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RESUMO

O género Acinetobacter compreende bacilos Gram-negativos ubiquos na natureza e
suas principais espécies, 4. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii € A. nosocomialis, foram
agrupadas no complexo Acinetobacter baumannii-Acinetobacter calcoaceticus (complexo
ACB) por apresentarem alta similaridade genética e por serem de dificil diferenciagao por
métodos bioquimicos. As infec¢des mais causadas pelo complexo ACB sdao pneumonias €
bacteremias e, para o tratamento destas, sdo muito utilizados os beta-lactamicos,
aminoglicosideos e polimixinas. Entretanto, a resisténcia aos beta-lactdmicos e
aminoglicosideos tem aumentado em Acinetobacter spp., principalmente, devido a produgdo
de enzimas chamadas beta-lactamases e enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAs).
Neste contexto, os objetivos do estudo foram avaliar o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos, investigar genes de carbapenemases (blaoxa-23iikes Plaoxa-silikes PIAOXA-58likes
blaoxaza-aotike, blaoxa-143iike, blaoxa-asiike, blaxpc, blages,blaviv, blanpe blaspm), € de EMAs
laac(3)-1a, aac(3°)-11, aaac(6’)-1h, aph(3°)-VI, ant(2’)-1a, aph(3’)-1a e aac(6’)-1b] por PCR e
determinar a similaridade genéticados isolados de 4. baumannii por REP-PCR. Cem isolados
do complexo ACB resistentes aos carbapenémicos provenientes de pacientes admitidos em
unidades de terapia intensiva (UTIs) do Hospital de Base de Sdo Jos¢ do Rio Preto (HB)
foram encaminhados ao laboratorio de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Sdo José
do Rio Preto (FAMERP), onde foram realizadas a extracdo de DNA, a identificacdo da
espécie, a investigacdo dos genes e a tipagem molecular por REP-PCR. Todos os isolados
apresentaram fenotipo de multirresisténcia e foram identificados como pertencentes a espécie
A. baumannii. Os genes blaoxa-23iike € blaoxa-siiike foram detectados em 100% dos isolados, e,
em todos, ISAbal estava localizado “upstream” ao gene blapxa-2ziike. Os genes de EMAs
detectados foram aph(3°)-VI (55%), aac(6’)-1b (46%), aac(3)-1a (30%) e aph(3’)-la (24%). A
tipagem por REP-PCR gerou cinco grupos (A, B, C, D e E), formando 20 clusters. Desses,
varios foram clusters endémicos, isolados durante todo o periodo de coleta e em todas as
UTIs do HB. Além disso, a ocorréncia de transmissdao horizontal de isolados do mesmo

cluster entre diferentes pacientes também foi observada.

Palavras-Chave: Acinetobacter baumannii. Resisténcia. Beta-lactamicos. Aminoglicosideos.

Tipagem Molecular.
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ABSTRACT

The Acinetobacter genus comprises ubiquitous Gram-negative bacilli and its main
species, 4. calcoaceticus, A. baumannii, A. pittii and A. nosocomialis were grouped in the the
Acinetobacter baumannii - Acinetobacter calcoaceticus Complex (ACB Complex) due to
their high genetic similarity and for their difficult differentiation by biochemical methods.
Most infections caused by ACB complex are pneumonia and bacteremias, and, to treat these,
beta-lactams, aminoglycosides and polymyxins are widely used. Nevertheless, beta-lactams
and aminoglycosides resistance has been increasing in Acinetobacter spp., mainly, due to the
enzymes production called beta-lactamases and aminoglycosides modifying enzymes
(AMES). Thus, the study objectives were to evaluate the antimicrobial susceptibility profile,
investigate the carbapenemases gene (blaoxa-2sike blaoxa-siiike blaoxa-ssike, blaoxsz4-4oiike
blaox-1431ike, Dlaoxa-asiikes blaxpc, blages, blayn blappand blaspyy), the AMEs genes [aac(3)-1a,
aac(3)-11, aac(6’)-1h, aph(3°)-VI, ant(2’)-1a, aph(3’)-la and aac(6’)-1b], and to determine the
genetic similarity by REP-PCR. One hundred carbapenem resistant isolates of ACB complex
were sent to the Microbiology Laboratory of the Faculdade de Medicina de Sao José do Rio
Preto, where DNA extraction, species identification, PCRs and molecular typing by REP-PCR
were carried out. All of the isolates showed multidrug resistance phenotype and were
identified as A. baumannii. The genes blapx.231ire and blaoys.sjixe were present in 100% of the
isolates andISAbal was “upstream” to the blapxs2ziegene. The AMES genes detected were
aph(3')-VI (55%), aac(6')-1b (46%), aac(3)-Ia (30%) and aph(3')-la (24%). The REP-PCR
typing generated five groups (A, B, C, D and E) with 20 clusters. Of these, many were
endemic clusters, because they were isolated during all the collection period and in all the

HB’s ICUs. Furthermore, the horizontal transmission among patients could be observed.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Resistance. Beta-lactams. Aminoglycosides. Molecular

Typing.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

O Hospital de Base da Fundacao Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto
(HB) ¢ um importante hospital-escola de nivel terciario do Estado de Sao Paulo. Encontra-se
vinculado a Faculdade de Medicina de Rio Preto (FAMERP), e atende a uma populagao de 2
milhdes de habitantes dos 102 municipios pertencentes a Divisdo Regional de Satde de Sao
José do Rio Preto (DRS 15). Possui 720 leitos distribuidos entre alas clinicas, cirtrgicas e
unidades de terapia intensiva (UTIs). No HB sdo realizados procedimentos de alta
complexidade, como cirurgias cardiacas, neurocirurgias, atendimento ao trauma e transplantes
de rim, figado, medula dssea e cornea, entre outros. Além disso, ¢ o Unico hospital de
referéncia para o tratamento de AIDS e fibrose cistica na regido. Em média, a institui¢ao
realiza 2.250 cirurgias mensalmente, 12.000 atendimentos de emergéncia e 4.000
atendimentos no Instituto do Cancer.

Devido a sua complexidade da instituicdo e a gravidade dos quadros clinicos dos
pacientes atendidos, sao observadas no HB altas taxas de infecgdes relacionadas a assisténcia
a saude (IRAS), causadas por uma diversidade de patégenos Gram-positivos e Gram-
negativos resistentes a varias classes de antimicrobianos. Entre estes, Acinetobacter
baumannii multirresistentes tem-se destacado tanto pela crescente prevaléncia, principalmente
nas unidades de terapia intensiva, onde promovem infec¢des de dificil tratamento em
pacientes propensos devido a imunossupressdo, internagdo e antibioticoterapia prolongados,
rompimento de barreiras fisicas ou doengas de base. Somente no periodo deste estudo, foram
1solados no HB 454 Acinetobacter spp, sendo 406 resistentes aos carbapenémicos e 308 de
pacientes admitidos em diferentes UTIs.

As infec¢des por A. baumannii multirresistentes resultam em alta mortalidade, e por
isso, este patogeno t€m sido alvo de amplos estudos visando o conhecimento de fatores
clinicos e epidemioldgicos associados, € também a identificacdo dos determinantes genéticos
da resisténcia. Estas informacdes sdo uteis para a elaboracdo dos programas de prevengao e
controle das infec¢des, e quando usadas de forma sistematizada, podem colaborar para a

redugdo das taxas de infecgdo e da mortalidade associada.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Acinetobacter e suas espécies

O género Acinetobacter compreende bactérias Gram-negativas, ndo-fermentadoras da
glicose, aerdbias estritas, imdveis, ndo fastidiosas, catalase positivas e oxidase negativas, com
dimensodes que variam entre 1-1,5 um de didmetro e 1,5-2,5 pm de comprimento (FOURNIER
e RICHET, 2006; PELEG et. al., 2008; GIAMARELLOU et. al., 2008). Organizam-se em
pares e apresentam-se como bacilos durante a fase exponencial de crescimento e cocobacilos
durante a fase estaciondria, e, geralmente, possuem uma capsula polissacaridica
(BERGOGNE-BEREZIN ¢ TOWNER, 1996; OLIVEIRA, 2007; PELEG et. al., 2008).
Bactérias do gé€nero Acinetobacter sdo ubiquas na natureza, ¢ podem ser isoladas do solo, da
agua, de plantas, animais e seres humanos (HOWARD et.al., 2012).

Esse género foi inicialmente descrito em 1911, quando o microbiologista holandés
Martinus Willenm Beijerink isolou do solo, em um meio de cultura enriquecido com acetato
de calcio, uma bactéria que denominou Micrococcus calcoaceticus (BAUMANN et. al.,
1968). Nas décadas seguintes, organismos semelhantes foram descritos e atribuidos a pelo
menos 15 géneros e espécies diferentes, incluindo Diplococcus mucosus, Micrococcus
calcoaceticus, Alcaligenes haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffii, Herellea
vaginocola, Bacterium anitratum, Neisseria winogradskyi, Achromobacter anitratus e
Achromobacter mucosus (PELEG et. al., 2008).

Apenas apOs 43 anos, Brisou e Prevot (1954) instituiram a nomenclatura
Acinetobacter (do grego “akinetos” que significa ndo-mdvel), com o intuito de diferencia-los
do género Achromobacter, formado por micro-organismos moveis. Entretanto, somente em
1971, a existéncia do género Acinetobacter foi aceita pelo subcomité de taxonomia da Familia
Moraxellaceae, que considerou os resultados da publicagdo de Baumann e colaboradores
(1968) que também incluia neste mesmo género o Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes
hemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Herellea vaginicola e Bacterium
anitratum. Finalmente, o género Acinetobacter, inicialmente classificado na familia
Neisseriaceae, foi inserido na familia Moraxellaceae com a atual classificagdo taxononomica:
Dominio  Bacteria; Filo  Proteobacteria; Classe = Gammaproteobacteria;  Ordem
Pseudomonadales; Familia Moraxellaceae; Género Acinetobacter
(www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy acesso em 10/01/2014) (BERGOGNE-BEREZIN e
TOWNER, 1996).
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Atualmente, existem 32 espécies de Acinetobacter descritas
(http://www.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html- acesso em 10/01/2014). A diferenciagdo
entre algumas espécies € considerada uma tarefa complexa, principalmente em laboratorios
clinicos de rotina, onde sdo empregados métodos convencionais baseados em caracteristicas
fenotipicas (BOUVET e GRIMONT, 1986; GERNER-SMIDT, et. al, 1991;
SCHRECKENBERGER et. al., 2003; DIJKSHOORN et. al., 2007). O primeiro esquema para
a identificacdo das espécies de Acinetobacter foi proposto por Bouvet e Grimont em 1986 ¢
consiste na utilizacao de 28 testes fenotipicos. Este sistema foi considerado eficiente para a
diferenciagdo da maioria das espécies, com exce¢ao de A. calcoaceticus, A. baumannii,
Acinetobacter gen.sp.3 (atualmente denominado Acinetobacter pittii) e Acinetobacter
gen.sp.13TU (atualmente denominado 4. nosocomialis) (NEMEC et. al., 2011). Entretanto,
por ndo diferenciar as espécies mais importantes como agentes de infeccdo em humanos, (4.
baumannii, A. pittii ¢ A. nosocomialis) este sistema de identificacdo tem sido considerado
inadequado (DIJKSHOORN et. al., 2007).

Em 1991, as espécies 4. baumannii, A. pittii, A. nosocomialis e A. calcoaceticus,
foram agrupadas em um complexo denominado Acinetobacter baumannii - Acinetobacter
calcoaceticus (complexo ACB) por apresentam alta similaridade genética (GERNER-SMIDT
et. al., 1991). A identificacdo fenotipica do complexo ACB pode ser realizada com base em
testes que identificam diferentes caracteristicas fisiologicas e metabodlicas, como a capacidade
de crescimento a 44 °C, oxidacdo da glicose, hidrolise da gelatina e assimilacdo de diferentes
fontes de carbono. Diversas plataformas comerciais, usadas em laboratorios clinicos para a
identificacao de patdgenos, contém estes testes, entretanto, sdo consideradas de baixa acuracia
(BOO et. al., 2009).

Por esta razdo, na ultima década foram desenvolvidos métodos basecados na
diferenciagdo de caracteristicas genéticas para a identificagdo das espécies do complexo ACB.
Entre eles, destacam-se o AFLP (polimorfismo do fragmento amplificado), o ARDRA
(andlise da restricao do fragmento do gene 16S do RNAr amplificado), o sequenciamento do
gene rpoB e suas regides flanqueadoras (JANSSEN et. al., 1997; DIJKSHOORN et. al., 1998
SCOLA et. al., 2006) e o esquema baseado no sequenciamento de sete genes conservados em
A. baumannii (gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi, rpoD), denominado “Multilocus
Sequencing Typing” (BARTUAL et. al., 2005; ALMEIDA e ARAUJO, 2013). Apesar de sua
precisdo, a inclusdo destas técnicas na rotina de um laboratdrio clinico ainda ndo ¢ uma
realidade, devido a sua complexidade e alto custo (KARAH, 2011; CHAN et. al., 2012). Em

2007, Chen e colaboradores descreveram um método baseado na detec¢dao por reagdo da
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polimerase em cadeia (PCR), de um fragmento de 208 pares de bases correspondente a uma
regido intergénica especifica da subunidade 16S do RNA ribossomico da espécie A.
baumannii. Este método, mais rapido que os demais baseados em biologia molecular,
apresenta menor custo, mas seu uso ¢ limitado por permitir apenas a identificacdo de A.
baumannii.

A necessidade de identificacdo de Acinetobacter spp. em laboratorios de rotina tem
sido questionada, ja& que o tratamento ¢ primeiramente determinado pelo perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos, ndo pela espécie a que pertence (PELEG et. al.; 2008;
VAN DEN BROEK et. al., 2009). Entretanto, para o controle de surtos de infecgdo, a
distin¢do entre espécies € indispensavel, pois a medidas de controle diferem dependendo das
caracteristicas de cada espécie. Além disso, a identificacdo de espécies de Acinetobacter €
essencial para aprimorar o conhecimento sobre a epidemiologia, patogenicidade e impacto
clinico das diferentes espécies do género (GERNER-SMIDT et.al., 1991; VAN DEN BROEK
et. al., 2009).

A atual revisdo bibliografica teve como foco principal 4. baumannii, espécie que tem
emergido como um dos principais patdogenos oportunistas em instituicdes de assisténcia a
saude mundialmente, e que possui grande habilidade em adquirir determinantes de resisténcia

(PELEG et. al. 2008; DIANCOURT et. al., 2010).

2.2 Acinetobacter baumannii e as infeccoes relacionadas a assisténcia a saude

Durante as trés ultimas décadas, 4. baumannii tornou-se um patdogeno oportunista de
grande importancia (MARTINS, A. et. al., 2013), comumente associado a pneumonias,
bacteremias, meningites, infec¢des do trato urinario e de ferida operatoria (GARNACHO-
MONTERO et. al., 2010; MANCHANDA et. al., 2010; ANTUNES et. al., 2013).

Pacientes com predisposi¢do as infec¢des por A. baumanni sdo os politraumatizados,
queimados e que realizaram cirurgias de grande porte; pacientes que foram submetidos a
antibioticoterapia prévia ou estadia prolongada em unidades de terapia intensiva com tubos de
drenagem e cateteres e os submetidos a ventilacdo mecanica (FOURNIER e RICHET, 2006;
HARTZELL et. al., 2007). Além disso, na ultima década, tem sido identificado com crescente
freqiiéncia como agente de pneumonias comunitérias em regides proximas ao oceano Indico,
infec¢des em soldados feridos em batalhas no Iraque e Afeganistdo e infecgdes em vitimas de

desastres naturais (EVEILLARD e JOLY-GUILLOU, 2012).
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A. baumannii 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 formagdao de biofilmes e
resisténcia a dessecacdo (LEE et. al., 2008; BROSSARD e¢ CAMPAGNARI, 2012;
ZARRILLI et. al., 2013). Por sobreviver por longos periodos em superficies abidticas, tais
como equipamentos médicos, macas, cateteres e equipamentos de ventilagdo mecanica
(MCCONNELL et. al.,, 2012; FIESTER e ACTIS, 2013), 4. baumannii ¢ facilmente
transmitido entre pacientes, o que favorece a ocorréncia de surtos de infecgdes (GADDY e
ACTIS, 2011; HOWARD et. al., 2012).

A. baumannii ¢ um importante e frequente agente etioldgico de pneumonia associada a
ventilagdo mecanica (PAV) (CARNEIRO et. al., 2010), definida como infec¢do pulmonar que
se desenvolve apds 48 horas de intubagdo endotraqueal. E o tipo de infecgio mais frequente
em UTIs, com taxas que variam de 10 a 65%, sendo esta devida a diferentes critérios de
diagnodstico de pneumonia e diferengas na populacido de pacientes (TEJERINA et. al., 2006;
BOWTON et. al., 2013). Os fatores de risco para a PAV por 4. baumannii sao longo tempo
de internacdo, ventilagdo mecanica por tempo prolongado, aspiragdo de secrecdo orofaringea
colonizada, sepse, realizagdo de neurocirurgia, reintubacdo e utilizagdo prévia de
antimicrobianos. As taxas de mortalidade associadas variam de 30-75%, sendo as maiores
reportadas entre pacientes sob ventilagdo mecanica (LUNA e ARUKI, 2007; CAPELLIER et.
al., 2013).

As infecgdes da corrente sanguinea ocorrem quando ha isolamento de um ou mais
micro-organismos ap0s 24 horas de admissdo hospitalar na presenca de sintomas de infeccao
(AL MOHAIJER e DAROUICHE, 2012). Estudos relatam os fatores de risco de infec¢ao de
corrente sanguinea por 4. baumannii, como tempo de internacdo prolongado, utilizagao prévia
de antimicrobianos, granulocitopenia, quimioterapia, queimaduras, infec¢des em diferentes
sitios, ventilagdo mecanica, coloniza¢do prévia e presenga de dispositivos intravasculares
(BEEKMANN ¢ HENDERSON, 2010; AL MOHAJER ¢ DAROUICHE, 2012).

As infecgdes de pele ou tecidos moles causadas sdo muito comuns em unidades de
queimados e em feridas de soldados de guerra, sendo 4. baumannii, 0 micro-organismo mais
isolado em um acampamento de vitimas de guerra com fraturas expostas da tibia no Iraque e
Afeganistdao (JOHNSON et. al., 2007; TROTTIER et. al., 2007).

Com relagdo as meningites bacterianas de origem hospitalar, Acinetobacter baumannii

surge como O micro-organismo gram-negativo mais frequente no cendrio neurocirirgico
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(KIM et. al., 2012) e a freqiiéncia de meningite ou ventriculites bacterianas causada por este
agente varia de 3,6 a 11,2% dos casos (SACAR et. al. 2006, METAN et. al., 2007;
KARAISKOS et. al.,, 2013). Estas infeccdes podem ser decorrentes de procedimentos
invasivos (craniotomia, implantagdo de valvulas ventriculares, pun¢des lombares ou
anestesias espinhais) ou de traumatismos cranianos complicados (VAN DE BEEK et. al.,

2010).

2.3 Antimicrobianos utilizados no tratamento de A. baumannii

O tratamento de infec¢des por Acinetobacter baumannii pode ser realizado,
principalmente, com beta-lactaimicos associados ou nao a inibidores de beta-lactamases,
aminoglicosideos, quinolonas, polimixinas e tigeciclina (MARAGAKIS e PERL, 2008;
PELEG et. al., 2008).

2.3.1 Beta-lactamicos

Os antimicrobianos beta-lactamicos possuem em comum um anel beta-lactdmico que
pode apresentar-se isolado ou conjugado a outro anel, resultando em estruturas biciclicas. Sao
representados pelas penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos, e, estao
entre os mais prescritos em todo o mundo (Drawz e Bonomo, 2010).

O alvo de acdo dos beta-lactamicos ¢ a parede celular bacteriana, composta por
camadas de peptideoglicanos formados por N-acetilglicosamina e acido N-acetilmuramico,
unidos pelas transglicosilases. As camadas de peptideoglicanos sdo unidas entre si por
ligacdes peptidicas catalisadas por enzimas chamadas transpeptidases. Os beta-lactdmicos
inibem as reagdes de transglicosilagdo e transpeptidacao, resultando na formacao de camadas
de peptideoglicano fracamente ligadas, que favorecem a lise celular (WILKE et. al., 2005;
THANBICHLER e SHAPIRO, 2008).

Entre os diferentes grupos de antimicrobianos da classe dos beta-lactamicos, os
carbapenémicos sdo os que apresentam o maior espectro de atividade e eficdcia, sendo uma
importante opcdo para o tratamento de infec¢des graves por Acinetobacter baumannii
multirresistentes (PAPP-WALLACE et. al., 2011; JEAN et. al., 2013). Para tal sao utilizados
0 imipenem e meropenem, pois o ertapenem tem atividade limitada sobre A. baumannii
(SHAH e ISAACS, 2003). Nos ultimos anos, devido a ampla utilizacgdo no ambiente

hospitalar, subpopulagdes resistentes aos carbapenémicos tém sido selecionadas, ¢ a
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frequéncia de A. baumannii resistentes a estas drogas tem aumentado consideravelmente
(JONES et. al.,, 2004; IKONOMIDIS et. al.,, 2006; SCOTT et. al., 2007; NORSKOV-
LAURITSEN et. al., 2009).

A ampicilina associada ao sulbactam também pode ser utilizada para o tratamento de
infec¢des por 4. baumannii por apresentar com as vantagens tais como a boa penetragdo nos
tecidos, seguranga para o paciente e disponibilidade comercial em varios paises (HIRAKI et.
al.,, 2013). Resultados de pesquisas clinicas documentam sua eficiéncia contra infec¢des
moderadas a severas causadas por A. baumanni (URBAN et. al., 1993). Apesar dessas
vantagens, dados de vigilancia indicam a diminui¢do da sensibilidade a esse antibidtico em

cepas de A. baumannii, diminuindo sua eficacia (ADNAN et. al., 2013).

2.3.2 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos s3o compostos policatidonicos, formados por um derivado de
inositol ligado a um aminoagtcar, contendo grupos hidroxila livres e pelo menos dois grupos
amino. Inicialmente se ligam aos residuos de carga negativa presentes na membrana externa
de bactérias Gram-negativas e nos acidos teicdicos de Gram-positivas, e posteriormente os
grupos hidroxila e amino sdo os elementos chaves na interagdo com o RNA da subunidade
30S do ribossomo (BECKER e COOPER, 2103).

O mecanismo de acdo dos aminoglicosideos consiste na interacdo com a subunidade
30S do ribossomo procariodtico. O antimicrobiano se liga ao sitio A do RNA ribossdmico 16S
induzindo uma mudanga na conformagdo que causa uma leitura erronea do RNA mensageiro,
resultando em proteinas sem fungao (AZUCENA e MOBASHERY, 2001).

Essa classe de antimicrobianos consiste de varios agentes como a gentamicina,
amicacina, tobramicina, estreptomicina, neomicina, kanamicina, entre outros. Entre estes,
amicacina, gentamicina e tobramicina sdo os mais prescritos, € a indica¢do clinica mais
comum ¢ no tratamento de infecgdes graves causadas por bacilos Gram-negativos aerdbios,
tais como o A. baumannii (BASSETTI et. al., 2013). A amicacina e a tobramicina sdo os
aminoglicosideos que apresentam melhor eficdcia para o tratamento e infec¢des por A.
baumannii. Entretanto, a alta toxicidade impede sua utilizagdo por longos periodos, e
geralmente, sdo usados em combinagdo com outras classes de antimicrobianos (FISHBAIN e

PELEG, 2010).
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2.3.3 Quinolonas, Polimixinas e Tigeciclina

As quinolonas sao compostos sintéticos que inibem a fungao da topoisomerase IV e da
DNA girase, impedindo a agdo dessas enzimas no estagio de replicagdo do DNA. Como
resultado, a maquinaria de replicagdo do DNA ¢ bloqueada na forquilha de replicagao,
impedindo a sintese de DNA da bactéria (CHENG et. al, 2013). Ciprofloxacina e
levofloxacina sdo as quinolonas mais prescritas em infec¢des causadas por A. baumannii.
Entretanto, resisténcia causada por mutagdes nos genes gyr4 e parcC e a mediada por bombas
de efluxo tem sido relatadas em A. baumannii, prejudicando a utilizagdo desses
antimicrobianos em pacientes com infecgdes graves (BOU et. al., 2012; BAKOUR et. al.,
2013).

As polimixinas s3o antimicrobianos polipeptidicos ciclicos fortemente cationicos,
devido a presenca de cinco grupos amino livres (BERGEN et. al., 2011; YAHAV et. al.,
2011). O mecanismo de ag¢do das polimixinas B ¢ E ¢ idéntico, elas interagem com as
moléculas de lipopolissacarideos (LPS) presentes na membrana externa das bactérias Gram-
negativas, levando ao aumento da permeabilidade da membrana que resulta no
extravasamento do conteudo celular (VAARA, 2013). Em alguns casos, a Unica alternativa
para o tratamento de infecgdes graves causadas por A. baumanni multirresistentes sdao as
polimixinas (GIAMARELLOU et. al., 2008), mas, a preocupagdo com a nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, limita seu uso (FISHBAIN e PELEG, 2010).

A tigeciclina ¢ o primeiro membro da classe das glicilciclinas, grupo derivado das
tetraciclinas com modificagdes estruturais que aumentam o espectro de acdo para Gram-
positivos, Gram-negativos e anaerobicos (STEIN et. al., 2013). Atua sobre a sintese de
proteinas bacterianas, ao bloquear a entrada de moléculas de amino-acil do RNA
transportador no sitio A do ribossomo, apods se ligar a subunidade 30S (STEIN, 2013) e foi
desenvolvida para restaurar o espectro de atividade e a utilidade clinica das tetraciclinas
(DOAN et. al., 2006). E prescrita, principalmente, no tratamento de infecgdes de pele e
tecidos moles (VAN DUIN et. al.,, 2013), entretanto, sua utilizacdo em A. baumannii
multirresistentes incluindo isolados resistentes aos carbapenémicos e polimixinas, teve um

baixo indice de sucesso, como relatado por SHIN e colaboradores (2012).

2.4 Resisténcia a antimicrobianos em Acinetobacter baumannii
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Nos ultimos cinquenta anos, descritos como a era dos antibidticos, surgiu uma grande
diversidade de antimicrobianos que permitiram o tratamento de infec¢des antes fatais
(GUIDOS, 2011). Entretanto, os beneficios trazidos por estas drogas foram acompanhados
pelo surgimento de resisténcia aos antimicrobianos em bactérias patogénicas (DAVIES e
DAVIES, 2010).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos pode ser resultado de mecanismos
intrinsecos ou adquiridos. A resisténcia intrinseca ¢ a resisténcia natural exibida por todos os
membros de uma espécie, independente de pressao seletiva a que estdo submetidas (COX e
WRIGHT, 2013). De acordo com o Comité Europeu para Testes de Susceptibilidade aos
Antimicrobianos (EUCAST), 4. baumannii ¢ intrinsicamente resistente a ampicilina,
amoxacilina/acido clavulanico, cefazolina, cefotaxima, ceftriaxona, ertapenem, trimetoprim e
fosfomicina (http://www.eucast.org/expert_rules/). Devido a atividade do sulbactam, A.
baumannii nao possui resisténcia intrinseca contra ampicilina/sulbactam (NEMEC, 2009).

A resisténcia adquirida aos antimicrobianos, por sua vez, resulta da mutacao de genes
reguladores ou estruturais, e da aquisi¢do de genes de resisténcia por mecanismos como
transformagdo, conjugagdo e transducdo e, o fenotipo resultante da resisténcia adquirida nao
sera observado em todos os individuos da mesma espécie (DZIDIC & BEDEKOVIC, 2003;
MARTINS, A et. al., 2013).

2.4.1 Resisténcia aos beta-lactimicos

A resisténcia aos beta-lactamicos em Acinetobacter baumannii pode resultar de varios
mecanismos, como alteragdes na afinidade de proteinas ligadoras de penicilina, diminui¢ao da
permeabilidade da membrana externa devido a modificagdo da estrutura ou ntimero de
porinas, aumento da atividade de bombas de efluxo, e, principalmente pela producao de beta-
lactamases (MUNOZ-PRICE e WEINSTEIN, 2008; JAIN e DANZIGER, 2004).

As beta-lactamases sdo enzimas capazes de hidrolisar o anel beta-lactdmico dos beta-
lactamicos, inativando-os. Podem ser classificadas com base em suas caracteristicas
funcionais (BUSH et. al., 1995) ou por sua estrutura primaria (AMBLER, 1980). A
classificagdo mais simples ¢ a de Ambler, na qual, as enzimas sdo distribuidas em quatro
classes (A, B, C e D) de acordo com sua sequéncia de aminoacidos (BUSH e JACOBY,
2010).

A. baumanni possui beta-lactamases cromossomais, intrinsecas da espécie. A

resisténcia intrinseca a benzilpenicilina, ampicilina, ticarcilina, e piperacilina sdo mediadas
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pela beta-lactamase da classe D de Ambler, OXA-51-like (HOWARD et. al., 2012). Outras
enzimas produzidas naturalmente por essa espécie sdo as cefalosporinases cromossomais nao
induziveis do tipo AmpC, também chamadas ADCs (Acinetobacter derived
cephalosporinases) que hidrolisam penicilinas e cefalosporinas de espectro amplo ou restrito,
dependendo da variante (TIAN et. al., 2011).

A partir da década de 90, comecaram a ser descritos os 4. baumannii resistentes aos
carbapenémicos. Diversos mecanismos sao associados a este fenotipo, tais como a redugdo da
permeabilidade da membrana externa (perda ou expressdo reduzida de porinas),
superexpressdo de bombas de efluxo e produ¢do de carbapenemases. As carbapenemases sao
um grupo heterogéneo de beta-lactamases, que inclui enzimas das classes A, B e D de Ambler

(POIREL e NORDMANN, 2006), como descrito a seguir.

2.4.1.1. Carbapenemases da Classe A de Ambler

As carbapenemases da classe A de Ambler ja detectadas em Acinetobacter baumannii
sao GES-14, KPC-2, KPC-3, KPC-4 ¢ KPC-10 (BONNIN et. al., 2011; ROBLEDO et. al.,
2010). Essas enzimas sdo serino-beta-lactamases, capazes de hidrolizar carbapenémicos,
cefalosporinas, penicilinas e azteronam e sdo inibidas por 4cido clavulanico e tazobactam
(QUEENAN e BUSH, 2007; GORDON ¢ WAREHAM, 2010).

A familia de beta-lactamases tipo GES, (Guiana extended-spectrum p-lactamase),
originalmente reconhecida como beta lactamases de espectro estendido (ESBL), possui
algumas variantes que hidrolisam o imipenem (QUEENAN e BUSH, 2007). Uma delas, GES-
14 difere de GES-1 por duas substituicdes (Gli170Ser e Gli243Ala) e foi identificada em A.
baumannii na Franga, conferido resisténcia a todos os beta-lactamicos (BONNIN et. al., 2011;
ZARRILLI et. al., 2013).

As carbapenemases tipo KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) sao
consideradas as enzimas de maior importancia dentre todas as da classe A. O primeiro relato,
de sua deteccdo ocorreu nos Estados Unidos em 1997, em uma Klebsiella pneumoniae
(YIGIT et al, 2001). At¢ o momento ja foram descritas 15 variantes de KPC
(http://www .lahey.org/studies/other.asp#tablel acesso em 10/01/2014), e, em Acinetobacter
baumannii, KPC foi detectada pela primeira vez em 2009, sendo detectadas as KPC-2, KPC-
3, KPC-4 e KPC-10 em hospitais de Porto Rico (ROBLEDO et. al., 2010).


http://www.lahey.org/studies/other.asp#table1
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2.4.1.2 Carbapenemases da Classe B de Ambler

As enzimas da classe B de Ambler, denominadas metalo-beta-lactamases (MBLs),
hidrolisam carbapenémicos, penicilinas, cefalosporinas, cefamicinas e oxacefamicinas e nao
sdo inibidas pelo 4cido clavulanico ou tazobactam, mas s3o inibidas por EDTA (QUEENAN
& BUSH, 2007).

As MBLs podem ser constitutivas ou adquiridas. Sao constitutivas em uma variedade
de bactérias como Stenotrophomonas maltophilia, Bacillus cereus, Legionella gormannii,
Chryseobacterium meningosepticum (LIVERMORE et.al., 2000), entretanto, a maioria dessas
espécies possui pouca importancia clinica (MALTEZOU et.al., 2009). A primeira MBL
adquirida foi descrita no Japao em Serratia marcescens no ano de 1991, e foi denominada
IMP (imipenemase) (WATANABE et. al., 1991; OSANO et. al., 1994).

Além de IMP, nove MBLs adquiridas ja foram relatadas: VIM (Verona imipenemase)
(LAURETTI et. al., 1999), SPM (Sao Paulo metalo-beta-lactamase) (TOLEMAN et. al.,
2002), GIM (German imipenemase) (CASTANHEIRA et. al., 2004), SIM (Seoul
imipenemase) (LEE et. al., 2005), AIM (Australian imipenemase) (YONG et. al., 2007),
KHM (Kyorin University Hospital imipenemase) (SEKIGUCHI et. al., 2008), NDM (Nova
Deli imipenemase) (YONG et. al., 2009), DIM (Dutsch imipenemase) (POIREL et. al., 2009)
e TMB (Tripoli metalo-beta-lactamase (EL SALABI et. al., 2012). Geralmente, os genes
codificadores de MBLs estdo em integrons de classe 1, localizados em plasmideos, e,
consequentemente podem ser transferidos para outras bactérias, sendo facilmente
disseminados (MARAGAKIS e PERL, 2008).

Em Acinetobacter spp. ja foram descritas as MBLs: IMP-1, IMP-2, IMP-4, IMP-5,
IMP-6, IMP-8, IMP-11 (CHU et. al., 2001; POIREL et.al., 2006; HUANG et. al., 2010),
VIM-1, VIM-2, VIM-4, VIM-11 (LIM et. al., 2007; LIN et. al., 2010; DI POPOLO et. al.,
2011); TMB-2 (SUZUKI et. al., 2013), SIM-1 (LEE et al., 2005); NDM-2 (KAASE et. al.,
2011) e SPM-1 (SHAHCHERAGHTI et. al., 2011).

2.4.1.3 Carbapenemases da Classe D de Ambler

As carbapenemases da classe D de Ambler sdo também denominadas oxacilinases
(OXA), devido a sua a capacidade de hidrolisar a oxacilina como substrato preferencial.
Entretanto, também hidrolisam aminopenicilinas (ampicilina e amoxacilina) e

carboxipenicilinas (carbenicilina e ticarcilina). Geralmente ndo sdo inibidas por acido
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clavulanico, tazobactam e sulbactam, mas sim por NaCl, propriedade exclusiva dessas beta-
lactamases, que pode ser usada como um diferencial na identificacdo das enzimas desta classe
(POIREL et. al., 2010; WALSH, 2010; MIRIAGOU et. al., 2010).

Até o momento, ja foram descritas 365 variantes de OXA com diferentes espectros de
acdo, variando de cefalosporinases de amplo espectro a carbapenemases
(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel acesso em 10/01/2014) (BOO et. al., 2009;
TURTON et. al., 2010; HUANG et. al., 2010).

O primeiro relato de uma serino-beta-lactamase capaz de hidrolisar o imipenem em A.
baumannii ocorreu em 1993, na Escocia. Essa enzima, previamente denominada ARI-1
(Acinetobacter resistant imipenem), apresentou sequéncia de aminoacidos homoéloga a das
enzimas da classe D, e, por isso, foi denominada OXA-23 (PATON et. al., 1993).

A habilidade de OXA-23 em hidrolisar os carbapenémicos permitiu a definicdo de um
novo grupo de enzimas do tipo OXA, com atividade de carbapenemases, este grupo foi
nomeado CHDLs (Carbapenem-Hydrolysing class D enzymes) (POIREL ¢ NORDMANN,
2006). As CHDLs, carbapenemases mais freqiientes em 4. baumannii, nao hidrolisam
cefalosporinas de amplo espectro e a capacidade de hidrolisar carbapenémicos ¢ 100 a 1000
vezes menor quando comparadas as MBLs. Estdo divididas em cinco subgrupos filogenéticos
de acordo com a homologia de sua sequéncia de aminoacidos, assim nomeados: blaoxa.23iike,
blaoxa-stiikes blaoxa-ssiikes blaoxaz4-aolike, € blaoxa-143iike (POIREL et. al., 2010).

O subgrupo de OXA-23 inclui as enzimas OXA-27, OXA-49, OXA-73, OXA-102,
OXA-103, OXA-105, OXA-133 e OXA-134. No Brasil, a primeira descricdo de OXA-23 em
A. baumannii foi em 2003, durante um surto na cidade de Curitiba (DALLA-COSTA et. al.,
2003). Apos, ocorreram novos relatos de disseminagdo de diferentes clones produtores de
OXA-23 no Rio de Janeiro e em outras regides do Brasil (CARVALHO et. al., 2009;
MARTINS, N. et. al., 2009; OPAZO et. al., 2012). O gene blapxa-23 em A. baumannii ja foi
detectado em plasmideos e cromossomos, associados a elementos genéticos como
transposons Tn 2006, Tb2007, Tn 2008 e seqiliéncias de inser¢do ISAbal e ISAba4 (POIREL
et. al., 2010).

O maior subgrupo das carbapenemases do tipo OXA ¢ o grupo OXA-51-like, que
contém as enzimas naturais localizadas nos cromossomos de A. baumannii. As enzimas desse
subgrupo diferem por 1 a 15 aminoacidos (EVANS et. al., 2008; WALTHER-RASMUSSEN
e HOIBY, 2006).

O gene blaoxa-si-iike intrinseco de A. baumannii confere resisténcia aos

carbapenémicos somente quando associado a elementos de insercao tipo IS4Abal ou 1SAba9,
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localizados upstream ao gene, agindo como forte promotor transcricional (TURTON et. al.,
2006). As enzimas presentes nesse subgrupo sdo OXA-51, OXA-64, OXA-65, OXA-66,
OXA-67, OXA-68, OXA-69, OXA-70, OXA-71, OXA-75, OXA-76, OXA-77, OXA-78,
OXA-79, OXA-80, OXA-82, OXA-83, OXA-84, OXA-86, OXA-87, OXA 88, OXA-89,
OXA-90, OXA-91, OXA-92, OXA-93, OXA-94, OXA-95, OXA-104, OXA-106, OXA-107,
OXA-108, OXA-109, OXA-110, OXA-111, OXA-112, OXA-113, OXA-115, OXA-116,
OXA-117, OXA-130, OXA-131 e OXA-132 (QUEENAN e BUSH, 2007; POIREL et. al.,
2010; LIVERMORE, 2012).

O subgrupo OXA-24 (também chamado OXA-40) compreende as variantes OXA-25,
OXA-26, OXA-33 e OXA-72 que diferem por um a cinco aminoacidos e apresentam
aproximadamente 60% de homologia com os outros subgrupos de OXA (WANG et. al., 2007;
QUEENAN e BUSH, 2007; POIREL et. al., 2010). Essas enzimas podem ser codificadas por
genes de localizagdo cromossomal ou plasmidial, e, sio menos disseminadas que OXA-23
(WALSH, 2010).

O subgrupo OXA-58, inicialmente detectado em um Acinetobacter baumannii isolado
na Franga em 2003 (POIREL et. al., 2005), inclui, além da enzima OXA-58, as variantes
OXA-96 e OXA-97. Atualmente, encontra-se disseminado em véarias partes do mundo
(BONNIN et. al., 2013; METAN et. al., 2013; et. al., 2013; VILLALON et. al., 2013).
Enzimas deste grupo apresentam menos de 50% de homologia com os outros subgrupos de
OXA e blapxa-ss j& foi encontrado associado a ISAbal, 1SAba2 e 1SAba3 (POIREL et. al.,
2010).

A enzima OXA-143 esta em um subgrupo distinto, possui atividade contra penicilinas
e carbapenémicos e foi detectada pela primeira vez no Brasil em 2004 por HIGGINS e
colaboradores (2009). Ha relatos dessa enzima em A. baumannii isolados de hospitais de Sao
Paulo, Rio de Janeiro e Londrina (DALLA-COSTA et.al., 2003; HIGGINS et. al., 2009;
CARVALHO et. al., 2009; GIONCO et. al.; 2012).

A disseminagdo desses genes de carbapenemases em A. baumannii ocorre devido a
elementos genéticos moveis como plasmideos, sequéncias de inser¢ao (IS), transposons (Tns),
integrons (Int), entre outros (DOMINGUES et. al., 2012).

Integrons sdo elementos genéticos capazes de integrar, expressar e trocar genes
cassetes (CAMBRAY et al., 2010; DOMINGUES et. al., 2012). At¢ o momento ja foram
descritas cinco classes de integrons, com base nas sequéncias de suas respectivas integrases,
sendo os de classe 1, 2 e 3 mais associados a fenotipos de multirresisténcia aos

antimicrobianos. Em 4. baumannii, integrons de classe 1 e 2 tem sido descritos associados a
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surtos de infec¢do em hospitais (KARAH et. al., 2011; PEYMANI et. al., 2012; SAULE et.
al., 2013). As sequéncias de insercdo (IS) sdo pequenos elementos genéticos, (raramente
ultrapassam 2 Kb), abundantes em genomas microbianos (MUGNIER et. al., 2009). Em 4.
baumannii, as IS desempenham um importante papel na expressao de genes de resisténcia aos
carbapenémicos, principalmente IS4bal, exclusiva desta espécie. Outras IS associadas a
genes de carbapenemases em A. baumannii sdo 1SAba3, 1ISAba4 e I1S18 (VILLALON et. al.,
2013).

2.6 Resisténcia aos aminoglicosideos em Acinetobacter

A resisténcia aos aminoglicosideos pode ser atribuida a varios mecanismos, como
modificacdo do alvo ribossomal, efluxo do antimicrobiano e modificagdo enzimatica
(VAKULENKO e MOBASHERY, 2003). O principal mecanismo de resisténcia em bactérias
Gram-negativas ¢ a producdo de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAs)
(RAMIREZ ¢ TOLMASKY, 2010; WACHINO ¢ ARAKAWA, 2012).

As EMAS catalisam a modificacdo dos grupos —OH ou —NH2 dos aminoglicosideos
e sdo de trés tipos, as nucletidiltransferases (ANTs), fosfotransferases (APHs) e
acetiltransferases (AACs) (SHAW et al., 1993). Os genes que codificam estas enzimas
podem estar localizados em plasmideos, transposons e integrons, o que os tornam moveis e
com alta capacidade de dissemina¢do (NEMEC et. al., 2004; DIJKSHOORN et. al., 2007).

Existem dois sistemas de nomenclatura para as EMAs, uma delas consiste de um
codigo de trés letras para identificar sua atividade (APH, ANT, AAC), seguido por um
nimero entre parénteses (identifica o sitio de modificacdo do antimicrobiano), um ntimero
romano (indica o perfil particular de resisténcia) e uma letra minuscula como identificacdo
individual, o parénteses e a subclasse sao separados por um hifen, por exemplo, APH(3’)-Ia.
A outra nomenclatura possui uma perspectiva genética, apresentando trés letras mintsculas
em itdlico para o tipo de atividade da enzima (aph, aac, aad), uma letra maitscula para o sitio
de modificagdo e um numero para indentificar cada gene, por exemplo, aphA-1 (BECKER e
COOPER, 2013).

Os genes codificadores de EMAs estdo localizados em elementos genéticos moveis
junto com outros determinantes de resisténcia como beta-lactamases de espectro estendido
(ESBLs) e carbapenemases resultando em isolados multirresistentes (RAMIREZ e

TOLMASKY, 2010).
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2.6.1 Acetiltransferases (AACs)

As acetiltransferases modificam os aminoglicosideos transferindo um grupo acetil da
acetil-coenzima A (AcCoA) para um grupo amino deste, produzindo acetilaminoglicosideo e
coenzima A (CoASH) como produto (CALDWELL ¢ BERGHUIS, 2012). Essas enzimas
catalisam a acetilagdo das posi¢des 1 [AAC(1)], 3 [AAC(3)-1], 2’ [AAC(2°)] ou 6’ [AAC(67)],
resultando em quatro classes (RAMIREZ e TOLMASKY, 2010).

As AAC(6’) sao as EMAs mais frequentes e importantes, ja foram encontradas em
plasmideos e cromossomos e estdo disseminadas entre patogenos Gram-negativos e Gram-
positivos. Entre elas, as enzimas AAC(6°)-1 s3o as mais comumente encontradas ¢ conferem
resisténcia a amicacina, tobramicina, netilmicina, kanamicina, entre outros. Até o presente,
pelo menos 24 genes que codificam variantes de AAC(6’)-1 foram descritos (NIGRO, et. al.,
2011). As AAC(3)s constituem o segundo grupo mais comum de acetiltransferases e
modificam gentamicina, sisomicina e fotimicina (BECKER e COOPER, 2013).

Em Acinetobacter baumannii ja foram descritas as enzimas AAC(3)-Ia, AAC(3)-Ila,
AAC(6")-Ib, AAC(6')-Ih, AAC(6")-Iad, AAC(6')-Im e AAC(6')-1I (KARAH, 2011). Os genes
que as codificam estdo localizados em elementos genéticos mdveis tais como plasmideos e

transposons (VAKULENKO e MOBASHERY, 2003; LAMBERT, 2012).

2.6.2 Fosfotransferases (APHs)

As fosfotransferases transferem um grupo fosfato do ATP ou GTP, na presenga de
Mg*", para um grupo hidroxila do aminoglicosideo, resultando em fosfoaminoglicosideo e
ADP ou GDP (WRIGHT e THOMPSON, 1999). As classes e subclasses de fosfotransferases
ja descritas sdao: APH(3’)-I a VII, APH(2’)I a IV, APH(3”’)-I, APH(4)-1, APH(7”)-1,
APH(6’)-1 e APH(9’)-I (RAMIREZ e TOMALSKY, 2010).

A maior classe, em numero de enzimas, ¢ a das fosfotransferases 3’ [APH(3’)] que
modificam os grupos hidroxila dos aminoglicosideos na posi¢do 3 e, desta classe, a subclasse
mais prevalente em Gram-negativos ¢ das enzimas APH(3')-I que conferem resisténcia a
kanamicina, neomicina, paramomicina, ribostamicina e lividomicina e alguns desses genes,
como aph(3’)-Ia, sdo utilizados em vetores de clonagem (VAKULENKO ¢ MOBASHERY,
2003). Outra importante subclasse destas enzimas ¢ APH(3’)-VI, codificadas pelo gene

aph(3')-VI. Esse gene foi descrito pela primeira vez em um isolado de A. baumannii
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(MARTIN et. al., 1988), e, até¢ os dias atuais, apresenta-se como a fosfotransferase mais
frequente em A. baumannii, conferindo resisténcia a amicacina, isepamicina, kanamicina,
neomicina entre outros (VAKULENKO ¢ MOBASHERY, 2003; BECKER ¢ COOPER,
2013).

2.6.3 Nucletidiltransferases (ANTS)

As nucletidiltransferases transferem um grupo adenilato do ATP ao grupo hidroxila do
aminoglicosideo, resultando em adenililaminoglicosideo e pirofosfato. Compreendem cinco
classes: ANT(2’), ANT(3”’), ANT(4’), ANT(6), ANT(9) (RAMIREZ ¢ TOLMASKY,
2010). Apesar de ser a menor familia de EMAs em numero, possuem significante importancia
clinica, pois ANT(2’") confere resisténcia a amicacina, tobramicina e gentamicina, que sao os
aminoglicosideos mais frequentemente prescritos (AVENT et. al., 2011). O gene ANT(2")-Ia
¢ amplamente distribuido, sendo localizado em plasmidios e transposons encontrados tanto
em patogenos da familia Enterobacteriaceae quanto em bacilos Gram-negativos nao-
fermentadores. Em Acinetobacter baumannii ja foram relatados ANT(2")-la, ANT(3")-Ia e

ANT(3")-1d (KARAH, 2011).

2.7 Tipagem molecular

Diversos métodos moleculares t€ém sido utilizados para a tipagem molecular de
patogenos bacterianos (FOXMAN e RILEY, 2001). Estas técnicas podem ser baseadas na
analise de acidos nucléicos, de proteinas e da expressdao de genes. Entre elas, as técnicas de
ribotipagem, PFGE, RAPD, ERIC-PCR e REP-PCR tém sido descritas como eficientes para a
tipagem molecular de patdgenos bacterianos (DURMAZ et. al., 2009; SADER et. al., 1995;
SINGH et. al., 2006; HIGGINS et. al., 2012). Em nosso estudo, optamos pela técnica de REP-
PCR para a tipagem molecular de Acinetobacter baumannii.

A reacdo em cadeia da polimerase de elementos extragénicos repetitivos (REP-PCR) ¢
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 posi¢do 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 ¢ de rdpida execucdo e apresenta boa capacidade discriminatéria
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(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).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos, detectar genes de
carbapenemases e de enzimas modificadoras de aminoglicosideos e determinar a similaridade
genética entre os isolados de A. baumannii do Hospital de Base da Fundacao Faculdade de
Medicina de Sao José do Rio Preto.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados de A. baumannii.

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

pertengam a espécie A. baumannii.

- Investigar a presenca dos genes de MBLsblanp, blaspm € blaypy.

- Investigar a presenca dos genes de carbapenemases da classe A de Ambler blaggse

blaKpc.

- Investigar a presenca dos genes de carbapenemases da classe D de Ambler blapxa.-

23likes DlAOXA-511ikes DIAOXA-241ikes DIAOX A-481ike,DIAOXA-581ike € DIAOXA-1431ike-

- Investigar a presen¢a de IS4bal “upstream” aos genes de CHDLs detectados.

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

(aph) e nucletidiltransferases (ant).

- Determinar a similaridade genética dos 4. baumannii por REP-PCR.



Material e Meétodos
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecao dos Isolados

Foram selecionados para o estudo, um total de cem isolados previamente identificados
como pertencentes ao complexo Acinetobacter baumannii - Acinetobacter calcoaceticus
coletados de julho a dezembro de 2012 no setor de Microbiologia do Laboratério Central do
Hospital de Base de Sao José do Rio Preto (HB). Estes isolados foram obtidos a partir de
culturas positivas de diversos espécimes clinicos, como sangue, urina, aspirado traqueal,
lavado bronco-alveolar, fragmentos de tecidos para bidpsias e cateteres. Todos os isolados
foram resistentes aos carbapenémicos (imipenem € meropenem) e provenientes de culturas de
pacientes admitidos em unidades de terapia intensiva do HB. As UTIs incluidas neste estudo
foram: UTI Geral SUS (7° Andar), UTI Geral Convénio (7° andar), UTI Emergéncia (Subsolo),
UTI Semi-intensiva (5°Andar), UTI Neonatal (4°Andar), UTI Cardioldgica Adulto (5°Andar) e
UTI Cardioldgica Pediatrica (5°Andar).

4.2 Identificacdo e determinac¢ao do perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

A identificagdo e o teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA) dos isolados
foram realizados no equipamento Vitek™2 Compact System (Biomerieux, France) utilizando a
técnica de microdilui¢cdo em caldo automatizada durante a rotina do laboratério central do
HB.

O indculo dos isolados foi preparado pelo método de suspensdo 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 identificagdo e o outro para o TSA). No tubo utilizado para a
identificacdo foram inoculadas aproximadamente cinco colonias isoladas de culturas puras
crescidas em agar MacConkey, agar sangue ou agar chocolate (Biomerieux®, Franga), e apos
isso, a turbidez ideal (0,5 na escala de MacFarland - 1,5 x 10° UFC/ml) foi ajustada com
auxilio do densitdémetro Densichek'™ (Biomerieux®, Franga). Em seguida, 120 uL dessa
suspensdo foram adicionados ao tubo utilizado para o TSA. O cartdo de identificagdo de
bacilos Gram-negativos (Biomerieux®, Frang¢a) foi adicionado ao primeiro tubo e o cartdo de
antibiograma (AST-N105) ao segundo tubo. Em seguida, os tubos foram inseridos no
equipamento, e, apos aproximadamente 7 horas de incubagdo, o resultado da identificagdo e

do antibiograma foram liberados. Os antimicrobianos testados para o complexo 4. baumanni-
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A. calcoaceticus foram: ampicilina/sulbactam, piperacilina/tazobactam, ceftazidima,
cefepima, imipenem, meropenem, amicacina, gentamicina, ciprofloxacina, tigeciclina e
colistina.

Os antimicrobianos polimixina B, piperacilina/tazobactam e amicacina foram testados
manualmente (método de disco-difusdo) para confirmacdo de resultados. A interpretacdo do
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos foi conduzida de acordo com as recomendagdes
estabelecidas no documento M100-S21 (CLSI, 2012) como mostrado na Tabela 1. Os testes
de identificagdo e de suscetibilidade aos antimicrobianos foram realizados pela equipe do

Laboratdrio de Microbiologia do Laboratorio Central do HB.

Tabela 1: Padrdes de Interpretacdo de valores de halo e CIM para Acinetobacter spp. segundo CLSI.

Conteudo Critério Interpretativo Critério Interpretativo
Agente Antimicrobiano do Halo de inibi¢do (mm) CIM (png/mL)
Disco S 1 R S 1 R
B-lactamicos/Inibidores de B-Lactamases
Piperacilina/Tazobactam (TZP) 100/10 pg >21 18-20 <17 <16/4 32/4-64/4 >128/4
Ampicilina/Sulbactam (SAM) 10/10 pg =15 12-14 <11 <8/4 16/8 >32/16
Cefalosporinas
Ceftazidima (CAZ) 30 ug >18 15-17 <14 <8 16 >32
Cefepima (FEP) 30 ug >18 15-17 <14 <8 16 >32
Cefotaxima (CAZ) 30 ug >21 14-10 <13 <8 16-32 >64
Carbapenémicos
Imipenem (IMI) 10 pg =16 14-15 <13 <4 8 >16
Meropenem (MEM) 10 pg >16 14-15 <13 <4 8 >16
Lipopeptideos
Polimixina B (PB) - - - - <2 - >4
Colistina (COL) - - - - <2 - >4
Aminoglicosideos
Amicacina (AK) 30 ug >17 15-16 <14 <16 32 >64
Gentamicina (CN) 10 pg >15 13-14 <12 <4 8 >16
Fluoroquinolonas
Ciprofloxacina (CIP) S5ug >21 16-20 <15 <1 2 >4

S: Sensivel; I: Intermediario; R: resistente

4.3 Armazenamento e manutencio dos isolados

Apo6s a realizagdo da identificacdo e dos testes de susceptibilidade aos
antimicrobianos, os isolados clinicos resistentes aos carbapenémicos imipenem € meropenem
foram encaminhados ao Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Sao José
do Rio Preto (FAMERP), onde foram repicados em dgar MacConkey (Himedia, Mumbai,
india) e mantidos em colegéio de cultura em freezer a -80 °C. Para isso, uma colonia isolada

obtida da placa foi inoculada em caldo TSB (“Tryptic Soy Broth”, BACTO™, Franca) a 37
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°C por 16 a 18 horas. Apds este tempo, 0,7 mL de cada cultura foi transferida para criotubos
estéreis previamente rotulados, onde foram adicionados 0,3 mL de glicerol 50% estéril. Para
cada isolado, o armazenamento foi realizado em triplicata e cada criotubo identificado com
um numero da colecao de cultura e data de armazenamento. Paralelamente, os dados relativos
a cada isolado clinico foram armazenados em uma planilha, contendo informagdes como
numero de identificacdo na cole¢do de cultura, sempre precedido pelo nimero do prontuério
do paciente, data, espécime de isolamento, unidade de internacao e perfil de sensibilidade aos

antimicrobianos.

4.4 Extracdo de DNA genoémico bacteriano

As cepas armazenadas a -80 °C foram reativadas através de cultivo em caldo TSB por
16 a 24 horas a 37 °C em agitagdo. Em seguida, uma aliquota de 1,5 mL da suspensdo
bacteriana foi centrifugada a 15000 g por 10 minutos e o sobrenadante descartado, essa massa
celular obtida (pellet) foi utilizada para a extragdo do DNA gendmico bacteriano. O “pellet”
foi homogeneizado em 200 uL de dgua Milli-Q e submetido a nova centrifugacdo a 15000 g
por 10 minutos, em seguida, apos o descarte do sobrenadante, o “pellet” foi suspendido em 40
pL de agua Milli-Q e incubado a 100 °C por 10 minutos.

Apos a fase de lise e liberacdo 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,
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
incubado em gelo por 20 minutos. Apds a incubacdo, a amostra foi centrifugada a 16000g por
10 minutos, o sobrenadante descartado e 300 pl de etanol 70% (-20 °C) adicionados a
amostra, em seguida, as etapas de homogeneizacdo e centrifugacdo foram repetidas. O
sobrenadante foi descartado e, apds a secagem, o DNA foi ressuspendido com 100 pL de
tampao TE e 2 pLL de RNAse (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 utilizagado.
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4.5 Identificacio 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 (tabela 2). Um par de primers especifico para amplificar a regido intergénica
especifica da espécie 4. baumannii (regido ITS) e outro par para amplificar uma regido
altamente conservada do gene rec4 de Acinetobacter spp (adicionado a reacao com fungao de
controle interno). Como controle negativo foi utilizada a cepa ATCC de Escherichia coli

25922, o protocolo da PCR encontra-se na Tabela 2 e a sequéncia dos primers, na Tabela 3.

Tabela 2: Protocolo da Duplex-PCR realizada para a identificacdo de Acinetobacter baumannii.

Componentes Volume

Tampao para PCR (10X) 2,0 ul
MgCI2 (25mM) 2,0 ul
Mistura de nucleotideos ANTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer Ab-ITS F (10 mM) 1,0 ul
Primer Ab-ITS R (10 mM) 1,0 pl
Primer recA F (10 mM) 1,0 pl
Primer recA R (10 mM) 1,0 ul
Tag-DNA polimerase (SU/ pul) 0,2 ul

Agua Ultrapura g.s.p. 20 ul
DNA (100 ng/ul) 1,0 ul

As amostras foram colocadas no termociclador modelo T100™ (Biorad Laboratorios
Brasil Ltda) com a seguinte ciclagem: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguida por
30 ciclos com etapas de desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto e extensado final a 72°C por 8 minutos.

O produto amplificado foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% acrescida
de 0,8 uLL 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).



41

Tabela 3: Primers utilizados para identificagdo de 4. baumannii, para investigacao de genes de
carbapenemases e para a tipagem molecular por REP-PCR.

Temperatura de

Tamanho

Alvo de amplificacdo Primers Sequéncias 5" a 3" anclamento  Amplicon (pb) Referéncia
Identificacio de Acinetobacter b
recA-F CCTGAATCTTCTGGTAAAAC
gene recA género Acinetobacter 55 425 pb
recA-R GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
Chen et al., 2007
ITSAb-F CATTATCACGGTAATTAGTG
gene /6S-23S rRNA A. baumannii 55 208 pb
ITSAb-R AGAGCACTGTGCACTTAAG
Carbapenemases da classe D (tipo OXA)
OXA23-F GATCGGATTGGAGAACCAGA
gene bla oxaa3ike 52 501pb
OXA23-R ATTTCTGACCGCATT TCCAT
OXA24-F GGTTAGTTGGCCCCC TTAAA
gene bla oxaaaiike 52 246pb
OXA24-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT Woodford et al.,
OXAS51-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG 2006
gene bla oxasiike 52 353pb
OXAS51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG
OXAS58-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
gene bla oxassiike 52 599pb
OXAS58-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC
OXA143-F TGGCACTTTCAGCAGTTCCT Higgins et al.,
gene bla oxa-1431ike 55 149 pb
OXA143-R TAATCTTGAGGGGGCCAACC 2010
OXA48-F TTGGTGGCATCGATTATCGG Queenan&Bush,
gene bla oxagiike 50 744 pb
OXA48-R GAGCACTTCTTTTGTGATGGC 2007
Afzal-Shah et al.
final do gene bla oxa231ike OXA23all-R TCACAACAACTAAAAGCACTG 52 :
2001
Turton et al.,
final do gene bla oxas11ike OXAS51all-R CTATAAAATACCTAATTGTTC 46 -
2006
Sequéncia de Inser¢io
ISAbal-F 50
1S4bal CACGAATGCAGAAGTTG Segal et. al., 2005
ISAballnt-F  CGACGAATACTATGACAC 50 Sequenciamento
Carbapenemases da classe B (MBLs)
IMP1-F TGAGCAAGTTATCTGTATTC
gene bla yp 50 740 Yan et al., 2001
IMP1-R TTAGTTGCTTGGTTTTGATG
SPMI1A-F CTGCTTGGATTCATGGGCGC
gene bla gpy 58 784 Pitout et al., 2005
SPM1B-R CCTTTTCCGCGACCTTGATC
VIMI-F TCTACATGACCGCGTCTGTC Poirel et al.
gene bla yyy 55 748 ’
VIMI-R TGTGCTTTGACAACGTTCGC 2000a.
Carbapenemases da classe A
KPC2-F TGTCACTGTATCGCCGTC Yigit, et al.,
gene bla gpc 51 1009 pb
KPC2-R TCAGTGCTCTACAGAAAAACC 2011
GESIA-F ATGCGCTTCATTCACGCAC Poirel et al.,
gene bla gps 864
GESIB-R CTATTTGTCCGTGCTCAGG 53 2000b.
Tipagem molecular REP-PCR
- . .. REP1 IMIGCGCCGICATCAGGC -
Sequéncias extragénicas repetitivas 45 Bou et al., 2000
REP2 ACGTCTTATCAGGCCTAC -
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4.6 Investigacdo de genes de resisténcia por Reacdo em Cadeia da Polimerase

(PCR)

4.6.1 Genes de carbapenemases da classe D (Multiplex-PCR)

A investigacdo de carbapenemases do tipo OXA-58like, OXA-23like, OXA-51like e
OXA-24like foi realizada por Multiplex-PCR segundo primers e protocolo de¢ WOODFORD
e colaboradores (Tabelas 3 e 4, respectivamente). A ciclagem utilizada foi de desnaturacao
inicial a 95°C por 5 minutos, seguida de trinta ciclos de 95°C por 25 segundos, 52°C por 40

segundos, 72°C por 50 segundos e extensdo final a 72°C por 6 minutos.

Tabela 4: Protocolo de Multiplex-PCR para deteccdo de carbapenemases do tipo OXA.

Componentes Volume

Tampao para PCR (10X) 2,0 ul
MgCI2 (25mM) 2,0 ul
Mistura de nucleotideos dANTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer OXA-58F (20 mM) 0,25 pul
Primer OXA-58R (20 mM) 0,25 ul
Primer OXA-23F (20 mM) 0,25 pul
Primer OXA-23R (20 mM) 0,25 ul
Primer OXA-24F (20 mM) 0,25 ul
Primer OXA-24R (20 mM) 0,25 pul
Primer OXA-51F (20 mM) 0,25 ul
Primer OXA-51R (20 mM) 0,25 pul
Taq-DNA polimerase (5U/ pl) 0,2 ul

Agua Ultrapura q.s.p. 20 ul
DNA (100 ng/ul) 1,0 pl

Foi utilizada uma reacdo isenta de DNA como controle negativo e como controles
positivos cepas carreadoras dos genes pesquisados gentilmente cedidas pela professora Dr”.

Ana Cristina Gales (Laboratorio ALERTA /UNIFESP). Os produtos amplificados foram

visualizados de acordo com o item 4.5.
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4.6.2 Genes de carbapenemases das Classes A,Be D

Para a investigagdao de carbapenemases da classe D blapxa-143iike © blaoxa-4siike; genes
de carbapenemases da classe A blaxpc € blaggs € genes de carbapenemases da classe B
blanpiikes blaspmiike, blayviviike foram realizadas PCRs de acordo com primers e protocolo

Tabelas 3 e 5, respectivamente.

Tabela 5: Protocolo de PCR para detec¢ao de carbapenemases das classes A, B e D.

Componentes Volume
Tampao para PCR (10X) 2,5 ul
MgCl12 (25mM) 3,0 ul
Mistura de nucleotideos dANTP (2,5 mM) 1,0 pl
Primer F (10 mM) 0,25 ul
Primer R (10 mM) 0,25 ul
Taq-DNA polimerase (5U/ pl) 0,2 ul
Agua Ultrapura g.s.p. 25 ul
DNA (100 ng/ul) 1,0 ul

A ciclagem foi a mesma para os diferentes genes, com modificagdo apenas da
temperatura de anelamento: o DNA foi desnaturado inicialmente a 95 °C por 3 minutos, € em
seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de desnaturacdo por 1 minuto a 95 °C,
anelamento por 1 minuto a temperatura de ideal de cada primer (Tabela 3), extensdo por 1
minuto a 72 °C e extensao final por 10 minutos a 72 °C.

Foi utilizada uma reacdo isenta de DNA como controle negativo e como controles
positivos foram utilizadas cepas carreadoras dos genes pesquisados gentilmente cedidas pela
professora Dr”. Ana Cristina Gales (Laboratorio ALERTA /UNIFESP). Os produtos

amplificados foram visualizados de acordo com o item 4.5.

4.6.3 Investigacao da Associacio da Sequéncia de Insercao ISA4bal e de blapxa-

23like € A blaoxa-stiike

A presenga da sequéncia de inserc¢do do tipo ISAbal ‘upstream’ aos genes blaoxa-23like
e a blapxa-siike NOs isolados estudados foi investigada por uma reagdo de PCR utilizando

primers ISAbal-F e OXA23all-R e ISAbal-F e OXAS5l1all-R (Tabelas 3 ¢ 5). O

termociclador foi programado da seguinte maneira: desnaturagdo inicial a 95 °C por 5
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minutos, ¢ em seguida, 35 ciclos de amplificagdo, sendo cada ciclo composto por
desnaturacdo a 95 °C por 45 segundos, anelamento a temperatura de 50 °C (para OXA-23) e
45 °C (para OXA-51) por 45 segundos e extensao a 72 °C por 3 minutos, e, para finalizar,
extensdo a 72 °C por 10 minutos. Os produtos amplificados foram visualizados de acordo com

o item 4.5.

4.6.4 Investigaciao de genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos

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 reagio triplex-1 foram adicionados primers especificos para amplificagio dos genes
aac(3)-1a, aac(3)-Ila e aac(6’)-Ih; a reacao triplex-2 foram inclusos os primers para a
amplificacdo de aph(3’)-VI, ant(2’)-1a e rrn , e, a reagdo duplex, foram utilizados os primers
para a amplificacdo de aph(3’)-la e aac(6’)-1b. O primer rrn, cujo alvo ¢ um fragmento do
gene 16S do RNA ribossomico conservado em espécies bacterianas foi adicionado como
controle interno da reagdo. Os protocolos das reagdes triplex e duplex estdo descritos nas

Tabelas 6 ¢ 7 ¢ os primers utilizados, na Tabela 8.

Tabela 6: Protocolo das reagdes triplex 1 e triplex 2 para aminoglicosideos.

Componentes Triplex 1 Componentes Triplex 2 Volume

Tampao para PCR (10X) Tampao para PCR (10X) 2,5 ul
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 ul
Primer aac(3)IIa-F (10 mM) Primer ant(2)Ia-F (10 mM) 0,3 ul
Primer aac(3)IIa-R(10 mM) Primer ant(2)Ia-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
Taq-DNA polimerase (SU/ pl) Tag-DNA polimerase (SU/ pl) 0,2 pl

Agua Ultrapura Agua Ultrapura g.s.p. 25 ul
DNA (100 ng/ul) DNA (100 ng/ul) 1,0 pl
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Tabela 7: Reagdo de PCR-Duplex para deteccdo de EMAs

Componentes Duplex Volume
Tampao para PCR (10X) 2,5 ul
MgCl, (25mM) 3,0 ul
Mistura de nucleotideos dNTP (2,5 mM) 2,0 ul
Primer aph(3)Ia-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
Taq-DNA polimerase (5U/ pl) 0,2 ul

Agua Ultrapura g.s.p. 25 pul

DNA (100 ng/ul) 1,0 ul

A ciclagem utilizada foi a mesma para os trés ensaios: desnaturacao inicial a 95 °C por
5 minutos, em seguida, o material foi submetido a 30 ciclos de amplifica¢do, sendo cada ciclo
composto por desnaturagdo a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 49°C por 1 minuto
(reacgdes triplex 1 e 2) e a 54 °C (reagdo duplex) e extensdo 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.
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Tabela 8: Primers utilizados nas reacdes de PCR para a investigacao de genes de resisténcia aos
aminoglicosideos (AKERS et. al., 2010).

Temperatura de Tamanho

Al lificaca Pri énci “a3’ Referénci
vo de amplificaciio rimers Sequéncias 5" a 3 anelamento  Amplicon (pb) eferéncia
N-Acetiltransferases
. aac(6)Ih-F TGCCGATATCTGAATC
gene aac(6°)-Ih (Triplex 1) 49 407 Akers et al, 2010
aac(6)Ih-R ACACCACACGTTCAG
. aac(3)la-F GACATAAGCCTGTTCGGTT
gene aac(3)-la (Triplex 1) 49 372 Akers et al, 2010
aac(3)la-R CTCCGAACTCACGACCGA
. aac(3)Ia-F ATGCATACGCGGAAGGC
gene aac(3)-Ila (Triplex 1) 49 822 Akers et al, 2010
aac(3)[la-R TGCTGGCACGATCGGAG
aac(6)Ib-F TATGAGTGGCTAAATCGAT
gene aac(6°)-Ib (Duplex) 54 395 Akers et al, 2010
aac(6)Ib-R CCCGCTTTCTCGTAGCA
O-Fosfotransferases
. aph(3)VI-F CGGAAACAGCGTTTTAGA
gene aph(3’)-VI (Triplex 2) 49 716 Akers et al, 2010
aph(3)VI-R TTCCTTTTGTCAGGTC
aph(3)Ia-F CGAGCATCAAATGAAACTGC
gene aph(3’)-la (Duplex) 54 623 Akers et al, 2010
aph(3)la-R GCGTTGCCAATGATGTTACAG
O-Nucletidiltransferases
. ant(2)la-F ATCTGCCGCTCTGGAT
gene ant(2')-la (Triplex 2) 49 404 Akers et al, 2010
ant(2)la-R CGAGCCTGTAGGACT
Controle interno reagio
. rrn-F GAGGAAGGTGGGGATGACGT
gene rrn (16S rRNA) (Triplex 2) 49 216 Akers et al, 2010
rm-R AGGCCCGGGAACGTATTCAC

4.7 Purificacao dos produtos de PCR para sequenciamento

Os produtos obtidos das reagcdes de PCR positivas para os genes investigados foram
purificados com etanol, de acordo com protocolo adaptado de Sambrook e Russel (2001). Os
“amplicons” foram inicialmente transferidos para tubos de 1,5 ml onde foi realizada a
purificagdo. A estes tubos foram adicionados 3 pL de acetato de sédio 3 M seguido de 150 pL
de etanol 100%. Os tubos foram incubados em freezer -80 °C por 20 minutos para que o DNA
fosse precipitado, em seguida foram centrifugados a 16100 g por 20 minutos a 4 °C ¢ o
sobrenadante descartado. Ao DNA precipitado foram adicionados 100uL de etanol a 70%
(Merck Chemicals) e, em seguida, este foi centrifugado por 10 minutos a 16100 g, a 4 °C. O
DNA foi ressuspendido em 20 pl de 4gua ultra-pura (Invitrogen).

4.8 Sequenciamento dos genes

O sequenciamento dos genes detectados foi realizado com o kit Big Dye Terminator
v3.1 (4pplied Biosystems, USA), segundo recomendacdes do fabricante e teve como
finalidade confirmar se os “amplicons” obtidos na PCR correspondiam aos genes

investigados. Os primers utilizados no seqiienciamento foram os mesmos utilizados na reagao
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de PCR. A reagdo de PCR para sequenciamento foi realizada com 2,0 pL de “Big Dye
Terminator”, 4,0 uL. de solucdo tamponante (5X), 1,0 uL de primer especifico (3,2 um), 1,0
uL de DNA purificado com concentragao aproximada de 200 ng/mL e agua q.s.p. 20 uL. A
ciclagem foi de 25 ciclos de desnaturagdao a 96 °C por 30 segundos, anelamento a 50 °C por
15 segundos, extensdo a 60 °C por 4 minutos.

O sequenciamento foi realizado no aparelho 3130 Genetic Analyzer (Applied
Biosystems Foster City, CA) e as sequéncias comparadas as existentes no GenBank

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast).

4.9 Tipagem molecular dos isolados de A. baumannii pelo método de REP-PCR

A REP-PCR foi o método escolhido para avaliar a similaridade genética entre os
isolados, esse método ¢ baseado na amplificagdo de elementos de repeti¢do extragénicos do
DNA gendmico bacteriano. Os primers e protocolo estdo descritos na Tabela 3 e 9,

respectivamente.

Tabela 9: Protocolo REP-PCR utilizado no estudo.

Componentes Volume
Tampao para PCR (10X) 2,5 ul
MgCl12 (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 (5U/ ul) 0,4 ul
Agua Ultrapura g.s.p. 25 pl
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 desnaturagdo a 94 °C por 1 minuto, anelamento a 45°C por 1 minuto e extensao a
72 °C por 4 minutos, ¢ uma extensdo final a 72 °C por 16 minutos. A eletroforese foi
realizada em gel de agarose a 1,5% corado com brometo de etideo e a corrida foi programada
a 100 V durante 120 minutos, a visualizag¢ao foi realizada como descrito no item 4.5.

Os perfis eletroforéticos foram analisados utilizando o programa Bionumerics
(Applied Maths, Bélgica). A similaridade genética entre os isolados foi determinada pelo

indice de similaridade de Dice, e o dendrograma, construido segundo o método UPGMA


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast
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(Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean), utilizando tolerancia de posi¢do 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.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacao de Acinetobacter baumannii

Os isolados do complexo A. baumannii - A. calcoaceticus previamente identificados
pelo sistema automatizado Vitek 2 foram submetidos a duplex-PCR utilizando-se primers
especificos para a deteccao dos fragmentos correspondentes a regido intergénica especifica da
espécie A. baumannii (regido ITS) e ao gene recA de Acinetobacter spp. (208 e 425 pb,
respectivamente). Todos os isolados avaliados apresentaram os dois fragmentos (Figura 1), e
foram, portanto confirmados como pertencentes a espécie Acinetobacter baumannii. Assim,
neste estudo, a utilizacdo do duplex-PCR para a identificacdo de 4. baumannii foi eficiente,
mas técnicas mais complexas como o sequenciamento de fragmentos do gene rpoB (LA
SCOLA et. al., 2006) devem ser utilizados e sdo necessarios em estudos que incluirem outras
espécies de Acinetobacter, tais como Acinetobacter calcaceticus, Acinetobacter pitti e

Acinetobacter nosocomialis sdo necessarias.

Figura 1. Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificacdo dos genes da regido
ITS especifica da espécie 4. 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 1, 2, 3,4, 5,6, 8,9
e 11; CG: cepa de Acinetobacter spp; CN: Controle Negativo corresponde a cepa ATCC Escherichia
coli 25922,

5.2 Determinacio do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos

Todos os 100 A. baumannii resistentes ao imipenem e meropenem incluidos neste
estudo apresentaram simultaneamente resisténcia a ciprofloxacina, cefotaxima, ceftazidima,
cefepima e piperacilina-tazobactam. As taxas de resisténcia a ampicilina/sulbactam,
amicacina e gentamicina foram de 61,7%, 68%, e 22%, respectivamente. Os antibidticos mais
eficazes, aos quais 0s A. baumannii apresentaram as maiores taxas de sensibilidade foram a

polimixina B e colistina, (98% dos isolados) e tigeciclina (88% dos isolados), como mostra a
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Figura 2. A Tabela 10 mostra o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos apresentado

pelos 100 A. baumannii incluidos neste estudo.

100% 100% 100% 100% 100%

100% -

80% - B Resistente
60% - B Intermedidrio
40% -

20%

0% T T T T
AK CN SAM TZP CTX CAZ FEP CIP PB COL TIG

Figura 2: Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em Acinetobacter baumannii. AK:
Amicacina; CN: Gentamicina; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CTX:
Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; CIP: Ciprofloxacina; PB: Polimixina B; COL:
Colistina; TIG: Tigeciclina.

Durante o periodo de aproximadamente seis meses, 100 4. baumannii resistentes aos
carbapenémicos foram isolados de pacientes internados em UTIs do HB. Altas taxas de
resisténcia aos carbapenémicos em 4. baumannii ja foram relatadas em outras instituicdes,
como indicam varios estudos. Llaca-Diaz e colaboradores (2012), em estudo realizado em um
hospital universitario no México mostraram que de 268 A. baumannii isolados de pacientes
internados em UTIs, 173 apresentaram resisténcia aos carbapenémicos. A suscetibilidade aos
carbapenémicos declinou de 88.1% nos anos de 2001 a 2003 para menos de 25% nos anos de
2010 a 2012 no Taiwan entre os anos de 1995 e 2012 (Ku et. al., 2013), e, na Turquia, as
taxas de suscetibilidade entre 2007 e 2010 decresceram de 50 para 20% para o imipenem e de
55% para 12% para o meropenem em A. baumannii (DEVECI et. al., 2013).

No Brasil, um estudo de vigilancia (SCOPE — Surveillance and Control of Pathogens
of Epidemiological Importance) realizado em 16 hospitais envolvendo 2563 pacientes com
infeccao de corrente sanguinea de 2007 a 2010, mostrou que entre os Acinetobacter spp., mais
de 50% apresentaram resisténcia a cefalosporinas, aminoglicosideos, fluoroquinolonas e
carbapenémicos, com taxas de 55,9% para imipenem, 56,4% para meropenem, 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). Essas altas taxas de resisténcia
apresentam alto impacto na pratica clinica, pois restam poucas alternativas terapéuticas

(PAUL et.al., 2010).
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Todos os A. baumannii incluidos neste estudo sdo classificados como MDR
(multirresistentes), de acordo com a classificacdo definida pelo ECDC (“European Centre for
Disease Prevention and Control” e CDC (Centers for Disease Control and Prevention). O
termo MDR (multirresistente) pode ser utilizado quando ocorre nado-suscetibilidade a pelo
menos um agente de trés ou mais classes de antimicrobianos (aminoglicosideos,
carbapenémicos, fluoroquinolonas, penicilinas associados aos inibidores de beta-lactamases,
cefalosporinas de espectro-estendido, inibidores da via do folato, polimixinas e tetraciclinas
para Acinetobacter spp.). O termo XDR (extensivamente resistente) significa a nao
suscetibilidade a pelo menos um agente de todas ou quase todas as classes de antimicrobianos
testados e o termo PDR (panresistente) ¢ a ndo-susceptibilidade a todos os agentes de todas as
classes de antimicrobianos da lista proposta (MAGIORAKOS et. al., 2012).

No atual estudo foram testadas sete das oito classes de antimicrobianos preconizadas
para Acinetobacter spp., com excec¢do somente de inibidores da via do folato (trimetoprim-
sulfametazol). O alto percentual de resisténcia do presente estudo ¢ esperado, pois A.
baumanni multirresistentes isolados de pacientes internados em UTIs tem sido
frequentemente reportado em varios estudos (ALVAREZ-LERMA et. al., 2005;
KATSARAGAKIS et. al., 2008; CEREDA et. al., 2011; FERREIRA et. al., 2011; GODOY,
2012; COELHO-SOUZA et. al., 2013).

Todos os isolados foram resistentes a ciprofloxacina, excluindo este antimicrobiano
como opc¢do terapéutica nas UTIs do HB. Apesar das quinolonas terem sido consideradas
drogas promissoras para o tratamento de infec¢des causadas por A. baumannii, esses
compostos deixaram de ser eficazes contra este patdgeno na regido da América Latina
(URBAN et. al., 2003). Esses dados corroboram com estudos anteriores que demonstram o
crescimento rapido da resisténcia as quinolonas entre isolados clinicos de Acinetobacter
baumannii, refletindo sua alta habilidade em adquirir mecanismos de resisténcia (QUALE et.
al., 2003; TOGNIM et. al., 2004).

Os antimicrobianos mais ativos contra os A. baumannii, no atual estudo, foram
gentamicina, colistina, polimixina B e tigeciclina. Resultados semelhantes foram relatados em
estudos de vigilancia realizados na América Latina, Asia, Europa e América do Norte
(TOGNIM et. al., 2004; GALES et.al., 2006).

Os isolados AcO1 e Ac02 apresentaram resisténcia a polimixina B e a colistina,
antimicrobianos utilizados como ultima alternativa contra A. baumannii multirresistentes.

Existem relatos de resisténcia a polimixina B e a colistina em 4. baumannii em varios paises
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como Australia, Tailandia, Indonésia, India, China, Taiwan, Cingapura, Coréia do Sul e
América do Sul (HAWLEY et. al., 2008; LI et. al., 2006; YAU et. al., 2009).

Em relacdo a tigeciclina, 12% dos isolados apresentaram resisténcia intermediaria,
resultados semelhantes foram relatados em um estudo multicéntrico realizado por Sader e
colaboradores (2013) que mostrou a diminui¢do da sensibilidade a tigeciclina em A.
baumannii resistentes ao meropenem em varios continentes, sendo as taxas de 1,7% na

Europa, 1,0% na América Latina e 0,3% na Asia.

5.3 Perfil clinico-epidemioldgico

Os A. baumannii incluidos neste estudo foram isolados de diversos espécimes clinicos:
aspirado traqueal (52%), ponta de cateter (22%), urina (8%), sangue (5%), biopsia (4%),
secrecao (3%), liquido pleural (2%), escarro (1%), lavado bronco-alveolar (1%), liquor (1%) e

medula o6ssea (1%) (Figura 3).

Aspirado Traqueal
52%

Escarro 1%

Secrecio
3%

Biopsia
4%
Ponta de Cateter
Liquido Pleural 22%

2% Sangue

5%

Urina
8%

Figura 3: Distribuicao dos cem espécimes clinicos obtidas de 4. baumannii.

As amostras provenientes do trato respiratorio (aspirado traqueal, lavado bronco
alveolar e escarro) corresponderam a 54% das amostras coletadas, sendo o aspirado traqueal a
amostra clinica mais frequente, correspondendo a 52% do total (Figura 3). A. baumannii ¢ um
importante agente de pneumonias associadas a ventilagdo mecanica (PAV), sendo

provenientes de pacientes colonizados, superficies contaminadas e fontes desconhecidas
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(YONG et. al., 2007, BARCHITTA et. al., 2012). Nas UTIs, as PAV acometem até 20% dos
pacientes que recebem ventilagdo mecanica (RODRIGUES et. al., 2009; SAFDAR et. al.,
2010).

O trato respiratorio dos pacientes internados nas sete UTIs do HB foi o sitio mais
frequente de isolamento de A. baumannii. Em um grande estudo de vigilancia realizado nos
Estados Unidos, 5 a 10% dos casos de pneumonia adquiridas nas UTIs foram causadas por 4.
baumannii (GAYNES et. al., 2005; PELEG et. al., 2008). Porém, existem estudos onde a
propor¢ao de pacientes com PAV causados por 4. baumannii ¢ muito maior, demonstrando a
habilidade desse micro-organismo em invadir as vias respiratdrias (JANG et. al., 2009; XIA
et. al., 2011; IRFAN et. al., 2011). Autores relatam a espécie 4. baumannii como principal
agente etiologico de PAV em vdrios paises: Oriente Médio (ABDOLLAHI et. al., 2013;
HAEILI et. al., 2013), China (LI et. al., 2013), Italia (SIMONETTI et. al., 2013), Arabia
Saudita (EL-SAED et. al., 2013). Estudos realizados no Brasil também relatam 4. baumannii
como o agente etiologico mais isolado em PAV nas UTIs (RODRIGUES et.al., 2009;
CASERTA et.al., 2012; RESENDE et. al., 2013).

O segundo espécime clinico mais frequente de isolamento de Acinetobacter baumannii
foi ponta de cateter correspondendo a 22% (22/100) das amostras. As culturas de ponta de
cateter devem ser consideradas eventos clinicos importantes e ndo devem ser negligenciadas,
pois um dos fatores predisponentes mais importantes para o desenvolvimento de infec¢des da
corrente sanguinea ¢ a presenca de dispositivos intravasculares como cateteres (venoso
central, periféricos e arteriais) implantados no paciente (WISPLINGHOFF et. al., 2004).

Em estudo de Souli e colaboradores (2008) A. baumannii foi o agente mais isolado em
culturas de pontas de cateter e, além disso, foi a espécie mais frequente em infecgdes da
corrente sanguinea associadas ao cateter venoso central. Evidéncias na literatura médica
sustentam que a coloniza¢do de A. baumanniii em cateteres ¢ fator predisponente para o
surgimento de infeccdes de corrente sanguinea e 17 a 26% dos pacientes colonizados com A4.
baumannii desenvolvem infec¢dao da corrente sanguinea (RIJNDERS et. al., 2002; THOM et.
al., 2010; ARVANITI et. al., 2012). Em estudo de vigilancia SCOPE Brasileiro (Surveillance
and Control of Pathogens of Epidemiological Importance) realizado em 16 hospitais foi
observado que o fator predisponente mais importante para o desenvolvimento de infec¢des de
corrente sanguinea foi a presenca de cateter venoso central (presente em 70,3% dos pacientes)

e cateter venoso periférico (27,4% dos pacientes) (MARRA et. al., 2011).
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Os isolados de A. baumannii foram coletados de pacientes internados em sete
diferentes UTIs do HB, sendo a unidade com maior nimero de isolamentos a UTI Geral do
SUS com 35 do total (35/100), seguida da UTI da Emergéncia (30/100), Unidade Semi-
intensiva (15/100), UTI Cardiologica Adulto (10/100), UTI Geral Convénio (8/100), UTI
Neonatal (1/100) e UTI Cardiologica pediatrica (1/100), como ilustrado na Figura 4.

UTI Geral un USI UTI Cardio UTI Geral UTINeonatal UTI Cardio
SUS Emergéncia adulto Conv pediatrica

Figura 4: Distribuicdo dos cem pacientes presentes no estudo nas diferentes UTIs do HB.

Apenas dois isolados de A. baumannii foram obtidos de unidades de terapia intensiva
pediatricas. Morfin-Otero e colaboradores (2013), em estudo realizado de 1999 a 2011 em um
hospital terciario no México, descreveram uma taxa anual de infecgdes pediatricas por A.
baumannii menor que 15% quando comparado a adultos. Pereira e colaboradores (2013)
relataram uma taxa de 9,2% de infecgdes por A. baumannii entre 2563 casos de infec¢do de
corrente sanguinea em criancgas. Esses dados indicam que assim como no HB, em outros
hospitais tercidrios do mundo, as infeccdes em unidades pediatricas causadas por este

patogeno também sao menores quando comparada as infec¢des em adultos.

5.4 Investigacao de genes de carbapenemases

Os genes blapxa-siiike € blaoxa-23iike foram detectados em 100% dos isolados. Seus
respectivos amplicons foram sequenciados e as sequéncias obtidas comparadas ao banco de
dados GenBank para a confirmacdo dos genes. A Figura 5 ilustra o produto amplificado pela
multiplex realizada para detectar os genes blaoxa-siiikes blaoxa-23iike, Dlaoxa-241ike € blaoxa-sslike

com tamanhos de amplicons de 501, 353, 246 e 599 pb, respectivamente.
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Cl C2 C3 C4 Br

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificacdo dos genes blaoxa.sijike €
blaoxasie. M, marcador de peso molecular 100 pb; amostras AC 1, 2, 3, 4, 5, 6; C1: Controle
positivo de blaoxasiike (353pb); C2; Controle Positivo blaoxaiike (501pb); C3: Controle Positivo
blaoxasaiike (246pb); C4: Controle Positivo blapxa.ssike (599pb); BR: Controle Negativo.

Os genes blaoxa-4tike, blaoxa-ssiikes blaoxa-1a3tike, blaoxa-asiike, blamip, blaym, blaspwm,
blaxpc € blages ndo foram detectados.

A presenca de blaoxa-siiike €m todos os isolados incluidos neste estudo era esperada,
pois o subgrupo blapxa-siiike € intrinseco da espécie A. baumannii (WALTHER-
RASMUSSEN e HOIBY, 2006; BROWN et. al., 2006; WALSH, 2008).

A alta prevaléncia de blapxa-23iike N0Os isolados do HB indica que a resisténcia aos
carbapenémicos possa estar sendo causada por essa carbapenemase. Este gene ¢ intrinseco em
A. radioresistens, mas em A. baumannii ¢ adquirido, sendo usualmente localizado em
plasmideos (NEMEC, 2011). Diferente de OXA-51, OXA-23 possui atividade de
carbapenemase, mas ja foi demonstrado que sua expressao pode ser aumentada quando esta
associada a elementos de inser¢ao como ISAbal (HERITIER et. al., 2005).

As carbapenemases do tipo OXA sdo as mais importantes causas de resisténcia aos
carbapenémicos em A. baumannii. Desde sua primeira detec¢ao em 1985 na Escécia (PATON
et. al., 1993), 4. baumannii produtora de OXA-23 tem sido encontrada no mundo todo: na
Alemanha (KOHLENBERG et. al., 2009), Republica Tcheca (SENKYRIKOVA et. al., 2013),
Nigéria (OLAITAN et. al., 2013); Franga (BOURIGAULT et. al., 2013), regido da Asia ¢
Pacifico (MENDES et. al., 2009; RUAN et. al., 2013), Australia (NIGRO & HALL, 2012),
Estados Unidos (ADAMS-HADUCH et. al., 2011), Canada (MCCRACKEN et. al., 2009). Na
América Latina, 4. baumannii produtoras de OXA-23 ja foram reportadas no Brasil
(DALLA-COSTA et. al, 2003; MARTINS et. al., 2009; CARVALHO et. al., 2009),
Argentina (MERKIER et. al., 2008; STIETZ et. al., 2013), Colombia (VILLEGAS et. al.,
2007; MARTINEZ e MATTAR, 2012) e Chile (GALES et. al., 2012).
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As demais carbapenemases do tipo OXA (OXA-24, OXA 58, OXA-48, OXA-143),
que ndo foram detectadas neste estudo sdo de baixa prevaléncia quando comparadas a OXA-
23. Existem alguns relatos no Brasil, podemos citar OXA-58 no Sul do pais (GUSATTI et.
al., 2012) e no Rio de Janeiro (FIGUEIREDO et. al., 2011). Uma variante de OXA-24,
chamada OXA-72 foi descrita em Sao Paulo (WERNECK et. al., 2011) e mais recentemente
em Recife (CAVALCANTI et. al, 2013). OXA-143 foi descrita no sudeste do pais
(MOSTACHIO et. al., 2012; CLIMACO et. al., 2013) e OXA-231 uma variante de OXA-143
no Parand (GIONCO et. al., 2012).

5.5 Investigacdo de Sequéncias de Insecio do tipo ISAbal associadas a blapxa-

23like € A blaoxa-51-like

Em 100% dos isolados foram detectados amplicons de aproximadamente 1500 pb
utilizando os primers ISAbal-F ¢ OXA-23like-R. O produto de PCR das amostras AcOl1,
Acl2, Ac21, Ac25 e Acl33 foram sequenciados e foi confirmada a presencga da sequéncia de

insercdo do tipo ISAbal “upstream” ao gene blaoxazs-ike (Figura 6).

1500 ph
—>

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose mostrando o produto de amplificacdo da PCR de ISAbal-F ¢
OXA-23 like-R. M, marcador de peso molecular 1 kb; amostras AC 1, 2, 3,4, 5,6, 8,9, 11, 12, 13, Br:
Controle Negativo.

A presenca blapoxa-siike associada ao ISAbal ¢ o mais provavel mecanismo de
resisténcia aos carbapenémicos nos A. baumannii do HB, pois nao foi encontrado nenhum
outro gene de carbapenemases. Portanto, as altas taxas de resisténcia ao imipenem e
meropenem apresentada pelos isolados carreadores de blapxa-23ike pode ser devido a
superexpressdo promovida pelo promotor presente na ISAbal (TURTON et. al., 2006).

Resultados semelhantes foram encontrados em estudos que também detectaram ISAbal
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associadas a blaoxa-23-ike €m A. baumannii como no Rio de Janeiro e Maranhdo (FONSECA
et. al., 2012) e na Coldmbia (MARTINEZ e MATTAR, 2012).
A associacao ISAbal-blaoxa-siike também foi investigada, mas a presenca de

amplicons de tamanhos diferentes e inespecificos prejudicou o sequenciamento das amostras.

5.6 Investigacdo de genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos

Entre os sete genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (EMAS)
investigados, foram detectados quatro tipos: os genes das fosfotransferases aph(3')-VI e
aph(3°)-1a e os genes das acetiltransferases aac(6°)-1b e aac(3)-1a, distribuidos entre 89% dos
isolados. Entre esses, o mais frequente foi aph(3')-VI (55%), seguido por aac(6’)-1b (46%),
aac(3)-1a (30%) e aph(3’)-1a (24%) como ilustrado na Figura 7. Os genes detectados foram

confirmados por sequenciamento.

aph(3')-Ia
aac(3)-la
aac(6')-Ib 46%
aph(3)-VI 55%
T T T T 1
0% 25% 50% 75% 100%

Figura 7: Porcentagem de isolados carreadores de genes de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos dos tipos aph(3°)-1a, aac(3)-1a, aac(6’)-1b e aph(3’)-VI.
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A Figura 8 indica o resultado da amplificacdo dos genes e a Tabela 10 mostra a
distribuicdo de genes de EMAs e seus respectivos fenotipos de susceptibilidade aos
aminoglicosideos amicacina e gentamicina. Os genes de acetiltransferases aac(6’)-1h, aac(3)-

Ila e de nucletidiltransferases ant(2’)-la nao foram detectados.

Figura 8: Eletroforese em gel de agarose mostrando os produto de amplificagdo dos genes de EMAs.
Gel 1: Reagdo Triplex 1 mostrando amostras 40, 41, 43, 44, 49, 50 e 58, carreadoras do gene aac(3)-la
(372 pb). Gel 2: Reagdo Triplex 2 mostrando as amostras 1, 2, 3, 6 e 8 carreadoras de aph(3°)-VI (716
pb) e positivas para o 16S rRNA (controle interno da reagdo 216 pb). Gel 3: Reagdo Duplex com
amostras 40, 41, 49 e 50 carreadoras do gene aph(3’)-Ia (623 pb) e das amostras 40, 41, 45, 49 e 50
carreadoras de aac(6°)-1b (395 pb). M, marcador de peso molecular 100 pb; Br: Controle Negativo.
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Tabela 10: Distribuicdo de genes de resisténcia aos aminoglicosideos e seus respectivos fenotipos de

susceptibilidade.
Fenotipo
Isolados Genes encontrados
AK CN
Ac 01 R S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac 02 I S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac 03 I S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac04 R R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac05 S R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 06 R S (2,0) aph(3')-VI
Ac 08 R S (2,0) aph(3')-VI
Ac 09 R S (2,0) aph(3')-VI
Ac 11 R S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac 12 R R aph(3')-VI
Ac13 S 1(8,0) aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 14 R S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac 16 S 1(8,0) aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 17 S S aph(3')-VI
Ac 18 R S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac21 R S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac 25 I S (4,0) aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 26 R S (4,0) aac(3')la; aph(3')la
Ac 27 S R (>=16) aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 29 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac 30 R S aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac 31 S 1(8,0) aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 36 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac 37 R S (4,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac 39 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac 40 R R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 41 R R (>=16) aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 43 S 1(8,0) aac(3')la;aac(6')1b
Ac 44 R S (<=1,0) aph(3)VI; aac(3')la
Ac 45 R 1(8,0) aac(6')-1b
Ac 47 R S (<=1,0) aph(3')-VI
Ac 48 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

AK: amicacina; CN: gentamicina. I: casos em que o isolado apresentou resisténcia intermediaria ao

antimicrobiano testado.



Tabela 10 (Cont.): Distribuicdo de genes de resisténcia aos aminoglicosideos e seus respectivos

fendtipos de susceptibilidade.

Fenotipo
Isolados Genes encontrados
AK CN

Ac49 I 1(8,0) aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 50 R S (4,0) aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 51 R R (>=16) aac(6')-1b

Ac 52 R S (2,0) aph(3')-VI

Ac 53 R S (2,0) aph(3')-VI

Ac 54 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 57 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 58 R R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 59 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 61 R S (4,0) aph(3')-VI

Ac 62 R I aph(3')-VI

Ac 63 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 64 R R (>=16) aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 65 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 69 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac70 S S (<=1,0)  aac(6')-1Ib; aac(3)-1a ; aph(3')-la
Ac 71 R R (>=16) aac(6')-1b ; aph(3')-1a

Ac 72 R R (>=16) aac(3)-1a; aac(6')-1b

Ac 73 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 77 R S (4,0) aph(3')-VI

Ac 78 S I1(8,0) aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 81 R R (>=16) aac(6')-1b

Ac 82 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

Ac 83 R R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 86 S R (>=16) aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 93 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

Ac 95 I S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac96 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac97 R S (4,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac 100 R S (2,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac 101 R S (<=1,0) aac(6')-1b
Ac 105 R S (<=1,0) aph(3')-VI
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AK: amicacina; CN: gentamicina. I: casos em que o isolado apresentou resisténcia intermediaria ao

antimicrobiano testado.



62

Tabela 10 (Cont.): Distribuicdo de genes de resisténcia aos aminoglicosideos e seus respectivos
fendtipos de susceptibilidade.

Fenotipo

Isolados Genes encontrados
AK CN

Ac 106 R S aph(3')-VI; aac(6')-1b

Ac 109 I S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 112 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 114 R R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 115 S S (<=1,0) aac(3)-la

Ac 116 I R aac(6')-1b

Acll8 R R (>=16) aph(3')-VI; aac(3)-la

Ac 119 S 1(8,0) aac(3)-1a ; aph(3')-la

Ac 120 R S (2,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

Ac 123 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

Ac 127 I R aac(6')-1b ; aac(3)-1a ; aph(3')-1a
Ac 128 R S (4,0) aph(3')-VI

Ac 130 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

Ac 131 R R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la
Ac 133 R S (2,0) aph(3')-VI

Ac 134 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

Ac 137 R S (4,0) aph(3')-VI

Ac 138 R S (2,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b
Acl39 S 1(8,0) aac(3)-1a

Acl45 S R (>=16) aac(3')-1a ; aac(6')-1b

Ac 146 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 147 R S (<=1,0) aph(3')-VI

Ac 148 R S aph(3')-VI

Ac 149 R R (>=16)  aac(6')-1b; aac(3)-1a ; aph(3')-la
Ac 150 R S (<=1,0) aph(3')-VI; aac(6')-1b

AK: amicacina; CN: gentamicina. I: casos em que o isolado apresentou resisténcia intermediaria ao
antimicrobiano testado.

Entre os A. baumannii carreadores de genes de EMAs, 48% (43/89) apresentaram
apenas um gene, 28% (25/89) apresentaram dois genes e 24% (21/89) apresentaram trés genes
simultaneamente (Tabela 12). Os trés genotipos mais encontrados foram aph(3’)-VI
encontrado em 40% (36/89) dos isolados, seguido pela associagdo aac(6')-1b, aac(3)-la e
aph(3')-Ia em 24% (21/89) dos isolados e pela associagcdo aph(3')-VI e aac(6’)-Ib em 19%
(17/89) dos isolados.
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Tabela 11: Frequéncia de genotipos de EMAs, sua especificidade de substratos e fenotipos de
suscetibilidade aos aminoglicosideos dos 4. baumannii estudados.

Genétipo N° (%) Substrato da Fenotipo Encontrado
de Isolados Enzima Amicacina (AK) Gentamicina (CN)
aph(3')-VI 36 Amicacina R@31),14),S(1) R(1),1(1),S (34)
aac(6')-1b 5 Amicacina R@4),1(1) R(3),I1(1),S@)
aac(3)-la 2 Gentamicina S(2) S1), 1)
aph(3')-VI + aac(6')-1b 17 Amicacina R (17) S A7)
aph(3')-VI + aac(3)-1a 2 Amicacina + Gentamicina R(2) R(1),S(1)
aac(6')-1b + aac(3)-la 3 Amicacina + Gentamicina R1),S(2) R@2)el(1)
aac(3)-la + aph(3')-la 2 Gentamicina + Kanamicina R(1),S(1) 1(1),S(1)
aac(6’)-1b + aph(3')-1a 1 Amicacina + Kanamicina R(1) R (1)
aac(6')-1b + aac(3)-1a + aph(3')-la 21 Gentamicina + Amicacina R(10),1(3),S (8) R 13),1(5),S(3)

R: Resistente; I: Intermediario; S: Sensivel; Negrito: Fendtipos concordantes com Genotipo

Na tabela 11, encontram-se destacados em negrito os fenotipos esperados de
resisténcia aos aminoglicosideos de acordo com os genes de resisténcia detectados nos
isolados. A concordéncia entre fendtipo e genotipo de resisténcia foi de 83% (74/89) para a
amicacina e 85% (76/89) para a gentamicina.

Os dados indicam que o gene de aph(3°)-VI, presente em dois gendtipos diferentes
como Unico determinante de resisténcia a amicacina, estd sendo expresso na maioria dos
isolados carreadores, pois 98% (54/55) deles apresentaram resisténcia ou resisténcia
intermediarias a amicacina. Apenas o isolado Acl7 apresentou sensibilidade a amicacina,
achado semelhante ao de Nemec e colaboradores (2004) que entre 106 isolados de A.
baumannii carreadores de aph(3’)-VI apenas dois foram sensiveis a amicacina, sugerindo a
ndo expressao desse gene nesses isolados.

A alta capacidade de inativagdo da amicacina por APH(3")VI foi constatada por
Lambert e colaboradores em 1990. A partir disso, a existéncia de 4. 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.
Apesar da importdncia da amicacina para o tratamento de infec¢cdes por Acinetobacter
baumannii (Zhou et. al., 2010), ndo existem até o presente dados de estudos para a avaliagado
da disseminacao de aph(3’)-VI entre A. baumannii isolados no Brasil, sendo este, em nosso
conhecimento, o primeiro relato.

A maior divergéncia na correlagdo fenotipo-genotipo foi observada entre os isolados
carreadores do gene aac(6’)-1b. Entre os 27 isolados carreadores somente de aac(6’)-Ib como
unico determinante de resisténcia a amicacina, 37% (10/27) apresentaram sensibilidade a este

antibiotico, indicando que aac(6’)-Ib pode ndo estar sendo expresso nesses isolados. Além
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disso, os isolados Ac51, Ac81 e Acl16, apesar de serem carreadores somente de aac(6’)-1b,
apresentaram resisténcia a gentamicina. Casin e colaboradores (2003) relataram a descoberta
de uma nova variante desse gene designado como aac(6°)-1b11, que possui espectro estendido
conferindo resisténcia também a gentamicina, mas, para confirmarmos essa hipdtese, seria
necessario o sequenciamento completo do gene. A presenca de aac(6’)-Ib em A. baumannii
tem sido frequentemente descrita em outros paises, como China com taxas de 48,7% (DAI et.
al., 2010), Argélia com taxas de 4,2% (BAKOUR et. al., 2013), Republica Tcheca com 64%
(NEMEC et. al., 2004) e Coréia do Sul com 83% (CHO et. et., 2009).

O gene aac(3)-la confere resisténcia a gentamicina e foi detectado em 30% (30/100)
dos isolados (30/100). Na maioria das vezes foi encontrado associado a outros genes de
EMAS, sendo distribuido entre isolados apresentando cinco gendtipos diferentes (Tabela 11).
Entre os 30 isolados carreadores de aac(3)-la, (77%) (23/30) apresentaram resisténcia ou
resisténcia intermedidria a gentamicina, sugerindo a expressdo desse gene, e,
consequentemente, a producdo da enzima AAC(3)-la. Em estudo realizado por Seward e
colaboradores (1998) o gene aac(3)-Ia foi o mais prevalente entre os genes de EMAs, com
taxa de 58,9% nos A. baumannii isolados de varios paises como Inglaterra, Itdlia e Australia.
Em estudos mais recentes, foram relatadas taxas de aac(3)-Ia de 59% na China (DAI et. al.,
2010), de 15% na Coréia do Sul (CHO et. et., 2009) e de 91% na Algéria (BAKOUR et. al.,
2013).

Apesar dos isolados Ac12, Ac51, Ac71, Ac81 e Acl16 terem apresentado fendtipo de
resisténcia a gentamicina, ndo foram detectados genes de resisténcia a este antibidtico.
Portanto, outros genes nao testados como aac(2’)-Ib e aac(6’)-1l e de genes de metilases
armA e rmtB podem estar presentes, assim como outros mecanismos de resisténcia tais como
bombas de efluxo AdeABC do sistema RND (RAMIREZ ¢ TOLMASKY, 2010; MAGNET
et. al., 2001; FERNANDEZ e HANCOCK, 2012).

O gene aph(3’)-la confere resisténcia a kanamicina, neomicina, lividomicina,
paromocina e ribostamicina (RAMIREZ e TOMALSKY, 2010) e foi detectado em 24% dos
isolados, porém ndo pdde ser feita uma correlacdo entre fendtipo e gendtipo, pois nao foi
realizado teste de sensibilidade a kanamicina devido & ndo utilizagdo desse antimicrobiano no
HB.

Apesar dos aminoglicosideos permanecerem como op¢do no tratamento de A.
baumannii, a alta prevaléncia de resisténcia e genes de EMAs limita a sua utilizacdo na
instituigdo. Além disso, esses genes estdo localizados em elementos genéticos mdveis, como

integrons, que podem ser transferidos através de plasmideos entre outras bactérias. E, em
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muitos casos, esses integrons apresentam também os genes de carbapenemases como blaoxa-
23.1ike, pOssibilitando a disseminacdo de varios genes de resisténcia simultaneamente (NEMEC

et. al., 2004; RIBERA et. al., 2004; MONIRI et. al., 2010; KARAH, 2011).

5.7 Tipagem molecular de A. baumannii

A tipagem molecular de A. baumannii foi realizada por REP-PCR, que ¢ uma técnica
frequentemente utilizada em estudos envolvendo este patdgeno (ANDRIAMANANTENA et.
al.,, 2010; RUMBO et. al., 2011; MAMMINA et. al., 2013), devido a sua boa capacidade
discriminatoria e facilidade de execu¢do (BOU et. al., 2000; SAEED et.al. 2006).

A identidade genética dos 97 isolados (Ac27, Ac37 e Acl31 nao foram tipaveis) foi
analisada ap6s a construcdo de um dendrograma de similaridade gerado pelo software
Bionumerics (Applied Maths, Saint-Martens-Latem, Bélgica) (Figura 9).

O dendrograma obtido a partir da analise dos perfis migratorios dos fragmentos de
DNA amplificados por REP-PCR mostrou a distribuicdo dos 97 isolados entre cinco grupos
geneticamente distintos, denominados grupos A, B, C, D ¢ E (Figura 9). A partir desses
grupos, 20 clusters foram identificados utilizando-se o ponto de corte de 90% para

agrupamento dos isolados no mesmo cluster (Figuras 12, 13, 14, 15 e 16).
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Grupo A

Grupoe B

Grupe C

Grupo D

Grupo E

Figura 9: Dendrograma de similaridade gerado pelo software Bionumerics ilustrando a similaridade

genotipica entre os isolados clinicos estudados.
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O grupo A incluiu 19 isolados distribuidos em quatro clusters diferentes, sendo Al o
maior, contendo 16 isolados e os outros trés clusters contendo somente um isolado (Cluster
A2-Acl10, Cluster A3-Acl06 e Cluster A4-Ac150) (Figura 10). O primeiro (Ac20) e o
ultimo isolamento (Ac134) de A. baumannii do cluster A1 ocorreram em agosto € novembro
de 2012, respectivamente, ambos de pacientes internados na UTI Geral do SUS. Entretanto,
isolados do cluster Al nao ficaram restritos a esta UTL, sendo 50% (8/16) provenientes da
UTI da Emergéncia, e, 31% (5/16) das UTI Geral Convénio e UTI Semi-Intensiva, em um
periodo de trés meses (Tabela 13). Esses dados sugerem a possivel disseminacao do cluster
Al de A. baumannii entre pacientes de diferentes UTIs do HB, resultado semelhante foi
relatado por Sung e colaboradores (2011) em hospital da Coréia do Sul.

Dentro do cluster A1 foram encontrados isolados com diferentes genes de resisténcia.
A associacdo  blapxa-siiikes blaoxa-23iike € aph(3’)-VI foi encontrada em 42% (8/19) dos
isolados; a associacdo blaoxa-siiikes blaoxa-23iike €M 37% (7/19) e a associagdo blaoxa-silikes
blapxaa3iikes, aph(3°)-VI e aac(6’)-Ib em 21%. Foi interessante observar que dentro deste
cluster a presenca dos genes blaoxa-siiikes € blaoxa-23iike fO1 constante, mas os genes aph(3’)-VI
e aac(6’)-Ib nao foram detectados em todos os isolados. Além disso, entre isolados que
apresentaram 100% de similaridade por REP-PCR, a distribui¢dao de genes de EMAS nao foi
uniforme (Tabela 12), como nos isolados Ac21 e Ac134, provenientes de diferentes UTIs com
trés meses de diferenca, e que diferiram entre si pela auséncia de aac(6')-Ib em Acl34.
Situacdo semelhante foi observada quando comparamos os isolados Ac20 e Ac69, também
isolados de pacientes admitidos em diferentes UTIs, com dois meses de intervalo. Neste caso,
Ac69 apresentou aph(3’)-VI, ndo detectado em Ac20. Considerando que genes de EMAS sdo
localizados em elementos genéticos moveis altamente transferiveis (CICEK et. al., 2013), é
possivel que diferentes genes tenham sido adquiridos pelos isolados em diferentes periodos, e
selecionados de acordo com a pressdo exercida pelo uso destes antimicrobianos em cada UTI
(Cho et. al., 2009). Dados semelhantes foram previamente descritos por outros autores que
também nao encontraram correlagdo entre isolados com alta similaridade genética serem
carreadores dos mesmos genes de resisténcia (MAMMINA et. al., 2012; AGHAZADEH et.
al., 2013).
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Figura 10: Dendrograma mostrando o grupo A e seus quatro clusters Al, A2, A3 e A4.
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Tabela 12: Distribuicdo de 4. baumannii do grupo A nas UTIs com respectivas datas de isolamento,
genotipo e clusters a que pertencem.

Isolado Unidade de Data Genétipo Cluster
Internacio REP
Ac 18  UTI Emergéncia 20/8/2012 bla x5 tike» D14 0x4-23 1ike, aph(3)-VI Al
Ac20  UTIGeral SUS  18/8/2012 bla pyass ke PIa oxsns e Al
Ac21  UTI Emergéncia 20/8/2012 bla oxy.s; ike bla oxa.23 iie, aph(3)-VI Al
Ac29 UTI Emergéncia 21/8/2012 bla oxy.s; ike > bla oxa.23 iive. aph(3)-VI, aac(6')-Ib Al
Ac33  UTIGeral SUS  22/8/2012 bla pyas) ke Pla oxsns ke Al
Ac 38  UTI Geral Conv 27/8/2012 bla pxus1 tike» 1 0x4.3 like Al
Ac47  UTI Emergéncia 4/9/2012 bla oxy.s; ike > Ola oxa.23 1iwe, aPh(3)-VI Al
Ac57 UTI Semi-Intensiva  13/9/2012 bla ox.s51 iike» D10 0x4.23 1ike, ap(3)-VI Al
Ac59 UTI Semi-Intensiva  13/9/2012 bla oxy.s; ike> Ola oxa.23 ke, aPh(3)-VI Al
Ac65 UTI Semi-Intensiva  14/9/2012 bla ox.s51 iike» D10 0x4.23 1ike, ap(3)-VI Al
Ac69  UTI Emergéncia 2/10/2012 bla ox.s51 iike» D10 0x4.23 1ike, aph(3)-VI Al
Ac80 UTI Emergéncia 2/10/2012 bla ox4.51 tike» P 0x4-23 like Al
Ac85 UTI Emergéncia 8/10/2012 bla ox4.51 tike» P 0x4-23 like Al
Ac90 UTI Semi-Intensiva  9/10/2012 bla ox4.51 tike» PLA 0x4-23 like Al
Ac92 UTI Emergéncia 8/10/2012 bla ox4.51 tike» PLA 0x4-23 like Al
Ac 134  UTI Geral SUS 29/11/2012 bla ox4.51 1ike» bl ox4.23 tive, aPN(3")-VI, aac(6')-1b Al
Acl10  UTIGeral SUS  22/10/2012 bla oxsst ier Pla oxa3 e A2
Acl06  UTIEmergéncia  24/10/2012  bla gxa.s51 ke bla oxa.23 ke, aPh(3')-VI, aac(6))-1b A3
Acl50  UTI Geral SUS 10/12/2012 bla oxus1 tike» D14 0x4-23 1ike, aPh(3")-VI, aac(6')-1b A4
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O grupo B apresentou 34 isolados distribuidos em trés clusters: B1 contendo 31
isolados, B2 contendo um isolado (Ac82) ¢ B3 (Acl47 ¢ Acl48) contendo dois isolados
(Figura 11). Isolados pertencentes ao cluster B1 foram encontrados durante todo o periodo de
coleta, de julho (AcOl) a dezembro (Acl46), indicando endemicidade desse cluster na
instituigao.

Além disso, foram encontrados indicios de transmissdo horizontal deste cluster, por
exemplo, os isolados AcOl e Ac02, que, apesar de terem sido provenientes de pacientes
admitidos em dias e UTIs diferentes, apresentaram 100% de similaridade genética, mesmo
fenotipo de resisténcia aos antimicrobianos € os mesmos genes de resisténcia [blaoxa-siikes
blapxaa3iikes aph(3°)-VI], evidenciando disseminagdo horizontal em unidades de internagao
situadas em andares distintos. A disseminag@o horizontal de A. baumannii em hospitais ja foi
relatada por varios autores (DALLA-COSTA et. al., 2003; van den BROEK et. al., 2009
SUNG et. al., 2012; MAMMINA et.al., 2012).

O gendtipo predominante no cluster B1 foi blaoxa-siiike>» Plaoxa-23iike, aph(3°)-VI, sendo
encontrado em 59% (20/34) dos isolados. Os clusters do grupo B foram isolados de todas as
UTIs do HB (exceto UTIs Cardiologicas) e em todo o periodo estudado, e o cluster B1 foi o
unico do grupo B a ser isolado ao longo dos quatro meses de coleta (02/07 a 07/12) indicando

ser um cluster endémico dentro do HB (Tabela 13).
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Figura 11: Dendrograma mostrando o grupo B e seus trés clusters B1, B2 e B3.
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Tabela 13: Distribuicdo de A. baumannii do grupo B nas UTIs com respectivas datas de isolamento,
genotipo e clusters a que pertencem.

Isolado Unidade de Data Genotipo Cluster
Internacio REP

Ac01 UTI Cardio pediatrica  2/7/2012 bla oxy s ike> Ola oxa.23 1ike, aph(3)-VI Bl
Ac02 UTI Geral Conv 14/7/2012 bla oxy.s; ike > Ola oxa.23 tiwe, aPh(3)-VI Bl
Ac03 UTI Emergéncia 31/7/2012 bla oxy.s; ike Ola oxa.23 tie, aph(3)-VI B1
Ac06  UTI Semi-Intensiva ~ 31/7/2012 bla oxy.s; ike bla oxa.23 tie, aph(3)-VI B1

Ac8 UTI Geral SUS 5/8/2012 bla oxy.s; ike > bla oxa.23 iiwe, aph(3)-VI B1

Ac9 UTI Geral SUS 6/8/2012 bla oxy.s; ike Ola oxa.23 iie, aph(3)-VI B1
Acll  UTI Semi-Intensiva 6/8/2012 bla oxy.s; ike bla oxa.23 iie, aph(3)-VI B1
Acl4 UTI Emergéncia 12/8/2012 bla oxy.s; ike» Ola oxa.23 iie, aph(3)-VI B1
Acl?7 UTI Emergéncia 13/8/2012 bla oxy.s; ike bla oxa.23 1ie,. aph(3)-VI Bl
Ac30 UTI Geral SUS 24/8/2012 bla x5 tike» D10 0x4.23 1ike. aPh(3')-VI, aac(6')-1b Bl
Ac36 UTI Geral SUS 24/8/2012 bla x5 tike» D10 0x4.23 1ike. aPh(3')-VI, aac(6')-1b B1
Ac39 UTI Emergéncia 27/8/2012 bla x5 tike» D10 0x4.23 1ike. aph(3')-VI, aac(6')-1b Bl
Ac44 UTI Geral SUS 1/9/2012 bla oxy.s; tike > bla ox4.23 tike. aph(3)-VI, aac(6’)-1b Bl
Ac48 UTI Geral SUS 7/9/2012 bla oxy.s; tike» bla oxa.23 tike, aph(3)-VI, aac(6’)-1b Bl
Ac52 UTI Geral SUS 10/9/2012 bla oxy.s; ike bla oxa.23 e, aph(3)-VI Bl
Ac53 UTI Cardio Adulto 10/9/2012 bla oxys; ke bla oxa.23 e, aph(3)-VI B1
Ac54 UTI Geral SUS 12/9/2012 bla oxy sy ike bla oxa.23 e, aph(3)-VI B1
Ac63 UTI Geral SUS 16/9/2012 bla oxy sy ike» bla oxa.23 1ie. aph(3)-VI Bl
Ac68 UTI Emergéncia 19/9/2012 bla ox4.s1 tike » D1 0x4.23 like Bl
Ac73 UTI Cardio Adulto 26/9/2012 bla oxy.s; tike bla oxa23 e, aph(3)-VI Bl
Ac89 UTI Cardio Adulto 8/10/2012 bla px4.s1 tike » D1 0x4.23 like Bl
Ac93 UTI Geral Conv 8/10/2012 bla oxy.s; tike» bla ox4.23 tive, aph(3)-VI, aac(6’)-1b Bl
Ac95  UTI Semi-Intensiva  12/10/2012 bla oxy.s; ke bla oxa.23 1ive. aph(3)-VI B1
Ac96 UTI Geral SUS 12/10/2012 bla oxy sy ke bla oxa.23 1ive, aph(3)-VI Bl
Acl05 UTI Geral SUS 18/10/2012 bla oxy sy ke bla oxa-23 1ive. aph(3)-VI Bl
Acl09 UTI Emergéncia 22/10/2012 bla oy s; tike» bla ox4.23 1iwe. aph(3)-VI Bl
Acl12  UTI Cardio Adulto  24/10/2012 bla oy s; tike» bla oxa.23 1iwe, aph(3)-VI B1
Acll9 UTI Geral SUS 6/11/2012 bla oxy.s; iike» 01 0x4.23 1ive, aac(3)-1a, aph(3')-la B1
Acl20 UTI Geral Conv 5/11/2012 bla oy s; ike» bla ox4.23 1ive, aph(3)-VI, aac(6')-1b Bl
Acl23 UTI Geral SUS 3/11/2012 bla oy s; ike» bla ox4-23 1ive, aph(3)-VI, aac(6')-1b B1
Acl46 UTI Geral Conv 7/12/2011 bla ox.s51 iike» D14 0x4.23 1ike, ap(3)-VI Bl
Ac82 UTI Geral SUS 3/10/2012 bla ox.s51 tike» D10 0x4-23 1ike. aPH(3')-VI, aac(6')-1b B2
Acl47  UTI Semi-Intensiva  6/12/2012 bla ox.s51 iike» D10 0x4-23 1ike, ap(3)-VI B3
Acl48 UTI Geral SUS 8/12/2012 bla oxy s ike > Ola oxa.23 1iwe, aph(3)-VI B3
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O grupo C incluiu cinco clusters, cluster C1 com cinco isolados, cluster C2 com trés
isolados e os clusters C3 (Acl137), C4 (Acl28) e C5 (Acl15) com um isolado cada (Figura
12). Os isolados Ac97 e Ac100, com similaridade genética de 100%, apresentaram o mesmo
genotipo [blaoxa-siiikes blaoxaoziike, aac(6’)-1h, aph(3’)-VI] e ambas foram isoladas da UTI
Cardiologica de Adultos, com apenas oito dias de diferenca, evidenciando a ocorréncia de
transmissdo horizontal dentro desta UTI (Tabela 14).

O primeiro isolamento do cluster C1 (Ac12) ocorreu na UTI Semi-Intensiva, apds 12
dias, outro representante de C1 (Ac26) foi isolado na UTI da Emergéncia, e, ap6s um més,
foram isolados trés representantes deste cluster na UTI Geral (Ac6l, Ac62 e Ac77)
demonstrando a circulacdo do mesmo cluster em diferentes UTIs e em periodos de tempo

distintos (Tabela 14).
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Figura 12: Dendrograma mostrando o grupo C e seus cinco clusters C1, C2 e C3.

Tabela 14: Distribuicdo de A. baumannii do grupo C nas UTIs com respectivas datas de isolamento,
genotipo e clusters a que pertencem.

Isolado Unidade de Data Genotipo Cluster
Internacio REP
Acl2  UTI Semi-Intensiva 7/8/2012 bla ox.s51 iike» D10 0x4.23 1ike, ap(3)-VI Cl
Ac26 UTI Emergéncia 19/8/2012 bla oxy 51 tike > bla ox4.23 1ire, @ac(3)-1a; aph(3')-la Cl
Ac61 UTI Geral SUS 15/9/2012 bla oxy.s; tike» bla ox4.23 1ive, aph(3)-VI Cl
Ac62 UTI Geral SUS 19/9/2012 bla ox.s51 iike» D10 0x4.23 1ike, ap(3)-VI C1
Ac77 UTI Geral SUS 1/10/2012 bla oxy.s; ike» bla oxa.23 iie, aph(3)-VI Cl
Ac97  UTICardio Adulto  13/10/2012  bla ox4 51 tike» DIa ox4.23 1ike, aPR(3')-VI, aac(6))-Ib C2
Acl00 UTI Cardio Adulto  21/10/2012  bla oxy.s5; jike» 1 0x4-23 1ike. aPR(3)-VI, aac(6')-1b C2
Acl139  UTI Semi-Intensiva ~ 30/11/2012 bla oxu.s1 ike» D1 0x4.25 like, @ac(3)-1a C2
Acl137  UTI Cardio Adulto ~ 19/11/2012 bla oxy.s; ike bla oxa.23 e, aph(3)-VI C3
Acl128  UTI Cardio Adulto ~ 25/11/2012 bla oxy sy ke bla oxa.23 e, aph(3)-VI C4

Acll5 UTI Emergéncia 28/10/2012 bla px4.s1 iike» Dla 0x4.23 like, aac(3)-la C5
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O grupo D compreendeu 29 isolados divididos em seis clusters: D1 (oito isolados), D2
(cinco isolados), D3 (dois isolados), D4 (seis isolados), D5 (um isolado) e D6 (sete isolados)
(Figura 13). Dos oito isolados do cluster D1, cinco foram provenientes da UTI da Emergéncia
em todo o periodo de coleta, dois foram recuperados da UTI Geral do SUS e um da UTI
Semi-Intensiva (Tabela 15). O genotipo blaoxa-siiikes blaoxa-2siike, aac(6')-1b; aac(3)-la;
aph(3')-1a foi observado inicialmente em isolados do grupo D, sendo predominante no cluster

D1, presente em 75% (6/8) dos isolados.
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Figura 13: Dendrograma mostrando o grupo D e seus seis clusters D1, D2, D3, D4, D5 e D6.

Os isolados Ac78, Ac86 e Ac83 do cluster D2 foram recuperados nos dias 03, 05 e 18
de outubro, respectivamente, sendo Ac78 e Ac86 da UTIs Geral SUS e Ac83 da UTI Geral do
Convénio. A similaridade entre eles foi de 100% e, além disso, apresentaram o mesmo
genoétipo [blaoxa-siiikes blaoxa-a3iike, aaac(6')-1b; aac(3)-1a; aph(3')-Iaj, mostrando a presenca
de clones circulando em curto periodo de tempo na mesma UTI, sugerindo disseminagdo
horizontal.

Todos os isolados do cluster D6 apresentaram 100% de similaridade, quatro desses
(Acl3, Acl6, Ac31, Ac40) foram provenientes da UTI Geral do SUS, um (Ac25) da UTI

Semi-Intensiva e dois (Ac41 e Ac43) da UTI da Emergéncia. Existem evidéncias de uma
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possivel rota de disseminacdo desse cluster entre as UTIs, pois seu primeiro isolamento
ocorreu na UTI Geral do SUS no dia 10/08, ap6s sete dias se disseminou para a UTI Semi-
Intensiva e apos um més chegou a UTI da Emergéncia, além disso, seis dos sete isolados do
cluster D6 possuiam o mesmo genotipo [blaoxa-siikes blaoxa-2siikes aac(6')-Ib, aac(3)-la,
aph(3')-1a], com excec¢do de Ac43 que apresentou genotipo similar [blaoxa-siiike, PlA0XA-23likes
aac(6')-1b, aac(3)-1a], com auséncia apenas de aph(3')-1a.

A anadlise genotipica dos grupos e clusters mostrou a ocorréncia de genotipos mais
frequentes em distintos grupos, por exemplo, o genotipo [blaoxa-siiike, Dlaoxa-23iike, @ac(6’)-1b,
aac(3)-1a, aph(3')-1a] foi detectado somente em isolados do grupo D. Assim como no grupo
B, os clusters do grupo D foram isolados de todas as UTIs do HB (exceto UTI Cardioldgica

Pediatrica).
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Tabela 15: Distribuicao de A. baumannii do grupo D nas UTIs com respectivas datas de isolamento,
genotipo e clusters a que pertencem.

Isolado Unidade de Data Genétipo Cluster
Internagio
Acd UTI Emergéncia 2/8/2012 bla oxs.51 tike» bla oxs.23 1ive, @ac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3’)-la DI
Acs UTI Geral SUS 3/8/2012 bla oxs.51 tike» bla ox4.23 live, @ac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3’)-la D1
Ac45 UTI Emergéncia 18/9/2012 bla oxy.51 ke Dla pxa.23 ike, aac(6))-Ib D1
Ac49 UTI Geral SUS 9/9/2012 bla oxu.s1 tike» bla ox4.23 e, aac(6))-1b; aac(3)-lIa; aph(3’)-la D1
AcS8 UTI Emergéncia 13/9/2012 bla oxy.51 tike» DI 0x4.23 tite, @ac(6')-1; aac(3)-1a; aph(3')-la D1
Acl01  UTI Semi-Intensiva ~ 9/11/2012 bla oxy.s; tike» bla ox4.23 like, @ac(6')-Ib DI
Acl14 UTI Emergéncia 25/10/2012 bla ox.51 tie» bla ox4.23 live, @ac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3’)-la Dl
Acl49 UTI Emergéncia 3/12/2012 bla oxs.51 tie» bla oxs.23 live, @ac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3’)-la D1
Ac71 UTI Cardio Adulto  20/9/2012 bla oxy.51 iike» 10 0x423 1ive, aac(6')-1b, aph(3')-la D2
Ac72 UTI Emergéncia 20/9/2012 bla oxy.s; iike» bla oxa-23 e, aac(3)-1a; aac(6)-1b D2
Ac78 UTI Geral SUS 3/10/2012 bla ox,.51 tike» DI 0x4.23 lite, @ac(6')-1; aac(3)-1a; aph(3')-la D2
Ac83 UTI Geral SUS 5/10/2012 bla ox.51 tive» bla ox4.23 tiwe, @aac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3’)-la D2
Ac86 UTI Geral Conv 18/10/2012 bla oxs.51 tike» bla ox4.23 live, @ac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la D2
Ac81 UTI Geral SUS 6/10/2012 bla oxy.s5; ike» bla ox4.23 like, @ac(6')-1b D3
Acl27 UTI Geral SUS 23/11/2012 bla oxu.si ke bla ox4.23 ke, aac(6)-1b; aac(3)-la; aph(3’)-la D3
Ac50 UTI Geral SUS 9/9/2012 bla oxu.s1 tike» bla ox4.23 e, aac(6))-1b; aac(3)-lIa; aph(3’)-la D4
Ac51 UTI Geral Conv 7/9/2012 bla oxy.s; ike» bla ox4.23 like, aac(6')-Ib D4
Ac64 UTI Semi-Intensiva  17/9/2012 bla oxy.5; tike» D10 0x4.23 lite, @ac(6')-1; aac(3)-1a; aph(3')-la D4
Ac67 UTI Emergéncia 18/9/2012 bla ox4.51 tike» Pla 0x4.23 like D4
Ac70 UTI Emergéncia 17/9/2012 bla oxs.51 like» bla ox4.23 live, @ac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3')-la D4
Acl18  UTI Semi-Intensiva ~ 20/11/2012 bla oxa.51 ike» Pla 0x4.23 ive. aph(3')-VI, aac(6')-1b D4
Acl16  UTI Semi-Intensiva  2/11/2012 bla oxys; ike» bla ox4.23 like, aac(6')-Ib D5
Acl3 UTI Geral SUS 10/8/2012 bla oxu.s1 tike» bla ox4.23 e, aac(6)-1b; aac(3)-lIa; aph(3’)-la D6
Acl6 UTI Geral SUS 10/8/2012 bla oxs.s1 tive» bla ox4.23 e, @aac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3’)-la D6
Ac25 UTI Semi-Intensiva  17/8/2012 bla ox4.51 like» D1 0x4.25 like, @ac(6')-1; aac(3)-1a; aph(3')-la D6
Ac31 UTI Geral SUS 23/8/2012 bla oxs.51 tike» bla oxs.23 live, @ac(6))-1b; aac(3)-1a; aph(3’)-la D6
Ac40 UTI Geral SUS 27/8/2012 bla oxu.si ke bla ox4.23 e, aac(6)-1b; aac(3)-lIa; aph(3’)-la D6
Acdl UTI Emergéncia 2/9/2012 bla ox4.51 tie» bla 0x4.23 ite, @ac(6))-1b; aac(3)-la; aph(3’)-la D6
Ac43 UTI Emergéncia 5/9/2012 bla oxy.s; iike» bla oxa.23 e, @ac(3)-1a;aac(6))-1b D6

O grupo E apresentou quatro isolados distribuidos em dois clusters; E1 e E2 (Figura

14). O primeiro isolamento do cluster E1 (Ac133) ocorreu em novembro de 2012 na UTI da

Emergéncia e, apds trés dias, esse cluster foi encontrado na UTI Geral do SUS (Acl130 e

Acl138) (Tabela 16). Este grupo apresentou o menor numero de isolados e foi detectado

somente no final do periodo de coleta, dado que indica a provavel introdug¢do A. baumannii

geneticamente distintos no ambiente hospitalar. A cepa Acl45, tUnica do cluster E2, foi

isolada em no comegco do més de dezembro, e, provavelmente, se as coletas tivessem

continuado, o cluster possuiria maior nimero de isolados.
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Figura 14: Dendrograma mostrando o grupo E e seus dois clusters E1 e E2.

Tabela 16: Distribuicdo de A. baumannii do grupo E nas UTIs com respectivas datas de isolamento,
genotipo e clusters a que pertencem.

Unidade de "
Isolado Data Genétipo Cluster
Internacio
Acl130 UTI Geral SUS 2/12/2012 bla OXA-51 like » bla OXA-23 like, aph(3Q-VI, aac(69—]b El
Acl33 UTI Emergéncia 29/11/2012 bla OXA-51 like s bla OXA-23 like, aph(3 9- Vi El
Acl38 UTI Geral SUS 2/12/2012 bla OXA-51 like » bla OXA-23 like, aph(3Q—Vl, aac(69—]b El
Acl45 UTI Emergéncia 5/12/2012 bla OXA-51 like » bla 0XA4-23 like, aac(3)-1a,' aac(69-]b E2

A analise dos grupos e clusters de A. baumannii circulantes no HB mostra que existem
clones endémicos no hospital. E possivel que a forte pressdo seletiva exercida pela utilizagdo
de antimicrobianos para o tratamento das infec¢des nos pacientes admitidos na UTIs tenha
selecionado carreadores de genes adquiridos por transmissdo horizontal. A presenga de
diferentes combinacgdes de genes bla e de EMAs em A. baumannii com diferentes perfis
genotipicos, isoladas em diferentes ambientes e em periodos distintos sugere a mobiliza¢dao
constante destes genes, causada pela integracdo ou perda de novos genes de resisténcia
através de plasmideos (DOMINGUES et. al., 2012; LIN et. al., 2013).

Também existem evidéncias de disseminagdo horizontal de 4. baumannii na
institui¢ao, aumentando a necessidade de adocao de medidas de precaucao apropriadas (LEE
et. al., 2012; 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
desinfec¢do do ambiente em associagdo com programas educacionais que promovam a
higienizacdo das maos de profissionais de satde e isolamento de pacientes (URBAN et. al.,

2003).



Conclusoes
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6. CONCLUSOES

- Os isolados estudados apresentaram altas taxas de resisténcia as cefalosporinas de terceira
geracgdo, carbapenémicos, fluoroquinolonas e ao aminoglicosideoamicacina. Os antibidticos

mais ativos contra A. baumannii foram tigeciclina, colistina, polimixina B e gentamicina.

- Todos isolados foram pertencentes a espécie Acinetobacter baumannii.

- Os genes de MBLs (blanp, blaspm € blayiv), de carbapenemases da classe A (blakpc €
blages) e das CHDLs (blaoxa-aiike, blaoxa-ssike, Dlaoxa-1a3iike € blaoxa-asike) ndo foram

detectados.

- Os genes de CHDLSs, blapxasi-iike € blaoxazs-ike foram detectados em 100% dos isolados.

- A sequéncia de insercao ISAbal esteve associada somente a blapxa-23-iike, S€Ndo detectada

em 100% dos isolados.

- Dentre os genes de EMAs, aph(3°)-VI foi detectado em 55% dos isolados, aac(6’)-1b em
46% dos isolados, aac(3)-la em 30% dos isoladose aph(3’)-Ia em 24% dos isolados. Os

demais genes investigados [aac(6°)-1h, aac(3)-1la e ant(2’)la] ndo foram detectados.

- Pelo método de REP-PCR, foram identificados 20 clusters de 4. baumannii no HB. A
andlise da tipagem mostrou que isolados de um mesmo cluster foram recuperados em todo o

periodo do estudo e em UTIs distintas, sugerindo a existéncia de clones endémicos no HB.
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Resultados do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos nos cem isolados do estudo e seus respectivos genotipos de resisténcia.

Teste de Sensibilidade por Microdiluicio (ng/mL)

Genétipo encontrado

Cepas CTX CAZ FEP IPM MEM SAM TZP CIP PB COL TIG AK CN

S<8 S<8 S<8 S<4 S<4 S< 8/4 S<16/4 S<1 S<2 S<2 S<2 S<16 S<4 Genes bla Genes aph e aac

R > 64 R>32 R>32 R>16 R>16 R>32/16 R>128/4 R>4 R>4 R>4 R>8 R> 64 R>16
Ac01 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) R (16) R(16)  S(1,0) R S(<=L0) bla oxu.s; tiker 1A 0x4.23 like aph(3)-vI
Ac02 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4)  R(6) R(16) S (<=0.,5) 1 S(<=1,0)  bla oxu.s; iike> b1 0x4.23 like aph(3)-vI
Ac03 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,5 S(<=0,5) S(<=0.5) 1 S(<=1,0)  bla oxu.s; iike> b1 0x4.23 like aph(3)-VI
Ac04 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0.38) S(<=0,5) S(2,0) R R (>=16) bla oxu.s;iike> DIa oxa-231ke  aac(3)-la; aac(6')-Ib ; aph(3)-la
Ac05 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R(>=4) S(038) S(<=0,5) S(<=0,5) S R (>=16) bla oxu.s; jike> DI oxa.231ke  aac(3)-Ia; aac(6')-Ib; aph(3)-la
Ac06 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,5) S(<=0,5) S(<=0,5) R S(2,0)  bla oxasi tike bla oxa.23 tixe aph(3)-vI
Ac08 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1I(16) R (>=128) R(>=4) NT S(==0,5) S(1,0) R S(2,0)  blaoxysi ke bla oxa.23 tixe aph(3)-vVI
Ac09 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R (>=4) NT S(1,00  S(1,0) R S(2,0)  bla oxas; tike bla oxa.23 tixe aph(3)-VI
Acl1l R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R (>=4) NT S(<=0,5) S(<=0.5) R S(<=1,0)  bla oxu.si iike> b1 0x4.23 like aph(3)-VI
Acl2  NT R R R R NT R (=128) R $(025)  NT 1(4,0) R R Bla pxas iies DA 03423 1o aph(3)-VI
Ac13 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,25) S(<=0,5) S(<=0,5) S 1(8,0)  blaox.siiie, bla oxa23ike  aac(3)-la; aac(6')-Ib; aph(3)-Ia
Acl14 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R (>=4) S(0,38) S (<=0,5) S(<=0,5) R S(<=1,0) bla oxa.51 iike> Dl 0x4.23 like aph(3")-vI
Ac16 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5) S(<=0.5) N 18,0)  bla oxysiiike Dla oxazziike  aac(3)-Ia; aac(6)-1b ; aph(3')-la
Ac17 NT R R R R I R (>=128) R S(0,38) S(<=0,5) S(<=0,5) S S bla oxs1 tike> bla ox4.23 tixe aph(3)-VI
Ac18 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(025) S(<=0,5) S(1,0) R S(<=1,0)  bla oxus1 liker DI 0x4.23 like aph(3)-vI
Ac20 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R (>=4) S (0,25) S (<=0,5) S (1,0) S S(<=1,0) bla OXA-51 like » bla OXA-23 like -
Ac21 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R (>=4) S (0,25) S (<=0,5) S (1,0) R S(<=1,0) bla OXA-51 like » bla OXA-23 like aph(3')-vI
Ac25 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R(>=4) S8(0,50) S(<=0,5) S(2,0 I S4,0)  bla oxusiiiker bla oxaziive  aac(3)-Ia; aac(6)-1b ; aph(3')-la
Ac26 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0.25) S(<=0,5) S(2,0) R S(@40)  bla oxys; ke bla oxa.23 tixe aac(3)-Ia ; aph(3')-Ia
Ac27 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I(16) R (>=128) R(>=4) S(038) S(<=0,5) S(2,0) N R (>=16)  bla oxs.51iker bla oxa-231he  aac(3)-la; aac(6)-1b ; aph(3')-Ia
Ac29 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,25) S(<=0,5 S(1,0) R S(<=1,0)  bla oxus1 liker D10 0x4.23 like aph(3)VI; aac(6')Ib
Ac 30 NT R R R R NT R (>=128) R S (0,38) NT S(0,75) R S bla ox4.51 lite» D10 0x4-23 like aph(3)VI; aac(6')Ib
Ac31 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) S(0,5) S 1(8,0)  bla oxstiike, bla oxa23ike  aac(3)-la; aac(6')-Ib; aph(3)-Ia
Ac33 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) NT R (>=128) R (>=4) S (0,25) NT S (2,0) S S (<=1,0) bla OXA-51 like » bla OXA-23 like -
Ac36 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(1,0) S(<=0,5) S(0.5) R S (<=1,0)  bla oxus1 tiker DI 0x4.23 like aph(3")-VI; aac(6')-1b

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; CIP:
Ciprofloxacina; PB: Polimixina B; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina. I: resisténcia intermediaria ao antimicrobiano testado; R: resisténcia ao antimicrobiano
testado; S: sensibilidade ao antimicrobiano testado. NT: antimicrobiano ndo testado. —: ausé€ncia dos genes pesquisados.
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Resultados do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos nos cem isolados do estudo e seus respectivos genotipos de resisténcia.

Teste de Sensibilidade por Microdilui¢do (ng/mL) Genoétipo encontrado

Cepas CTX CAZ FEP IPM MEM SAM TZP CIP PB COL TIG AK CN

S<8 S<8 N S<4 S<4 S<8/4 S<16/4 S<1 S<2 S<2 S<2 S<16 S<4 Genes bla Genes aph e aac

R> 64 R>32 R>32 R>16 R>16 R>32/16 R>128/4 R>4 R>4 R>4 R>8 R> 64 R>16
Ac37 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5 S(2,0) R S40)  bla oxasitikes bIa ox4.23 tie aph(3)-VI; aac(6")-Ib
Ac38 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,12) S(<=0,5) S(1,0) S S(<=1,0) bla ox4.51 iike» DI 0x4.23 like -
Ac39 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5 S(0,5 R S (<=L,0)  bla ox.s1tiker b1 0x4.23 like aph(3')-VI; aac(6')-1b
Ac40 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5 S(2.0) R R(>=16)  bla oxu.s1tiker bla oxaz3 ke aac(3)-la; aac(6")-Ib; aph(3')-Ia
Ac4l R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,19) S(<=05) 1(4,0) R R(>=16)  bla oxa.sitiker bla oxaz3 e aac(3)-la; aac(6")-Ib ; aph(3')-Ia
Ac43 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(038) S(<=0,5) S(0,5) S 18,0)  bla oy s1tiker 1A oxa.23 like aac(3)-la ; aac(6')-1b
Ac44 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) S (0,5 R S(<=1,0) bla ox4.51 tike» DI 0x4.23 like aac(3)-1a ; aph(3')-VI
Ac45 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) S(80) R (>=128) R(>=4) S5(0,50) S(<=0,5) S(2,0) R 18,0)  bla oxa.s1 ke, bla oxa3 ke aac(6')Ib
Ac47 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S5(0,25) S(<=0,5) S(1,0) R S(<=1,0)  bla oxs.s1sikes DIa ox4-23 iike aph(3)-VI
Ac48 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5 S(0,5 R S(<=L0)  bla oxa.si tikes b1 0x4.23 like aph(3)VI; aac(6')Ib
Ac49 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5 S§(0,5 I 18,00 bla oxssiiikes bla oxa23 e aac(3)-Ia; aac(6")-Ib ; aph(3)-la
AcS50 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5 S(1,0) R S@0)  blaoxysiime bla oxazsiwe  aac(3)-la; aac(6')-1b; aph(3)-la
AcS51 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I(16) R (>=128) R(>=4) S(0,25) S(<=0,5 S(2,0) R R(>=16)  bla oxysiiwer bl oxa.25 ke aac(6)-1b
Ac52 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0.5 S(0,5) R SQ0)  blaoyysi ke bla oxazs e aph(3')-VI
Ac53 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0.38) S(1,00 S(0.5) R 8(2.0)  blaoxasitiker bla ox4.23 tie aph(3)-VI
Ac54 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,19) S(<=0,5 S(0,5) R S(<=1,0) bla ox4.51 tike> DI 0x4.23 like aph(3)-VI
Ac57 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) S(1,0) R S(<=1,0)  bla oxs.51tike> DIA 0x4-23 ke aph(3)-VI
Ac58 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S§(0,38) S(<=0,5) S(<=0.5) R R (>=16)  bla oxasi iies Dla oxa-231ive  aac(3)-Ia; aac(6')-1b ; aph(3')-la
Ac59 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,5 S(<=0,5) S(<=0,5) R S(<=1,0)  bla oxs.s1sikes DIa 0x4-23 ke aph(3)-VI
Ac61 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5 S(2.0) R S40)  bla oxasitikes bla oxa.23 tie aph(3')-VI
Ac 62 NT R R R R NT R R S(0,38) S (<=0,5) S(<=0,5) R I bla ox4-s51 tike» DI 0x4.23 like aph(3)-VI
Ac63 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,5) S(<=0,5) S(<=0,5) R S (<=L0)  bla oxy.s1 tiker b1 0x4.23 like aph(3)-VI
Ac64 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) NT §(<=0,5)  S(1,0) R R(>=16)  bla oxysiime, bla oxa251me  aac(3)-la; aac(6")-1b; aph(3)-la
Ac65 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) NT (1,00 S(1,0) R S(<=1.0)  bla oyusi e bla oxa2s iwe aph(3')-VI
Ac 67 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I(16) R (>=128) R (>=4) NT S (<=0,5) S (<=0,5) R R (>=16) bla pxy.siiike> Pla 0x4-23 like

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefeplme CIP:
Ciprofloxacina; PB: Polimixina B; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina. I: resisténcia intermediaria ao antimicrobiano testado; R: resisténcia ao antimicrobiano
testado; S: sensibilidade ao antimicrobiano testado. NT: antimicrobiano ndo testado. —: auséncia dos genes pesquisados.
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Resultados do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos nos cem isolados do estudo e seus respectivos genotipos de resisténcia.

Teste de Sensibilidade por Microdiluicdo (ng/mL)

Genotipo encontrado

Cepas CTX CAZ FEP IPM MEM SAM TZP CIP PB COL TIG AK CN

S<8 S<8 S<8 S<4 S<4 S< 8/4 S<16/4 S<1 S<2 S<2 S<2 S<16 S<4 Genes bla Genes aph e aac

R>64 R>32 R>32 R>16 R>16 R>32/16 R>128/4 R>4 R>4 R>4 R>8 R> 64 R>16
Ac68 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) S(8,00 R (>=128) R(>=4) S (0,25) NT 1(4,0) S S(<=1,0) bla ox4.51 iike» DI 0x4.23 like -
Ac69 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (><16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,25) S(<=0,5) S(<=0,5) R S (<=1,0)  bla pxs.511ike> DIa 0x4-23 ke aph(3)-VI
Ac70 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(038) S(<=0,5) S(<=0.,5) S S(<=1,0) bla oxu.5; jike> bl oxa.231ke  aac(3)-Ia; aac(6)-Ib ; aph(3)-Ia
Ac71 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) = NT R (>=128) R(>=4) S§(0,50) S(<=0,5) S(<=0.5) R R(>=16) bla oxy.s; ke DA 0x4.23 tike aac(6')-1b ; aph(3)"-la
Ac72 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) S(<=0,5) R R (>=16) bla oxu.s; iite bla oxs-23 tike aac(3)-Ia ; aac(6')-Ib
Ac73 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,25) S(<=0,5) S(1,0) R S(<=1,0)  bla oxs.s1tikes DIa 0xa-23 iike aph(3)-VI
Ac77 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S§(0.25) S(<=0,5) S(1,0) R S0 bla oxys; ke bla oxa.3 tike aph(3)-VI
Ac78 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0.25) S(<=0,5) S(1,0) S 18,0)  blaoxssiiie, bla oxazsie  aac(3)-la; aac(6')-Ib; aph(3)-la
Ac80 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S (0,50) S(<=0,5) S (2,0 S S(<=1,0) bla ox4-51 iike» DI 0x4.23 like -
Ac81 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I(16) R (>=128) R(>=4) S(0.25) S(<=0,5) S(2,0) R R(>=16) bla oxy.s5; ke DA ox4.23 tike aac(6')-1b
Ac82 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) S(2,0) R S(<=1,0)  bla pxs.511iker DIa 0x4-23 ke aph(3)-VIa ; aac(6')-Ib
Ac83 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,25) S(<=0,5) S(1,0) R R (>=16) bla oxus1 iites Dla oxa-231ike  aac(3)-Ia; aac(6')-1b ; aph(3')-la
Ac85 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R(>=4) S (0,38) NT S (0,75) S S(<=1,0) bla oxs.51 tike» DI 0x4.23 like -
Ac86 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=05 S(0.5) S R (>=16)  bla oxasi iies bla oxa3 ke aac(3)-Ia; aac(6')-1b ; aph(3)-la
Ac89 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I(16) R (>=128) R(>=4) S (0,25) NT S (2,0) S S(<=1,0) bla ox4.51 iike» DI 0x4.23 like -
Ac90 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R (>=4) S(1,0)0 S(<=0,5 S(0,5) S S(<=1,0) bla ox4-51 tike» DI 0x4-23 like -
Ac92 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5 S(2,0) S S(<=1,0) bla ox4.51tike> DI 0x4.23 like -
Ac93 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,12) S(<=0,5) S(1,0) R S(<=1,0)  bla oxs.51tikes DIa 0xa-23 ke aph(3)VI; aac(6")Ib
Ac95 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5) S(0.5) I S(<=1,0)  bla oxs.511iker bIa 0x4-23 ke aph(3)-VI
Ac96 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S§(050) S(<=0,5) S(2,0) R S(<=1,0) bla oxu.s; iiker I 0x4.23 like aph(3)-VI
Ac97 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,19) S(<=05) 1(4,0) R S0 bla oxys; ke bl oxa.3 iike aph(3")-VI; aac(6')-Ib
Ac100 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I(16) R (>=128) R(>=4) S(0,80) S(<=0,5) S(2,0) R S0 blaoxys; e bla oxa.23 tike aph(3")-VI; aac(6")-Ib
Ac101 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(025) S(<=0,5) S(1,0) R S(<=1,0) bla oxu.s; iiker I 0x4.23 like aac(6")-Ib
Ac105 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) S(0,50) R S(<=1,0) bla ox4-51 iike» DI 0x4.23 like aph(3)-VI
Ac106  NT R R R R R (>=32) R R S(0,125)  NT S (1,0) R S bla oxu-si ke, D1 0x4.23 tike aph(3))-VI; aac(6')-I

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; 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. NT: antimicrobiano ndo testado. —: auséncia dos genes pesquisados.
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Resultados do teste de susceptibilidade aos antimicrobianos nos cem isolados do estudo e seus respectivos genotipos de resisténcia.

Teste de Sensibilidade por Microdiluicdo (ng/mL)

Genotipo encontrado

Cepas CTX CAZ FEP IPM MEM SAM TZP CIP PB COL TIG AK CN

S<8 S<8 S<8 S<4 S<4 S< 8/4 S<16/4 S<1 S<2 S<2 S<2 S<16 S<4 Genes bla Genes aph e aac

R>64 R>32 R>32 R>16 R>16 R>32/16 R>128/4 R>4 R>4 R>4 R>8 R> 64 R>16
Ac109 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,75) S(<=0,5) S(0,5) I S(<=1,0)  bla oxs.51iikes DIa 0x4-23 ke aph(3")-VI
Ac110 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R (>=32) R (>=128) R (>=4) S(0,19) S(<=0,5) S(1,0) S S(<=1,0) bla OXA-51 like » bla OXA-23 like -
Ac112 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) [(16) R (>=128) R(>=4) S(038) S(1,0) S0 R S(<=1,0)  bla oxs.51sikes Dla 0x4-23 ke aph(3)-VI
Ac114 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (><16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) 1(4,0) R R(>=16)  bla oxu.s1tiker bla oxa23 e aac(3)-la; aac(6")-Ib ; aph(3')-Ia
Ac115 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(038) S(<=0,5) S(0,50) S S(<=1,0)  bla pxs.511iker bIa 0x4-23 ke aac(3)la
Ac 116 NT R R R R L(16) R R S(0,50)  S(<=0,5) 1(4,0) I R bla oxs.51 like» Dl 0x4-23 like aac(6')Ib
Ac118 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (><16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,19) S(<=0,5) 1(4,0) R R (>=16)  bla oxu.s1 tiker OIa 0x4.23 tie aac(3)-1a; aph(3")-VI
Ac119 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(038) S(<=0,5) S(0.5) S 18,0)  bla oxs.si ke, bla oxa-3 ke aac(3)-Ia ; aph(3))-Ia
Ac120 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(038) S(<=0,5) S(0,5) R S0 blaoxys; ke Dl oxa.23 tike aph(3")-VI; aac(6')-Ib
Ac123 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(1,50) S(<=0,5) S(0,5) R S(<=1,0)  bla oxs.s1tiker bla 0x4-23 ke aph(3)-VI; aac(6')-1b
Ac 127 NT R R R R NT R R $(0,25) NT NT I R bla oxs.s1 tike» bla oxaz3 ke aac(3)-Ia; aac(6')-1b ; aph(3)-la
Ac128 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) §(0,50) S(<=0,5) S(1,0) R S0 bla oxys; ke Dl oxa.23 tike aph(3')-VI
Ac130 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5) S(0,5) R S(<=1,0)  bla oxs.511iker bla 0x4-23 ke aph(3)-VI; aac(6')-Ib
Ac131 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5) 1(4,0) R R (>=16)  bla oxasi iikes bla oxa-31ive  aac(3)-Ia; aac(6')-1b ; aph(3)-la
Ac133 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,5 S(1,00 1(40) R S0 blaoxys; ke bl oxa.23 iike aph(3")-VI
Ac134 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,25) S(<=0,5 S(1,0) R S(<=1,0)  bla oxs.511iker bla ox4-23 ke aph(3)-VI; aac(6')-1b
Ac137 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(1,00 S(<=0,5) S(2.0) R S0  bla oxasi e bla oxa.os tike aph(3")-VI
Ac138 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,5) S(<=0,5) S(0,5 R S0  blaoxys; ke bl oxa.23 iike aph(3")-VI; aac(6")-Ib
Ac139 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,5) S(<=0,5 S(1,0) S 18,0)  bla oxs.siiiker bla oxa-23 ke aac(3)-la
Ac145 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) I(16) R (>=128) R(>=4) S(0,5) S(<=0,5) 1(4,0) S R (>=16) bla oxa.s; iite bla ox4.23 tike aac(3)-1a ; aac(6')-1b
Ac146 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) 8(0,25) S(<=0,5) S(0,5) R S (<=L0)  bla ox.s1 tiker b1 0x4.23 tike aph(3")-VI
Ac 147 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) 1(16) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5 S(0,5) R S(<=1,0)  bla pxs.511iker DIa 0x4-23 ke aph(3)-VI
Ac 148 NT R R R R 1(16) R R $(0,50) S(<=0,5) S(0,5) R S bla oxa.s1 ke D1a ox4.23 tike aph(3)-VI
Ac149 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (><16) R(>=32) R (>=128) R(>=4) S(0,38) S(<=0,5) 1(4,0) R R(>=16)  bla oxu.s;tiker bla oxa23 e aac(3)-la; aac(6")-Ib; aph(3')-la
Ac150 R (>=64) R (>=64) R (>=64) R (>=16) R (>=16) S(8,0) R (>=128) R(>=4) S(0,50) S(<=0,5) 1(40) R S (<=1,0)  bla oxs.51iike> Dla ox-23 ke aph(3")-VI; aac(6')-Ib

AK: Amicacina; CN: Gentamicina; SAM: Ampicilina/Sulbactam; TZP: Piperacilina/Tazobactam; CTX: Cefotaxima; CAZ: Ceftazidima; FEP: Cefepime; CIP:
Ciprofloxacina; PB: Polimixina B; COL: Colistina; TIG: Tigeciclina. I: resisténcia intermediaria ao antimicrobiano testado; R: resisténcia ao antimicrobiano
testado; S: sensibilidade ao antimicrobiano testado. NT: antimicrobiano ndo testado. —: auséncia dos genes pesquisados.
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Autorizo a reproducgdo xerografica para fins de pesquisa.

Sao José do Rio Preto, 12/03/2014

Assinatura



