapenemases,
contribuindo para a emergéncia e persisténcia de clones de alto risco em unidades
hospitalares (Naha et al., 2021; Linkevicius et al., 2023).

A deteccdo de blaNDM-5 em K. pneumoniae ST37, um clone emergente, e em E.
coli ST167, um clone internacional de alto risco, sugere a disseminacgéo deste mecanismo
de resisténcia no Hospital Central de Maputo, onde anteriormente havia sido descrito
apenas em E. coli (Sumbana et al., 2021). Esta disseminacdo do blaNDM-5 para K.
pneumoniae evidencia a crescente pressdo selectiva e a necessidade de uma vigilancia
molecular continua e integrada para monitorizar a emergéncia e propagacao de

determinantes criticos de resisténcia no contexto hospitalar mocambicano.

12.6. Relacdo entre os desfechos clinicos dos pacientes com o perfil fenotipico e

molecular

No presente estudo foi observada uma frequéncia elevada de mortalidade de 56,3% (9/16)
de pacientes diagnosticados com sépsis na UCIP, tendo sido analisados apenas 0s seis
casos de 6bito submetidos a sequencia¢do genomica completa. Todos os isolados de BGN
revelaram um perfil de multirresisténcia (MDR) e com factores de viruléncia, sugerindo
que a combinacao entre os determinantes de resisténcia e patogénicos pode contribuir
para a evolucdo desfavoravel de parte significativa dos casos (Massinga et al., 2021;
D'Onofrio et al., 2023; Scrascia et al., 2026). Um total de 7/16 (43,7%) pacientes
apresentaram a melhoria clinica. Todavia, os dados de possivel reinternamento ou

complicacdes destes pacientes ndo se encontra disponivel.
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Embora o reduzido nimero de isolados ndo permita estabelecer uma relagdo estatistica
entre estes determinantes e o desfecho clinico, os resultados evidenciam uma tendéncia
para maior gravidade em infec¢des causadas por estirpes com elevado contetido genético

de resisténcia e viruléncia (Massinga et al., 2021; D'Onofrio et al., 2023).

A elevada mortalidade observada é mais elevada do que a referida em investigacdes
conduzidas em Mocgambique. Massinga et al., (2021), avaliando criancas com
bacteriemia por Klebsiella spp. no Hospital Distrital de Manhica, reportaram uma taxa de
letalidade hospitalar de 30,7% (23/75), verificando que a mortalidade foi mais frequente
em criancas infectadas por isolados multirresistentes e portadores de genes de viruléncia,
incluindo rmpA, traT e wzi-K1. Adicionalmente, os autores observaram igualmente que
0s Obitos ocorreram nas primeiras 48 horas de internamento e que os isolados
provenientes destes pacientes apresentavam resisténcia a diversas classes de agentes
antimicrobianos, sugerindo que a elevada carga de resisténcia e viruléncia pode
comprometer a eficécia terapéutica e favorecer rapida progressao clinica (Massinga et al.,
2021).

Em outros contextos hospitalares, Lambregts et al., (2020), nos Paises Baixos, avaliaram
893 episodios de bacteriemia e observaram mortalidade aos 14 dias de aproximadamente
10%, enquanto a mortalidade aos 30 dias foi de 14,9%. Embora ndo tenham identificado
associacdo estatisticamente significativa entre terapéutica empirica inadequada e
mortalidade apds ajuste multivariado, os autores destacaram a importancia da adequacéo
precoce do tratamento antimicrobiano, particularmente em subgrupos de maior gravidade

clinica.

No presente estudo, 0s seis casos de Obito corresponderam a infeccdes causadas por
bactérias portadoras de mdltiplos determinantes genéticos de resisténcia. A analise
integrada dos perfis de resisténcia, viruléncia e elementos méveis (plasmideos) revelou
uma possivel relacdo preocupante entre a carga genética de resisténcia, a capacidade de
evasdo imunitaria e o insucesso terapéutico, particularmente nos casos que evoluiram para
Obito. Apesar do desfecho clinico ndo depender exclusivamente do resistoma bacteriano,
podendo também ser influenciado por factores relacionados com o hospedeiro, gravidade
da doenca, momento de inicio da antibioterapia adequada e resposta imunologica (Singer
et al., 2016; Weiss et al., 2020).
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O paciente infectado por E. coli ST167 (0561 FN), recebeu um esquema combinado com
piperacilina/tazobactam, imipenem, ciprofloxacina e fluconazol. Apesar da
administracdo de um carbapenémico (imipenem), o isolado apresentava o gene blaNDM-
5, que confere resisténcia a todos os carbapenémicos, incluindo o imipenem (Chakraborty
etal., 2021). Adicionalmente, os genes gnr e aac(6')-1b-cr comprometem a actividade da
ciprofloxacina (Abubakar et al., 2024), enquanto a presenca de ESBL (blaCTX-M-15) e
carbapenemase inviabiliza a piperacilina/tazobactam (Horiyama et al., 2015; Nicasio et
al., 2016). Assim, nenhum dos antibio6ticos administrados apresentava actividade contra
o isolado. Para além da multirresisténcia, a presenca de 18 genes de viruléncia, incluindo
5 relacionados com invasao e evasdo do sistema imunitéario, e de multiplos plasmideos
(IncFIA, IncFIB, IncFll, Incl, IncN3) pode contribuir para a disseminacdo dos genes de
resisténcias e gravidade da infeccdo (Abdullah et al., 2023). A combinacéo de resisténcia
total aos antimicrobianos administrados, elevada viruléncia e capacidade de disseminagéo

plasmidial pode justificar o obito.

Situacdo semelhante foi observada no doente infectado por K. pneumoniae ST231, tratado
empiricamente com ceftriaxona. O isolado apresentava blaCTX-M-15 (ESBL)
e blaNDM-5, ambos conferindo resisténcia as cefalosporinas de terceira geracdo (Bush
& Bradford, 2020), tornando a monoterapia com ceftriaxona completamente ineficaz.
Adicionalmente, o isolado apresentava 9 genes de viruléncia, incluindo o tipo capsular
K30 associado a estirpes hipervirulentas (Byarugaba et al., 2023), e plasmideos
IncFIB(K) e IncFII(K) que albergam genes de resisténcia, frequentemente responsaveis
pela disseminacdo de carbapenemases como blaNDM-5 (Chen et al., 2021; Ma et al.,
2024). A combinacdo de resisténcia a ceftriaxona, viruléncia moderada e plasmideos

disseminadores pode ter contribuido para o desfecho fatal.

No caso de K. pneumoniae ST37 (8839 NC), o paciente recebeu piperacilina/tazobactam
e ciprofloxacina, mas o isolado apresentava plasmideos IncFIB(pNDM-Mar) e
IncHI1B(pNDM-MAR), associados a disseminagdo de blaNDM, que confere resisténcia
a todos os B-lactamicos, incluindo piperacilina/tazobactam (Chen et al., 2021; Ma et al.,
2024), enquanto a presenca de genes de resisténcia a fluoroquinolonas pode comprometer
a actividade da ciprofloxacina (Dhara et al., 2024). O clone ST37 tem sido identificado
como um clone de alto risco e multirresistente (MDR) em diversos contextos clinicos,

frequentemente associado a plasmideos IncF e IncHI1B que carregam multiplos genes de
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resisténcia (Lu et al., 2025). Com 10 genes de viruléncia, incluindo 3 relacionados com
aquisicdo de ferro, e uma carga genética de 27 genes de resisténcia, a presenca de
multiplos plasmideos IncF e IncHI1B, aliada a viruléncia e a extensa multirresisténcia,

pode ter determinado a falha terapéutica e o obito.

O padréo de multirresisténcia semelhante foi observado em E. hormaechei ST2692 (7548
JME), cujo doente recebeu ceftriaxona e ampicilina. O isolado apresentava blaCTX-M-
15, blaNDM-1, blaOXA-1 e blaTEM-181, que conferem resisténcia a todas as penicilinas
e cefalosporinas, incluindo ampicilina e ceftriaxona (Bush & Bradford, 2020). Estudos
genoémicos em E. hormaechei tém documentado perfis semelhantes, com a combinagéo
de blaNDM-1, blaCTX-M-15, blaOXA-1 e genes de resisténcia a aminoglicosideos e
fluoroquinolonas, resultando em fendétipos de resisténcia extensa (Ferreira et al., 2024).
Embora a viruléncia ndo tenha sido caracterizada para este isolado, a presenca dos genes
da bomba de efluxo ogxA e ogxB potencia a resisténcia a multiplas classes, e a presencga
de plasmideos ndo especificados facilita a disseminacdo dos genes de resisténcia (Long
et al., 2021). A combinacédo terapéutica instituida era completamente inativa contra o

isolado, o que pode ter contribuido para o 6bito.

O isolado de E. kobei (8724 EC), associado a um doente tratado com ceftriaxona,
aciclovir e artesunato, apresentava 28 genes de resisténcia, com um perfil de
multirresisténcia extenso que provavelmente incluia ESBLs e carbapenemases, tornando
a ceftriaxona ineficaz (Bush & Bradford, 2020). A elevada carga de genes de resisténcia
sugere a presenca de plasmideos disseminadores, que contribuem para o fenétipo de
multirresisténcia e que pode justificar o 6bito (Chen et al., 2021; Ma et al., 2024).

Por fim, no caso de P. aeruginosa ST357 (0633 LD), o doente recebeu
piperacilina/tazobactam e ciprofloxacina, mas o isolado apresentava blaNDM e gqnrVC1,
que conferem resisténcia a pB-lactdmicos e fluoroquinolonas, respetivamente (Kiyaga et
al., 2022). Estudos genomicos identificaram o clone ST357 como um clone de alto risco
globalmente distribuido, frequentemente associado a carbapenemases como NDM-1 e a
genes de resisténcia a fluoroquinolonas como gnrVC1 (Kiyaga et al., 2022). A presenca
de 22 genes de resisténcia, associada a resisténcia intrinseca de P. aeruginosa (baixa
permeabilidade da membrana externa, bombas de efluxo) e a capacidade de formar
biofilmes, torna praticamente inexistentes as opcles terapéuticas (Zhao et al., 2024;

Gupta et al., 2024). Embora a viruléncia ndo tenha sido caracterizada, a espécie P.
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aeruginosa é intrinsecamente virulenta, com fatores como exotoxina A, elastase e
pigmentos que contribuem para a patogenicidade (Novakova et al., 2023). A combinacdo
de resisténcia total aos antibioticos administrados e viruléncia intrinseca pode justificar o

desfecho clinico desfavoravel observado.
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13. Limitacdes do estudo

O estudo apresentou as seguintes limitagdes:

e Tamanho amostral reduzido (n=16), o que comprometeu a generalizagdo dos
resultados e a realizacdo de analises estatisticas robustas entre perfis moleculares e
desfechos clinicos.

+ Reduzido nimero de amostras de BGN sequenciados (Whole Genome Sequencing -
WGS).

o Défice de plataformas de bioinformatica para a analise molecular de determinantes

de viruléncia para algumas espécies de BGN.
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14. Conclusao

Em sintese, com os achados deste estudo conclui-se que:

o Kilebsiella spp. constituiu o género de bactérias Gram-negativa mais frequentemente
isolada em hemoculturas de pacientes internados na UCIP-HCM, seguida por
Enterobacter spp., A. baumannii, E. coli, P. aeruginosa e Cronobacter spp.

e Os isolados de BGN caracterizados por WGS incluiram linhagens de alto risco
epidemioldégico, nomeadamente E. coli ST167, K. pneumoniae ST231 e P.
aeruginosa ST357, e foram classificados como multidroga-resistentes. Foram
identificados multiplos determinantes de resisténcia, incluindo blaCTX-M-15,
blaNDM-5, blaTEM, blaSHV e blaOXA, além de outros determinantes associados a
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos.

e Elevada frequéncia de mortalidade (56,3%) em pacientes com estirpes de BGN

patogenica e multidroga-resistentes.
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15. Recomendacdes

e Aumento do tamanho amostral para melhor compreensdo da epidemiologia da
etiologia de infec¢Bes invasivas causadas por bactérias Gram-negativas em contexto
pediétrico.

o Reforcar a vigilancia de infeccBes invasivas causadas por BGN na UCIP-HCM,
incluindo a abordagem de WGS.

» Realcar o follow-up dos pacientes apds a melhoria clinica para a compreensdo dos
resultados.

o Reforcar a capacidade de diagndstico molecular da resisténcia aos carbapenémicos
em Mocambique, incluindo a deteccdo e caracterizacao dos principais determinantes

genéticos de resisténcia.
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17. ANEXOS

Anexo 1. Carta de cobertura da Faculdade de Medicina-UEM
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Anexo 2. Carta de aprovacao ética do projecto pelo Comité Institucional de Bioética em
Saude da Faculdade de Medina/Hospital Central de Maputo.

O Comité Institucional de Bioética em Saude da
AP, Faculdade de Medicina/Hospital Central de l'ﬂv'
EDUARDG I\'Iﬂpulo

(CIBS FM&HCM)

Dra. Arlete Artur Neta Mariano, Vice-Presidente do Comité Institucional de Biodtica em Satde

da Faculdade de Medicina/Hospital Central de Maputo (CIBS FM&HCM)

CERTIFICA

Que este Comité avaliou a proposta do (s) Investigador {es) Principal (is):

Nome (s): Marilia Violeta Sufiana Mussagy
Protocolo de investigag@o: Sem versdo, de Maio de 2024
Consetimento Informado: Sem versdo, sem data

Instrumento de recolha de dados: Sem versao, sem data

Do estudo:

TITULO:"Perfil fenotipico e molecular de bactérias Gram-negativas isoladas em
hemoculturas e desfechos clinicos dos pacientes internados na unidade de cuidados
intensivos pedidtricos do Hospital Central de Maputo entre Janeiro a Dezembro de 2023.”

120 CIBSFM&HCM APROVA o pedido da PRIMEIRA RENOCAQ do protocolo com Sem verséo,
de Maio de 2024, com referéncia CIBSFM&HCM/37/2024.

22 0 CIBS FM&HCM informa que prorroga o prazo do protocolo e a validade do mesmo passa
para o dia 06 de Junho de 2027.

3% Um més antes dessa data, o Investigador deve enviar um pedido de renovagéo se
necessitar.

42 Recomenda-se aos investigadores que mantenham o CIBS informado do decurso do estudo
no minimo uma vez ao ano.

E emite

RESULTADQ: APROVADA A PRIMEIRA RENOCAQ AQ PROTOCOLO
CIBS
¢ U \"C \CaU Cn

Assinado’em Mapufo aos, 03,de Junho de’2026
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Anexo 3. Resultado da identificacdo Bioguimica do isolado 8925AC, real¢ando a baixa
discriminagéo.

T e A P |WEB™

API 20 EV5.0 Printout Export New test Modify

REFERENCE DATE

[8923-AC | |7/30/23 |

COMMENT

A
Strip API20E V5.0
Profile 0001000
Note POSSIBILITY OF Acinetobacter baumannii/calcoaceticus
POSSIBILITY OF Brucella spp

Significant taxa % ID T Tests against
Pseudomonas oryzihabitans 39.8 0.77 |CIT B9% |VP 25%
Ochrobactrum anthropi 20.1 0.72 | VP 15% | OX 90%
Bordetella/Alcaligenes/Moraxella spp 18.8 0.71 | VP 25% | OX 95%
Non-fermenter spp 17.9 0.7 VP 15% | OX  93%
Next taxon % ID T Tests against
Pasteurella pneumotropica/Mannheimia 2.8 0.69 | VP 7% | OX  80%

haemolytica
Complementary test(s) OFI/O Tween 80 dGLUCOSEa 42°C
Ochrobactrum anthropi 47% - + -(+)
Bordetella spp 0% - 2% +(-)
Alcaligenes spp 0% - -(+) -(+)
Moraxella spp 0% v 2% v
Brucella spp 0% NT NT -
Pseudomonas oryzihabitans 98% 2% 98% 2%
Acinetobacter baumannii 98% 100% (1) +
Acinetobacter calcoaceticus 98% 100% -(+) -
Non-fermenter spp 48% +(-) +(-) +(-)
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Anexo 4. Analise gendmica in silico do isolado 8769 EK com identificacdo

inconclusiva.

Resultados
Versao do software: Speciesfinder-4.0.4
Nome de exemplo: 8769-EK_scaffolds.fasta

ID da sessao: Op127dah5xydptumda8tgnfqti22aeun

Resultado do SpeciesFinder

Ref. i to d
€l comprimento @@ 1+ profundidade média

Espécies I Identidade It cobertura .
sequencia

Staphylococcus saprophyticus 97.93 % 96.33 % 2,614,671 0.98

Escherichia coli 98.96 % 3434 % 4,558,947 0.34

Klebsiella pneumoniae 99.09 % 131% 5.462.803 0.01

Parametros de entrada

Arquivos de entrada  Tipo de dado de entrada  Versdo do banco de dados
3769-EK_scaffolds.fasta Tipo de entrada: FASTA bacteria_14_ATG_140526
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