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RESUMO

Acinetobacter baumannii € frequentemente encontrado em infeccdes hospitalares,
ocasionando pneumonia associada a ventilagdo, bacteremia, infeccdes de trato urindrio e
meningite secunddria. Nos dltimos anos, o uso extensivo de antimicrobianos em hospitais
contribuiu para o aumento e emergéncia de cepas resistentes, incluindo os carbapenémicos, os
principais recomendados no tratamento. Assim, os aminoglicosideos ganham importincia
como opg¢ao terapéutica. A resisténcia a estes antimicrobianos é decorrente, principalmente,
da producdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) e de enzimas 16S rRNA
Metilases. No Brasil, informagdes sobre o perfil de suscetibilidade e genes que codificam
estas enzimas sdo escassas. Assim, € fundamental a identificacdo de mecanismos de
resisténcia e reservatdrios potenciais, bem como realizar comparacdo de isolados para
controlar a disseminacdo de A. baumannii no ambiente hospitalar. O presente estudo teve
como objetivos avaliar e comparar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, genes de
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs), genes de enzimas 16S rRNA Metilases
e similaridade genética entre isolados de A. baumannii com importancia clinica no Hospital
de Base (HB) de Sao José do Rio Preto, SP. Além disso, estes resultados foram comparados
com um estudo anterior realizado no mesmo hospital. Foram avaliados 32 isolados coletados
no periodo entre dezembro de 2013 a maio de 2014. A identificacdo da espécie foi realizada
por metodologias automatizadas e confirmada por Duplex-PCR. Os testes de suscetibilidade
aos antimicrobianos foram resultantes de teste automatizado de microdilui¢do e disco-difusao,
para aminoglicosideos Amicacina (AK), Gentamicina (CN), Tobramicina (TOB) e
Canamicina (CAN), de acordo com o CLSI, 2014 e FDA, 2013. Primers especificos e PCR-
multiplex foram usados para a deteccdo dos genes de AMEs, 16S rRNA Metilases e os
primers REP1 e REP2 para a tipagem molecular por REP-PCR. Todos os isolados do presente
estudo foram confirmados como A. baumannii. Dezesseis perfis de resisténcia foram
observados, sendo os antimicrobianos Ceftriaxona (CRO), Ceftazidima (CAZ), Cefepime
(FEP), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Piperacilina/Tazobactam (TZP) e
Ciprofloxacina (CIP) com maior porcentagem de isolados ndo-suscetiveis. As metodologias
de microdiluicdo e disco-difusdo ndo apresentaram diferengas significantes para os
aminoglicosideos AK e CN, comprovando que ambas podem ser utilizadas. Em 28 isolados
foi detectado pelo menos um gene de AMEs, entre estes, o mais frequente foi aph(3°)-VI
(53,1%). Ha correspondéncia significante entre os genes de AMEs aac(6')-1b e o fenétipo de
resisténcia a AK/TOB e aac(3)-la e resisténcia a CN, sugerindo que estes genes estdao
expressos. J4 a tipagem molecular mostrou a ocorréncia de 8 clusters amplamente
disseminados nas UTIs da institui¢do. A comparagao entre o atual trabalho e o estudo anterior
revelou um aumento nas taxas de resisténcia a AK, CN, Ampicilina/Sulbactam (SAM) e
Tigeciclina (TIG). As frequéncias de alguns genes de AMEs foram alteradas, mas as dos
gendtipos permanecem semelhantes nos dois estudos. A tipagem molecular mostrou a
disseminagdo de A. baumannii em UTIs e sua transmissdao horizontal nos dois estudos, em
periodos distintos. Estes dados evidenciam a elevada capacidade de adaptacdo de A.
baumannii e importancia de estudos consecutivos no monitoramento das taxas de resisténcia
aos antimicrobianos, visando a ado¢do de medidas de precaucao apropriadas.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Infeccdes nosocomiais. Resisténcia a
antimicrobianos. AMEs. Tipagem molecular.



SUMMARY

Acinetobacter baumannii is found in nosocomial infections, causing ventilator-associated
pneumonia, bacteremia, urinary tract infections and secondary meningitis. In recent years, the
extensive use of antibiotics in hospitals has contributed to the rise and emergence of A.
baumannii strains resistant to a wide range of antimicrobials, including carbapenems, main
antibiotics recommended on treatment. In this context, aminoglycosides gain importance as
therapeutic options. Resistance to aminoglycosides is mainly due to the Aminoglycoside
Modifying Enzymes (AMESs) and 16S rRNA Methylases production. In Brazil, high infection
rates to carbapenem-resistant A. baumannii are observated, however information about
aminoglycoside susceptibility profile and occurance of this genes are scarce. Thus, it is
essential to identify resistance mechanisms and potential reservoirs, as well as perform
comparison of isolates to control the spread of A. baumannii in the hospital environment. This
study aimed to evaluate and compare the antimicrobial susceptibility profile, genes of
aminoglycoside modifying enzymes and 16S rRNA Methylases and genetic similarity among
A. baumannii isolates with clinical importance at Hospital de Base (HB) in Sao José do Rio
Preto, SP. Additionally, the results were compared to another previous study achieved in the
same hospital. 32 isolates collected between December 2013 and May 2014 were evaluated.
Specie identification was performed using automated methodology and confirmed by Duplex-
PCR. The susceptibility tests were the result of automated and disc-diffusion tests - for
aminoglycosides Amikacin (AK), Gentamicin (CN), Tobramycin (TOB) and Kanamycin (K)
- according to CLSI, 2014 and FDA, 2013. Specific primers and Multiplex-PCR were used in
AMEs’ and 16S rRNA Methylases’ genes detection and primers REP1-REP2 were used in
molecular typing by REP-PCR. All the isolates of this study were confirmed as A. baumannii.
Sixteen resistance profiles were observed, the antibiotics Ceftriaxone (CRO), Ceftazidime
(CAZ), Cefepime (FEP), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Piperacilin/Tazobactam
(TZP) and Ciprofloxacin (CIP) presented the highest percentual of non-susceptible isolates.
Microdillution and disc-diffusion methodologies showed no significant difference for
aminoglycosides AK and CN, proving both can be used. In 28 isolates at least one AME gene
was detected, among them, the most frequent was aph(3°)-VI (53,1%). There is significant
correspondence between the AMEs’genes aac(6')-Ib and the resistance phenotype to
AK/TOB and aac(3)-Ia and the resistance phenotype to CN, suggesting this genes are
expressed. Molecular typing showed 8 clusters widely disseminated in the ICUs of the
institution. Comparison between this study and the previous revealed growth on resistance
frequencies to AK, CN, Ampicilin/Sulbactam (SAM) and Tigeciclin (TIG). Frequencies of
some AMEs’ genes have changed but the ones for AME’s genotypes remain similar in both
studies. Molecular typing showed A. baumannii dissemination in ICUs and its horizontal
transmission in both studies during different periods. These data demonstrate the high
adaptability of A. baumannii and importance of consecutive studies in monitoring
antimicrobial resistance rates in order to take appropriate precautionary measures.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Nosocomial infections. Antimicrobial resistance.
AMEs. Molecular typing.
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1. Género Acinetobacter e suas Espécies

O género Acinetobacter engloba cocobacilos Gram-negativos, aerdbios estritos, nio-
fermentadores, nao-fastidiosos, imoveis, catalase-positivos e oxidase-negativos, com
dimensdes que variam entre 1-1,5 pm de diametro e 1,5-2,5 um de comprimento
(GIAMARELLOU; ANTONIADOU; KANELLAKOPOULOU et. al., 2008; FOURNIER;
RICHET, 2006; PELEG et. al., 2008). Nos dados taxondmicos recentes, os membros deste
género sdo classificados na nova familia Moraxellaceae, na classe Gammaproteobacteria,
cujos principais géneros sdo Moraxella, Acinetobacter e Psychrobacter (BOU et al., 2000;
HOWARD et al., 2012; PELEG et al., 2008).

Este micro-organismo foi isolado e descrito pela primeira vez em 1911, por um
microbiologista holandés, a partir do solo, sendo denominado Micrococcus calcoaceticus
(MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH 2010). Apés 43 anos, Brisou e Prevot (1954)
instituiram a nomenclatura Acinetobacter (do grego “akinetos”, que significa ndo-movel).
Entretanto, somente em 1971, a existéncia do género Acinetobacter foi aceita pelo subcomité
de taxonomia da Familia Moraxellaceae, que considerou os resultados da publicacdo de
Baumann e colaboradores (1968).

Quarenta e uma espécies de Acinetobacter ja foram descritas até o momento
(http://www .bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html acesso em 14/05/2015). A identificacdo por
meio de testes fenotipicos das espécies de Acinetobacter foi proposta por Bouvet e Grimont
em 1986. Entretanto, este sistema, eficiente para a diferenciagdo da maioria das espécies, nao
¢ apropriado para a identificacdo de A. calcoaceticus, A. baumannii, Acinetobacter gen.sp.3
(atualmente denominado Acinetobacter pittii) e Acinetobacter gen.sp.13TU (atualmente
denominado A. nosocomialis) (NEMEC et. al., 2011). Devido a alta similaridade genética,
estas espécies foram agrupadas em um complexo denominado Acinetobacter baumannii -
Acinetobacter calcoaceticus (complexo ACB) (GERNER-SMIDT; TIERNBERG; URSING,
1991).

Na ultima década varios métodos foram desenvolvidos para a identificagdo das
espécies do complexo ACB, sendo estes baseados na diferenciacdo de caracteristicas
genéticas por técnicas como o Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP), Multilocus
Sequencing Typing (MLST) (ALMEIDA; ARAUJO, 2013) e, para A. baumannii, a
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Polymarase Chain Reaction (PCR) especifica para a detec¢do de um fragmento (208 pb) da
subunidade 16S do RNA ribossomico (CHEN et al., 2007).

Embora o género Acinetobacter ocorra amplamente em ambientes naturais, sendo
organismos endégenos em solos, d4gua e, ocasionalmente, encontrados em alimentos e animais
(FERREIRA et al., 2011), nem todas as espécies deste género tem o meio ambiente como seu
habitat natural (HOWARD et al., 2012; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Exemplos
disso sdo A. calcoaceticus, que € encontrado em dgua, solo e vegetais, enquanto Acinetobacter
pittii também é encontrado nestes ambientes € na pele humana. A. baumannii normalmente
habita o solo, pele humana e membranas mucosas (MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH
2010). A. lwoffii e A. radioresistens também fazem parte da microbiota da pele (PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008). A. baumannii, A. nosocomialis e Acinetobacter pittii sdo as
espécies mais frequentes encontradas em  amostras clinicas  humanas
(DIDKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007).

Em humanos, Acinetobacter spp. tem sido isolado de vérios sitios do corpo, como
parte da microbiota da pele, principalmente em regides mais umidas, como axila, virilha e
entre os dedos dos pés. Cerca de 43% dos adultos sauddveis apresentam a colonizac¢io da pele
e membranas mucosas, enquanto pacientes hospitalizados apresentam taxa de 75% para
colonizacdo da pele por Acinetobacter spp. Além disso, entre os trabalhadores hospitalares e
pacientes as taxas de colonizacdo sdo ainda maiores. As espécies mais frequentemente
isoladas nestes estudos foram A. Iwoffii (58%), A. johnsonii (20%), A. junii (10%) e
Acinetobacter pittii (6%) (MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH, 2010; PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008; SEIFERT et al., 1997).

A. baumannii pode sobreviver por longos periodos em superficies secas e umidas
(FERREIRA et al., 2011; MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH, 2010; MORTENSEN;
SCAAR, 2012). Este micro-organismo possui a habilidade de aderir, colonizar e invadir
células epiteliais humanas, inclusive em individuos saudaveis. Além disso, adquirem por
transferéncia horizontal uma grande diversidade de genes de resisténcia a antimicrobianos e
de viruléncia, que lhes conferem a capacidade de resistir ao tratamento, ¢ de formacdo de
biofilmes e resisténcia a dessecacio (BROSSARD; CAMPAGNARI, 2012; LEE et. al., 2008;
ZARRILLI et. al., 2013).

Sua habilidade em formar biofilmes em superficies abidticas, como cateteres,
aparelhos de ventilacdo e outros aparelhos médicos, favorece a transmissdo horizontal
(MORTENSEN; SCAAR, 2012). Thom e colaboradores (2011) demonstraram a

contaminagdo por A. baumannii multirresistente em bombas de infusio, paineis de aparelhos e
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grades de cama, que sdo sitios comumente tocados por médicos e enfermeiros durante
cuidados de rotina. Além disso, neste mesmo estudo, em 85% dos casos o isolado ambiental
foi geneticamente semelhante ao isolado do paciente, demonstrando que pacientes
colonizados com A. baumannii podem ser uma fonte de contaminacao ambiental e vice-versa.
Além disso, A. baumannii pode ser disseminado pelo ar a curtas distancias, por meio de
goticulas de 4gua e escamas de pele de pacientes colonizados, que podem carregar o
microrganismo por um periodo de dias a semanas. Estas caracteristicas elevam a incidéncia de
infec¢des por este patogeno (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; FERREIRA et al.,
2011; MANCHANDA; SANCHAITA; SINGH, 2010).

1.2. Acinetobacter baumannii e as Infeccoes Relacionadas a Assisténcia a Satade

Acinetobacter spp. sdo importantes patégenos oportunistas, que promovem infec¢ao
dos tratos respiratério e urindrio, corrente sanguinea, sistema nervoso central, feridas e
queimaduras. Entre todas as espécies, A. baumannii é a mais frequentemente identificada
como agente de infecgdes em pacientes hospitalizados (HOWARD et al., 2012; XU et al.,,
2013).

Diversos estudos descrevem os fatores de risco para a colonizacio e infeccdo por A.
baumannii. Pacientes debilitados admitidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs),
principalmente os submetidos a ventilacdo mecanica, encontram-se em maior risco (WANG
et al., 2007; ASADOLLAHI et al., 2012; KARAGEORGOPOULOS; FALAGAS, 2008;
MAMMINA et al., 2012). Além disso, cirurgias extensas e grandes traumas, nascimento
prematuro, hospitalizagdo precedente, longos periodos de internagdo, utilizacio de
instrumentos invasivos (como cateteres intravasculares, urindrios e tubos de drenagem),
quantidade de procedimentos invasivos e terapia antimicrobiana prévia sdao importantes
fatores de risco (DIJKSHOORN et al., 2005; KARAGEORGOPOULOS; FALAGAS, 2008;
PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011).

Em pacientes admitidos em UTIs, as infec¢des mais comuns por A. baumannii sdo a
pneumonia associada a ventilacdo (PAV) e a infeccdo de corrente sanguinea, relacionadas a
considerdveis indices de morbidade e mortalidade, que podem ser superiores a 52%
(DIJKSHOORN et al., 2005; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). A PAV, definida como
infeccdo pulmonar que se desenvolve apds 48 horas de intubacdo endotraqueal, é o tipo de

infeccdo mais frequente em UTIs, com taxas que variam de 10 a 65% (BOWTON et. al.,
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2013; TEJERINA et. al., 2006). As infeccdes da corrente sanguinea de origem nosocomial sdo
confirmadas apds o isolamento de um ou mais micro-organismos apos 24 horas de admissdo
hospitalar na presenga de sintomas tipicos de infeccio (AL MOHAJER; DAROUICHE,
2012). Curiosamente, quando se comparam bacteremias causadas por A. baumannii € outros
organismos Gram-negativos, o primeiro caso apresenta mortalidade mais elevada
(VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011). Estudos relatam os fatores de risco de infeccdo de
corrente sanguinea por A. baumannii, como tempo de internacao prolongado, utilizacdo prévia
de antimicrobianos, granulocitopenia, quimioterapia, queimaduras, infec¢des em diferentes
sitios, ventilagdo mecanica, colonizacdo prévia e presenca de dispositivos intravasculares (AL

MOHAIJER; DAROUICHE, 2012; BEEKMANN; HENDERSON, 2010).

1.3. Tratamento de Infeccoes por A. baumannii — Importancia dos Aminoglicosideos

No ambiente hospitalar, o tratamento de infec¢des por Acinetobacter baumannii é
realizado, principalmente, com beta-lactdmicos, sendo os carbapenémicos imipenem e
meropenem Os mais prescritos para o tratamento de infecgcdes graves por cepas
multirresistentes (JEAN et. al., 2013; PAPP-WALLACE et. al., 2011; SHAH; ISAACS,
2003). Entretanto, devido a ampla utilizacdo, a frequéncia de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos tem aumentado consideravelmente (IKONOMIDIS et. al., 2006;
NORSKOV-LAURITSEN et. al., 2009; SCOTT; DEYE; SRINIVASAN, 2007). Assim,
aminoglicosideos, quinolonas, polimixinas e tigeciclina também t€m sido utilizados
(MARAGAKIS; PERL, 2008; FISHBAIN; PELEG, 2010; SHIN et al., 2012), Neste contexto,
os aminoglicosideos sdo considerados como uma importante op¢ao terapéutica (BASSETTI
et. al., 2013), sendo usados em combinagdo com outras classes de antimicrobianos,
principalmente os beta-lactamicos (FISHBAIN e PELEG, 2010).

Os aminoglicosideos sdao compostos policatidnicos, formados por um derivado de
inositol ligado a um aminoagucar, contendo grupos hidroxila livres e pelo menos dois grupos
amino. Nas bactérias Gram-negativas, inicialmente se ligam aos residuos de carga negativa
presentes na membrana externa, e posteriormente os grupos hidroxila e amino sdo os
elementos chaves na interacdo com o RNA da subunidade 30S do ribossomo procaridtico
(BECKER; COOPER, 2013). O antimicrobiano se liga ao sitio A do RNA ribossdmico 16S
induzindo uma mudanca na conformagao que causa uma leitura errébnea do RNA mensageiro,

resultando em proteinas sem funcdo (AZUCENA; MOBASHERY, 2001).
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Esta classe de antimicrobianos consiste de vdrios agentes, tais como a gentamicina,
amicacina, tobramicina, estreptomicina, neomicina, canamicina, entre outros. Entre estes, a
amicacina, gentamicina e tobramicina sdo 0s mais prescritos, sendo a amicacina e a
tobramicina os que apresentam melhor eficicia para o tratamento e infecgdes por A.

baumannii (FISHBAIN; PELEG, 2010).

1.4. Resisténcia aos Aminoglicosideos em Acinetobacter baumannii

A resisténcia aos antimicrobianos é um problema de satide publica global que acarreta
falha da terapia, prolongamento da internagc@o hospitalar, aumento das taxas de mortalidade e
morbidade e elevacdo dos custos financeiros do tratamento (PITOUT et al., 2008;
SOSTARICH et al., 2008).

Os mecanismos envolvidos na resisténcia aos antimicrobianos podem ser intrinsecos
ou adquiridos. A resisténcia intrinseca € a resisténcia natural exibida por todos os membros de
uma espécie (COX; WRIGHT, 2013). Especificamente, A. baumannii € intrinsicamente
resistente a ampicilina, amoxacilina/dcido clavulanico, cefazolina, cefotaxima, ceftriaxona,
ertapenem, trimetoprim e fosfomicina (http://www.eucast.org/expert_rules/ acesso em
14/05/2015). Ja a resisténcia adquirida resulta da mutacdo de genes reguladores ou estruturais,
e da aquisicdo de genes de resisténcia. Neste caso, o fendtipo resultante da resisténcia
adquirida ndo serd observado em todos os individuos da mesma espécie (DZIDIC;
BEDEKOVIC, 2003; MARTINS et. al., 2012).

O uso de antimicrobianos em hospitais tem contribuido para o aumento e emergéncia
de A. baumannii resistentes a um amplo numero de antimicrobianos, incluindo os
aminoglicosideos (ZARRILLI et al., 2004). A resisténcia aos aminoglicosideos pode ser
atribuida a vérios mecanismos, como modificagio do alvo ribossomal, efluxo do

antimicrobiano e modifica¢do enzimatica (VAKULENKO; MOBASHER, 2003).

1.4.1. Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos (AMEs)

O principal mecanismo de resisténcia em bactérias Gram-negativas € a producio de
Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos (AMEs), que catalisam a modificacdo dos
grupos —OH ou —NH> destes antimicrobianos (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010; WACHINO;
ARAKAWA, 2012). As AMES siao classificadas em trés tipos, as nucletidiltransferases

(ANTs), fosfotransferases (APHs) e acetiltransferases (AACs). Para a nomenclatura das
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AMEs no presente trabalho, serd adotado o cédigo de trés letras para identificar sua atividade
(APH, ANT, AAC), seguido por um numero entre parénteses (identifica o sitio de
modificacdo do antimicrobiano), um nimero romano (indica o perfil particular de resisténcia)
e uma letra mindscula como identificacdo individual, o parénteses e a subclasse sdo separados
por um hifen, por exemplo, APH(3‘)-1a (BECKER; COOPER, 2013).

Os genes que codificam estas enzimas estdo localizados em elementos genéticos
moéveis e com alta capacidade de disseminacdo, como plasmideos, transposons e integrons
(DIDKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). Estes genes encontram-se junto a outros
determinantes de resisténcia como beta-lactamases de espectro estendido (ESBLs) e
carbapenemases resultando em isolados multirresistentes (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

As acetiltransferases (AAC) modificam os aminoglicosideos transferindo um grupo
acetil da acetil-coenzima A para um grupo amino deste antimicrobiano (CALDWELL,;
BERGHUIS, 2012). Essas enzimas catalisam a acetilacdo em quatro regides diferentes (1, 3,
2’ ou 6’), recebendo as seguintes denominacdes AAC(1), AAC3)-I, AAC(2’) ou AAC(6),
respectivamente (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

As AAC(6’) ja foram encontradas em plasmideos e cromossomos e estdo
disseminadas entre patégenos Gram-negativos e Gram-positivos. Entre elas, as enzimas
AAC(6’)-1 sdo as mais comumente encontradas e conferem resisténcia a amicacina,
tobramicina, netilmicina, canamicina, entre outros (NIGRO; POST; HALL, 2011). AAC(3)
constitui o segundo grupo mais comum de acetiltransferases e modificam gentamicina,
sisomicina e fotimicina (BECKER; COOPER, 2013). Em A. baumannii ja foram descritas as
enzimas AAC(3)-Ia, AAC(@3)-lla, AAC(6’)-Ib, AAC(6’)-Ih, AAC(6’)-Iad, AAC(6’)-Im e
AAC(6’)-11 (KARAH, 2011).

As fosfotransferases transferem um grupo fosfato do Adenosina Trifosfato (ATP) ou
Guanosina Trifosfato (GTP), na presenca de Mg?*, para um grupo hidroxila do
aminoglicosideo (WRIGHT; THOMPSON, 1999). A classe mais numerosa é a das
fosfotransferases 3° [APH(3’)] e, desta classe, a subclasse mais prevalente em Gram-
negativos € das enzimas APH(3')-1 (VAKULENKO; MOBASHERY, 2003). Outra subclasse
destas enzimas é APH(3’)-VI, codificadas pelo gene aph(3’)-VI, descrito pela primeira vez
em um isolado de A. baumannii, e, até os dias atuais, apresenta-se como a fosfotransferase
mais frequente nesta espécie, conferindo resisténcia a vdrios antimicrobianos, como
amicacina, canamicina e neomicina (BECKER; COOPER, 2013).

As nucletidiltransferases transferem um grupo adenilato do ATP ao grupo hidroxila do

aminoglicosideo. Compreendem cinco classes: ANT(2’’), ANT(3"’), ANT(4’), ANT(6),
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ANT(O) (RAMIREZ; TOLMASKY, 2010). ANT(2’) confere resisténcia a amicacina,
tobramicina e gentamicina, que sdo os aminoglicosideos mais frequentemente prescritos
(AVENT et. al., 2011). Em A. baumannii ja foram relatados ANT(2’’)-Ia, ANT(3"’)-Ia e
ANT(3’’)-1d (KARAH, 2011).

1.4.2. Enzimas 16S rRNA Metiltransferases

Outro mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos que ganhou importancia nos
ultimos anos € a produgdo das metiltransferases 16S rRNA, as quais tem sido relatadas entre
espécies de Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. € Acinetobacter spp. Estas enzimas
conferem elevados niveis de resisténcia a todos os aminoglicosideos, pela metilacdo pds-
transcricional sitio-especifica do RNA ribossdomico 16S (sitio A) (CHO et al., 2009; DOI,
ARAKAWA, 2007).

Até o presente, foram descritos dez tipos de metiltransferase 16S rRNA. Uma delas,
denominada ArmA (Aminoglycoside Resistance Methyltransferase), foi descrita por Galimand
e colaboradores (2003) em Klebsiella pneumoniae. Outros oito tipos descritos sdo variantes
de Rmt (Ribossomal Methyltransferases), como RmtA (YOKOYAMA; DOI;, YAMANE,
2003), RmtB (DOI;, YOKOYAMA; YAMANE, 2004), RmtC (WACHINO et al., 2006),
RmtD (DOI et al., 2007), RmtE (DAVIS et al., 2010), RmtF (GALIMAND; COURVALIN;
LAMBERT, 2012), RmtG (BUENO et al., 2013) e RmtH (O’HARA et al., 2013). Outro tipo
de metiltransferase 16S rRNA ¢ NpmA (WACHINO et al., 2007). Todas sdo codificadas por
genes associados com elementos genéticos mdveis, evidenciando a sua capacidade de
disseminac¢do horizontal intra e inter espécie (YAMANE et al., 2007).

O gene armA tem sido identificado em espécies de Acinetobacter spp estudadas em
diversos paises do leste da Asia, Europa Ocidental e Oriental (YAMANE et al., 2007). Por
outro lado, rmtB foi detectado em varias espécies pertencentes a familia Enterobacteriaceae
no Japao, Taiwan, Coréia do Sul, China e Bélgica (DOI; ARAKAWA, 2007) e A. baumannii
(TADA et al., 2013). Além disso, um estudo recente realizado por nosso grupo de pesquisa,
detectou o gene rmtB em isolados clinicos de K. pneumoniae altamente resistentes aos
aminoglicosideos (TOLENTINO, 2014), comprovando a ocorréncia de cepas carreadoras
deste gene no Brasil.

Segundo Doi e Arakawa (2007), a abordagem sugerida na identificacdo de organismos
que produzem 16S rRNA metilases € uma triagem dos isolados de Enterobacteriaceae,

espécies de Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa. Os isolados que apresentam
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resisténcia a todos os aminoglicosideos testados pela metodologia de disco-difusdao devem ser
submetidos a pesquisa para a identificacdo dos genes de resisténcia. Esta abordagem foi

adotada no presente trabalho.

1.5. Tipagem Molecular de A. baumannii

A. baumannii ocorre de maneira endémica e epidémica em hospitais, sendo notavel a
ocorréncia de cepas multirresistentes nestes ambientes (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT,
2007). A répida emergéncia de cepas de Acinetobacter spp. multirresistentes e panresistentes
destaca a habilidade deste organismo de adaptacio a mudancgas seletivas e pressoes
ambientais (HOWARD et al., 2012). Estudos de tipagem comparativa de cepas epidémicas
multirresistentes também indicaram que pode ocorrer disseminagdo entre diferentes hospitais,
provavelmente devido a transferéncia de pacientes colonizados. Isto ocorre em uma
determinada drea geografica, como j4 observado na Republica Tcheca (NEMEC et al., 1999),
Reino Unido (TURTON et al., 2004), Portugal (SILVA et al., 2007) e Estados Unidos
(QUALE et al., 2003).

Para controlar a disseminacdo de A. baumannii no ambiente hospitalar € fundamental a
identificacdo de reservatérios potenciais do micro-organismo e os modos de transmissao.
Além disso, a comparacao de isolados € necessdria na distingdo das cepas relacionadas com
surtos e outros acinetos nao relacionados, utilizando-se métodos de tipagem epidemioldgica
(PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011).

Tipagens fenotipicas, como perfis bioquimicos, testes de suscetibilidade a
antimicrobianos, sorotipagem e perfis proteicos sdo ainda utilizados, mas estdo sendo
substituidos por sistemas de tipagem molecular (VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011). A
tipagem molecular, ou genotipagem comparativa, € baseada na variacdo genética encontrada
entre diferentes espécies e cepas, e permite a realizacdo de estudos de filogenia e
epidemiologia molecular para a identificacdo e monitoramento da distribuicdo de
microrganismos. O conhecimento destas informacdes facilita a implementag¢dao de medidas de
controle da disseminag¢do e no caso de microrganismos resistentes a antimicrobianos pode
orientar a conduta da terapia antimicrobiana de forma a aumentar sua eficiéncia e reduzir a
prevaléncia de clones resistentes (PATERSON et al., 2000; RAHAL et al., 1998; RICE,
1999).

Uma ampla gama de métodos de tipagem molecular estd disponivel para estudos

epidemioldgicos (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; VISCA; SEIFERT; TOWNER,
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2011). Estas técnicas podem ser baseadas na andlise de 4dcidos nucléicos, de proteinas e da
expressdo de genes. Entre elas, as técnicas de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) e
Repetitive Extragenic Palindromic PCR (REP-PCR) t€m sido descritas como eficientes para a
tipagem molecular de patégenos bacterianos (DURMAZ et. al., 2009; HIGGINS et. al., 2012;
SINGH et. al., 2006).

A técnica de PFGE € considerada padrdo ouro para a tipagem molecular de vérias
espécies bacterianas, incluindo Acinetobacter spp. (HIGGINS et al., 2012). Esta técnica
utiliza enzimas de restricdo que fragmentam o DNA gendmico bacteriano. Os fragmentos
gerados sdo separados por eletroforese em campo pulsado, utilizando equipamento
especializado, e os perfis gerados sdo comparados visualmente ou utilizando softwares. Este
método permite o reconhecimento de cepas epidémicas e a detec¢do precoce de surtos em
hospitais ou entre hospitais. No entanto, este ¢ um método que requere varios dias de
preparagdo, execugdo e padronizacdo para andlises entre laboratorios (SEIFERT et al., 2005).

Como alternativa para a técnica de PFGE, métodos baseados em PCR (Polymerase
Chain Reaction) tém sido amplamente utilizados (SINGH et al., 2006). A REP-PCR ¢é um
método que utiliza primers que hibridizam com sequéncias repetitivas intergénicas e nao-
codificadoras dispersas pelo genoma. Amplicons de diferentes tamanhos sdo gerados de
acordo com a posicdo dos elementos repetitivos ao longo do genoma, e sdo visualizados por
eletroforese em gel de agarose. Os seus padrdoes de bandas comparados para determinar a
relacdo genética entre os isolados bacterianos analisados (CARRETTO et. al. 2011). A
tipagem por REP-PCR ¢é de rdpida execugdo e apresenta boa capacidade discriminatdria
(SAEED et. al., 2006). A maior limitacdo do método € a baixa reprodutibilidade que pode
resultar da variabilidade de reagentes e sistemas de eletroforese (SABAT et. al., 2013).

Técnicas com maior capacidade discriminatéria, como a associacdo de PCR e o PFGE,
permitem distinguir entre cepas de um mesmo clone, mutagdes pontuais responsaveis pela
resisténcia especifica a determinadas classes de agentes antimicrobianos (TOSIN; SILBERT;
SADER, 2003). Desse modo, a utilizacdo de técnicas moleculares validadas permite melhor
caracterizacdo da epidemiologia de A. baumannii presentes em ambientes hospitalares, seu
modo de disseminacdo, o papel dos individuos na sua transmissdo e a importancia da
sobrevivéncia destes organismos em superficies ambientais (VISCA; SEIFERT; TOWNER,
2011).
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2. JUSTIFICATIVA

As infecgdes por A. baumannii multirresistentes resultam em alta mortalidade, e por
isso, este patdégeno tém sido, em vérios paises, alvo de amplos estudos visando o
conhecimento de fatores clinicos e epidemioldgicos associados as infeccoes, e também para a
identifica¢do dos determinantes genéticos da resisténcia aos antimicrobianos.

No Hospital de Base da Fundacao Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
(HB), sdo observadas altas taxas de infec¢Oes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS),
causadas por patégenos resistentes a vdarias classes de antimicrobianos. Entre estes,
Acinetobacter baumannii multirresistentes tem-se destacado pela crescente prevaléncia,
principalmente nas unidades de terapia intensiva (UTIs), onde promovem infec¢des de dificil
tratamento em pacientes propensos devido a imunossupressao, internacdo e antibioticoterapia
prolongados, rompimento de barreiras fisicas ou doengas de base.

A gravidade dos quadros clinicos dos pacientes atendidos no HB resulta das
caracteristicas da institui¢do, que é um importante hospital-escola de nivel tercidrio do Estado
de Sdo Paulo, com 720 leitos distribuidos entre alas clinicas, cirdrgicas e unidades de terapia
intensiva, que atende a uma populacdo de 2 milhdes de habitantes dos 102 municipios
pertencentes a Divisao Regional de Satude de Sao José do Rio Preto (DRS 15). Nesta
institui¢do sdo realizados procedimentos de alta complexidade, como cirurgias cardiacas,
neurocirurgias, atendimento ao trauma e transplantes de rim, figado, medula 6ssea e coérnea,
entre outros. Além disso, € o Unico hospital de referéncia para o tratamento de Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA) e fibrose cistica na regido. Em média, a Instituicdo
realiza 2.250 cirurgias mensalmente, 12.000 atendimentos de emergéncia e 4.000
atendimentos no Instituto do Cancer.

Com relacdo as infeccdes por A. baumannii na institui¢do, um estudo anterior
(POLOTTO, 2014) foi realizado com cem cepas resistentes aos carbapenémicos isolados no
HB em 2012. Neste estudo, foram observadas cepas resistentes aos aminoglicosideos, e este
achado chamou a atenc¢do, pois os aminoglicosideos sdo considerados como opg¢do para o
tratamento de infec¢do por cepas resistentes aos carbapenémicos.

Sendo assim, o presente estudo foi conduzido para o acompanhamento da evolugdo
das taxas de resisténcia aos aminoglicosideos em A. baumannii no HB, e também para o
conhecimento do perfil de genes de resisténcia e da disseminac¢do na institui¢do. Foram

determinados o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos e a diversidade de genes
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responsdveis pela resisténcia aos aminoglicosideos. A tipagem molecular foi realizada
visando a comparacdo dos isolados deste estudo com os estudados em 2012. Estes dados
poderdo auxiliar na conduta terapéutica e no controle da disseminagao de cepas resistentes, 0
que exerce impacto positivo na qualidade da assisténcia médica prestada e no prognéstico dos

pacientes.
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3. OBJETIVOS

a. Objetivo Geral
Avaliar e comparar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, genes de enzimas

modificadoras de aminoglicosideos (AMEs), genes de enzimas 16S rRNA metilases, e

similaridade genética entre isolados de A. baumannii.

b. Objetivos Especificos

- Identificar entre bactérias do complexo A. baumannii-A. calcoaceticus isolados que

pertencam a espécie A. baumannii,

- Determinar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos por teste automatizado de

microdiluic@o nos isolados de A. baumannii;

- Realizar o teste de suscetibilidade aos aminoglicosideos por disco-difusdo nos

isolados de A. baumannii;
- Verificar a ocorréncia de diferencas significativas entre as metodologias de

microdiluicdo automatizada e disco-difusdo para os aminoglicosideos Amicacina e

Gentamicina;

- Investigar a presenca dos genes de AME:s: acetiltransferases (aac), fosfotransferases

(aph) e nucletidiltransferases (ant);

- Verificar a correspondéncia do gendtipo de AMEs com a resisténcia fenotipica aos

aminoglicosideos;

- Realizar a tipagem molecular de A. baumannii,

- Identificar o perfil de distribuicao dos isolados resistentes;
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- Comparar os resultados obtidos no presente estudo com dados de um estudo anterior
realizado em 2012 e 2013, relacionando o perfil de suscetibilidade, frequéncia dos genes de

AMEs e similaridade genética de A. baumannii resistentes entre estes dois estudos.



29

4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos Isolados

Foram selecionados para o estudo 32 isolados do Complexo Acinetobacter baumannii-
A. calcoaceticus, obtidos consecutivamente de pacientes admitidos no HB. Os isolados do
Complexo Acinetobacter baumannii-A. calcoaceticus foram coletados no periodo entre
dezembro de 2013 e maio de 2014. Foram consideradas para o estudo apenas um isolado
originado de cada paciente, de diversos sitios (hemoculturas, uroculturas, culturas de aspirado
traqueal, liquido pleural, liquido peritoneal, swab e lavado bronco-alveolar). Este estudo foi
aprovado pelo Comité de ética em pesquisa da FAMERP (protocolo 20481613.7.0000.5415).
Além dos isolados do presente estudo, foram considerados outros cem A. baumannii
anteriormente estudados (POLOTTO, 2014) coletados em 2012 para a comparacdo dos
resultados obtidos entre estes dois trabalhos.

O Quadro 1 resume as caracteristicas dos 32 isolados, como data de coleta, unidade
de internacdo e tipos de materiais dos quais o referido patégeno foi isolado. Esses foram
recuperados a partir de diversos materiais biolégicos, como aspirado traqueal (17/32), ponta
de cateter (4/32), swab (1/32), sangue (6/32), secrecao traqueal (1/32), urina (2/32) e liquor
(1/32).



Quadro 1 - Resumo das caracteristicas dos isolados clinicos de A. baumannii deste estudo.

Cepa Data Unidade de internaciao Material

Ac 151 09/12/2013 Enfermaria SUS Aspirado traqueal
Ac 152 11/12/2013 Enfermaria SUS Ponta de cateter
Ac 153 12/12/2013 Enfermaria SUS Swab

Ac 154 15/12/2013 UTI Geral SUS Aspirado traqueal
Ac 155 16/12/2013 UTI Geral SUS Aspirado traqueal
Ac 156 20/12/2013 UTI Geral SUS Aspirado traqueal
Ac 157 22/12/2013 UTI Geral SUS Sangue

Ac 158 30/12/2013 UTI Geral Convénio Ponta de cateter
Ac 159 01/01/2014 UTI Geral Convénio Aspirado traqueal
Ac 160 02/01/2014 UTI Semi-intensiva Aspirado traqueal
Ac 161 03/01/2014 UTI Semi-intensiva Ponta de cateter
Ac 162 04/01/2014 UTI Geral SUS Aspirado traqueal
Ac 163 07/01/2014 Enfermaria SUS Aspirado traqueal
Ac 164 08/01/2014 UTI Geral SUS Aspirado traqueal
Ac 165 10/01/2014 UTI Geral SUS Secrec¢do traqueal
Ac 166 16/01/2014 UTI Semi-intensiva Aspirado traqueal
Ac 167 18/01/2014 UTI Geral SUS Sangue

Ac 168 24/01/2014 UTI Geral Convénio Urina

Ac 169 30/01/2014 UTI Geral SUS Ponta de cateter
Ac 170 31/01/2014 UTI Emergéncia Aspirado traqueal
Ac 171 16/02/2014 UTI Geral Convénio Aspirado traqueal
Ac 172 23/02/2014 Enfermaria SUS Sangue

Ac 173 24/02/2014 UTI Geral SUS Liquor

Ac 174 08/03/2014 UTI Geral Convénio Sangue

Ac 175 12/03/2014 UTI Geral SUS Aspirado traqueal
Ac 176 24/03/2014 UTI Geral SUS Aspirado traqueal
Ac 177 04/04/2014 Enfermaria SUS Aspirado traqueal
Ac 178 06/04/2014 UTI Cardiolégica Adulto Sangue

Ac 179 28/04/2014 UTI Cardiolégica Adulto Sangue

Ac 180 29/04/2014 UTI Cardiolégica Adulto  Aspirado traqueal
Ac 181 23/05/2014
Ac 182 24/05/2014

UTI Semi-intensiva

UTI Geral Convénio Urina

Aspirado traqueal
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4.2 Identificacao e Determinacao do Perfil de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

A identificacdo dos A. baumannii deste estudo foi realizada por meio de duas
metodologias distintas. Primeiramente, os isolados clinicos foram identificados no
Laboratério Central do HB por meio de metodologia automatizada (Vitek 2°, Biomérieux,
France), que identifica o complexo A. baumannii-A. calcoaceticus.

O indéculo dos isolados foi preparado pelo método de suspensao direta de colonias, e,
para isso, 3 mL de solucdo salina a 0,85% foi distribuido em dois tubos de ensaio, (um tubo
utilizado para o teste de identificacdo e o outro para o TSA). No tubo utilizado para a
identificacdo foram inoculadas aproximadamente cinco colonias isoladas de culturas puras
crescidas em dgar MacConkey, dgar sangue ou dgar chocolate (Biomerieux®, Franca), e apds
isso, a turbidez ideal (0,5 na escala de MacFarland - 1,5 x 108 UFC/ml) foi ajustada com
auxilio do densitdmetro DensichekTM (Biomerieux®, Franca).

Em seguida, 120 uL dessa suspensdo foram adicionados ao tubo utilizado para o TSA.
O cartao de identificacdo de bacilos Gram-negativos (Biomerieux®, Francga) foi adicionado
ao primeiro tubo e o cartdo de antibiograma (AST-N105) ao segundo tubo. Em seguida, os
tubos foram inseridos no equipamento, e, apds aproximadamente 7 horas de incubacdo, o
resultado da identifica¢do e do antibiograma foram liberados.

A segunda metodologia corresponde a identificacio por meio da técnica de PCR
descrita no item 4,5.

Os testes de suscetibilidade aos antimicrobianos foram realizados por meio da técnica
automatizada de microdiluicdo (Vitek 2®  Biomérieux, France), de acordo com as
recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2014). Os
antimicrobianos testados para o complexo A. baumanni-A. calcoaceticus foram: Amicacina
(AK), Gentamicina (CN), Ceftazidima (CAZ), Cefepima (FEP), Ceftriaxona (CRO),
Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Ampicilina/sulbactam (SAM),
Piperacilina/tazobactam (TZP), Ciprofloxacina (CIP), Polimixina B (PB), Colistina (COL) e
Tigeciclina (TIG).

A interpretacdo do perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi conduzida de
acordo com as recomendacdes estabelecidas no documento M100-S24 (CLSI, 2014), exceto
para a Tigeciclina (TIG), pois ndo existem valores de referéncia de CIM neste documento
para este antimicrobiano. Assim, para a interpretacdo da suscetibilidade a Tigeciclina foram
utilizadas as recomendac¢des do documento NDA 21-821/S-026 e S-031 do Food and Drug
Administration (FDA, 2013)
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(http://www.accessdata.fda.gov/drugsatfda_docs/nda/2013/0218210rig1s026.pdf acesso em

14/05/2015) como mostrado no Quadro 2.

Quadro 2 - Padroes de interpretacdo de valores de CIM para Acinetobacter spp., segundo
CLSI, 2014 e FDA, 2013.

Conteido Critério Interpretativo
Agente Antimcrobiano do CIM (pg/mL)
Disco S I R
Aminoglicosideos
Amicacina (AK) 30 pg =16 32 =64
Gentamicina (CN) 10 pg =4 8 =16
Cefalosporinas
Ceftazidima (CAZ) 30 ug =8 16 =32
Cefepima (FEP) 30 ug <8 16 =32
Ceftriaxona (CRO) 30 ug <8 16-32 =64
Carbapenémicos
Imipenem (IPM) 10 ug <2 4 =8
Meropenem (MEM) 10 ug <2 4 =8
p-Lactimicos/Inibidores de p-Lactamases
Ampicilina-Sulbactam (SAM) 10/0 pg <8/4 16/8 =32/16
Piperacilina-Tazobactam (TZP) 100/10 pg £16/4 32/4- 64/4  =128/4
Fluoroquinolonas
Ciprofloxacina (CIP) 5ug <1 2 =4
Lipopeptideos
Polimixina B (PB) — <2 = =4
Colistina (COL) — <2 — =4
Tetraciclinas
Tigeciclina (TIG)® — =2 4 =8

S: Sensivel; I: Intermedidrio; R: Resistente; *: Interpretacdo de acordo com FDA (2013).

Além do teste de suscetibilidade automatizado para os treze antimicrobianos
anteriormente descritos, foi realizado o teste de disco-difusdo em agar Miieller-Hinton (Oxoid
— Hampshire, Inglaterra), somente para os aminoglicosideos Amicacina, Gentamicina,
Tobramicina e Canamicina. Este teste foi realizado para a confirmacao dos resultados obtidos
para Amicacina e Gentamicina, bem como inclusdo de dados de suscetibilidade a
Tobramicina e Canamicina, pois estes ndo foram testados anteriormente por meio da
metodologia automatizada. Estes resultados permitem uma melhor interpretacdo da
correspondéncia gendtipo-fendtipo do perfil de AMEs com a suscetibilidade aos
aminoglicosideos citados anteriormente. Desse modo, esta discussao para oS
aminoglicosideos foi realizada diferencialmente dos demais antimicrobianos, com os valores
de disco-difusdo e microdilui¢do, ja que € o foco do presente estudo.

O controle de turbidez para a preparacao do indculo bacteriano foi feito utilizando-se

uma solu¢do de BaSOs, equivalente a uma solu¢do padrao de Mc Farland 0,5 ou seu
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equivalente 6ptico. O inéculo bacteriano foi incubado em caldo Miieller-Hinton, a 37 °C, até
alcancar ou exceder a turbidez de uma solu¢do padrao de Mc Farland 0,5. Nos casos de
turbidez excedida, foi realizado o ajuste com caldo Miieller-Hinton (Oxoid — Hampshire,
Inglaterra), obtendo-se uma turbidez 6ptica compardvel a da solug¢do padrao de Mc Farland
0,5.

Com o auxilio de um swab de algodao estéril, a superficie seca da placa de agar
Miieller-Hinton foi inoculada, esfregando o suabe em toda a superficie estéril do agar.
Utilizando uma pinga previamente flambada e resfriada, o conjunto de discos antimicrobianos
foi colocado na superficie de uma placa de dgar semeada, pressionando-os de encontro a
placa, de maneira a assegurar o contato completo com a superficie de dgar.

As placas foram invertidas e colocadas em estufa, a 37 °C, até 15 minutos apds a
aplicacdo dos discos. Apds 18 a 20 horas de incubacdo, as culturas foram analisadas para
verificar se o indculo bacteriano foi satisfatoriamente semeado. O halo de inibicdo foi
considerado a drea sem crescimento a olho nu. Os didmetros dos halos foram mensurados,
incluindo o didmetro dos discos e, de acordo com os tamanhos dos halos de inibi¢do, os
microrganismos foram classificados como sensiveis, intermedidrios ou resistentes aos
antimicrobianos testados.

A interpretacdo dos testes de suscetibilidade aos aminoglicosideos por disco-difusio
também foi realizada de acordo com as recomendacgdes do CLSI (2014). Para Canamicina
foram utilizados os valores de referéncia para Enterobacteriaceae, devido a auséncia destes
valores para Acinetobacter spp neste documento. Além disso, na literatura ha trabalhos que
utilizam valores de referéncia de Enterobacteriaceae em A. baumannii para verificar a
suscetibilidade a antimicrobianos que se enquadram no caso descrito acima para Canamicina,
como a Tigeciclina (ADAMS-HADUCH et al., 2008; DONG et al., 2014; SADER et al.,
2013). O Quadro 3 mostra os valores de referéncia de diametro do halo (mm) para os
aminoglicosideos testados.

Quadro 3 - Padrdes de interpretacao de valores de didmetro do halo de inibicdo (mm) para
Acinetobacter spp., segundo CLSI, 2014.

Conteiido Critério Interpretativo
Agente Antimicrobiano do Diimetro do Halo (mm)
Disco S 1 R
Amicacina (AK) 30 ug =17 15-16 =14
Gentamicina (CN) 10 ng =15 13-14 <12
Tobramicina (TOB) 10 ng =15 13-14 <12
Canamicina (CAN) 30 ug =18 14-17 <13

S: Sensivel; I: Intermediario; R: Resistente; AK: Amicacina; CN: Gentamicina; CAN: Canamicina; TOB:
Tobramicina.
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Com base nos perfis de suscetibilidade encontrados, foram derivados os perfis de
resisténcia. Estes perfis de resisténcia abrangem apenas os antimicrobianos aos quais 0s
isolados clinicos de A. baumannii apresentaram valores de CIM (ug/mL) e diametro do halo

(mm) para intermedidrios e resistentes. (CLSI, 2014).

4.3 Armazenamento e Manutencao dos Isolados

Posteriormente, os isolados clinicos foram encaminhados ao Laboratério de
Microbiologia da FAMERP, onde foram inoculados em dgar MacConkey (Himedia, Mumbai,
India) e mantidos em cole¢des de cultura em freezer a -80 °C e a -20 °C. Para isso, uma
colonia isolada obtida da placa de MacConkey foi inoculada em caldo Tryptic Soy Broth
(TSB, BACTO™, Franca) a 37°C por 16-18 horas. Apés este tempo, 0,7 ml de cada cultura
foi transferido para criotubos estéreis previamente rotulados, onde foram adicionados 0,3 ml
de glicerol 50% estéril. Para cada isolado, o armazenamento foi realizado em duplicata e cada
criotubo identificado com um nimero da cole¢@o de cultura. Paralelamente, os dados relativos
a cada isolado clinico foram armazenados em uma planilha, contendo informagdes como seu
nimero de identificacdo na colec@o de cultura, sempre precedido pelo nimero do prontudrio

do paciente, data, sitio de isolamento e perfil de sensibilidade aos antimicrobianos.

4.4 Extracao de DNA Genomico Bacteriano

A extracio do DNA gendmico bacteriano foi realizada como em Polotto (2014).
Inicialmente, as cepas armazenadas a —20°C foram reativadas por meio de cultivo em caldo
TSB por 24 horas a 37°C. Depois disso, uma aliquota da suspensdo bacteriana (2,0 ml
contendo aproximadamente 10° células/ml) foi utilizada para a extracio do DNA gendmico
bacteriano. Para a extracdo de DNA das amostras, foi realizado o seguinte procedimento: uma
coldnia isolada, em dgar MacConkey, foi incubada por 24 horas a 37°C em caldo TSB (Oxoid,
Hampshire, Inglaterra). Em seguida, dois ml desse caldo foram centrifugados a 15000 G por
10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet foi homogeneizado em 200 ul de dgua
Milli-Q (Millipore) e submetido a nova centrifugacido a 15000 G, por 10 minutos. Novamente
o sobrenadante foi descartado e o pellet homogeneizado em 40 ul de dgua Milli-Q e incubado
a 100°C, por 10 minutos.

ApOs essa fase de liberagdo do DNA, a mistura foi submetida a choque térmico, em

gelo, por 2 minutos e centrifugada a 15000 G, por 10 segundos a 4°C. O sobrenadante,
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contendo o DNA, foi acondicionado em outro tubo de polipropileno de 1,5 ml, previamente
identificado, onde foram adicionados 500 pl de etanol absoluto a -20°C (Merck Chemicals) e
deixado em gelo, por 20 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 16000 G, por 10
minutos e o sobrenadante foi descartado. Foram, entdo, adicionados, trezentos ul de etanol
70% a -20°C (Merck Chemicals) e, novamente, a mistura foi submetida a centrifugacdo a
16000 G, por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e, apds todo o etanol ter evaporado, o
DNA foi ressuspendido com 100 pl de tampao TE e 2 ul de RNAse a 2 pg/ml (Kit comercial
Invitrogen®) e a amostra de DNA incubada por 30 minutos a 37°C em termobloco
Thermomixer comfort (Eppendorf). O DNA foi quantificado em espectrofotometro

Biophotometer (Eppendorf) armazenado em freezer -20°C para posterior utilizagdo.

4.5 Identificacao das Espécies de Acinetobacter baumannii através de Duplex-PCR

A identificacdo da espécie Acinetobacter baumanni foi conduzida segundo protocolo
de PCR Duplex desenvolvido por Chen e colaboradores (2007), no qual foram utilizados dois
pares de primers (Quadro 9). Um par de primers para amplificar a regido intergénica
especifica da espécie A. baumannii (regido ITS) de 208 pb e outro par para amplificar uma
regido altamente conservada do gene recA de Acinetobacter spp. de 425 pb (adicionado a
reacdo com funcdo de controle interno). Como controle negativo foi utilizada a cepa ATCC de
Escherichia coli 25922. Esta PCR foi realizada com os seguintes reagentes descritos no

Quadro 4.

Quadro 4- Protocolo da reagdo de PCR para identifica¢do de A. baumannii.

Componentes Volume

Tampao para PCR (10X) 2,0ul

MgCl, (25mM) 2,0 ul

Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul

Primer Ab-ITS F (10 mM) 1.0 ul

Primer Ab-ITS R (10 mM) 1.0 ul

Primer recA F (10 mM) 1.0 ul

Primer recA R (10 mM) 10 ul

Tag-DNA polimerase (5U/ pl) 0,2 ul
Agua Ultrapura q.s.p- 20 ul

DNA (100 ng/pl) 1,0 ul
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As amostras foram colocadas no termociclador modelo T100TM (BioRad
Laboratdrios Brasil Ltda) com a seguinte ciclagem: desnaturacdo inicial a 95°C por 5
minutos, seguida por 30 ciclos com etapas de desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento
a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto e extensdo final a 72°C por 8 minutos. O
produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% acrescida de 0,8 pl
de brometo de etidio (10mg/ml). A corrida de eletroforese foi programada por 60 minutos a 6
V/cm, o marcador de peso molecular utilizado foi de 100 pb (Thermo Scientific). O resultado

foi visualizado e fotografado pelo fotodocumentador LPix Ex (Loccus Biothecnology).

4.6 Investigacio de Genes de Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos (AMEs)

Foram realizados trés ensaios de Multiplex-PCR utilizando protocolo descrito por
Akers e colaboradores (2010) para pesquisar sequéncias especificas das enzimas
modificadoras de aminoglicosideos: AACs, ANTs e APHs em A. baumannii. A reacio
Triplex 1 foram adicionados primers especificos para amplificacdo dos genes aac(3)-1a,
aac(3)-1la e aac(6’)-1h; a reagdo Triplex 2 foram inclusos os primers para a amplificacdo de
aph(3’)-VI, ant(2’)-la e rrn, e, a reacdo Duplex, foram utilizados os primers para a
amplificacdo de aph(3’)-1a e aac(6’)-1b. O primer rrn, cujo alvo € um fragmento do gene 16S
do RNA ribossdmico altamente conservado em espécies bacterianas foi adicionado como
controle interno da reacdo. Foram usados isolados previamente sequenciados e descritos
(POLOTTO, 2014), como controle positivo para as reagdes Triplex e Duplex.

Os protocolos das reacdes Triplex e Duplex estdo descritos nos Quadros S e 6,

respectivamente, e os primers utilizados, no Quadro 9.
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Quadro S - Protocolo das reacdes Triplex 1 e Triplex 2 para AME:s.

Componentes Triplex 1 Componentes Triplex 2 Volume
Tampao para PCR (10X) Tampao para PCR (10X) 2,5ul
MgCl; (25mM) MgCl, (25mM) 3,0 ul
Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer aac(3)Ia-F (10 mM) Primer aph(3)VI-F (10 mM) 0,3 ul
Primer aac(3)Ia-R (10 mM) Primer aph(3)VI-R (10 mM) 0,3 pul
Primer aac(3)lla-F (10 mM) Primer ant(2)Ia-F (10 mM) 0,3 ul
Primer aac(3)I1a-R(10 mM) Primer ant(2)la-R(10 mM) 0,3 ul
Primer aac(6)Ih-F(10 mM) Primer rrn-F(10 mM) 0,3 ul
Primer aac(6)Ih-R (10mM) Primer rrn-R (10mM) 0,3 ul
Tag-DNA polimerase (SU/ pl) Tag-DNA polimerase (SU/ pl) 0,2 ul

Agua Ultrapura Agua Ultrapura g.s.p- 25 ul
DNA (100 ng/ul) DNA (100 ng/ul) 1,0 ul

A ciclagem utilizada foi a mesma para os trés ensaios: desnaturagdo inicial a 95°C por
5 minutos, em seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de amplificagc@o, sendo cada ciclo
composto por desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 49°C por 1 minuto (reacdes
Triplex 1 e 2) e a 54°C (reagcao Duplex) e extensdao a 72°C por 1 minuto. Uma extensao final
por 5 minutos a 72°C completou a reagdo. Os produtos amplificados foram visualizados de

acordo com o item 4.5.

Quadro 6 - Protocolo da reacdo Duplex para AME:s.

Componentes Duplex Volume

Tampao para PCR (10X) 2,5ul

MgCl, (25mM) 3,0 ul

Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul

Primer aph(3)la-F(10 mM) 0,3 ul

Primer aph(3)Ia-R (10 mM) 0,3 ul

Primer aac(6)Ib-F(10 mM) 0,3 ul

Primer aac(6)Ib-R(10 mM) 0,3 ul

Tag-DNA polimerase (SU/ pl) 0,2 ul
Agua Ultrapura q.s.p- 25 ul

DNA (100 ng/pl) 1,0 ul
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4.7. Investigacdo de Genes de Enzimas 16S rRNA Metiltransferases

A investigacao da presencga de genes de 16S rRNA metiltransferases foi realizada para
os genes armA, rmtB e rmtC, segundo protocolo descrito em Doi e Arakawa (2007). Um
ensaio de PCR multiplex foi realizado (Quadro 7) e os primers utilizados estdo descritos no
Quadro 9. Como controle positivo foi utilizado um isolado de Klebsiella pneumoniae de
estudo anterior (TOLENTINO, 2014), no qual havia sido identificado previamente o gene
rmtB.

Para este ensaio, os isolados que apresentarem resisténcia a todos os aminoglicosideos
testados pela metodologia de disco-difusdo foram selecionados para a realizacdo de técnicas
moleculares na busca destes genes de resisténcia, segundo sugerido na literatura (DOI;
ARAKAWA, 2007).

A ciclagem foi iniciada com desnaturacao inicial a 96°C por 5 minutos, seguida de 30
ciclos de desnaturacdo a 96°C por 30 segundos, anelamento a 55°C por 30 segundos e
extensdo a 72°C por 1 minuto, e uma extensao final a 72°C por 5 minutos. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose a 1% corado com brometo de etideo e a corrida foi programada a

100 V durante 30 minutos, a visualizacdo foi realizada como descrito no item 4.5.

Quadro 7- Protocolo da reagdo multiplex para armA, rmtB e rmtC.

Componentes Multiplex Volume
Tampao para PCR (10X) 2,5ul
MgCl, (25mM) 2,0 ul
Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer armA F (10 mM) 1,0 ul
Primer armA R (10 mM) 1,0 ul
Primer rmtB F (10 mM) 1,0 ul
Primer rmtB R (10 mM) 1,0 ul
Primer rmtC F (10 mM) 1,0 ul
Primer rmtC R (10 mM) 1,0 ul
Tag-DNA polimerase (SU/ pl) 0,2 ul
Agua Ultrapura g.s.p- 25 pl

DNA (100 ng/pl) 2,0 ul
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4.8 Tipagem Molecular dos Isolados de A. baumannii por REP-PCR
Os primers utilizados (REP1 e REP2) estdo descritos no Quadro 9 e o protocolo da
reacdo foi realizado seguindo a metodologia de Bou e colaboradores (2000), como resumido

no Quadro 8.

Quadro 8 - Protocolo da tipagem molecular por REP-PCR.

Componentes REP-PCR Volume
Tampao para PCR (10X) 2,5ul
MgCl, (25mM) 3,0 ul
Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer REP1 (10 mM) 1,25 ul
Primer REP2 (10 mM) 1,25 ul
Tag-DNA polimerase (SU/ pl) 0,4 ul
Agua Ultrapura g-s.p- 25 ul
DNA (100 ng/ul) 2,0 ul

A ciclagem foi iniciada com desnaturacao inicial a 94°C por 10 minutos, seguida de 30
ciclos de desnaturacido a 94°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto e extensdo a
72°C por 4 minutos, e uma extensao final a 72°C por 16 minutos. A eletroforese foi realizada
em gel de agarose a 2% corado com brometo de etideo e a corrida foi programada a 100 V
durante 120 minutos, a visualizacao foi realizada como descrito no item 4.5.

Os padroes de identidade genética gerados por REP-PCR foram analisados com
auxilio do programa BioNumerics versio 6.1 (Applied Maths, Saint-Martens-Latem,
Bélgica). A similaridade genética entre os isolados foi determinada pelo indice de
similaridade de Dice, e o dendrograma, construido segundo o método Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic Mean (UPGMA), utilizando tolerancia de posicao de bandas de 1,5%
e otimizagdo de 0,5%, os isolados que apresentaram coeficiente de similaridade genética
superior a 90% foram considerados do mesmo cluster (BORGES; DALLA VECHIA;
CORCAO, 2003).

4.9 Calculo do Teste Exato de Fisher

O cdlculo do teste exato de Fisher foi realizado para investigar dois tdpicos do

presente trabalho: correspondéncia do gendtipo de AMEs com a resisténcia fenotipica aos
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aminoglicosideos (Amicacina, Gentamicina, Tobramicina e Canamicina) e para verificar a
ocorréncia de diferencgas significativas entre as metodologias de microdilui¢do automatizada e
disco-difusao para os aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina.

O teste exato de Fisher testa diferencas entre dois grupos independentes, em relacdo a
uma varidvel na qual se registra a frequéncia de casos entre duas alternativas (presenca e
auséncia), levando a constru¢do de uma tabela de contingéncia 2x2. O teste é semelhante a
um ¥2 (qui-quadrado), porém o teste de Fisher é particularmente adequado para pequenas
amostras (n=20 ou 20> n <40), casos em que o teste do y? estaria contra-indicado (CAMPOS,
2001; MOTTA; WAGNER, 2003).

Este teste foi realizado utilizando-se o programa de estatistica R versao 3.0.2 (2013-
09-25) - Frisbee Sailing em plataforma 1686-pc-linux-gnu (32-bit). O valor de p considerado
significante foi <0,05. As varidveis utilizadas para montar a tabela de contingéncia 2x2 foram:
presenca do gene de AME, auséncia do gene de AME, ndo-suscetibilidade (resistentes e
intermedidrios) e suscetibilidade fenotipica ao aminoglicosideo alvo da enzima. Para a tabela
de contingéncia 2x2 de comparacao entre as metodologias dos testes de suscetibilidade, foram
contabilizados os isolados que apresentaram fendtipo de suscetibilidade e nao-suscetibilidade

em ambos os métodos para Amicacina e Gentamicina.
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Quadro 9- Primers utilizados nas reacdes de PCR para a identificacdo de A. baumannii, investigacao de genes de AMEs, 16S rRNA
Metiltransferases e tipagem molecular por REP-PCR.

Temperatura de

Alvo de Amplificacio Primers Sequéncia 5°— 3 Anelamento Amplicon (pb) Referéncia
Identificacdo de A. baumannii
Gene recA oénero Acinetobacter s recA-F CCTGAATCTTCTGGTAAAAC 425
reci g cinetobacter spp. recA-R GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC ssc Chen et al. 2007
Gene 165.23S IRNA A. b . ITSAb-F CATTATCACGGTAATTAGTG 208 ”
- paumann ITSAb-R AGAGCACTGTGCACTTAAG
Genes de AMEs
] ] aac(6)Ih-F TGCCGATATCTGAATC
Gene aac(6’)-Th (Triplex 1) aac(6)Ih-R ACACCACACGTTCAG 407
) aac(3)la-F GACATAAGCCTGTTCGGTT 5
Gene aac(3)-la (Triplex 1) aac(3)[a-R CCCGCTTTCTCGTAGCA 49°C 372
. aac(3)Ila-F ATGCATACGCGGAAGGC
3)-1la (Triplex 1 22
Gene aac(3)-lla (Triplex 1) aac(3)Ila-R TGCTGGCACGATCGGAG 8
. aph(3)VI-F CGGAAACAGCGTTTTAGA
Gi h(3’)-VI (Triplex 2 716
ene aph(3’)-VI (Triplex 2) aph(3)VI-R TTCCTTTTGTCAGGTC
t(2)la-F ATCTGCCGCTCTGGAT Akers et al., 2010
, . ant(2)la- o
Gene ant(2')-la (Triplex 2) ant(2)laR CGAGCCTGTAGGACT 49°C 404
. rrn-F GAGGAAGGTGGGGATGACGT
Gene rrn (16S rRNA) (Triplex 2) R AGGCCCGGGAACGTATTCAC 216
, aac(6)Ib-F TATGAGTGGCTAAATCGAT
Gene aac(6’)-Ib (Duplex) aac(6)Ib-R CCCGCTTTCTCGTAGCA s4c 395
Gene aph(3')-Ia (Duplex) aph(3)Ia-F CGAGCATCAAATGAAACTGC 623
P P aph(3)Ia-R GCGTTGCCAATGATGTTACAG
Genes de 16S rRNA Metiltransferases
Gene " armA-F ATTCTGCCTATCCTAATTGG 315
arm armA-R ACCTATACTTTATCGTCGTC
rmtB-F GCTTTCTGCGGGCGATGTAA . .
Gene rmtB mtB-R ATGCAATGCCGCGCTCGTAT 55°C 173 Doi e Arakawa, 2007
Gene rmiC rmtC-F CGAAGAAGTAACAGCCAAAG 11
rmtC-R ATCCCAACATCTCTCCCACT
Tipagem molecular por REP-PCR
. . L. REP1 INIGCGCCGICATCAGGC o
Sequéncias extragénicas repetitivas REP2 ACGTCTTATCAGGCCTAC 45°C - Bou et al., 2000
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Perfil Clinico-Epidemiologico dos Isolados de A. baumannii

As Figuras 1 e 2 ilustram a porcentagem de distribui¢do das 32 amostras clinicas de
A. baumannii por material biolégico e a distribuicdo numérica dos isolados por unidade de

internagdo, respectivamente. Estas figuras foram derivadas da Tabela 1 do item 4.1.

Figura 1 - Distribuicdo dos percentuais de isolados clinicos de A. baumannii por material
bioldgico.
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Neste estudo, A. baumannii foi isolado com maior frequéncia de amostras de aspirado
traqueal, correspondendo a 53% do total. Em seguida, destacam-se as amostras de sangue
(19%) e ponta de cateter (13%) (Figura 1). J4 as amostras clinicas menos frequentes foram
urina (6%), swab, secrecao traqueal e liquor, correspondendo a 3% do total cada. Desse modo,
o trato respiratorio dos pacientes internados nas UTIs e enfermaria do HB foi o sitio mais
frequente de isolamento de A. baumannii, pois os isolados de aspirado traqueal em conjunto
com secrecdo traqueal correspondem a 56% do total. A maior porcentagem de isolados
originados de aspirado traqueal e sangue era esperada, pois as manifestacdes clinicas mais
frequentes relacionadas as infeccdes nosocomiais por A. baumannii sio as pneumonias
associadas a ventilacdo mecanica (PAV) e infeccdes de corrente sanguinea, ambas associadas
com elevados indices de morbidade e mortalidade, que podem alcancar 52% dos casos
(DIDKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007).

Nas ultimas décadas, A. baumannii emergiu como um patégeno frequentemente
relacionado em infec¢des do trato respiratorio inferior em pacientes criticos (CHAARI et al.,
2013). Nas UTlIs, as PAV acometem até 20% dos pacientes que recebem ventilagdo mecanica

(RODRIGUES et. al., 2009). Em um estudo de vigilancia realizado nos Estados Unidos, cerca
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de 10% dos casos de pneumonia adquiridas nas UTIs foram causadas por A. baumannii
(PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Autores relatam a espécie A. baumannii como
principal agente etiolégico de PAV em paises como India (MATHALI et al., 2012) e Espanha
(LOPEZ-CORTES; RODRIGUEZ BANO, 2014). Estudos realizados no Brasil também
relatam A. baumannii como o principal agente etioldgico de PAV nas UTIs (CASERTA et.al.,
2012; RODRIGUES et.al., 2009; RESENDE et. al., 2013).

Em um estudo de Ferreira e colaboradores (2011), realizado em cinco hospitais no
Brasil, a amostra clinica de onde A. baumannii foi isolado com maior frequéncia também foi o
aspirado traqueal, totalizando 26% dos isolados. Em outro estudo brasileiro, na cidade de Sao
Paulo, foram incluidos 515 isolados, sendo secrecdo traqueal a fonte de isolamento mais
comum de A. baumannii de amostras clinicas (39,2% dos casos) (TAKAGTI, 2011).

Com relagao as infec¢des de corrente sanguinea, A. baumanniii encontra-se na décima
posicdo entre os organismos mais frequentemente causadores de infec¢des nosocomiais de
corrente sanguinea nos Estados Unidos, sendo associado a 1,3% de todos os casos de
infec¢des de correte sanguinea causadas por um unico patégeno (HOWARD et al., 2012;
VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011). Além disso, evidéncias na literatura sustentam que a
colonizacdo de A. baumanniii em cateteres € fator predisponente para o surgimento de
infec¢des de corrente sanguinea, e 17 a 26% dos pacientes colonizados com A. baumannii
desenvolvem este tipo de infeccdo (ARVANITI et. al., 2012; THOM et. al., 2011). Neste
estudo, a ponta de cateter foi o terceiro espécime clinico de isolamento de Acinetobacter
baumannii mais frequente, correspondendo a 13% (4/32) das amostras. No entanto, ndo houve
correlacdo entre colonizacdo de ponta de cateter e infeccdo de corrente sanguinea por este
patégeno nos pacientes do presente estudo.

Outros isolados clinicos deste estudo foram provenientes de urina (6%), liquor (3%) e
swab (3%). Segundo dados da literatura, estima-se que 35% dos casos de infec¢do urindria
relatados no mundo sejam de origem nosocomial e, dentre estas, A. baumannii corresponde a
um patégeno Gram-negativo notdvel em UTIs. Frequéncias variadas de isolamento de A.
baumannii ja foram relatadas em amostras de urina em outros trabalhos, como 9% em um
estudo brasileiro de Porto Alegre (FERREIRA et al., 2011) e 19% em Israel (ABBO et al.,
2005).

O unico isolado de amostra de liquor deste estudo foi proveniente da UTI Geral do
SUS, evidenciando um possivel trauma ou cirurgia antecedente a infeccdo. Segundo
Dijkshoorn e colaboradores (2007), pacientes que foram submetidos a neurocirurgia podem

apresentar meningites causadas por A. baumannii, relacionada ao uso de drenos de liquido
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cérebro-espinhal. Outros estudos também evidenciam que meningites causadas por A.
baumannii sao um motivo de preocupacdo (KHAN; ABUKHATTAB; BAAGER, 2012;
KOURBETI et al., 2012) e necessitam estudos para aprimorar sua prevencdo e tratamento
(HE et al., 2013).

O tnico isolado de swab do presente estudo foi proveniente da Enfermaria do SUS.
Este reduzido niimero de isolamento de A. baumannii por meio de swab pode ser atribuido a
baixa densidade de colonizacdo de espécies de Acinetobacter spp., incluindo A. baumannii,
em superficies corporais (DOI et al., 2011). Além disso, um estudo de Marchaim e
colaboradores (2007) examinou a eficdcia de culturas de swab no isolamento de A. baumannii
multirresistentes, concluindo que esta metodologia de coleta ndo é eficaz para detectar
colonizagdo por A. baumannii multirresistentes.

Os 32 isolados de A. baumannii deste estudo foram coletados de pacientes internados
em seis diferentes unidades de internacdo do HB, dentre estes uma enfermaria (Enfermaria
SUS) e cinco UTIs (Geral SUS, Geral Convénio, Semi-intensiva, Emergéncia e Cardiolégica

Adulto) (Figura 2).

Figura 2 - Distribuicéo dos 32 isolados do estudo nas diferentes Unidades de Interna¢do do HB.
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De acordo com a Figura 2, observa-se que a maioria dos isolados de A. baumannii
(37,5%) foi obtida de pacientes admitidos na UTI Geral do SUS. Os locais com a segunda
maior frequéncia de isolamento foram a Enfermaria do SUS e UTI Geral do Convénio, ambas
com 18,75%. Em seguida, estdio a UTI Semi-Intensiva e UTI Cardiolégica Adulto, com

12,5% e 9,4%, respectivamente. Finalmente, a unidade de internacdo com a menor frequéncia
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z

de isolamento é a UTI da Emergéncia, correspondendo a 3,1% dos isolados do presente

estudo.

5.2 Identificacao de Acinetobacter baumannii

Os isolados do complexo A. baumannii - A. calcoaceticus identificados anteriormente
pelo sistema automatizado Vitek 2® (Biomérieux, France) foram submetidos a duplex-PCR,
como descrito no item 4.5. Todos os 32 isolados do estudo apresentaram os dois fragmentos
de 208 e 425 pares de bases (Figura 3) e foram confirmados como pertencentes a espécie

Acinetobacter baumannii.

Figura 3 - Imagem do gel de agarose a 1%, resultante de eletroforese mostrando o produto de
amplifica¢do dos genes da regido ITS especifica da espécie A. baumannii (208 pb) e da regido
do gene recA presente em todo o género Acinetobacter spp. (425 pb). M: marcador de peso
molecular 100 pb; amostras: Ac 151 (1), Ac 152 (2), Ac 153 (3), Ac 154 (4), Ac 155 (5), Ac
156 (6), Ac 157 (7), Ac 158 (8) e Controle Negativo (cepa ATCC Escherichia coli 25922) (9).

recA 425pb

regido ITS 2% pb;

5.3 Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

5.3.1 Perfil Geral de Suscetibilidade

A Tabela 1 exibe os resultados do teste de suscetibilidade por microdiluicido
automatizado. Treze antimicrobianos foram testados frente aos isolados de A. baumannii. A

Figura 4 mostra o perfil qualitativo geral de suscetibilidade aos antimicrobianos, baseado na

Tabela 1.



Tabela 1- Perfil quantitativo de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de A. baumannii do estudo.

Teste de Suscetibilidade por Microdiluicdo (ug/mL)

— AK N CAZ FEP CRO IPAM MEM SAM TZP CIP PB CcoL TIG
5216 Szd 88 88 58 52 5<2 5=8/4 51614 81 52 52 82
R4 Rz16 R=32 Rz32 R4 R=§ B8 Rzi2l6  FRzl284 R4 R4 Rad R=8
Ac 151 R R(z16) R(z64) R(=64) R(z64) ER(z16 Rl RE32) RE28) EEd 5(05) S5(=05) I
Ac152 R R(z16) R(68) RE6) Re6)  REl6  REle)  RED RE REd) $(05) 5(=05) I
Ac153 R R(z16) R(68) RE6) Re6)  RElE)  REle)  RED RE REEd) $(05) 5(=05) I
Ac154 g S(£1) R68 RE6) REHH  REle)  REle) [06 0 REEH  REed 5025 SE05 0 S
Acl58 R S(£2) R68 R(6) RE6H  REle)  REels)  RE RERH REed $(0.5)  S(<035) S(<05)
Ac156 g S (<1} §(8) 5 (4) I(16)  S(<023) S§(<025)  S(< S(8)  S(023) S(038) S8(=05) S(<0.3)
Ac157 24 R(zl6) R(z64) R84 R84 Rl6  REle) R RE2N REd $(03)  S(£05) I@
Ac158 24 g R(z64) R(z64) R(=64) R(z16 Rl 116 REI2H R $(03)  S(€03)  S(D
Ac159 24 5 R(z64) R(64) R(z64) Rzl El6 RE) Rel29  REd  SOT) SE05) S
Ac 160 g g R(z64) R(z64) R(z64) Rz16) El6) I(16 RE129  REd  S039  S&05) S0
Ac161 g § (1) $(4) 5(2) I(16)  S(=023) S§(<02%)  S(<) S(gd) (025 S(038) S0 509
Acl62 g 5 R(z64) R(z64) R(64) R(z16) Rl RE  REI2O R $(03)  S(<03) S0
Acl63 24 I R(z6d) R(z68) R(z6) Rl8) Rzl NT R(z128) R 5039 NT 14
Acl64 R 5(2) Riz6) R(6d) R REle) Reld) 106 REiH Rid 5(0.5)  S(<0.5) 82
Ac 165 B R(zl6) R0 EBE6) Re6)  Relf  REle) R Re2) Red NT 5(£0.5) 8D
Ac 166 24 5(2) R(x6) R{6) R REle) EEld)  Re RERH Red $(0.5) S(<0.5) 8D
Ac 167 B S (4) R(>6) R6) R REle) Rl RE) RER2e)  Red 5079 5605 50
Acl68 B R(zl6) R(60) RE6) Res)  REls  REle R RELN REd) 5(0.5) 5(<05) I
Ac 169 R S(gl) R(65 R64) Re6H  REle)  Reld) 0 RED REIRD REY S(05)  S(<035) S5
Acl70 R R(z16) R(64) RE64) Re6N) REl6)  Rele) I(06 R REed  S038) S5 I@
AelTl R 5(2) R(z64) R(64) E6) Rle) EREElH 0 RED REDRD RE) $(05)  S(£05) S
AelT R 5(2) R(z64) R(64) R REle) Bl RED  RE2)  Red  $038 505 I
AclT3 R S (4) R(z64) R(64) B Rle) Rl 0 RED REDRD RED) S(0.5)  S(=05) S
AclT4 R R(z16) R6H) RE6) Re6S REl6)  Rele) RE3D REDRH Bed 5038 S5 I@
AclTs R S(£1) R&68 REe6) REHH  REle)  Reld 106 0 R REed NT 5(£05) S
Acl76 B R(z16) R(6H) RE6) R  REls  REls) I06 RE2s)  REd NT 5205 I
AclTT g R(z16) R(60) Re6) REe6)  RElE  REle) 106 RE2S REd R(1D) R(%) 14
Acl78 R g R(z64) R(z64) R(x64) R(16 Rl (16 R REd R Rl S(D
AclT9 R R(z16) R(64) Re64) R84 RElE  REls) 106 RE2H REd NT S(£05) I@)
Ac180 24 g R(z64) R(64) R64) Rz16) REle) 116 REI2H R NT Rzl6) I@)
Ac131 24 R(z16) R(z68) Re64) R84 REle)  Rele) I[(06 RE29)  BEed 5029 S5 I@
Acl®2 R g Riz6d) R(64) R(z64) Rzl8)  E(zl6) NIT R(z128) R4 $(03) 8019 (079
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AK: Amicacina; CN: Gentamicina; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; CRO: Ceftriaxona; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP:
Piperacilina/Tazobactam; CIP: Ciprofloxacina; PB: Polimixina B; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina. I: resisténcia intermedidria ao antimicrobiano testado; R: resisténcia ao

antimicrobiano testado; S: sensibilidade ao antimicrobiano testado. N/T: antimicrobiano nao testado.
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Figura 4 - Perfil qualitativo geral de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de A.

baumannii do estudo.
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AK: Amicacina; CN: Gentamicina; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; CRO: Ceftriaxona; IPM: Imipenem;
MEM: Meropenem; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CIP: Ciprofloxacina; PB:
Polimixina B; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina; N/T: antimicrobiano nio testado.

Considerando-se os valores de CIM (ug/mL) que determinam resisténcia e resisténcia
intermedidria (ndo-sensiveis), nenhum isolado do estudo foi sensivel a CRO. Com relacdo a
CAZ, FEP, IPM, MEM, TZP e CIP, observou-se que 93,75% (30/32) dos isolados sdo
resistentes. Seguindo a ordem decrescente de porcentagem de ndo-sensiveis, destaca-se a
SAM com 93,3% (28/30), AK com 81,25% (26/32) seguido por TIG com 43,75% (14/32) e
CN com 40,6% (13/32). Os antibidticos aos quais os A. baumannii apresentaram as maiores
taxas de sensibilidade foram PB e COL, com 92,6% (25/27) e 90,6% (29/32),
respectivamente.

No periodo em que os A. baumannii incluidos neste estudo foram isolados, observou-
se altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos. Este perfil também € encontrado em outras
instituicdes. Um estudo na Grécia, com duragdo de dez anos, demonstrou um aumento da
frequéncia de resisténcia aos carbapenémicos Imipenem e Meropenem que, no periodo de
2000 a 2004, foi de 43,5%, aumentando para 64,6% no periodo de 2005 a 2009 (GOGOU et
al., 2011).

Com relacdo aos aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina, estudos também

apontam uma elevada frequéncia de resisténcia, também observada no presente estudo. Viana
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e colaboradores (2011) encontraram na regido sul do Brasil, taxas de resisténcia que variaram
de 79% a 82% para Amicacina e de 75% a 81% para a Gentamicina, em um periodo de dez
anos. Em nosso estudo, taxas semelhantes foram encontradas para Amicacina (81,25%),
enquanto as taxas para Gentamicina foram menores (40,6%).

A frequéncia de resisténcia a Ceftazidima e ao Cefepime foi de 93,7%. Com relacdo a
Ceftriaxona, nenhum isolado de A. baumannii deste estudo apresentou sensibilidade.
Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo do Ird, que relatou 94,4% de
isolados resistentes a Ceftazidima e ao Cefepime (HOJABRI et al., 2014). Em outro estudo,
realizado na India, a taxa de resisténcia a Ceftazidima também foi elevada (96,3%) entre A.
baumannii isolados em UTIs (MATHAI et al., 2012).

Também encontramos dados concordantes com outros no caso dos antimicrobianos
Ampicilina/Sulbactam e Piperacilina/Tazobactam. Em um estudo multicéntrico na Alemanha,
realizado entre 2002 e 2006, com A. baumannii multirresistentes, os autores relataram,
aproximadamente, 40% de resisténcia a Ampicilina/Sulbactam e 85% a combinagdo de
Piperacilina/Tazobactam (WADL et al., 2010). Dent e colaboradores (2010) descreveram
58% de resisténcia a Ampicilina/Sulbactam e De Francesco e colaboradores (2013), 80% para
Piperacilina/Tazobactam. Estes dados sdo concordantes com o presente estudo no fato de
terem encontrado taxas maiores de resisténcia a Piperacilina/Tazobactam, em comparagdo
com Ampicilina/Sulbactam (Figura 4).

Com relacdo a Ciprofloxacina, observou-se resisténcia em 93,7% dos isolados.
Elevadas taxas de resisténcia foram descritas em outros estudos, sendo 98% na China
(LIM; SHIN; KIM, 2007), 97,8% na Tunisia (CHAARI et al., 2013), 86% na Colémbia
(REGUERO et al., 2013) e 100% no Brasil (CARVALHO et al., 2009). Apesar das
quinolonas terem sido consideradas drogas promissoras para o tratamento de infecgdes
causadas por A. baumannii, esses compostos deixaram de ser eficazes contra este patégeno na
regido da América Latina (URBAN et. al., 2003).

Em relacdo a Tigeciclina, foram registrados 43,75% de isolados ndo-suscetiveis. Esta
droga corresponde a uma nova gliciciclina, desenvolvida em resposta a emergéncia de
resisténcia a outros antimicrobianos, e exibe um amplo espectro de a¢do antibacteriana. Sua
estrutura e acdo sao andlogas as Tetraciclinas (YAHAV et al., 2011). Apesar de ser uma droga
recente, ja ha relatos na literatura do crescente nimero de A. baumannii resistentes. Um
estudo grego relatou um aumento de 0% para 42,9% de resisténcia em isolados de corrente

sanguinea entre os anos de 2006 e 2013 (SPILIOPOULOU et al., 2014).
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Os antimicrobianos mais ativos contra os A. baumannii, no atual estudo, foram
Colistina (ou Polimixina E) e Polimixina B, com taxas de 90,6% e 92,6% de sensibilidade,
respectivamente. Resultados semelhantes foram relatados em estudos de vigilancia realizados
na América Latina, Asia, Europa e América do Norte (GALES; JONES; SADER, 2006;
TOGNIM et. al., 2004). Em um estudo na Polo6nia, ja foram relatados isolados com 90% de
suscetibilidade a Colistina ou Polimixina E (SIENIAWSKI et al., 2013). Apesar de estes
antimicrobianos serem 0s mais ativos contra A. baumannii, seu crescente uso, devido ao
rapido desenvolvimento de resisténcia aos carbapenémicos, enfatiza a importancia do teste de
suscetibilidade para estes antimicrobianos (SPILIOPOULQOU et al., 2014).

Um estudo de vigilancia realizado no Brasil entre de 2007 a 2010, em 16 hospitais
envolvendo 2563 pacientes com infeccio de corrente sanguinea, mostrou que entre
Acinetobacter spp., mais de 50% apresentaram resisténcia as cefalosporinas,
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e carbapenémicos. Para os carbapenémicos, observaram-
se taxas de 55,9% para Imipenem e 56,4% para Meropenem. Além disso, foram registradas
taxas de 70% para Ceftazidima, 77,7% para Cefepime, 51,8% para Gentamicina, 73,4 para
Ciprofloxacina e 75,7% para Piperacilina/Tazobactam (MARRA et. al., 2011). Comparando-
se o estudo citado (MARRA et. al., 2011) com o presente trabalho, diferencas notdveis sao
observadas. Os isolados do HB do atual estudo apresentaram maiores taxas de resisténcia
(93,75%) para os antimicrobianos Imipenem, Meropenem, Ceftazidima, Cefepime,
Ciprofloxacina e Piperacilina/Tazobactam. Para o aminoglicosideo Gentamicina, a frequéncia
de isolados nao-suscetiveis foi de 40,6%, porcentagem menor do que o estudo de vigilancia

nacional.

5.3.2 Perfil de Suscetibilidade aos Aminoglicosideos

A Tabela 2 mostra os resultados quantitativos dos testes de suscetibilidade aos
aminoglicosideos por disco-difusdo e microdilui¢do. J4 a Figura 5 mostra o perfil qualitativo
de suscetibilidade aos aminoglicosideos, comparando os métodos de microdiluicdo e disco-
difusdo para Amicacina e Gentamicina e apenas os valores de disco-difusdo para Tobramicina

e Canamicina.
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Tabela 2 - Perfil quantitativo de suscetibilidade aos aminoglicosideos com os valores de CIM
(ug/mL) e de didmetro do halo (mm) para os isolados de A. baumannii deste estudo.

Perfil de Suscetibilidade aos Aminoglicosideos

AK CN TOB CAN

S CIM Diimetro do CIM Diametro do Diimetro do Diametro do

(ug/mL) halo (mm) (ug/mL) halo (mm) halo (mm) halo (mm)

S=16 S5=17 S=4 S=15 8=15 5=18
R=64 R=14 R=16 R=12 R=12 R=13
Acl151 R R(11) R(=16) R (5) R(5) R (5)
Ac152 R R({12) R (=16) R (5) R (5) R (5)
Ac153 R R(11) R(=186) R(5) R (5) R (5)
Ac 154 5 5(19) 5(=1) 5(15) S5(18) 5(20)
Ac 155 R R(14) 5 (=2) S(16) S(18) R (5)
Ac 156 5 S5(7) S5(=1) R (5) R(7) R (5)
Ac 157 R R(13) R(=16) R(5) R(5) R (5)
Ac 158 R 1(16) 5 5017 5(18) R (8)
Ac 159 R 5(23) 5 S(21) S(21) 5(23)
Ac 160 5 5(25) 5 5(20) S(20) 5(25)
Acle6l 5 S(18) S(=1) S(19) S(18) S(19)
Acl162 5 1(15) 5 5(16) S(17) R (8)
Ac 163 R R(10) I R(12) S(15) R (5)
Ac 164 R R (9) 5(2) R (9) S(15) R (5)
Ac 165 R R(10) R (z=16) 1(13) 5(15) R (5)
Ac 166 R R(9) 5 (2) R(12) S(15) R (5)
Ac167 R 5(19) S5(4) 5(15) S5(17) R (8)
Ac 168 R R(11) R(=16) R (5) R(5) R (5)
Ac 169 R 1{15) 5(=1) 5(19) S(20) R (9)
Ac170 R R(12) R(=16) R(5) R(5) R (5)
Acl7l R R (8) 5(2) R({12) R (5) R (5)
Acl72 R R(8) 5(2) 1(13) S(15) R(5)
Ac173 R R(11) 5(4) 1(13) 5(15) R (5)
Acl174 R R(12) R(=16) R(5) R(5) R (5)
Ac175 R 1(15) S(=1) 5(17) 5(19) 5(18)
Ac176 R S(17) R(=16) R(5) S(16) R (5)
Ac177 5 5(17) R (=16) R (5) I1(14) R (5)
Ac178 R 1(15) 5 S(19) S(20) R(7)
Ac179 R R(12) R (=16) R (5) R(7) R (5)
Ac 180 R R(12) 8 1(13) R(12) R (5)
Ac181 R R(7) R (=16) R (8) R (5) R (5)
Ac182 R I1{15) 5 5(19) 5(19) 5(18)

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; CAN: Canamicina; TOB: Tobramicina; I: resisténcia intermedidria ao
antimicrobiano testado; R: resisténcia ao antimicrobiano testado; S: sensibilidade ao antimicrobiano testado.
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Figura 5 - Perfil qualitativo de suscetibilidade aos aminoglicosideos elaborado a partir dos
resultados do método de disco-difusdo.
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Com relacdo aos antimicrobianos Tobramicina e Canamicina, ndo testados pela
metodologia de microdilui¢do, observou-se frequéncias de 40,6% (13/32) e 81,25% (26/32)
de isolados ndo-suscetiveis, pelo teste de disco-difusdo, respectivamente. Um estudo da
Roménia aponta uma frequéncia de resisténcia a Tobramicina menor (35,6%) entre isolados
clinicos de A. baumannii (MOISOIU et al., 2014). No Ird, foi observada uma frequéncia mais
elevada de resisténcia, de 69,3% (AGAZADEH et al., 2013). Por outro lado, um estudo da
China relatou 11,5% de resisténcia a Tobramicina em isolados de UTIs, valor bem inferior ao
do presente estudo (MA et al., 2013).

A maioria dos isolados do atual estudo foi resistente a Canamicina (81,25%). O
mesmo estudo do Ird citado anteriormente observou também altas taxas de resisténcia (93,3%)
a este antimicrobiano (AGAZADEH et al., 2013). Apesar de ndo ser frequentemente prescrita
(FISHBAIN; PELEG, 2010), neste estudo a suscetibilidade a Canamicina foi avaliada para o
entendimento do perfil geral de suscetibilidade aos aminiglicosideos e da relacdo entre o

fendtipo de resisténcia e presenga de genes de AME:s.
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De acordo com a Figura 5, é possivel observar diferencas com relacdo ao niimero e
porcentagem de isolados resistentes, sensiveis € com resisténcia intermedidria a Amicacina e
Gentamicina, quando sdo comparados os métodos de microdilui¢do e disco-difusdo. Para
Amicacina, observam-se maiores taxas de isolados intermediarios no método disco-difusio,
assim como para Gentamicina. Com relagdo aos isolados sensiveis e resistentes, houve
resultados diferentes para estes dois antimicrobianos. A frequéncia de isolados resistentes
diminuiu e de sensiveis aumentou para Amicacina no método disco-difusdo comparado ao de
microdiluicdo. Ja para Gentamicina ocorreu o contrdrio, com maior frequéncia de isolados
resistentes no método disco-difusdo e diminuicao dos sensiveis.

Os valores de p obtidos pelo Teste Exato de Fisher na comparagdo entre as
metodologias de microdilui¢dio e disco-difusdo para os antimicrobianos Amicacina e
Gentamizina foram 0,38 e 0,97, respectivamente. Desse modo, as diferencas entre as
metodologias para estes dois antimicrobianos ndo foram significativas, apesar das diferengas
que ocorreram entre estes.

As diferencas de suscetibilidade visualizadas entre as duas metodologias demonstram
que ambas apresentam limitacdes. Gilad e colaboradores (2006) ja haviam reportado que A.
baumannii multirresistentes requerem metodologias manuais de suscetibilidade com E-test e
disco-difusdo quando testados pelo sistema automatizado Vitek 2® (Biomérieux, France).
Além disso, a maioria dos A. baumannii apresenta erros de falsa suscetibilidade ou falsa
resisténcia a Amicacina, o que justifica sua verificacao (GILAD; SCHWARTZ, 2008).

Nos testes de suscetibilidade que utilizam meios a base de dgar, o tamanho das zonas
de inibicdo depende de muitos fatores varidveis, como o tipo de agente antimicrobiano,
concentracdo do antimicrobiano no disco e tamanho do in6culo. A varidvel mais critica € o
meio de cultura (LO-TEN-FOE, et al., 2007). Um estudo da década de 1970, que analisou a
metodologia de disco-difusdo, demonstrou que testes realizados com Pseudomonas
aeruginosa em diferentes lotes de dgar Miieller-Hinton apresentaram variacdes nos resultados
de suscetibilidade &4 Gentamicina, e que compostos catidnicos (exceto Ca**, Mg>* e Zn**)
presentes no meio interagem com os aminoglicosideos, influenciando em sua atividade
(POLLOCK et al., 1978). Outro estudo também verificou diferencas de desempenho entre
meios de cultura diferentes no teste de suscetibilidade a aminoglicosideos, Imipenem e

Colistina (ANDREWS; WALKER; KING, 2002).



53

5.3.3 Perfil de Resisténcia aos Antimicrobianos

A partir das Tabelas 1 e 2, que detalharam o perfil de suscetibilidade aos
antimicrobianos testados, foi elaborado o Quadro 10, com os perfis de resisténcia aos
antimicrobianos, considerando os resultados de disco-difusio para os quatro aminoglicosideos
(AK, CN, TOB e CAN) e CIM (ug/mL) para os onze antimicrobianos testados por
microdilui¢do (CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, PB, COL e TIG). Além disso,
os isolados resistentes e intermedidrios foram agrupados como nao-suscetiveis.

Assim, foram observados dezesseis perfis de resisténcia entre os 32 isolados deste

estudo, mostrados no Quadro 10.

Quadro 10 - Resumo do perfil de resisténcia de A. baumannii deste estudo.

Nimero de isoladoss Porcentagem

Perfil de Resisténcia*

com o perfil dos isolados
AK, CN, TOB, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG 9 28.,13%
AK, CN, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP 4 12,50%
AK, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP 4 12,50%
CAZ, FEP, CRO, IPM. MEM, SAM, TZP, CIP 3 9.38%
AK, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP 1 3.13%
AK, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, TZP, CIP 1 3.13%
AK, CN, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG 1 3.13%
AK, CN, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, TZP, CIP, TIG 1 3.13%
AK, CN, TOB, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM. MEM, SAM, TZP, CIP 1 3.13%
AK, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, PB, COL 1 3.13%
CN, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG 1 3.13%
AK, CN, TOB, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP. CIP, COL, TIG 1 3.13%
CN, TOB, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, PB, COL, TIG 1 3.13%
CN, TOB, CAN, CRO 1 3.13%
CRO 1 3.13%
CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP 1 3.13%

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; CAN: Canamicina; TOB: Tobramicina; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; CRO:
Ceftriaxona; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CIP:
Ciprofloxacina; PB: Polimixina B; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina.

O perfil mais frequente ocorreu em 28,13% (9/32) dos isolados, sendo caracterizado
pela resisténcia aos antimicrobianos AK, CN, TOB, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM,
SAM, TZP, CIP, TIG. Seguindo a ordem decrescente de frequéncia, outros dois perfis, com
quatro isolados cada, ocorreram em 12,5% (4/32) dos isolados: AK, CN, CAN, CAZ, FEP,
CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP e AK, CAN, CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP,
CIP. Depois, esta o perfil CAZ, FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP com ocorréncia de
9,38% (3/32).

Além dos perfis de resisténcia mais frequentes, outros doze perfis ocorreram com

menor frequéncia entre os isolados de A. baumannii (3,13%). Dentro deste grupo encontra-se
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um perfil caracterizado pela resisténcia apenas a Ceftriaxona (CRO), correspondendo ao
isolado de A. baumannii menos resistente do estudo.

Segundo Magiorakos e colaboradores (2012), o conceito de bactérias multirresistentes
refere-se a isolados que apresentam resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos.
Apenas um isolado (3,13%) do presente estudo apresentou resisténcia a um Unico
antimicrobiano (CRO) e outro (3,13%) apresentou resisténcia a quatro antimicrobianos (CN,
TOB, CAN, CRO). Os demais (93,74%) apresentaram resisténcia a no minimo oito
antimicrobianos distribuidos em trés classes, caracterizando uma alta frequéncia de isolados
multirresistentes.

Estudos na literatura j4 revelaram diferentes porcentagens de isolados de A. baumannii
multirresistentes. Um estudo dos Estados Unidos relatou a porcentagem de 72% de isolados
clinicos de A. baumannii multirresistentes (DENT et al., 2010) enquanto outro do Ira revelou
94.,4% dos isolados multirresistentes, o que € uma porcentagem semelhante ao presente estudo
(HOJABRI et al., 2014). Na Italia, pesquisadores encontraram 54% e a maioria destes
apresentaram resisténcia a quatro classes de antimicrobianos (DE FRANCESCO et al., 2013).
Além disso, um estudo brasileiro do interior do estado de Sdo Paulo encontrou, em 88,8% dos

isolados com caracteristicas de multirresisténcia (CLIMACO, 2011).

5.3.4 Comparacao das Suscetibilidades aos Antimicrobianos apresentadas por
Isolados de 2012 e 2014

Um estudo anterior (POLOTTO, 2014), realizado no mesmo hospital com cem
isolados clinicos de A. baumannii coletados em 2012, revelou resultados semelhantes ao
presente estudo, com relacio a maior frequéncia de resist€ncia aos antimicrobianos
Ceftazidima (CAZ), Cefepime (FEP), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM),
Piperacilina/Tazobactam (TZP) e Ciprofloxacina (CIP), aos quais as frequéncias de
resisténcia foram 100% (POLOTTO, 2014) e 93,7% no presente estudo.

Outra semelhanca entre os resultados dos estudos foi a maior frequéncia de
sensibilidade aos antimicrobianos Polimixina B (PB) e Colistina (COL), correspondendo a
98% nos isolados de 2012 e, nos isolados de 2013/2014, 92,6% e 90,6%, respectivamente.
Entretanto, j4 se observa uma diminuicdo na sensibilidade a estes dois antimicrobianos (de

98% em 2012 para 92,6% e 90,6% em 2014). Esta pode ser uma indica¢do de emergéncia de

cepas resistentes a PB e COL, pois o nimero de isolados de 2014 é menor. Desse modo, a
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suscetibilidade a estes antimicrobianos deve continuar sendo testada nos isolados de A.
baumannii para monitorar a evolucao de suas taxas de resisténcia.

Algumas diferencas foram observadas entre esses dois estudos com relagdo a
resisténcia a Amicacina, Gentamicina e Ampicilina/Sulbactam. No estudo de 2012, 68% dos
isolados foram resistentes a Amicacina e 22% a Gentamicina. No presente estudo, foram
observadas frequéncias maiores de resisténcia a estes antimicrobianos, 81,2% e 40,6%,
respectivamente. A resisténcia a Ampicilina/Sulbactam também apresentou frequéncia maior,
com 62% em 2012 € 93,3% em 2013/2014.

Outra diferenca entre estes dois estudos refere-se a porcentagem de isolados nao-
suscetiveis a Tigeciclina. Enquanto em 2012 foram encontrados 12% dos isolados com
resisténcia intermedidria, em 2013/2014 foi observada uma frequéncia maior (43,7%). Esse
fato pode ser decorrente do crescente uso de Tigeciclina no tratamento de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos, enfatizando a necessidade da combinagdo eficaz desta droga
com outros agentes antimicrobianos (DONG et al., 2014). Com estes resultados destaca-se a
emergéncia de cepas ndo-suscetiveis a este antimicrobiano no HB e a necessidade de
monitorar a evolugdo das taxas de resisténcia.

Com estes resultados comparativos de 2012 e 2013/2014, observaram-se varios fatos
relevantes de semelhangas e diferencas entre os isolados clinicos de A. baumannii desses
estudos. As comparagdes realizadas demonstram a importancia de estudos consecutivos para
o melhor entendimento da dindmica do perfil de resisténcia aos antimicrobianos de isolados

clinicos de A. baumannii do HB.

5.4 Investigacio de Genes de AMEs

5.4.1 Frequéncia de Genes e Genétipos de AMEs

Entre os sete genes de AMEs investigados, foram detectados cinco, em 87,5% (28/32)
dos isolados. Os genes encontrados foram das fosfotransferases aph(3°)-VI e aph(3’)-1a e os
genes das acetiltransferases aac(6’)-1b, aac(3)-1a e aac(3)-1la, como ilustrado na Figura 6.
As frequéncias dos genes de AMEs e dos gendtipos de AMEs estdao resumidas nas Figuras 7

e 8, respectivamente.
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Figura 6 - Imagem do gel de agarose a 1%, resultante de eletroforese mostrando os produtos
de amplificacdo dos genes de AMEs. Gel 1: Reacdo Triplex 1, Triplex 2 e Duplex com as
mesmas amostras Ac 151 (1), Ac 152 (2), Ac 153 (3) e Ac 163 (4); Controles de
Amplificacdo C1: Ac 157 carreador do gene aac(3)-lIa (372 pb), C2: Ac 164 carreador do
gene aph(3’)-VI (716 pb) e Cd: Ac 168 carreador dos genes aph(3’)-Ia (623 pb) e aac(6’)-Ib
(395 pb). Gel 2: Reacgdo Triplex 1 com as amostras Ac 40 (5), Ac 41 (6), Ac 86 (7), Ac 155
(8) e Ac 158 (9); Controle de Amplificagdo C1: Ac 157 carreador do gene aac(3)-1a (372 pb).
M, marcador de peso molecular 100 pb; Br: Controle Negativo.
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Figura 7 - Frequéncia de isolados de A. baumannii carreadores de genes de AME:s.
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Figura 8 - Frequéncia de isolados de A. baumannii carreadores de diferentes combinagdes de
AMEs.
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Entre os genes de AMEs detectados no atual estudo, o mais frequente foi aph(3°)-VI
(53,1%), seguido por aph(3’)-1a (34,4%), aac(3)-1a (31,2%), aac(6’)-1b (28,1%) e aac(3)-1la
(6,25%). Os genes de acetiltransferases aac(6’)-Ih e de nucletidiltransferases ant(2’)-Ia nao
foram detectados.

Entre os 28 isolados carreadores de genes de AMEs, 53,6% (15/28) apresentaram

apenas um gene, sendo este o da fosfotransferase aph(3°)-VI. Dois genes de AMEs foram
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encontrados em 17,8% (5/28) dos A. baumannii, incluindo as associagdes aac(3)-1a + aph(3')-
la (7,1%), aac(3)-1la + aph(3')-VI (7,1%) e aac(6')-1b + aph(3')-1a (3,6%). Apenas um trio
de genes em associacdo foi encontrado no atual estudo, representado pelos genes aac(3)-la +
aac(6')-1b + aph(3')-1a detectados em 28,6% (8/28) dos isolados. Além disso, quatro isolados
(Ac 154, Ac 156, Ac 160 e Ac 161) nao apresentaram os genes de AMEs investigados,
correspondendo a 12,5% do total. Dentre estes, 75% (3/4) apresentaram sensibilidade a todos
aminoglicosideos testados por disco-difusdo e 25% (1/4) foi sensivel apenas a Amicacina
(Tabela 13). Estes dados sugerem a presenga de outros genes nao testados, como aac(2’)-1b e
aac(6’)-1I, assim como outros mecanismos de resisténcia tais como a expressao de bombas de
efluxo AdeABC do sistema RND (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012; MAGNET;
COURVALIN; LAMBERT, 2001; RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).

Em um estudo do Ira (AGAZADEH et al., 2013) com 75 isolados clinicos de A.
baumannii, foram encontraram genes de acetiltransferases, nucletidiltransferases e
fosfotransferases, sendo os mais comuns aph(3°)-VI, ant(2’)-la (ndo encontrado no atual
estudo), aph(3')-la e aac(6')-1b. Estes resultados sdo consistentes com o do presente estudo,
que também detectou aph(3°)-VI e aph(3')-la como os mais prevalentes. O estudo citado
revelou associacdo de até cinco genes de AMESs, sendo a maior frequéncia de isolados
(45,3%) com dois genes, seguido de 22,6% dos isolados que tiveram trés genes, 17,3% com
um gene, 5,3% com quatro genes € 4% com cinco genes. No referido estudo ndo foi
encontrado o gene aac(3)-Ila, o qual foi detectado no atual estudo.

Na Europa, os genes de enzimas modificadoras de aminglicosideos mais encontrados
sao aac(3)-1, aac(3)-1I, aac(6')-Ib, aph(3')-1, and ant(3")-I (NEMEC et al., 2004).
Diferentemente deste padrdo europeu, o presente estudo detectou elevada prevaléncia do gene
aph(3°)-VI. A alta capacidade de inativacdo da amicacina por APH(3")VI foi constatada por
Lambert e colaboradores em 1990. A partir disso, a existéncia de A. baumannii carreadoras de
aph(3’)-VI em outras partes do mundo tem sido descrita com frequéncia, como em estudos
realizados nos Estados Unidos, Coréia do Sul e Espanha, que encontraram taxas de 4,7%
(AKERS et. al., 2010), 10% (CHO et. al., 2009) e 28% (VILA et. al., 1993), respectivamente.
Além disso, no atual estudo foi registrada a ocorréncia do gene aac(3)-Ila em 6,25% dos
isolados, caracterizando uma diferenca comparada a elevada prevaléncia deste gene na
Europa (NEMEC et al., 2004) e semelhanga com um estudo norte-americano que relatou

3,7% deste gene em seus isolados (AKERS et. al., 2010).
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5.4.2 Verificacdo da Correspondéncia da Presenca de Genes AMEs e Resisténcia

Fenotipica aos Aminoglicosideos

A Tabela 3 mostra a distribuicdo de genes de AMEs e seus respectivos fendtipos de
suscetibilidade aos aminoglicosideos Amicacina, Gentamicina, Tobramicina e Canamicina
testados por disco-difusdo. A Tabela 4 resume a frequéncia dos genes de AME:s,

especificidade de substratos das enzimas e valores de p obtidos.

Tabela 3 - Distribuicdo de genes de resisténcia aos aminoglicosideos e seus respectivos
fendtipos de suscetibilidade a Amicacina, Gentamicina, Tobramicina e Canamicina.

Isolados Ecsiupos (Do dHmsagy Genes Encontrados
AK CN TOB CAN
Ac 151 R (11) R (3) R (5) R (5) aac(3)-Ia; aac(6')-Ib ; aph(3')-Ia
Ac 152 R (12) R (5) R (5) R (5) aac(3)-Ia; aac(6')-Ib ; aph(3’)-Ia
Ac 153 R (1D R (5) R (5) R (5) aac(3)-Ia; aac(6')-Ib ; aph(3’)-la
Ac 154 S(19) S@15 S8  S(20) =
Acl155 R(14) S@16) S8 R(5 aac(3)-Ila ; aph(3)-VI
Ac 156 S (7 R (5) R(7) R (5) i
Ac 157 R (13) R (5) R (5) R (5) aac(3)-Ia; aac(6')-Ib ; aph(3')-Ia
Ac 158 1(16) S(17) S@18)  R(8) aac(3)-Ila ; aph(3)-VI
Ac 159 S@3) SE) SED S(@3) aph(3)-VI
Ac 160 S@5 S(@0) S@Q0) S(25 8
Ac 161 S(18) SS9 S8  S(19) .
Ac 162 I1(15) S(16) S(17)  R(8) aph(3")-VI

Ac163 R(10) R(12) S(15) R(5) aph(3')-VI

Ac 164 R (9) R(©)  S(15) R(5) aph(3')-VI

Acl165 R(10) I(13) S@15 R(5 aph(3')-VI

Ac 166 R(©® R@12 S5 R aph(3)-VI

Ac 167 S(19 S5 S R(® aph(3)-VI

Ac 168 R(1D) R (5) R (5) R (5) aac(3)-Ia; aac(6')-Ib ; aph(3')-la
Ac 169 1(15 S(19) S@0) R(9) aph(3')-VI

Ac 170 R (12) R (3) R (5) R (5) aac(3)-Ia; aac(6')-Ib ; aph(3’)-Ia
Ac 171 R@® R@12 RO R (5) aph(3')-VI

Ac 172 R (8) 1(13) S(15 R(5) aph(3)-VI

Acl173  R(11) I(13) S35 R(5 aph(3")-VI

Ac 174 R (12) R (3) R (5) R (5) aac(3)-Ia; aac(6)-Ib ; aph(3))-Ia
Ac 175 1(15 S(17) S@19  S(18) aph(3')-VI

Ac 176 S (17 R (3) S (16) R (5) aac(3)-Ia ; aph(3')-Ia

Ac 177 S(17) R (5) I(14) R (5) aac(3)-Ia ; aph(3')-Ia

Ac 178 I(15) S(19 S(20) R(7) aph(3)-VI

Ac 179 R (12) R (5 R (7) R (5) aac(3)-Ia; aac(6')-Ib ; aph(3’)-Ia
Ac180 R(12) I(13) R@12 R(5 aph(3')-VI

Ac 181 R(7) R (8) R (5) R (5) aac(6')-Ib ; aph(3')-la

Ac 182 1(15) S(19) S(19)  S(18) aph(3')-VI

R: Resistente; I: Intermediario; S: Sensivel; AK: Amicacina; CN: Gentamicina; CAN: Canamicina; TOB:
Tobramicina.
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Tabela 4 - Frequéncia de genes de AMEs, especificidade de substratos das enzimas e e
valores de p obtidos para os aminoglicosideos Amicacina, Gentamicina, Tobramicina e
Canamicina.

N (%) Concordincia Gene-Fenétipo de AMEs
Substrato i
Genes de AMEs de Isolados . Valores de p
da Enzima
n=32 AK CN TOB CAN
aac(3)-lla 2 (6,25) CN. TOB - 1,000 1,000
aph(3')-vI 17 (53,1) AK, CAN 0,146 - - 0,608
aac(6')-Ib 9(28.,1) AK, TOB, CAN 0,046 = 2,54.10° 0,111
aac(3)-Ia 10 (31,2) CN e 0,002
aph(3')-Ia 11 (34,3) CAN o - - 0,059

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; CAN: Canamicina; TOB: Tobramicina.

Com relacdo ao fendtipo nado-suscetibilidade (incluindo isolados resistentes e
intermedidrios) aos aminoglicosideos e os genes encontrados no presente estudo, foram
observados diferentes valores de p para cada gene e seu respectivo fendtipo de resisténcia,
como mostra a Tabela 4. Entre os isolados carreadores do gene aac(3)-Ila, ndo houve
significancia entre a presenga do gene e a expressdo do fendtipo de resisténcia a Gentamicina
e Tobramicina, pois os valores de p para ambos antimicrobianos foi 1,00. Isto sugere que este
gene nao estd expresso, pois em todos os isolados que estd presente ocorre suscetibilidade a
ambos antimicrobianos citados. Este gene no genoétipo aac(3)-Ila + aph(3')-VI também nao
expressa resisténcia a estes antimicrobianos, confirmando o observado para o gene
isoladamente.

A discordancia da presenca do gene aac(3)-Ila e seu fendtipo de resisténcia pode ser
explicada pela ocorréncia de um gene criptico, isto €, uma sequéncia de DNA que ndo
expressa o fen6tipo (MOODLEY et al., 2013). Esta hipdtese pode ser apoiada por descobertas
semelhantes em Salmonella spp., na qual uma delecdo de 60 kb foi relatada upstream a um
gene de AME do grupo aac(6')-1, tornando o gene criptico altamente expresso
(MAGNET;COURVALIN; LAMBERT, 1999).

Também ndo foram encontrados resultados significantes entre a presenca dos genes
aph(3')-VI, aph(3')-1a e aac(6')-1Ib (resisténcia a Canamicina) e seus respectivos fendtipos de
resisténcia. Akers e colaboradoras (2010) ja haviam observado que o genétipo AME pode nao
ser um indicador adequado para o fendtipo de resisténcia. Estes autores relataram
discordancias frequentes entre o fendtipo previsto € o observado, sendo que apenas em 8,4%
estes se encontravam concordantes. Além disso, outro estudo ndo encontrou significancia nas
relacoes das AMEs com os fenétipos de resisténcia aos aminoglicosideos (AGAZADEH et

al., 2013).
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Por outro lado, foram encontrados valores de p significantes em trés casos, dois deles
relacionados a presenca do gene aac(6')-Ib e a resisténcia a Amicacina (p=0,046) e
Tobramicina (p= 2,54 . 107). O outro caso refere-se 2 presenca do gene aac(3)-la e a
resisténcia a Gentamicina (p=0,02). Somente para Canamicina ndo foram encontradas
correlagdes significantes entre a presenca de genes de AMEs e a expressao do fenétipo.

O menor e mais significante valor de p encontrado foi na correlagdo entre a presenca
do gene aac(6')-Ib e a resisténcia a Tobramicina. Um achado semelhante foi descrito por
Moodley e colaboradores (2013), que encontraram boas correlagcdes (em frequéncia e
porcentagem) de resisténcia a Tobramicina e a presenca do gene aac(3)-Ila, cujo alvo da

enzima também € este antimicrobiano.

5.4.3 Comparacao da Investigacido de Genes de AMEs de Isolados de 2012 e
2014

No estudo de POLOTTO (2014), observou-se resultados semelhantes e poucas
diferencas com o presente estudo no que se refere aos genes e gendtipos de AMEs. O gene
mais frequente em ambos foi aph(3’)-VI, e aac(3)-la permaneceu com frequéncia semelhante
(30% em 2012 e 31,2% em 2014). O gene aac(6')-1b ocorreu com menor frequéncia em 2014
(46% em 2012 e 28,1% em 2014) e aph(3')-1a teve uma maior ocorréncia entre os isolados de
2014 (24% em 2012 e 34,4% em 2014).

Uma novidade entre os isolados clinicos de A. baumanni do HB no presente estudo foi
a ocorréncia do gene aac(3)-Ila em 6,25% dos isolados, o qual ndo foi observado nos isolados
de 2012. Entretanto, at¢é o momento ndo foi possivel a confirmacao da ocorréncia deste gene
de AME nos isolados mais recentes por meio de sequenciamento génico. Se a presenca deste
gene for confirmada, este serd o primeiro relato da ocorréncia de aac(3)-Ila entre A.
baumannii isolados no Brasil, em nosso conhecimento.

Com relagdo aos gendtipos de AMEs, ambos estudos apontaram os mesmos genotipos
em ordem igual de frequéncia do mais ocorrente para o menos ocorrente, sendo o mais
prevalente aph(3’)-VI, seguido de aac(3)-1a + aac(6')-Ib + aph(3')-1a, aac(3)-1a + aph(3')-1a
e aac(6')-Ib + aph(3')-la. Isto demonstra que neste intervalo de tempo de dois anos, a
frequéncia de alguns genes foram alteradas, mas as frequéncias dos gendtipos permanecem
semelhantes nos isolados de A. baumannii do HB. Somente o genétipo aac(3)-Ila + aph(3’')-

VI néo foi observado em ambos estudos devido a auséncia de aac(3)-Ila em 2012.
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5.5 Investigaciao de Genes de Enzimas 16S rRNA Metiltransferases

Dos trés genes de 16S rRNA metiltransferases investigados (armA, rmtB e rmtC)
nenhum foi encontrado, o que demonstra a auséncia destes mecanismos de resisténcia nos
isolados de A. baumannii deste estudo. A Figura 9 mostra o resultado da eletroforese
amostral, com alguns isolados para demonstracdo, em gel de agarose para a investigacao

destes genes de metilases.

Figura 9 - Imagem do gel amostral de agarose a 1%, resultante de eletroforese mostrando o
resultado da PCR para as 16S rRNA Metiltransferases. Sequéncia de amostras: Ac 151 (1);
Ac 152 (2); Controle positivo de Klebsiella pneumoniae para o gene rmtB (3); Controle
Negativo (4).

5.6 Tipagem Molecular de A. baumannii

5.6.1 Tipagem Molecular de A. baumannii em Isolados do Presente Estudo

A tipagem molecular por meio da técnica de REP-PCR foi realizada em 31 isolados
clinicos de A. baumannii. Apenas um isolado do presente estudo (Ac 180) nao foi tipavel. A
Figura 10 ilustra a o resultado da eletroforese em gel de agarose para a tipagem molecular
dos isolados do atual estudo. A similaridade genética das cepas foi analisada apds a
constru¢do de um dendrograma gerado pelo software BioNumerics (Applied Maths, Saint-

Martens-Latem, Bélgica) (Figura 11).
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Figura 10 - Imagem do gel de agarose a 1,5%, resultante de eletroforese mostrando o
resultado da tipagem molecular dos isolados de A. baumannii por meio da técnica de REP-
PCR. 1: Ac 151; 2: Ac 152; 3: Ac 153; 4: Ac 154; 5: Ac 155; 6: Ac 156; 7: Ac 157; 8: Ac
158;9: Ac 159; 10: Ac 160; 11: Ac 161; 12: Ac 162; 13: Ac 163; 14: Ac 164; 15: Ac 165; 16:
Ac 166; 17: Ac 167; 18: Ac 168; M: marcador de peso molecular 1Kb.

Figura 11 - Dendrograma com os perfis de REP-PCR de 31 isolados clinicos de
Acinetobacter baumannii. [A linha vermelha traca o limite de similaridade (>90%),
considerada para a formacdo de clusters no dendrograma.] 1-8: 8 clusters. A — F: grupos
genéticos.

Ac170 UTI Emergéncia Cl SUS 31/01/2014

Laciza U Geral Cony/SUS (81032014 ) 1
[Ac151  Enfermaiasus 091122013 |
Ac 152 Enfermaria SUS 1MM12/2013 2
Ac 153 Enfermaria SUS 1211212013
LAC1S7 _ UTIGeralSUS _ 22/12/2013 |
Ac179 U Cor. Ad 28/04/2014
Ac 154 UTI Geral SUS 1511212013 3
Ac 160 UT Semiintensiva 02/01/2014
Ac159 UTI Geral Conv/SUS 011012014
Ac 156 UTI Geral SUS 20132013
Ac 161 UT SemiIntensiva 03/01/2014
Ac 163 Enfermaria SUS 07/01/2014
Ac 164 UTI Geral SUS CI 08/012014
Ac 165 UTI Geral SUS Cr 10/01/2014 4
Ac 166 UT Semi-Intensiva 16/01/2014
Ac 167 UTI Geral SUS CI 18/01/2014
= Ac176  UTI GeraSUSCL 240032014
Ac177 Enfermaria SUS CRICL 04/04/2014
Ac171 UTI Geral ConviSUS 161022014 | §
Ac172 Enfermaria SUS CRICL 23/02/2014
Ac173 UTI Geral SUS Cr 24/02/2014
AC175 UTI Geral SUS CL 121032014
Ac178 U Cor. Ad 6i042014 | 6
“ AC169  UTI Geral SUS Cr 20/01/2014
AC15%5 Ul Geral 5US BNJ2013

Ac 158 UTI Geral Conv/iSUS 301212013 7
LACIG2  UTIGeral SUSCr 04012014 |

Ac 181 UTI Semi Intensiva 23/05/2014 8
Ac 182 UTI Geral ConviSUS  24/05/2014
AC168 UTI Geral Conw/SUS 2410112014
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Os 31 isolados, amplamente disseminados na instituicdo, inclusive em UTIs, foram
distribuidos em oito clusters. Isolados com simularidade > 90% foram agrupados no mesmo
cluster. Além disso, os isolados foram divididos em seis grupos nos quais estdo
geneticamente relacionados (A — F), conforme observado no dendrograma da Figura 11.

Os Quadros 11 e 12 resumem as caracteristicas dos isolados clinicos de A. baumannii
deste estudo, anteriormente referidas e discutidas. Estes quadros auxiliaram na interpretacao

do dendrograma de acordo com os grupos e clusters.



65

Quadro 11 - Resumo das caracteristicas dos isolados de Acinetobacter baumannii de acordo com o agrupamento do dendrograma de REP-PCR

(Figura 11).

Grupo/Cluster 22T:$ d;:h; Data Unidade de Internacio Isolado Perfil de Resisténcia Genes AMEs

Al 241 310172014 UTI Emergéncia C1 SUS Acl170 AK CN, TOB, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG aac(3)-la; aac(6)-1b  aph(3)-la
Al 241 08/0372014 UTI Geral Conw/SUS Ac174  AK CN, TOB, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG aac(3)-la; aac(6)-1b ; aph(3)-la
AR 100 091272013 Enfermaria SUS Ac1351 AK CN. TOB,CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP. CIP, TIG aac(3)-Ia; aac(6)-1b ; aph(3')-la
AR 100 11/12/2013 Enfermaria SUS CR/CL Ac152 AK CN. TOB, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP. CIF, TIG aac(3)-Ia; aac(6)-1b ; apht3)-la
AR 100 1211272013 Enfermaria SUS CR/CL Acl133  AK, CN, TOB, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG aael3)-la; aac(@)-Ib  aphi3)-la
A2 100 221272013 UTI Geral 3US CL Ac157  AK CN, TOB, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG agc(3)-Ja; aac(6)-1b ; aph(3)-Ja
A 63,6 28042014 U Cor. Ad. Acl79 AK CN, TOB, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG age(3)-da; aac(€)-1b ; aph(3)-Ja
B3 971 15/12/2013 UTI Geral 3US CL Ac154 CAZ FEP, CRO,IPM, MEM, 3AM, TZP, CIP -
B3 971 020172014 UTI Semi Intensiva Acl160 CAZ FEP, CRO,IPM, MEM, SAM, TZP, CIP -

B 70.8 010172014 UTI Geral Conw/SUS Ac1359 CAZ FEP, CRO,IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(3')-17

B 70.8 20/12/2013 UTI Geral SUS CR Ac156 CN, TOB,CAN,CRO -

B 70.8 03/0172014 UTI Semi Intensiva Acl6l CRO -
ci4 100 07012014 Enfermaria SUS CR/CL Acl163 AK CN, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, TZP, CIP, TIG aph{3)-V1
Cci4 100 080172014 UTI Geral 3US CL Acl6d AK CN, CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(37)-17
Cci4 100 1040172014 UTI Geral 3US CR Ac165 AK, CN, CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(3)-17

ci4 100 16/01/2014 UTI Semi Intensiva Acl66 AK CN, CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(3)-17

C 883 18/01/2014 UTI Geral SUS CL Ac167 (CAN, CAZ FEP. CRO.IPM, MEM., SAM, TZP, CIP aph(3')-17

i3 100 240372014 UTI Geral SUS CL Ac176 CN, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG agc(3)-Ja; apht3)-Ia

Ci3 100 04042014 Enfermaria SUS CR/CL Acl177 CN, TOB,CAN, CAZ FEP, CRO. IPM, MEM, SAM, TZF, CIF, PB, COL, TIG aac(3)-Ja; aphi3)-la

Ci5 100 16/02/2014 UTI Geral Conv/SUS Acl7l AK, CN,TOB, CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(37)-17

Ci5 100 23/02/2014  Enfermaria SUS CR/CL Acl172  AK CN, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZFP, CIF, TIG aph(37)-17

(] 20 240272014 UTI Geral 8US Cr Ac173  AK, CN, CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(3)-17

D6 962 121032014 UTI Geral SUS CL Ac175  AK CAZ FEP. CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(3')-17

D6 962 060472014 U Cor. Ad. Ac178 AK CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, PE, COL aph(37)-17

D 87.9 3010172014 UTI Geral SUS Cr Acl169 AK CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aphi3)-17

D7 100 16/12/2013 UTI Geral 3US CL Acl33  AK CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aac(3)-Ila; aph(3)-17

D7 100 30/12/2013 UTI Geral Conw/SUS Ac138 AK CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aac(3)-Ila; aph(3)-17

D17 96,8 040172014 UTI Geral 3US CR Acl162 AK CAN, CAZ FEF, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP aph(3)-17

E13 100 23/035/2014 UTI Semi Intensiva Ac181 AK CN, TOB, CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP, CIP, TIG aac(67-1b ; aph(3)-la

E13 100 240572014 UTI Geral Conv/SUS Ac182 AK CAZ FEP.CRO, IPM, MEM, TZP, CIP aph(3')-17

F 413 240172014 UTI Geral Conw/SUS Ac168 AK CN. TOB.CAN, CAZ FEP, CRO, IPM, MEM, SAM, TZP. CIF, TIG aac(3)-Ia; aac(6)-1b ; aphi3)-la

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; CAN: Canamicina; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; CRO: Ceftriaxona; IPM: Imipenem; MEM: Meropenem; SAM:

Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CIP: Ciprofloxacina; PB: Polimixina B; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina.



Quadro 12 - Resumo das caracteristicas dos isolados de Acinetobacter baumannii: perfil de suscetibilidade aos aminoglicosideos por disco-
difusdo e microdilui¢do, perfil de AMEs e grupo/cluster.
Perfil de Suscetibilidade aos Aminoglicosideos

AK CN TOB CAN
CIM Didmetro do CIM Diametro do Didimetro do Didmetro do
Balile  ickali | bl il (ngmL)  halo (mm) halo (mm) by e e M
8<16 5217 54 8215 5213 8218
R>64 R<l14 B=16 Rz12 R<l2 Rzl3
Acl5l R R(1L) R(z16) R R(3) R AR aac(3)-la; aac(6)-Ib ; aph(3)-la
Acls2 R R(12) R (z16) . 36) R () R An aae(3)-Ia ; aqe(6)-I8 ; aph(3)-Ia
Acl53 R R(1L) R (216) R R(3) R AR aac(3)-la; aac(6)-Ib ; aph(3)-la
Aclsd 5 §(19) § (1) S(13) §(18) 520 B3 :
Acl55 R R(14) § (<) 5(16) $(18) R D/7 aac(3)-lla; aph(3)-V1
Ac156 5 (7 § (1) :36) R(T R(D B :
Ac157 R R(13 R (216) R R(3) R AR aac(3)-la; aac(6)-Ib ; aph(3)-la
Ac158 R 1(16) 5 S(17) §(18) R(® Di7 aac(3)-Ila; aph(3)-VT
Ac159 R $(23) 3 521D SN 5(23) E aph(3)-VT
Ac 160 5 $(29) 5 520 $20) 523 B3 :
Aclél 5 §(18) § (<1) 5(19) §(18) 5(19) E 5
Acl62 5 119 5 5 (16) $(17) R(D) Di7 aph(3)-TT
Ac163 R R(10) I R(12) $(15) R Ci4 aph(3)-1T
Ac 164 R R(9) 5(2) R(® §(13) R(3) Ci4 aph(3)-TT
Ac 165 R R(10) R (>16) 1(13) §(15) R Ci4 aph(3)-1T
Ac 166 R R (9) 5(2) R(12) §(13) R(D ci aph(3)-TT
Ac167 R §(19) 5(4) 515 $(17) R C aph(3)-TT
Ac168 R R(11) R (z16) . 36) R () . 36) F aac(3)-Ia ; aqe(6)-I8 ; aph(3)-Ia
Ac169 R 115 §(<1) 5(19) §20) R D aph(3)-VT
Acl1T0 R R(12) R (z16) R R (5) R Al aac(3)-Ia ; aqe(6)-I6 ; aph(3)-Ia
AclTl R R(S) 5(2) R(12) R() R ci5 aph(3)-VT
Aclm2 R R(3) 5(2) 1(13) §(13) R(3) Crs aph(3)-TT
AclT3 R R(1L) 5(4) 1(13) §(15) R C/5 aph(3)-1T
Acl™ R R(12) R (z16) . 36) R () R Al aac(3)-Ia ; aac(6)-I5 ; aph(3)-Ia
AclTs R 1415 § (<1) 5(17) §(19) 5(18) D6 aph(3)-VT
Acl76 R $(17) R (z16) . 36) § (16) :36) C5 aac(3)-Ia ; aph(3)-Ia
AclT? 5 57 R(216) R 104 R C5 aac(3)-la; aph(3)-la
AclT8 R 119 5 5(19) $(20) R(D D6 aph(3)-1T
AclT9 R R(12) R(216) R R(D R A aac(3)-la; aac(6')-Ib ; aph(3)-la
Ac180 R R(12) 5 1(13) R(12) R(D ) aph(3)-TT
Acl8l R R(D R (216) R R(3) R E/S aac(6)-I ; aph(3)-la
Aclf2 R 119 5 5(19) 5 (19) 5(18) E aph(3)-T1

R: Resistente; I: Intermedidrio; S: Sensivel; AK: Amicacina; CN: Gentamicina; TOB: Tobramicina; CAN: Canamicina.
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Para a visualizacdo das rotas de disseminagdo dos isolados clinicos de A. baumannii
no HB, o presente estudo considerou os resultados obtidos pelos métodos de tipagem
molecular, andlise do perfil de resisténcia aos antimicrobianos e de genes de AMEs. Desse
modo, foi observada disseminac¢do horizontal de cepas entre as diversas unidades de
internacao da insitui¢do.

As cepas do grupo A apresentaram o mesmo perfil de resisténcia e de genes de AMEs,
e foram agrupadas em dois clusters distintos: 1 (94,1% de similaridade) e 2 (100% de
similaridade). Estas cepas foram provenientes de diferentes unidades de internacao e isoladas
em datas distintas. As cepas do cluster 2, que apresentaram 100% de similaridade, foram
isoladas de trés diferentes pacientes internados na mesma enfermaria, dentro de um periodo
de quatro dias, e de um paciente de UTI dez dias apds o ultimo isolamento na enfermaria. Este
achado indica a disseminacdo horizontal, que também ja foi relatada por outros autores
(DALLA-COSTA et. al., 2003; MAMMINA et.al., 2012; SUNG et. al., 2012; VAN DEN
BROEK et. al., 2009). Com relacdo ao cluster 1, a alta porcentagem de similaridade entre as
cepas sugere a ocorréncia de microevolu¢do de um clone que se disseminou em diferentes
UTIs do HB. Resultado semelhante foi relatado por Sung e colaboradores (2011) em hospital
da Coréia do Sul, no qual os autores encontraram 100% de similaridade genética entre
isolados de A. baumannii, mostrando a disseminacdo clonal no hospital estudado.

O grupo B apresentou cinco cepas, sendo trés com o mesmo perfil de resisténcia.
Destas trés que apresentaram o mesmo perfil, apenas uma possui o gene aph(3’)-VI. Dentro
deste grupo, duas cepas estao juntas no cluster 3, com 97.1% de similaridade, perfis idénticos
de resisténcia e de genes de AMEs. Novamente, isto demonstrou a disseminacdo de A.
baumannii dentro das UTIs do HB, como ja havia sido observado no estudo de Polotto (2014)
no mesmo hospital.

O grupo C foi o maior observado neste estudo, com dez cepas, sendo nove incluidas
em dois clusters: 4 e 5. O cluster 4 agrupou quatro cepas com 100% de similaridade,
provenientes de diferentes unidades de internagdo, com os mesmos genes de AMEs e mesmo
perfil de resisténcia, exceto para Ampicilina/Sulbactam (SAM) e Tigeciclina (TIG). Estes
dados indicam uma disseminacdo horizontal ou fonte comum de A. baumannii entre a
Enfermaria e as UTIs, devido ao reduzido intervalo de tempo entre as datas de isolamento.
Além disso, as cepas deste cluster foram isoladas de materiais semelhantes (trés de aspirado
traqueal e uma de secrecdo traqueal), o que indica o estado debilitado destes pacientes,
provavelmente auxiliados por ventilagdo mecanica, e uma possivel fonte de A. baumannii nos

aparelhos de ventilacdo mecanica. Bernards e colaboradores (2004), que estudaram um surto
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de A. baumannii multirresistentes em UTIs de um hospital holand€s, isolaram A. baumannii
de poeira do interior de aparelhos de ventilacdo mecénica e filtros destes sistemas. Segundo os
autores, esta poeira contaminada por A. baumannii pode ser um veiculo relevante na
transmissdo da bactéria, e a solucdo para o caso foi a remog¢do da poeira do interior das
méaquinas e a troca de todos os filtros. Em outro estudo da fndia, os autores relataram um
surto de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, cuja fonte foi o umidificador das
camaras de oxigénio utilizadas em UTI pediatrica (EBENEZER et al., 2011).

Dentro do cluster 5, ocorreram dois agrupamentos com 100% de similaridade,
indicando dissemina¢@o horizontal. Nestes dois agrupamentos, foram incluidas cepas com
perfil de resisténcia que variou entre 11 a 14 antimicrobianos e dois perfis de AMEs distintos:
aac(3)-la + aph(3')-1a e aph(3')-VI. Estes dados sugerem a disseminagdo clonal associada a
aquisicdo de genes de AMES, uma vez que estes genes possuem localizagdo plasmidial
(COX; WRIGHT, 2013).

Outro indicio de disseminag@o horizontal foi encontrado no grupo D, cluster 6
(agrupado com 96,2% de similaridade), no qual estdo dois isolados com o mesmo perfil de
genes de AMEs, mas com perfis de resisténcia aos antimicrobianos distintos. Um destes
isolados foi coletado em data posterior e apresenta resisténcia a Tobramicina, Polimixina B e
Colistina, o que indica posterior modificagdo genética e aquisicdo de resisténcia a
Tobramicina, Colistina e Polimixina B.

A Polimixina B e Polimixina E (ou Colistina) tém sido usadas com mais frequéncia na
pratica clinica, visando o tratamento de infec¢des causadas por A. baumannii
multirresistentes, devido a auséncia de opg¢des terapéuticas e falta de novos antimicrobianos
(DURANTE-MAGNONI; ZARRILLI, 2011). Infelizmente, o uso intenso de polimixinas em
anos recentes levou a emergéncia de A. baumannii resistentes e heterorresistentes a esta classe
de antimicrobianos, com taxas de 40,7% relatadas na Espanha e 30,6% na Coréia do Sul
(LEAN et al., 2014).

A aquisicdo in vivo de resisténcia a Colistina por isolados clinicos de A. baumannii
durante tratamento com este antimicrobiano ja foi relatada em estudos recentes (KIM et al.,
2014; LOPEZ-ROJAS et al., 2013). Kim e colaboradores (2014) observaram a aquisicao de
resisténcia a Colistina via mutacdes no gene pmrB, resultando na modificacdo dos
componentes do lipidio A. Esta aquisicao in vivo de resisténcia a Colistina € significante para
o tratamento com este antimicrobiano, pois as cepas podem expressar o fendtipo de

resisténcia a este antimicrobiano durante a sua terapia (KIM et al., 2014).
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O grupo D apresentou quatro cepas com o mesmo perfil de resisténcia, e dentro deste
ocorre o cluster 7, com 96,8% de similaridade. Dentro deste cluster destacaram-se duas cepas
com 100% de similaridade genética, mesmo perfil de resisténcia e mesmo perfil de genes de
AMEs (aac(3)-Ila + aph(3')-VI), Gnico entre todos os isolados do estudo, o que também
indica dissemina¢@o clonal entre as UTIs citadas, como jd anteriormente observado em
Polotto (2014).

Duas cepas agruparam-se no cluster 8 (Grupo E), com 100% de similaridade genética,
mas possuem diferengas no perfil de resisténcia aos antimicrobianos e no genétipo de AMEs.
Ac 181 foi a unico cepa do estudo que apresentou o gendtipo aac(6')-1b + aph(3')-la. Nesse
caso especifico, duas cepas com 100% de similaridade ndo apresentaram distribuicdo
uniforme de genes de AMEs. Considerando que genes de AMEs sdo localizados em
elementos genéticos méveis altamente transferiveis (CICEK et. al., 2013), é possivel que
diferentes genes tenham sido adquiridos por estas cepas em diferentes periodos, e
selecionados de acordo com a pressdo exercida pelo uso de antimicrobianos em cada UTI
(CHO et. al., 2009). Dados semelhantes foram previamente descritos por outros autores, que
também nao encontraram correlacio entre cepas com alta similaridade genética e os genes de
resisténcia (AGHAZADEH et. al., 2013; MAMMINA et. al., 2012).

O presente estudo também mostrou a dissemina¢do horizontal de genes de AMEs entre
os clones de A. baumannii identificados no HB, pois estes genes estdo distribuidos
diferencialmente entre grupos genotipicamente distintos determinados por REP-PCR. Este
fato ja foi observado anteriormente no mesmo hospital (POLOTTO, 2014), e também foi
relatado em outros estudos (AGAZADEH et al., 2013; NIGRO; POST; HALL, 2011).

Além disso, é conhecido que a ocorréncia de genes de AMEs, possivelmente
codificadas por cassetes génicos localizados em integrons de classe 1, onde genes de
resisténcia a outras classes de antimicrobianos também sdo encontrados, constitui o
mecanismo principal de resisténcia aos aminoglicosideos (KARAH et al., 2011). Por isso, os
dados representados no presente estudo demonstram que, juntamente com os genes de AMEs,
outros genes de resisténcia a antimicrobianos podem estar disseminados nestes isolados, como
genes de carbapenemases e -lactamases. A presenca destes outros genes € os mecanismos de

disseminacgdo requerem investigagcdo posterior para melhor andlise.
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5.6.2 Comparacao da Tipagem Molecular de A. baumannii em Isolados de 2012 e
2014

Os A. baumannii isolados no HB em 2014 foram comparados com isolados coletados
em 2012, incluidos em estudo prévio (POLOTTO, 2014). A Figura 12 mostra a comparacao
dos perfis de REP-PCR, incluindo os 31 isolados mais recentes e isolados de

novembro/dezembro de 2012, do referido estudo anterior, em um mesmo dendrograma.

Figura 12 - Dendrograma com perfis de REP-PCR de 31 isolados clinicos de Acinetobacter
baumannii de 2014 e 8 isolados de dezembro de 2012. [A linha vermelha traca o limite de
similaridade (>90%), considerada para a formacdo de clusters no dendrograma.] 1 e 2:
agrupamentos de isolados de A. baumannii do ano 2012.

AC 147 UT Semkintensva 061272012
Ac148  UTI Geral SUS 08/12/2012
Ac 146 UTI Geral Corw 071272012 1
Ac138  UTIGeralSUS 027122012 |
Ac181 UTI Semi Intensiva 23/05/2014
Ac182  UTI Geral Conw/SUS 24/05/2014
Ac175  UTI Geral SUSCL 12/03/12014
Ac178 UCor Ad 06/04/2014
Ac169  UTI Geral SUS Cr 3001/2014
Ac155  UTI Geral SUS 16/12/2013
Ac158  UTI Geral Corw/SUS 301212013
Ac162  UTI Geral SUS Cr 04/01/2014
Ac154  UTI Geral SUS 1512/2013
AC160  UT Semiintensiva 02/01/2014
Ac159  UTI Geral Corv/iSUS 01/01/2014
Ac156  UTI Geral SUS 2011272013
Ac 161 UT Semiintensiva 0301/2014
Ac163  Enfermaria SUS 07/01/2014
Ac164  UTI Geral SUS CI 08/01/2014
Ac165 UTI Geral SUS Cr 101012014
Ac166  UT Semiintensiva 16/01/2014
Ac167  UTI Geral SUS CI 18/01/2014
Ac176  UTI Geral SUSCL 24/03/2014
Ac177  Enfermaria SUS CR/CL 04/04/2014
Ac171 UTI Geral Corv/SUS 16/02/2014
Ac172 Enfermaria SUS CR/CL 23022014
Ac173  UTI Geral SUS Cr 2402/2014
Ac170  UTI Emergéncia CISUS  31/01/2014
Ac174  UTI Geral Conv/SUS 08/03/2014
Ac 151 Enfermaria SUS 09/12/2013
Ac152  Enfermaria SUS 11122013
Ac153  Enfermaria SUS 121212013
Ac157  UTI Geral SUS 2211212013
Ac179 UCor Ad 28/04/2014
Ac139  UT Semintensiva 30112012
Ac150  UTI Emergéncia 10/12/2012
Ac 145 UTI Emergéncia 05/12/2012 2
Ac149  UTI Emergéncia 03/12/2012

Ac168  UTI Geral ConviSUS 240172014
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As cepas mais recentes nido apresentaram similaridade genética (>90%) quando
comparadas com as cepas de 2012, que foram separadas em dois grupos (1 e 2). No grupo 1,
foram relacionadas quatro cepas de dezembro de 2012, que apresentaram 64,8% de
similaridade genética com as cepas Ac 181 e Ac 182, de 2014. No grupo 2 estdo trés cepas
isoladas em dezembro de 2012 e uma em novembro do mesmo ano. Neste grupo, as cepas
geneticamente mais proximas das recentes sdo Ac 139 e Ac 150, com 53% de similaridade,
sendo Ac 150 a dltima cepa isolada em 2012.

Considerando-se os grupos 1 e 2 e comparando estes com os mais recentes, € notavel
que o gupo 1 apresente maior similaridade genética com as cepas do atual estudo e,
curiosamente, o Ultimo do estudo de 2012 (Ac 150) apresenta menor similaridade com os
atuais. Entretanto, a dltima cepa de 2012 e a primeira de 2013 foram isoladas com cerca de
um ano de diferenca. Esse longo intervalo de tempo entre as coletas ndo possibilitou a
visualiza¢do da continuidade das relagdes genéticas entre os isolados do estudo de 2012 e o
atual.

Desse modo, a disseminagdo de A. baumannii no HB foi estudada em dois periodos
distintos: 2012 e 2013-2014 (atual estudo). Diversas similaridades foram observadas, como a
disseminagdo de A. baumannii em UTIs, transmissdo horizontal, perfil geral de
suscetibilidade aos antimicrobianos e genétipo de AME:s.

Algumas diferencas foram encontradas com relagdo ao estudo anterior, como aumento
e diminui¢do das taxas de resisténcia aos antimicrobianos testados e deteccao do gene aac(3)-
Ila, ndo observado anteriormente. Isso evidencia a elevada capacidade de adaptacdo de A.
baumannii e a necessidade de estudos posteriors objetivando o monitoramento da evolugdo
das taxas de resisténcia aos antimicrobianos e da disseminagdo deste patogeno dentro do HB.

Como ja observado anteriormente (POLOTTO, 2014), as evidéncias de disseminacao
horizontal de A. baumannii na institui¢cao reforcam a necessidade de adocdo de medidas de
precaucdo apropriadas (PEYMANI et. al., 2012). Apesar do controle de infec¢des causadas
por A. baumannii nos hospitais ser muito dificil, as medidas a serem tomadas consistem em
desinfeccio do ambiente em associacdo com programas educacionais que promovam a
higienizacdo das maos de profissionais de saide e isolamento de pacientes (URBAN et. al.,

2003).



72

6. CONCLUSOES

- Os isolados estudados apresentam altas taxas de resisténcia as cefalosporinas de terceira
geragdo, carbapenémicos, fluoroquinolonas e aos aminoglicosideos, caracterizando-os como

multirresistentes;

- Nao ha diferencas significativas entre as metodologias de disco-difusdo e microdilui¢do para
os aminoglicosideos Amicacina e Gentamicina, mostrando que ambas metodologias podem

ser utilizadas para verificacdo da suscetibilidade a estes antimicrobianos;

- Os A. baumannii incluidos neste estudo sdo carreadores dos genes de AMEs: aph(3°)-VI,

aph(3’)-1a, aac(3)-1a, aac(6’)-1b e aac(3)-1la;

- Ha correspondéncia significante entre os genes de AMEs aac(6')-Ib e o fendtipo de
resisténcia a Amicacina/Tobramicina e para aac(3)-la e o fenétipo de resisténcia a

Gentamicina, sugerindo que estes genes estdo expressos nos isolados deste estudo;

- Vérios clones de A. baumannii promovem infec¢des em pacientes do HB, como observado

apos a andlise dos gendtipos gerados pela tipagem molecular.

- A comparagdo entre o atual trabalho e o estudo anterior revela um aumento nas taxas de
resisténcia a Amicacina, Gentamicina, Ampicilina/Sulbactam e Tigeciclina. As frequéncias de
genotipos de AMEs permanecem semelhantes nos dois estudos e a disseminagdo horizontal de

A. baumannii multirresistentes continua nas UTIs da institui¢do.
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