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RESUMO

Estima-se que no Brasil ocorram centenas de milhares de Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia (IRAS) & Saude todos 0s anos, e uma proporcdo
significativa desses quadros € causada por Acinetobacter baumannii. Essa
bactéria, hiperendémica em hospitais brasileiros, € geralmente resistente a
multiplas drogas, restando um escasso arsenal terapéutico. Para além dos
fatores de risco tradicionais (comorbidades, exposicdo ao ambiente
hospitalar, procedimentos invasivos, uso de antimicrobianos), estudos
recentes demonstraram sazonalidade e associacdo de sua incidéncia com
altas temperaturas ambientais. No entanto, as razdes para esses achados
permanecem obscuras. Nos conduzimos estudos em trés hospitais publicos
conveniados do municipio de Bauru-SP, com o objetivo de colaborar para a
compreensdo da epidemiologia do A. baumannii, com énfase nos isolados
resistentes a carbapenémicos (Carbapenem-resistant A. baumannii, CRAB).
O primeiro deles, com delineamento ecoldgico, analisou o comportamento
de taxas mensais de incidéncia de A. baumannii como um todo e em
subgrupos (enfermarias versus Unidades de Terapia Intensiva [UTI], amostras
clinicas totais versus hemoculturas) no periodo de 2006 a 2017. Estudamos o
impacto de temperatura, umidade e pluviosidade sobre essa incidéncia.
Como resultados, identificamos que temperaturas médias mensais acima do
percentil 75 (24,7°C) estavam associadas a maior incidéncia de A.

baumannii como um todo e de CRAB. Curiosamente, esses achados foram
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mais consistentes nas UTl e para isolados de hemoculturas. No segundo
estudo, fipo “caso-controle” analisamos a clonalidade e fatores de risco
para infeccdes da corrente sanguinea causadas por CRAB (CRAB-
Bloodstream infections, CRAB-BSI). Foram estudados 38 pacientes com CRAB-
BSI e 76 controles. Fatores de risco significantes (p<0,05) em andlise
multivarioda para aquisicdo de CRAB-BSI foram a insercdo de cateter
venoso central e o uso de cefepima ou meropenem. Na genotipagem por
Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE), identificamos 12 perfis, sendo que 7
deles agrupavam mais de um isolado. Além disso, identificamos a presenca
de genes codificadores das enzimas OXA-23 e OXA-51, associadas &
resisténcia aos carbapenémicos. O terceiro estudo comparou os mesmos 38
casos de CRAB e 76 controles, em delineamento tipo “coorte pareada”, para
o desfecho "6bito durante a internacdo”. Como esperado, os casos foram
significantemente associados a maior risco de 6bito em modelos de andlise
de sobrevida. Além disso, quando estudados somente os casos, 0 uso de
Aminoglicosideos e Polimixina apds o diagndstico se associou a melhor
prognodstico. Concluimos que o A. baumannii € um agente potencialmente
letal, que se transmite no interior de hospitais e entre diferentes servicos, com

incidéncia aumentada em periodos quentes.

PALAVRAS-CHAVE

Acinetobacter baumannii, resisténcia a antimicrobianos, epidemiologia

molecular, progndstico, sazonalidade
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ABSTRACT

It is estimated that in Brazil hundreds of thousands of Healthcare Associated
Infections (HCAI) occur every year, and a significant proportion of these are
caused by Acinetobacter baumannii. This bacterium, hyperendemic in
Brazilian hospitals, is generally resistant to multiple drugs, leaving behind a
scarce therapeutic arsenal. In addition to the traditional risk factors
(comorbidities, exposure to the hospital environment, invasive procedures,
anfimicrobial use), recent studies have demonstrated seasonality and
association of A. baumannii incidence with high environmental temperatures.
However, the reasons underlying these findings remain obscure. We
conducted studies in three public hospitals in the city of Bauru-SP, Brazil, in
order to contribute to understanding the epidemiology of A. baumannii, with
emphasis on carbapenem resistant isolates (CRAB). The first one, with
ecological design, analyzed the behavior of monthly rates of incidence of
overall A. baumannii and several subgroups (non-critical wards vs. Intensive
Care Units (ICU), overall clinical samples vs. blood cultures) from 2006 to 2017.
We studied the impact of temperature, humidity and rainfall on this
incidence. As a result, we identified that average monthly temperatures
above the 75th percentile (24.7°C) were associated with a higher incidence
of overall A. baumannii and CRAB. Interestingly, these findings were more
consistent in ICUs and for isolates of blood cultures. In the second study (case-

control), we analyzed the clonality and risk factors for CRAB bloodstream



20

infections (CRAB-BSI). We studied 38 patients with CRAB-BSI and 76 controls.
Significant risk factors (p <0.05) in multivariable analysis for CRAB-BSI
acquisition were cenfral venous catheter insertion and use of cefepime or
meropenem. In the Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) genotyping, we
identified 12 patterns, 7 of which grouped more than one isolate. In addition,
we identified the presence of genes encoding the enzymes OXA-23 and
OXA-51, associated with resistance to carbapenems. The third study
compared the same 38 cases of CRAB and 76 conftrols, in a "matched cohort"
design, for the outcome "in-hospital death”. As expected, the cases were
significantly associated with a higher risk of death in survival analysis models.
In addition, when only cases were studied, the use of Aminoglycosides and
Polimyxyns after diagnosis was associated with a better prognosis. We
conclude that A. baumannii is a potentially lethal agent, which is transmitted
within hospitals and between different services, with an increased incidence

during warm periods.

KEY-WORDS

Acinetobacter baumannii, antimicrobial resistance, molecular epidemiology,

outcome, seasonality.
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INTRODUGCAO GERAL

O ACINETOBACTER BAUMANNII

O género Acinetobacter engloba bacilos gram-negativos,
estritamente aerdbios, ubiquos, ndo fermentadores de glicose, com
motilidade negativa supostamente devido & presenca de fimbrias,
cocobacilares, catalase positiva, oxidase negativa' e que apresentam
colénias mucdides quando as células sdo encapsuladas. A maioria das
cepas cresce entre 20 e 37°C com o&tima temperatura de 33 a 35°C. Sdo
mais frequentemente saproéfitas, ocorrendo naturalmente no solo, dgua,
esgofo e alimentos como vegetais crus, assim como na pele e no frato

respiratério humano.?

A identificacdo das vdrias espécies do género Acinetobacter é
complexa, diante da proximidade de suas caracteristicas. A distincdo entre
as espécies é redlizada através de métodos de sensibilidade aos antibidtico-
padrdo, fenotipagem e biotipagem, técnicas cuja complexidade as torna
impraticdvel por rotina nos laboratdrios de microbiologia clinica®, sendo sua

aplicacdo restrita a laboratdrio de referéncia.

O Acinetobacter tem sofrido modificacdes taxondmicas significativas
nos Ultimos trinta anos. Ele foi descrito em 19211 pelo microbiologista holandés

Martinus Beijerinck, que o isolou apds o enriquecimento do solo com um meio
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contendo acetato de cdlcio, tendo entdo recebido o nome de

Micrococcus calcoaceticus. *

Nas décadas seguintes, foram descritos organismos semelhantes e
atribuidos a pelo menos 15 géneros e espécies diferentes, incluindo
Diplococcus MmuCOSUs, Micrococcus calcoaceticus, Alcaligenes,
Haemolysans, Mima polymorpha, Moraxella Iwoffi, Moraxella Iwoffivar,

Achromobacter anitratus, entre outros. *

Atualmente o género Acinetobacter ° possui 54 espécies, que sAo:

= Acinetobacter albensis ¢,

= Acinetobacter apis’,

» Acinetobacter baumannii 8,
= Acinetobacter baylyi’,

= Acinetobacter beijerinckii '°,
= Acinetobacter bereziniae ',
= Acinetobacter bohemicus '?,
= Acinetobacter boissieri ',

= Acinetobacter bouvetii 4,

= Acinetobacter brisouii °,

= Acinetobacter calcoaceticus ?,
= Acinetobacter celticus ',

= Acinetobacter courvalinii V7,

= Acinetobacter dispersus ",
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Acinetobacter dijkshoorniae'®,
Acinetobacter equi ’,
Acinetobacter gandensis %,
Acinetobacter gerneri ',

Acinetobacter grimontii ?',

Acinetobacter guangdongensis %,

Acinetobacter guilloviae ',
Acinetobacter gyllenbergii '°,
Acinetobacter haemolyticus &,
Acinetobacter harbinensis %,
Acinetobacter indicus %,
Acinetobacter johnsonii 8,
Acinetobacter junii %,
Acinetobacter kookii %,
Acinetobacter lactucae 7,
Acinetobacter larvae %,
Acinetobacter Iwoffii Z,
Acinetobacter modestus ",
Acinetobacter nectaris %,
Acinetobacter nosocomialis *',
Acinetobacter pakistanensis *,
Acinetobacter parvus *,

Acinetobacter pittii *',
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= Acinetobacter populi *,

= Acinetobacter pragensis ¥,

= Acinetobacter proteolyticus V,
= Acinetobacter puyangensis *,
= Acinetobacter gingfengensis ¥,
= Acinetobacter radioresistens *,
= Acinetobacter rudis ¥,

= Acinetobacter schindleri *,

= Acinetobacter seifertii *',

= Acinetobacter soli 2,

= Acinetobacter tandoii %,

= Acinetobacter tiernbergiae *,
= Acinetobacter towneri ®,

= Acinetobacter ursingii °,

= Acinetobacter variabilis *,

» Acinetobacter venetianus * e

» Acinetobacter vivianii *.

A. calcoaceticus, A. baumannii, A. pitti e A. nosocomialis possuem
caracteristicas  fenotipicas extremamente semelhantes. Diante da
necessidade de facilitar a identificacdo desses microrganismos, evitando
identificacdo errdneaq, a partir 1991 foi proposto um Unico grupo pertencente

ao género Acinetobacter, tendo se cunhado o termo “Complexo A.



26

calcoaceticus-baumannii”. Desde entdo, estas espécies tém sido
referenciadas por inUmeros estudos epidemioldgicos e laboratdrios de rotina

em todo o mundo. ¥

COMPLEXO A. CALCOACETICUS-BAUMANNII EM IRAS: RELEVANCIA E EPIDEMIOLOGIA

A. baumanni € a espécie que possui maior importdncia e impacto

%4 sendo foco de atencdo da comunidade médica e cientifica.®

na clinica
Essa bactéria tem sido isolada a partir de espécimes associadas a varios tipos

de infeccdes, ®* tais como:

e Bacteremias / Sepses *';

e Pneumonias %%

« Infeccdes de Pele®,

e Infeccdes do trato urindrio *;
« Endocardites >3

e Meningites **.

Considerado anteriormente como um microrganismo oportunista
de baixa patogenicidade e pouca relevancia clinica, nas Ultimas duas
décadas, o A. baumannii foi reconhecido como patégeno emergente,
associado a crescente incidéncia de infeccdes graves e dificil fratamento,

principalmente nos pacientes com maior vulnerabilidade.*”
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Numerosos surtos de infeccdo relacionada & assisténcia em saude
(IRAS) tém sido descritos nas Américas, Europa, Asia e Africa, sendo muitos
deles relacionados a fatores de risco como o uso de antimicrobianos,
periodo de permanéncia na instituicdo, uso de ventilacdo mecdnica e a

gravidade da doenca de base.*®

A fransmissdo do patdégeno se dd através do contato direto ou
indireto, amplamente facilitado num ambiente hospitalar.®® E vdlido
ressaltar que, quanto maior a gravidade da doenca, maior entdo, o nUmero
de contatos na prestacdo de cuidados®, resultando em que 0s
microrganismos presentes na pele do doente ou nas superficies inanimadas
sejam fransferidos durante a prestacdo de cuidados para as mdaos dos
profissionais, podendo ai sobreviver durante minutos. Caso o profissional de

saude ndo execute a higienizacdo das mdos de maneira adequada, estas

permanecem contaminadas funcionando como vetores de fransmissdo. ¢!

A fonte do microrganismo pode ser enddgena (trato
gastrointestinal do hospedeiro)®® ou ambiental (equipamentos de respiracdo,
umidificadores, colchdes, travesseiros, ventiladores, lavatorios, macas, mesas
de cabeceira, corfinas e pias) tendo em vista que o0s equipamentos
hospitalares podem servir como reservatodrio secunddrio.®> O A. baumannii
tem grande capacidade de sobrevivéncia no ambiente inanimado dos
hospitais, sendo estes considerados fonte de disseminacdo. Recomendam-
se, portanto, entre as medidas para o controle, o rigor na descontaminacdo

de superficies e equipamentos.
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Como fatores de risco para infeccdo por A. baumannii podemos
citar a exposicdo prévia a antibidticos, procedimentos invasivos como
cirurgias, nutricdo enteral, cateter venoso central, equipamento de
monitoramento de pressdo cerebral, traqueostomia, transfusdo sanguineaq,
tfrauma com fraturas que necessitem de fixadores (internos ou externos),
cateter urindrio, drenagem abdominal e tordcica, cuidados com feridas,

broncoaspiracdo em grande quantidade e ventilacdo mecdanica.®

Embora seja responsavel por surtos, a maioria dos episddios de
Infeccdo Relacionada & assisténcia a Saude (IRAS) causadas por A.
baumannii € de natureza endémica. HA ainda relatos de que predominam
amostras correspondentes a colonizacdo sobre aquelas de isolados clinicos.
Quanto as infeccdes, as taxas de mortalidade global hospitalar variem de
30% a 75%. Em estudos que buscam eliminar outfros fatores (como a
gravidade infrinseca da doenca de base), a mortalidade atribuida co
microrganismo varia entre 7,8% a 23%. Nesse dambito, observacoes
contraditérias apontam que o debate do impacto clinico ainda ndo foi

resolvido. ¢

Até o inicio da década de 70, as IRAS por A. baumannii eram
tratadas com sucesso com uso da gentamicina, minociclina, dcido
nalidixico, ampicilina, ou carbenicilina, independente se em monoterapia ou
associacdo de drogas. Enfretanto, taxas de resisténcia em elevacdo
comecaram a ser divulgadas entre 1971 e 1974. Desde 1975, surtos sucessivos

tém demonstrado o aumento da resisténcia em isolados clinicos. A maioria
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dos antimicrobianos utilizados naquele periodo incluia aminopenicilinas,
cefalosporinas de pequeno e amplo espectro, cefamicinas,
aminoglicosideos, cloranfenicol e tetraciclina. Atualmente, a maioria dos
isolados tornou-se resistente a todas essas classes, inclusive Qos
carbapenémicos, que por muito tempo foram considerados fratamentos “de

Ultima linha™, ¢7¢8

A utilizacdo de antibioticoterapia de amplo espectro nas Unidades
de fterapia intensiva (UTls) expde o paciente a uma pressdo seletiva
antimicrobiana que induz o aparecimento de resisténcia aumentando assim,
a suscetibilidade a infeccdo por microrganismos multidroga-resistentes
(MDRQ), entre eles o A. baumannii resistente aos carbapenémicos (CRAB,

Carbapenem-resistant A. baumannii).*”**

E dificil avaliar a verdadeira frequéncia das IRAS causadas por
CRAB, tendo em vista que o seu isolamento em amostras bioldgicas pode
refletir apenas colonizacdo e ndo infeccdo.* Por essa razdo, em diversos
estudos epidemioldgicos a duvida sobre real presenca de quadro infeccioso

se soma a fatores de confusdo, prejudicando inferéncias causais.®>*¢

Recentemente, uma nova caracteristica epidemioldégica de A.
baumannii foi identificada: o comportamento sazonal. Alguns autores
relataram elevacdo da incidéncia de infeccdes por esses agentes durante
0s meses no verdo.””’! Em artigo publicado pelo grupo de pesquisa de nosso

departfamento demonstrou-se sazonalidade de bacteremias por A.
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baumannii e associacdo entre incidéncia mensal e temperatura.”? Esse
estudo, foi o primeiro realizado no Brasil, e nele foram analisadas bacteremias
em perspectiva hospitalar global, ou seja, englobando todas as unidades de

internacdo.

Estudos epidemioldgicos sobre A. baumannii (em particular,
isolados multirresistentes) sdo Uteis para o direcionamento de medidas de
controle. 7 Isolados multirresistentes de A. baumannii sdo relatados de forma
crescente durante a Ultima década, provavelmente como consequéncia ao
uso de antimicrobianos nos paises ocidentais. E vdlido ressaltar a
consideracdo da resisténcia aos carbapenems por si s, suficiente para

7475 Estes

definir um isolado de A. baumannii como altamente resistente.
representam uma ameaca para a saude publica, agravada pela falta de
opcdes terapéuticas, j@ mencionada anteriormente. ® E digno de nota que,
hd alguns anos, esse agente era uma causa comum de infeccdo somente

em alguns paises, em sua maioria de clima tropical. No entanto, na Ultima

década tornou-se um grande problema a nivel mundial. 7

No Brasil, dados do Sistema de Laboratdrios Centrais de Sadde PUblica
(LACENS) apontam para o importante crescimento da resisténcia a diversas

classes de antfimicrobianos, inclusive aos carbapenems (Figura 1).
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Figura 1. Evolucdo da resisténcia a carbapenems em bacilos Gram-negativos

de hospitais brasileiros. (Fonte: LACENSs).

Estudos tém demonstrado que infeccdes por A. baumannii sGo
importante causa de mortalidade, especialmente quando resistentes aos

carbapenémicos. 778

A aquisicdo desse agente tem sido associada a procedimentos
invasivos, a “pressdo de colonizacdo” (magnitude da exposicdo a pessoas

79.80.81 CO mo

que carreiom o patdégeno) e ao uso de antimicrobianos.
mencionamos acima, os efeitos da meteorologia, clima e estacdo do ano
vém se somar a essa pletora de fatores de risco, frazendo novas perspectivas

epidemioldgicas para prevencdo e controle de IRAS causadas por A.

baumannii.
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Os trés estudos apresentados a seguir tiveram como objetivo
principal o aprofundamento da andlise do comportamento do A. baumannii

(e CRAB em especial) em hospitais publicos brasileiros.
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OBIJETIVOS

OBJETIVOS GERAIS

» Estudar a sazonalidade e determinacdo meteoroldgica na incidéncia
de Acinetobacter baumannii nosocomial em hospital tercidrio
localizado no municipio de Bauru-SP.

» Caracterizar fatores de risco, epidemiologia molecular e progndstico
de pacientes com infeccdo da corrente sanguinea por A. baumannii
resistenfe a carbapenémicos (CRAB) em frés hospitais puUblicos

conveniados no mesmo municipio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar em modelos de séries temporais, a ocorréncia de
sazonalidade e determinacdo meteoroldgica na incidéncia de A.
baumannii (total ou resistente a imipenem) isolado em culturas clinicas
e hemoculturas.

* Analisar a variacdo dos fendbmenos descritos acima entfre unidades
ndo-climatizadas (enfermarias) e climatizadas (Unidades de terapia

intensiva) do hospital incluso no estudo.



48

ldentificar associacdo entre comorbidades, dispositivos invasivos,
procedimentos, uso de antimicrobianos e a aquisicdo de infeccdo da
corrente sanguinea por CRAB.

Caracterizar linhagens de CRAB e identificar sua disseminacdo intra e
inter-hospitalar.

Avaliar o impacto de infeccdo da corrente sanguinea por CRAB sobre
mortalidade de pacientes, e outros fatores associados ao progndstico

em pacientes acometidos por esse agente.
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CAPITULO 1: SAZONALIDADE E DETERMINAGCAO METEOROLOGICA NA INCIDENCIA DE

COMPLEXO ACINETOBACTER BAUMANNI/I NOSOCOMIAL EM HOSPITAL TERCIARIO NO
MUNICIPIO DE BAURU-SP

INTRODUGAO: CLIMA, ESTACOES DO ANO, METEOROLOGIA E A. BAUMANNII

Tempo e o clima sdo conceitos utilizados em meteorologia para se
entender o comportamento da atmosfera, em diferentes intervalos de
tempo. O tempo pode ser definido como a somatdria de acdo das diversas
varidveis atmosféricas (como exemplo: chuva, sol e vento) num limitado
curto periodo de ftempo. JG o clima de uma referida regido € o
comportamento médio da atmosfera, em um longo periodo de tempo (por

exemplo: meses e anos)."

As alteracdes climdticas, definidas por variacdes significativas de
climas regionais ou globais durante longos periodos, incluem grandes
mudancas na temperatura média, umidade, pressdo atmosférica,
precipitacdo, padroes de vento e salinidade da dgua, assim como a

diminuicdo nas geleiras polares. '

Mudancas climdaticas recentes tém ameacado a vida no planeta,
entre outros aspectos pela reducdo da disponibilidade de dagua potavel.
Embora as condicdes médias climdaticas tenham sido relativamente estaveis

por milénios, nos Ultimos 50 anos ocorreu uma aceleracdo das mudancgas, de
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modo que a temperatura média global aumentou 0,7°C, sendo esperado

novo aumento entre 1,8 e 4,0°C até ao ano de 2100.'

A principal causa do aqguecimento continuo da Terra sdo as
crescentes emissdes para a atmosfera de didxido de carbono (CO?) e outros
gases de efeito estufa resultantes de atividades humanas (principalmente
metano e oxido nitroso). Os gases de efeito estufa absorvem uma parte da
radiacdo emitida a partir da Terra, com mais calor na atmosfera,
aumentando consequentemente as temperaturas. As mudancas climdticas
v@o deixar as ondas de calor cada vez mais frequentes agravando os
eventos meteoroldgicos, acarretando um aumento no nivel do mar. Desta
forma, € cada vez visivel que as mudancas climdticas ao longo de periodos
de tempo relativamente curtos colocam sérias ameacas ao bem-estar e a

salde humana. ?

Os fatores definidores de época como a temperatura, umidade e
precipitacdo sdo importantes determinantes da sobrevivéncia dos
patdgenos. Em muitos casos, as mudangas sazondis na sobrevivéncia e
transmissdo de patdgenos estdo inseparavelmente relacionados a ambos os

aspectos bioldgicos e sociais de nossas vidas. 2

As mudancas sazonais, a disponibilidade de dgua potdvel, praticas

de saneamento e higiene, assim como aglomeracdo de pessoas afetam

34,5

diretamente a transmissibilidade de patégenos,**” assim como as tradicionais

celebracdes e encontros realizados pelas comunidades de acordo com 0s
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diversos calenddrios nacionais e internacionais. Férias, atividades sociais e
viagens s@o frequentemente associadas com mudancas no consumo de
alimentos e preparacdo, sendo assim associados a mudancas na incidéncia

das doencas.*

Como o clima afeta a sadde humana através da criacdo de
condicoes favordveis para a proliferacdo e transmissdo de patdégenos, o
mau tempo pode afetar a intensidade de surtos infecciosos e desastres
naturais levando mudancas drdsticas na estrutura da populacdo e ecologia
no patdégeno. Eventos catastroficos como tsunamis, furacdes, inundacoes
devastadoras, ondas de calor, deslocamento populacional e danos de
infraestrutura podem ter efeitos tragicos sobre a incidéncia de infeccdes e

seus padrdes sazonais.*

Em um de seus aforismas, Hipdcrates relata que...

“Cada doenca ocorre em qualquer época do
ano, mas algumas delas ocorrem com mais
frequéncia e sdo de maior gravidade em

determinados momentos.” ¢

Dentre as condicdes sujeitas a variacdes sazonais podem ser
encontradas além das doencas infecciosas, diversas doencas cronicas.
Plausivelmente, as exacerbacdes em condicdes cronicas podem ser

motivadas por agentes infecciosos ou mudancas ambientais. Entender a
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interacdo de uma infeccdo e uma doenca crénica pode levar a um melhor

controle para ambos.’

Como podemos inferir do aforisma de Hipdcrates, o conhecimento
do comportamento sazonal e da determinacdo meteoroldégica das doencas
permite o direcionamento de acdes de prevencdo e confrole.** Por essa
razGo, a recente constatacdo da ocorréncia de sazonalidade (ou
associacdo com altas temperaturas) na epidemiologia das IRAS abriu uma
nova perspectiva de acdes de confrole da infeccdo. & E digno de nota que
esse comportamento tem sido notado principalmente em bacilos gram-

negativos (entre esses, em A. baumannii).”!°

No contexto que nos interessa, a andlise de sazonalidade e
determinacdo meteoroldgica tem particular utilidade. Entre as questdoes em
aberto sobre o possivel comportamento sazonal de A. baumannii estdo Qs

seguintes:

Hd& sazonalidade (ou determinagcdo meteoroldgica) diferenciada em
unidades climatizadas e ndo climatizadas?

Existe associacdo entre multirresisténcia e sazonalidade?

A associacdo com meteorologia varia conforme o sitio de infeccdo?

Este estudo busca responder as questdes apresentadas acima.
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METODOLOGIA

DELINEAMENTO DO ESTUDO

Realizou-se um estudo ecoldgico, baseado na incidéncia de A.
baumannii nosocomial em um hospital de ensino no periodo de janeiro de
2006 a dezembro de 2017 no municipio de Bauru-SP, na qual através do
IPMET (Instituto de Pesquisas Meteoroldgicas) da Unesp de Bauru foi possivel
obter dados meteoroldgicos possiveis para demonstracdo  do
comportamento sazonal referente ao microrganismo Acinetobacter

baumannii.

LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Hospital Estadual Bauru (HEB), que possui
335 leitos e é referéncia para atendimento tercidrio em uma regido de
aproximadamente um milhdo de habitantes. O hospital possui cinco
unidades de terapia intensiva (duas clinico-cirdrgicas, uma cardio-tordcica,
queimados e pedidatrica) e diversas enfermarias. Tem Laboratério de
Microbiologia préoprio e Comissdo de Controle de Infecgcdo Hospitalar,
constituida nos termos da Portaria 2.616 de 1998 do Ministério da Saude. O

periodo desse estudo foram os anos de 2006 a 2017.
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O HEB estd localizado na cidade de Bauru, noroeste da capital do
estado (22° 18" 54" §; 49° 03' 39" O), r possui 371.690 habitantes (segundo
dados do IBGE/2017) distribuidos em uma drea aproximada de 673.488 km?,

distando 326 kmm da Capital do Estado de SGo Paulo (Figura 2).

Legenda

até 5.152 ate 12.799 atée 38.695 mais que

pesSsS0as DESS0ASs DESS03s 36.695
pPESS0as

Figura 2. Localizagcdo e dados censitarios de Bauru-SP.
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CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Foram incluidos no estudo todos os pacientes com idade superior a
18 anos e com culturas positivas para o microrganismo Complexo A.
baumannii a partir do terceiro dia de internacdo hospitalar (three-midnight
rule)" os quais foram definidos como “associados aos cuidados de saude”
(isto &€, agentes presuntivos de IRAS). Foram excluidas duplicidades, ou seja,

considerou-se somente a primeira cultura clinica positiva para A. baumannii.

As culturas positivas para o patdgeno estudado foram identificadas no
Laboratdrio de Microbiologia proprio do HEB e diante dos resultados foram
distribuidas nos seguintes grupos: amostras clinicas totais e hemoculturas;
isolados totais e resistentes aos carbapenémicos; isolados de enfermarias e

de Unidades de Terapia Intensiva (UTI).

PROCEDIMENTOS MICROBIOLOGICOS

IDENTIFICACAO DA ESPECIE E TESTES DE SUSCETIBILIDADE

Durante o periodo de janeiro de 2006 a abril de 2015 os
microrganismos que se desenvolveram em meios de cultura especificos ao
seu género foram submetidas & coloracdo de Gram, objetivando-se a

pureza, aliada a observacdo de sua morfologia e coloragcdo especifica.
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Apods confirmacdo dessas caracteristicas, foram realizadas técnicas manuais
para a identificacdo dos mesmos. Para o A. baumannii € demais bacilos
gram-negativos ndo fermentadores de glicose foi utilizado o Kit NF Il Probac®,
e a partr de maio de 2015 as amostras foram submetidas ao Vitek®?2

Compact — bioMérieux.

Diante da identificacdo do patdgeno, entre o periodo estudado
até abril de 2015 os festes de suscetibiidade foram realizados pela
metodologia de Kirby-Bauer (testes de disco difusdo) em dgar a partir de
discos impregnados conforme critérios recomendados pelo Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) com interpretacdo dos breakpoints
vigentes no ano e, apds tal periodo os testes de sensibilidade foram

analisados e liberados através de CIM (concentracdo inibitéria minima).

ANALISES ESTATISTICAS

A sazonalidade foi analisada em modelos ARIMA (Autoregressive
Integrated Moving Average) de Box-Jenkins'? e autocorrelacdo. Para andlise
de determinantes meteoroldgicos, dicotomizamos os dados de temperatura,
umidade e pluviosidade no percentil 75. Apds esse procedimento foi testado

o efeito dos pardmetros em modelos multivariados de Regressdo de Poisson.

Todas as andlises foram realizadas nos softwares SPSS 20 (IBM,

Armonk, NY, USA) e NCSS ¢ (LLC, Kaysville, UT, USA).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo de 12 anos abrangido pelo estudo, nds identificamos 1.207
pacientes com IRAS causadas por A. baumannii. A incidéncia global de
colonizacdo/infeccdo foi de 12,99 por 10.000 pacientes-dia (67,12 para UTls,
5,11 para enfermarias). A taxa global de resisténcia a imipenem foi 78,9%, e

foi maior nas UTls que em outras unidades (83,6% versus 69,9%; p<0,001).

Em uma primeira etapa do estudo, buscamos identificar sazonalidade
(descrita como alteracdo periddica e anualmente repetida) na incidéncia
de A. baumannii. Nos modelos ARIMA de Box-Jenkins, esse padrdo ndo se
confirmou. O mesmo pode ser constatado em andlises de auto-regressdo,
mostradas na Figura 3 para a taxa global de A. baumannii. O mesmo
resultfado foi constatado nas andlises de subgrupos (resistentes qos

carbapenémicos, hemoculturas, isolados em UTI).
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Figura 3. A esquerda, exemplo de autocorrelacdo de varidvel com
sazonalidade evidente (cada medida € prevista com perfeicdo por aquela
realizada 12 meses antes, ou seja, lag12). A direita, o comportamento ndo

sazonal da incidéncia mensal global de A. baumannii.

Por outro lado, quando analisamos a dependéncia meteoroldgica, os
resultados mostram associacdo com temperatura extrema (acima de 24,7°C,
o percentil 75 dos valores mensais). Como se vé na Tabela 1, as associacoes
foram mais consistentes para infeccdes da corrente sanguinea (i.e.,
hemoculturas positivas) e para isolados resistentes a carbapenémicos

(CRAB).
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Tabela 1. Modelos multivariados de regressdo de Poisson para associacdo de

varidveis meteoroldgicas com taxas de incidéncia de A. baumannii.

Culturas Incidéncia* RT (IC95%)
175 U775 P75

A. baumannii total

Culturas clinicas totais 12,99 1,09 (1,02-1,16) 0,97 (0,91-1,05) 0,93 (0,77-1,01)
Culturas clinicas (UTls) 67,12 1,06 (0,98-1,15) 1,04 (0,95-1,14) 0,95(0,87-1,04)
Culturas clinicas (Enfermarias) 5,11 1,10 (0,98-1,23) 0,89 (0,78-1,02) 0,96 (0,80-1,04)
Hemoculturas totais 2,43 1,26 (1,09-1,46) 0,89 (0,74-1,06) 0,87 (0,73-1,05)
Hemoculturas (UTls) 14,05 1,23 (1,04-1,46) 1,03 (0,84-1,26) 0,88(0,71-1,08)
Hemoculturas (Enfermarias) 0,74 1,27 (0,96-1,69) 0,53 (0,33-0,86) 0,88 (0,61-1,28)
CRAB

Culturas clinicas totais 10,25 1,18 (1,11-1,27) 1,00 (0,92-1,09) 0,90 (0,82-0,97)
Culturas clinicas (UTls) 56,13 1,16 (1,06-1,26) 1,08 (0,97-1,18) 0,90 (0,82-1,01)
Culturas clinicas (Enfermarias) 3.57 1,20 (1,06-1,37) 0,90 (0,77-1,05) 0,89 (0,76-1,04)
Hemoculturas totais 1,82 1,38 (1,17-1,62) 0,94 (0,77-1,15) 0,86 (0,70-1,06)
Hemoculturas (UTls) 11,09 1,34 (1,11-1,60) 1,07 (0,85-1,33) 0,83 (0,65-1,06)
Hemoculturas (Enfermarias) 0,47 1,43 (1,03-2,02) 0,62 (0,37-1,04) 1,01 (0,66-1,55)

Nota. Associacdes positivas hachuradas em rosa, negativas em azul.

*Por 10.000 pacientes-dia.

CRAB, Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos

*T175: Percentil 75 (Temperatural)

* U75: Percentil 75 (Umidade)
* P75: Percentil 75 (Pluviosidade)

Os estudos que abordam a sazonalidade ou determinacdo
meteoroldgica na incidéncia de bacilos gram-negativos tém levantado as

seguintes hipdteses para justificar esses fendbmenos?:

Aumento da viruléncia de microrganismos expostos a temperaturas
elevadas;
Influxo de patdégenos de reservatdrios ambientais do ambiente extra-

hospitalar para as unidades de internacdo;
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Alteracdes sazonais de dimensionamento e comportamento dos

profissionais da saude.

Entre essas hipodteses, a segunda é digna de atencdo. Ela foi
defendida por alguns autores. Christie et al'® identificaram coexisténcia de
multiplos clones nos meses quentes, e concluiram que, uma vez que ndo
havia fransmissdo de uma linhagem Unica nesses periodos, sua origem
deveria ser extra-hospitalar. Reforcando essa hipdtese, Fukuta et al®
encontraram sazonalidade para A. baumannii em geral, mas ndo para
isolados multidroga-resistentes. Esses autores inferiram que, uma vez que 0s
isolados sazonais eram sensiveis a multiplos antimicrobianos, deveriam ser de
origem comunitdria e ndo nosocomial. Por fim, essa teoria ganhou reforco
pela constatacdo de que a sazonalidade ocorria inclusive em ambientes

climatizados, nos quais ndo se espera variacdo de temperatura interna.

Nossos achados contradizem parcialmente essa teoria. E certo que
ndo identificamos sazonalidade, mas houve uma associacdo com a
temperatura ambiental externa exirema, que foi observada tanto para
enfermarias (ndo climatizadas) como para UTls (onde existe climatizacdo).
Por outro lado, a associacdo com temperatura foi (ao confrdrio do que
sugeriu Fukuta) mais intensa para isolados imipenem-resistentes (CRAB).

Nesse aspecto, nossos achados sdo semelhantes aos de Eber et al'

, que
descreveram sazonalidade e associacdo com temperatura tanto para
isolados imipenem-sensiveis com imipenem-resistentes de bacilos Gram-

negativos.
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Um achado interessante de nosso estudo foi que, para A.
baumannii em geral, houve maior associacdo com temperatura nos isolados
de hemocultura que naqueles de outras amostras clinicas. Isso € digno de
nota, j& que hemoculturas positivas tém maior associacdo com infeccoes

verdadeiras.

Concluindo, é possivel identificar uma associacdo relevante entre
incidéncia de A. baumannii e extremos de temperatura em um hospital de
regido fropical. Essa associacdo foi observada indistinfamente em unidades
climatizadas e ndo climatizadas. Foi também maior para isolados de
hemocultura e CRAB. Esses achados, embora ndo apontem de forma
conclusiva para fatores causais, reforcam a importGncia de intensificar

acoes de controle em periodos de maior temperatura.
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CAPITULO 2: FATORES DE RISCO E CARACTERIZAGAO MOLECULAR DE ISOLADOS

BACTEREMICOS DE ACINETOBACTER BAUMANNII RESISTENTE AOS CARBAPENEMICOS.

INTRODUCAO

O crescente impacto da resisténcia antimicrobiana € uma
preocupacdo global. Brasil e paises da América Latina, em geral, tém niveis
mais altos de resisténcia bacteriana enfre a maioria de seus principais
agentes patogénicos, em comparacdo com a Europa e os Estados Unidos,
particularmente entre bacilos Gram-negativos e Enterobactérias ESBL.'

Hd& evidéncias de que o consumo total de antimicrobianos € um
fator critico na selecdo para resisténcia. Paradoxalmente, a subutilizacdo
através de dosagem inadequada, md adesdo e qualidade inferior dos
antimicrobianos podem desempenhar um papel tdo importante quanto o
excesso de seu uso gerando resisténcia.??

Os isolados de Acinetobacter baumannii apresentam
capacidade de adquirir novos mecanismos de resisténcia e uma crescente
resisténcia a multiplos medicamentos, que estd se tornando uma realidade
assustadora em muitos hospitais em todo o mundo.?

Grande parte dos isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos no Brasil carreiam a B-lactamase OXA-23. Surtos desses

agentes tém sido observados desde 1983."
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A ameaca a saude publica devido ao crescimento da resisténcia
antimicrobiana (RAM) é impulsionada tanto pelo uso adequado como
inadequado de medicamentos anti-infecciosos utilizados na sadde humana
e animal bem como na producdo de alimentos e, ainda, com medidas

inapropriadas para controlar a disseminacdo de infeccoes.?

Reconhecendo esta crise de saude publica, varios paises, agéncias
infernacionais e outras organizacdes em todo o mundo tomaram medidas
para combaté-la através de estratégias aplicadas nos setores relevantes.
Vdrias resolucdes da Assembleia Mundial da Saude tém alertado para acdes
especificas relacionadas com a RAM e a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) publicou sua estratégia global para conter a RAM em 2001 e, no Dia
Mundial da Saude de 2011, convidou os paises a aderirem a um pacote de
politicas de seis pontos: (1) compromisso com um plano nacional
orcamentdrio abrangente que seja responsdvel e envolva a sociedade civil,
(2) reforco da vigilGncia e capacidade laboratorial, (3) garantia de acesso
ininferrupto  a medicamentos essenciais de qualidade garantida, (4)
regulamentacdo e promocdo do uso racional de medicamentos na
pecudria e garantia de os cuidados adequados ao paciente, (5)
aprimoramento da prevencdo e do controle de infeccdes e (6) promocdo

de inovacdo, pesquisa e desenvolvimento de novas ferramentas.?

A resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter € principalmente
mediada pela producdo de enzimas beta-lactamases do tipo oxacilinases °,

entre as quais se destacam as pertencentes aos grupos OXA-51-like, OXA-23-
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like, OXA-24/40-like, OXA-58-like e OXA-143-ike. ** Genes do grupo blaOXA-
51-like sGo considerados intrinsecos ao genoma da espécie A. baumannii ¢, a
despeito de descricdes pontuais da deteccdo deste determinante em outras
espécies de Acinetobacter, como A. nosocomialis € A. genomic species
“Close to 13TU""%, de ocorréncia plasmidial. A deteccdo dos genes blaOXA-
51-like pode, entdo, ser utilizada como marcador da espécie A. baumannii.
Em relacdo a epidemiologia das demais enzimas, as mais disseminadas
mundialmente sdo aquelas pertencentes aos grupos OXA-23-like e OXA-
24/40-like ***1°. No Brasil, particularmente, enzimas do tfipo OXA-143-like
devem ser lembradas por terem prevaléncia consistente, ainda que em

menores proporcdes 1% 13

Para fins de caracterizacdo molecular (genotfipagem), diferentes
metodologias podem ser empregadas. Atualmente, a técnica de
eletroforese em campo pulsado (Pulsed-Field Gel Electrophoresis, PFGE) é
considerada uma das mais ufilizadas e com elevado poder discriminatorio,
por exibir o perfil de restricdo de todo o genoma bacteriano.' O PFGE tem
como limitacdo a dificuldade da comparacdo interlaboratorial para estudos
de dimensdes globais. Neste sentido, torna-se bastante Util a utilizacdo da
metodologia de mulfilocus sequence typing (MLST), que, por meio do
sequenciamento de genes constitutivos e conservados, permite obter dados
de filogenia bacteriana e comparar resultados por meio de bancos de
dados mundiais disponibilizados online, como os do Instituto Pasteur ou da

Universidade de Oxford."™'¢ Por se tratar de uma metodologia relativamente
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trabalhosa e dispendiosa, alternativas surgiram ao MLST, como é caso da
técnica de tipagem por trés-loci, inicialmente desenvolvida por Turton e
colaboradores'” e recentemente adaptada para a epidemiologia
brasileira'®, Por meio de reacdes de PCR que ndo exigem o sequenciamento
posterior, & inferir a classificacdo das cepas em determinados Complexos

Clonais.

Em um artigo cldssico, Foxman & Riley"” insistem que no termo
“epidemiologia molecular” importa tanto o aspecto “molecular” (a
aplicagcdo de técnicas laboratoriais) quanto a “epidemiologia” (o estudo da
distribuicdo desigual dos processos de salde e seus determinantes). Assim,
mais que a técnica molecular utilizada, importa sua aplicagcdo para elucidar
a epidemiologia de um microrganismo. Esse foi o objetivo do nosso estudo:
abordar a epidemiologia molecular de bacteremias por A. baumannii em

um complexo de hospitais do interior do Estado de SGo Paulo.
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METODOLOGIA

DELINEAMENTO, LOCAL E PERIODO DO ESTUDO

Foi conduzido estudo caso-controle para identificacdo de fatores
de risco para aquisicdo de bacteremias nosocomiais por A. baumannii
resistente ao imipenem nos seguintes hospitais: Hospital Estadual Bauru (335
leitos), Hospital Estadual Manoel de Abreu (57 leitos) e Hospital de Base de
Bauru (168 leitos). O periodo de coleta foi de 2013 a 2016. A definicdo de
“bacteremia nosocomial” baseou-se, como descrito anteriormente, no

isolamento em hemoculturas coletadas apds o terceiro dia de internacdo.

PROCEDIMENTOS OPERACIONAIS

Casos foram identificados no laboratério de microbiologia. Para
cada caso foram vutilizados dois controles, identificados aleatoriamente na

mesma uvnidade de internacgao.

Dados foram obtidos em prontudrios e arquivos laboratoriais. Foram
coletados dados demogrdficos e comorbidades, incluindo o indice de
Charlson.® Os demais dados foram coletados para o “tempo sob risco”
(definido como periodo entre internacdo e coleta da cultura, para os casos,
e enfre internacdo e alta, para os controles). Esses incluiram: procedimentos,

dispositivos invasivos e uso de antimicrobianos.
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ANALISE ESTATISTICA

Dados foram analisados no software SPSS 20 (IBM, Armonk, NY,
USA). Na etapa univariada, foram aplicados os testes do Chi-quadrado,
Exato de Fisher e U de Mann-Whitney, quando apropriados. Para andlise
multivariada foram utilizados modelos de Regressdo Logistica. A selecdo de
variaveis foi realizada da seguinte forma: em primeiro lugar, foram forcadas
no modelo varidveis de gravidade (“indice de Charlson”)® e tempo de
exposicdo (“tempo sob risco”). A seguir, cada varidvel foi entrada em
estratégia de avancos (stepwise forward). Resumidamente, foram
selecionados em um primeiro modelo as varidveis com p<0,05. Outras
variaveis foram entradas uma a uma. O critério de inclusédo no modelo final

foi a alteracdo de mais de 10% no Odds Ratio das variaveis significantes.

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

Os isolados foram caracterizados molecularmente por Pulsed-Field
Gel Electrophoresis (PFGE). Os procedimentos para essa caracterizacdo

foram:
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v Extragdo do DNA bacteriano: o material genético bacteriano foi

extraido empregando-se o método da lise térmica seguida de choque

térmico. Apds, o DNA foi armazenado a -20°C.

Detecgcao dos genes blaOXA: os genes das principais oxacilinases
(OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58, OXA-143-like) foram pesquisados
por meio de uma reacdo de PCR multiplex #? As reacdes foram
realizadas em reacdo multiplexada em volume final de 20uL, contendo
200nM (5pmol/20uL) de cada primer, 1,5U de Tag DNA Polimerase em

tampdo contendo 1,5mM de MgCl2, e 200uM de cada dNTP.

Determinagdo do padrdo eletroforético por PFGE: para determinacéo
da diversidade genética entre os isolados, a técnica de Pulsed field gel
electrophoresis foi empregada, conforme protocolo padronizado por
Seifert e colaboradores.?? Inicialmente, preparou-se uma suspensdo
bacteriana (de crescimento recente) agjustada a aproximadamente
107 células/mL em Tampdo de Suspensdo Celular (100mM Tris, 100mM
EDTA, pH 8,0); a seguir, aliquota de 200uL desta suspensdo foi
transferida para microtubo de centrifuga de 1,5mL e incubada a 55°C
por 10 minutos. Acrescentou-se a este tubo 10uL de proteinase K
(solucdo 20 mg/ml) e 200uL de agarose especifica para preparo de
plugues para PFGE, fundida e estabilizada, d concentracdo de 1% em

tampdo TE (10mM Tris, TmM EDTA, pH 8,0). A suspensdo de células em
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agarose foi distribuida nos moldes para plugues, deixados d
temperatura ambiente por 5 minutos e em geladeira por mais 5
minutos para completa solidificacdo. A seguir, os plugues foram
transferidos para tubos contendo 5mL de tampdo de lise celular
(50MmM Tris, 50mM EDTA [pH 8;0], 1% sarcosine) com 25uL de proteinase
K (solucdo 20mg/mL) e incubados a 55°C por 2 horas sob agitacdo
constante (150 a 200rpm). Apds a lise, o tampdo foi removido e os
plugues lavados quatro vezes, por 15 minutos cada lavagem (2 vezes
com dagua Uultrapura destilada e 2 vezes com tampdo TE), sob
incubacdo de 55°C e agitacdo constante. A seguir, os plugues foram
cortados, com largura aproximada de 2mm, e submetidos a digestdo
com 30U da enzima Apal (Promega), de acordo com o tempo de
incubacdo e temperatura recomendados pelo fabricante. Os plugues
com DNA digerido foram entdo aplicados em um gel de agarose
especifica para PFGE a concentracdo de 1%, em TBE 0,5X (40mM Tris-
HCI, pH 8,3; 45mM d&cido bdrico e TmM EDTA). A eletroforese foi
efetuada no equipamento CHEF-IIl (BIORAD), com tampdo TBE 0,5X, e
temperatura ajustada a 14°C. O tempo de eletroforese foi de 18h, com
pulso inicial de 5s e final de 20s, 6V/cm. A seguir, o gel foi corado com
uma solucdo de brometo de etidio Tug/mL, por 30 minutos, e
descorado em dgua destilada em 3 lavagens de 15 minutos cada.
Imagens dos géis foram capturadas sob iluminagcdo ultravioleta em

transiluminador, onde a andlise dos padrdes de base foi realizada com
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o software BioNumerics 7.5 (Applied Math, Belgium); andlise da relacdo
genética entfre os perfis eletroforéticos foi realizada utilizando-se o
método UPGMA (unweighted pair group method with mathematical
averaging) com o coeficiente de Dice, ufilizando-se otimizacdo e
toleréncia de 1,5% %; para normalizacdo dos géis, foi utilizada a cepa
Salmonella Braenderup H9812* digerida com 30U da enzima Xbal,
colocada em pelo menos trés linhas de cada gel. Os agrupamentos
(clusters) foram definidos G similaridade de Dice acima de 80%, e
nomeados com letras maiusculas (A, B, C, etc.); cada perfil
elefroforético foi fambém nomeado, por meio da letra correspondente

ao agrupamento e de um numero (Al, A2, B1, B2, etc.).

Tipagem dos clones de A. baumannii: A tipagem por three-loci (3LST)
foi realizada conforme protocolo preconizado por Turton e
colaboradores.'” Esta técnica permite elucidacdo dos principais
grupos clonais circulantes por meio do emprego de reacdes de
multiplex-PCR, que utilizam sequéncias especificas dos genes ompA
(que codifica a porina da membrana externa A), csuE (envolvido na
formacdo de biofime) e blaOXA-51-lke (codificador da
carbapenemase intrinseca de A. baumannii). Esta metodologia
emprega duas reacdes multiplex (Grupo 1 [Clone Internacional 2] e
Grupo 2 [Clone Internacional 1]), que foram realizadas em volume final

de 25uL, contendo 400nM (10pmol/25uL) de cada primer, 1,5U de Tag
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DNA Polimerase em tampdo contendo 1,5mM de MgCI2, e 200uM de
cada dNTP. Devido a resultados discrepantes entre a técnica de 3LST e
novos clones®, recentemente a técnica foi adaptada para incluir os
principais clones brasileiros circulantes'’, e a mesma foi avaliada nas

cepas deste estudo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

FATORES DE RISCO

Foram selecionados 38 casos e 76 controles para o estudo. A
Tabela 2 mostra os resultados da andlise univariada. Percebe-se que houve
associacdo de diversos fatores, entre eles comorbidades, procedimentos e

antimicrobianos.

Na andlise multivariada (Tabela 3), com ajuste para gravidade
(indice de Charlson) e tempo sob risco, os fatores de risco independentes

foram insercdo de cateter venoso central e uso de cefepima e imipenem.
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Tabela 2. Andlise univariada de fatores de risco para bacteremias por A.

baumannii resistente a imipenem.

Andlise Univariada

Fatores de risco

Casos (38) Controles (76) OR (IC95%) p
Dados demogrdficos
Sexo masculino 20 (52,6) 46 (60,5) 0,73 (0,33-1,59) 0,42
Idade, mediana (quartis) 62,5 (47-78) 61 (40-73) 0,44
Comorbidades
Doenca cardiaca 11 (28,9) 28 (36,8) 0,70 (0,30-1,62) 0,4
Doenca pulmonar 23 (60,5) 18 (23,7) 4,94 (2,14-11,43) <0,001
Doenca renal 12 (31,6) 11 (14,5) 2,73 (1,07-6,95) 0,03
Doenca hepatica 3(7,9) 3(3,9) 2,09 (0,40-10,86) 0,4
Diabetes mellitus 19 (26,3) 14 (18,4) 1,58 (0,63-3,99) 0,33
Doenca do Sistema Nervoso Central 9(23,7) 11 (14,5) 1,83 (0,69-4,90) 0,22
Neoplasia sélida 3(7,9) 2(2,6) 3,17 (0,51-19,85) 0,33
Linfoma ou Leucemia 2(5,3) 0(0,0) U PO | 0,11
Aids 0(0,0) 3(3,9) 0,00(...-...) 0,55
Trauma 2 (5,3) 6(7,9) 0,65 (0,12-3,38) 0,72
indice de Chalrson, mediana (quartis) 1,5 (1-3) 1(1-2) 0,06
Dados da internagdo
Tempo sob risco, mediana (quartis) 10,5 (7-22) 18,5 (11-32) 0,02
Internacgdes prévias, mediana
(quartis) 1(0-1) 0 (0-0) <0,001
Cirurgia 15 (39,5) 30 (39,5) 1,00 (0,44-2,23) 1,00
Ventilagdo mecanica 24 (63,2) 16 (21,1) 6,43 (2,72-15,18) <0,001
Cateter venoso central 26 (68,4) 20 (26,3) 6,07 (2,58-14,24) <0,001
Nutricdo parenteral 3(7,9) 4 (5,3) 1,54 (0,33-7,28) 0,68
Sonda Vesical de Demora 23 (60,5) 29 (38,2) 2,49 (1,12-5,52) 0,02
Antimicrobianos
Amicacina 2 (5,3) 0(0,0) v (b 0l) 0,11
Gentamicina 3(7,9) 0(0,0) v (een = 22d) 0,04
Oxacilina 4(10,5) 4 (5,3) 2,12 (0,50-8,18) 0,43
Ampicilina-Sulbactam 5(13,2) 0(0,0) O PP | 0,001
Amoxicilina-Clavulanato 10 (26,3) 10 (13,2) 2,35 (0,88-6,29) 0,08
Piperacilina-Tazobactam 11 (28,9) 11 (14,5) 2,41 (0,93-6,22) 0,07
Cefalotina 2(5,3) 4(5,3) 1,00 (0,18-5,78) 1
Cefazolina 2 (5,3) 7(9,2) 0,55 (0,11-2,77) 0,72
Cefuroxima 0(0,0) 4 (5,3) 0,0 (...-...) 0,32
Ceftriaxona 1(2,6) 2(2,6) 1,00(0,09-11,39) 1
Cefepima 24 (63,2) 11 (14,5) 10,13 (4,05-25,37) <0,001
Imipenem 6 (19,8) 1(1,3) 14,06 (1,63-121,58) 0,005

Meropenem 14 (36,8) 4(5,3) 10,5 (3,15-34,98) <0,001
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Vancomicina 15 (39,5) 7(9,2) 6,43 (2,33-17,72) <0,001
Ciprofloxacino 7 (18,4) 15 (19,7) 0,92 (0,34-2,49) 0,87
Levofloxacino 5(13,2) 2(2,6) 5,61 (1,03-30,39) 0,04
Claritromicina 4 (10,5) 3(3,9) 2,86 (0,61-13,51) 0,22
Clincamicina 1(2,6) 5(6,6) 0,38 (0,04-3,41) 0,66
Metronidazol 4(10,5) 3(3,9) 2,86 (0,61-13,51) 0,22
Polimixina 8(21,1) 0(0,0) S PO | <0,001

Nota. Dados em nuUmero (%) exceto quando especificado. Associacdes significantes
mostradas em negrito. OR, Odds Ratio. IC, Intervalo de Confianga.

Tabela 3. Modelo multivariado (regressdo logistica) de fatores de risco para

bacteremias por A. baumannii resistente ao imipenem.

Fatores de risco OR (IC95%) p
Cateter venoso cenftral 5,34 (1,58-18,09) 0,007
Cefepima 18,41 (4,73-71-66) <0,001
Meropenem 18,59 (3,00-115,25) 0,002

Nota. Modelo ajustado para indice de Charlson e Tempo sob risco.

Os achados do nosso estudo sdo compativeis com os de pesquisas
previamente publicadas na literatura, do nosso grupo e de outros. 2% %
Nota-se a coexisténcia de fatores associados a procedimentos/dispositivos
invasivos e antimicrobianos. Os achados ftornam-se mais interessantes

quando complementados pela epidemiologia molecular.
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CARACTERIZAGAO MOLECULAR DOS ISOLADOS

Na andlise por PFGE (Figura 4) foram obtidos 12 padrdes clonais, sendo
que 7 deles agregaram mais de um isolado (entre 2 e 7 isolados). Esse perfil
caracteriza uma endemicidade policlonal, com coexisténcia de diversas
linhagens do A. baumannii. No entanto, demonstra fambém haver extensa

transmissdo cruzada desse patdgeno.

PFGE_Apal PFGE_Apal Antimicrobial Susceptibility
; - % % ; ; ? X Key  OXA HOSPITAL PFGE 3-LST
Bl N 1 3004 51,23  Hospital Estadual Bauru A 109/1
TETE 11 3005 51,23  Hospital Estadual Bauru A 109/1
L " 1 1893 51,23 Hospital Estadual Bauru A 109/1
] 1l 11 1743 51,23  Hospital Estadual Bauru A 109/1
] n 1 1752 51,23  Hospital Estadual Bauru A 109/1
et AL N N 1870 51,23  Hospital Estadual Bauru A 109/1
‘l . “ l u ¥ 955 51,23 Hospital de Base A 109/1
I 1832 51,23 Hospital Estadual Bauru Perfil inico 109/1
| " | || I |" I 1 51,23 Hospital de Base B 109/1
o i1 N Aid 947 51,23  Hospital Estadual Bauru B 109/1
11 N 1 1082 51,23  Hospital Estadual Bauru B 109/1
. ] | 1224 51,23 Hospital Estadual Bauru B 109/1
- 270 51,23 Hospital de Base B 109/1
| TR '|| i U 855 51,23 Hospital Estadual Bauru B 109/1
l ] 836 51,23 Hospital Estadual Bauru  Perfil tnico 109/1
. | ‘ 498 51,23 Hospital Manoel de Abreu C NC
' 1546 51,23 Hospital Estadual Bauru C NC
1N 13 1814 51,23  Hospital Estadual Bauru C NC
] ' ] ‘ i ! k] 1907 51,23 Hospital Estadual Bauru C NC
.1 . | ;‘ ‘ ] i 1434 51,23 Hospital Estadual Bauru  C NC
| ] ." |‘ i K 1269 51,23 Hospital Estadual Bauru  Perfil Gnico 109/1
i ‘ 18! l 1027 51,23 Hospital Estadual Bauru D 113/79
' 1 i 1069 51,23 Hospital de Base D 113/79
! l il 1455 51,23 Hospital Estadual Bauru D NC
1 B OiEIE \ 2019 51,23 Hospital Estadual Bauru  Perfil tnico 113/79
K i -~ 132 51,23  Hospital Estadual Bauru E 103/15
“ | | “ ‘ 840 51,23 Hospital de Base E NC
l ! 1740 51,23 Hospital Estadual Bauru E 103/15
o I 1886 51,23 Hospital Estadual Bauru E 103/15
TR IRER RRINI B! 1952 51,23  Hospital Estadual Bauru E 103/15
TEIEE r 1072 51,23  Hospital de Base F 113/79
i | 1 8 1112 51,23 Hospital de Base F 113/79
‘ 327 51,23 Hospital de Base F 113/79
l 1444 51,23 Hospital Estadual Bauru F 113/79
‘ ‘ il l ‘ 1273 51,23 Hospital Estadual Bauru ~ F 113/79
. | 833 51,23 Hospital Estadual Bauru G 113/79
l 889 51,23 Hospital Estadual Bauru G 113/79
l 1885 51,23 Hospital Estadual Bauru Perfil inico NC

Isol.Month

Figura 4. Dendrograma da andlise molecular (PFGE) dos isolados do estudo,

mostrando agregados clonais (de A a G) e perfis Unicos de isolados.
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De forma interessante, identificamos a ocorréncia de isolados de um
mesmo clone em diferentes hospitais. Em parte isso € esperado, pois trata-se
de uma rede de hospitais publicos administrados de forma comum e com
frequente compartihamento de pacientes e profissionais da saude. Mas é
também relevante o fato de que, enquanto coexistem diversos clones em
um mesmo hospital, alguns deles se disseminam no interior de cada servico e

entre hospitais diferentes.

O achado de endemicidade policlonal (j& observado em outros
estudos?) e associacdo com admissdes em hospitais muiltiplos argumenta
para a fransmissdo de organismos multirresistentes através de redes de
cuidados de saude. Isso aponta para a necessidade de implementar
medidas de confrole de infeccdo com uma abordagem regional e ndo
Unica.

s

E possivel analisar a alta resisténcia antimicrobiana frente o
microrganismo A. baumannii na qual através da Figura 4 destaca-se a cor
preta (resistente), cor cinza (intermedidrio) e a cor branca (sensivel) aos
antibidticos testados: Amicacina, Gentamicina, Imipenem, Meropenem,
Ciprofloxacing, Piperacilina-tazobactam, Cefepime, Ceftazidima,
Ceftriaxona, Ampicilina-Sulbactam, Colistina e Minociclina. E vdlido ressaltar
que dentre as amostras as hemoculturas analisadas apenas uma teve
resisténcia a Colistina e a mesma foi confirmada por segunda metodologia

(E-test).
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CAPITULO 3: PROGNOSTICO DE PACIENTES COM INFECGAO DA CORRENTE SANGUINEA

POR ACINETOBACTER BAUMANII RESISTENTE AOS CARBAPENEMICOS.

INTRODUCAO

A letalidade de IRAS causadas por A. baumannii € relevante.'? Mortes
s@o um desfecho particularmente frequente de infeccdo por CRAB. Em uma
meta-andlise recente, a letalidade global de IRAS por A. baumannii foi de
33% (850 mortes em 2546 casos de 16 artigos), e o Risco Relativo foi 2,2 para

isolados resistentes a carbapenémicos.®

No caso de bacteremias por esse agente, e independentemente do
sitio primario de infeccdo (ou se infeccdo primdria da corrente sanguinea), a
letalidade “crua” relata varia de 34% a mais de 65% (Tabela 4).*%' H& certa
dificuldade em se identificar a “mortalidade atribuivel”, uma vez que
pacientes com bacteremias causadas por bacilos Gram-negativos (tais
como A. baumannii) apresentam em geral comorbidades e uma série de
“invasdes terapéuticas”.?? Na escassa literatura que avaliou esse pardmetro,

a mortalidade atribuivel variou de 7,0%¢ a 49,0%.%°

Fatores caracteristicamente associados a mortalidade incluem altos
scores de gravidade, como APACHE 11’6, SOFA'™® e Charlson.? Por outro lado, a
“terapia apropriada” (descrita como inicio oportuno de antimicrobianos

com atividade contra o A. baumannii).®
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Tabela 4. Relatos publicados de letalidade “crua” de bacteremia por

Acinetobacter baumannii.

Referéncia Ano Geral CSAB CRAB
Cisneros et al* 1996 34,0%

Blot et aP 2003 42,2%

Chen et al® 2003 45,3%

Kuo et al’ 2007 49,0%

Metan et al® 2009 63,0%

Erbay et al’ 2009 54,5%

Livermore et al'® 2010 32.0%
Routsi et al'! 2010 43,3% 46,9%
Sheng et al'? 2010 46,0% 28,3%
Chen et al® 2011 43,8%
Deris et al 2011 64,3%
Yin et al”® 2012 60,9%
Huang et al' 2012 39,3%* 23,5%*
Thatrimontrichai et al.” 2013 49,2% 13.2%
Lee et al.'® 2014 33,6%**
Guo et al."” 2016 44,8%** 59,4%** 4,3%**
Liu et al.?° 2016 58,2%

Ballouz et al.? 2017 65,3%

Nota. Os artigos reportam “mortalidade hospitalar”, exceto *(mortalidade em 14 dias) ou
**(mortalidade em 30 dias). Todos estudaram populacdo geral do hospital, exceto
Thatrimontrichai (pacientes de UTI neonatal).

CRAB, A. baumanii resistente a carbapenémicos.

CSAB, A. baumannii suscetivel a carbapenémicos.

Hd& diversos estudos publicados na literatura comparando estratégias
terapéuticas, especialmente “monoterapia” (geralmente com polimixinas)
versus “combinacdes” (com carbapenémicos, aminoglicosideos ou outros).
Lopez-Cortez et al* acompanharam uma coorte multicéntrica e ndo
encontraram diferencas enfre esses dois grupos. Por outro lado, uma
recentissima revisdo sistemdtica (janeiro de 2018) encontrou superioridade na

associacdo “colistina + sulbactam™ quando comparada d monoterapia com
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essa polimixina.”® Quase simultaneamente, uma outra revisdo com metao-
andlise que incluiu A. baumannii entre outros bacilos Gram-negativos ndo

observou melhor performance de esquemas combinados.?

Uma vez que os estudos demonstram grande heterogeneidade, e
dada a dificuldade em se conduzir ensaios clinicos em pacientes criticos,
acreditamos que sdo necessdrias andlises de progndstico em diferentes

contextos e paises. Esse foi o objetivo do presente estudo.

METODOLOGIA

Foram utilizados os mesmos casos (38) e ndo-casos (76) descritos no

127

Capitulo 2. Estes foram abordados como ‘“coorte-pareada”’, para andlise

de progndstico. Realizamos a andlise em duas etapas:

e Na primeira etapa, todos os casos e ndo casos foram analisados,
tendo como desfecho a "mortalidade hospitalar” (mortalidade em
qualquer prazo porém durante a presente internacdo).

e Na segunda, analisamos somente os 38 casos, tendo como desfecho

também a mortalidade hospitalar.

Os dados levantados em prontudrio incluiram demografia, comorbidades
(incluindo indice de Charlson®) e procedimentos. Porém, diferente de nossa

abordagem anterior, incluimos também o uso de antimicrobianos e
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procedimentos realizados apds a identificacdo do patdgeno em cultura
(para os casos). Inicialmente realizamos andlises descritivas e comparativas

com testes usuais (Chi-quadrado, Teste Exato de Fisher).

A seguir aplicamos testes tempo-evento (curvas de sobrevida). Em etapa
univariada, utilizamos curvas de Kaplan-Meier com andlise por Log-rank ou
Breslow. Em situacdes de ajuste multivariado empregamos modelos de risco
proporcional de Cox.” Sempre que cabivel, utilizamos estratégia stepwise
backwards para selecdo de varidveis nos modelos. Porém forcamos o score

de Charlson, como indicador de gravidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A “mortalidade hospitalar” na coorte de casos (letalidade) foi de
76,3%, enquanto na coorte de comparacdo foi de 35,5%. Disso resulta um
Risco Relafivo (RR) de 2,14 (Intervalo de confianca [IC] 95%, 1,51-3,05;

P<0,001) e um Risco Afribuivel (RA) de 40,8% (IC95%, 23,5%-58,1%).

A Figura 5 mostra a curva de Kaplan-Meier para sobrevida de casos e

NAO-CASOS.
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Figura 5. Curva de Kaplan-Meier para sobrevida de casos (1) e ndo-casos (0).

A diferenca foi significante em Log-Rank (p=0,02).

A Tabela 5 mostra o resultado da andlise multivariada, sendo forcado o
indice de Charlson no modelo para gjuste de gravidade. Nenhuma varidvel

exceto “caso” mostrou-se significante.
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Tabela 5. Modelo final de andlise multivariada (stepwise backwards) de

sobrevida na coorte pareada.

Fator HR IC95% p
Caso 1,82 1,01-3,26 0,04
Charlson 1,06 0,89-1,26 0,51

Nota. O score de Chalrson foi forcado no modelo. HR, Hazzard Ratio. IC, Intervalo de

confianca.

As andlises seguintes foram feitas somente para os 38 casos. Neste
caso, estGvamos especialmente interessados em analisar o efeito da terapia
antimicrobiana. As Figuras 6, 7 e 8 mostram curvas de sobrevida para casos
tratados com  carbapenémicos, polimixinas e  aminoglicosideos

(isoladamente ou em conjunto).
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Figura 6. Sobrevida (Kaplan-Meier) de casos de bacteremia por CRAB apds

terapia incluindo carbapenémicos.

Nota. Ndo houve diferenca significante pelo teste do Log-Rank (p=0,56) ou Breslow (p=0,10).



95

Survival Functions
Polimixina
1,0
=1 10
I
== 0-censored
==1-censored
0,58
T 067
=
| .
3
wn
E
S 04
0,2
0,0
T ] | I T I
20 40 G0 g0 100
Tseguimento

Figura 7. Sobrevida (Kaplan-Meier) de casos de bacteremia por CRAB apds

terapia incluindo poliximinas (Polimixina B ou Colistina).

Nota. O resultado foi marginalmente significante pelo teste do Log-Rank (p=0,05) e

altamente significante pelo Breslow (p=0,002).
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Figura 8. Sobrevida (Kaplan-Meier) de casos de bacteremia por CRAB apds
terapia incluindo aminoglicosideos.

Nota. O resultado foi significante pelos testes do Log-Rank (p=0,02) e altamente significante

pelo Breslow (p=0,04).
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Quanto construimos modelo de Regressdo de Cox incluindo o score de
Charlson, Polimixinas e  Aminoglicosideos, somente estes  Ultimos

demonstraram efeito protetor (Tabela ).

Tabela 6. Modelo de Regressdo de Cox para sobrevida de casos de
bacteremia por CRAB conforme esquema terapéutico, com ajuste para

Score de Charlson.

Fator HR IC95% p
Polimixina 0,54 0,25-1,17 0,13
Aminoglicosideos 0,35 0,13-0,93 0,04
Charlson 1,06 0,76-1,46 0,74

HR, Hazzard ratio. IC, Intervalo de Confianca.

Vale notar que no modelo de Kaplan-Meier para este Ultimo
antibidtico, houve grande significncia com o teste de Breslow. Esse teste &
mais sensivel que o Log-Rank para mudancas no inicio do seguimento.®
Como se pode ver na Figura 7, o impacto das polimixinas € maior nos
primeiros dias de seguimento (com maior diferenca das curvas de pacientes
que usaram ou ndo usaram esse antimicrobiano). Além disso, ©s
aminoglicosideos s6 foram utilizados em monoterapia em quatro casos,

sendo em geral associados as polimixinas. Por essa razdo, reanalisamos a

variavel “polimixina” com estratificacdo conforme uso dos aminoglicosideos.
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A Figura 9 mostra curvas de sobrevida para uso de polimixinas em sujeitos

que utilizaram ou ndo aminoglicosideos.

Survival Functions Survival Functions
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Figura 9. Andlise de sobrevida de casos de bacteremia por CRAB, conforme

uso de polimixina, estratificado por uso de aminoglicosideos.

Nota. Nos sujeitos sem uso de aminoglicosideo, as polimixinas mostraram grande efeito

protetor (Log-Rank, p=0,03; Breslow, p=0,007).

De forma interessante, se repetimos o modelo de Cox utilizando uma
varidvel combinada (uso de polimixina OU aminoglicosideo), obtemos

protecdo significativa (HR=0,29; IC95%, 0,13-0,65; p=0,003).

Nosso estudo possui uma importante limitacdo, representada pelo
pequeno nUmero de sujeitos. No entanto, foi possivel demonstrar o aumento
de mortalidade entre casos, bem como a protecdo determinada pelo uso

de polimixinas ou aminoglicosideos.
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CONCLUSAO

e Em uma série temporal de 12 anos, identificamos que temperaturas
médias mensais acima do percentil 75 (24,7°C) estavam associadas a
maior incidéncia de Acinetobacter baumannii como um todo e de
isolados resistentes a carbapenémicos (CRAB). Curiosamente, esses
achados foram mais consistentes nas Unidades de Terapia Intensiva e
para isolados de hemoculturas.

e Fatores de risco significantes (p<0,05) em andlise multivariada para
aquisicdo de infeccdo da corrente sanguinea por CRAB foram:
insercdo de cateter venoso cenfral e o uso de cefepima ou
meropenem.

e Na genotipagem por Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) de
isolados bacterémicos de CRAB, identificamos 12 perfis, sendo que 7
deles agrupavam mais de um isolado. Além disso, identificamos a
presenca de genes codificadores das enzimas OXA-23 e OXA-51,
associadas A resisténcia aos carbapenémicos.

e Os casos de CRAB foram significantemente associados a maior risco
de 6bito em modelos de andlise de sobrevida, quando comparados a
controles internados nas mesmas unidades.

e Quando estudados somente os casos, o uso de Aminoglicosideos e
Polimixina apds o diagndstico de infecgcdo da corrente sanguinea por

CRAB se associou a melhor progndstico.
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e O Acinetobacter baumannii € um agente potencialmente letal, que se
transmite no interior de hospitais e entre diferentes servicos, com

incidéncia aumentada em periodos quentes.
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APENDICE

Artigo enviado para publicacdo (outros artigos estdo em fase de
redacdo)

Article type: commentary

Title: Weather, climate control and imipenem-resistance in Acinetobacter
baumannii: an ecological approach.

Text

The incidence of healthcare-associated infections (HCAIs) caused by
Gram-negative bacilli (GNB) increases in summer' and has been associated to
outside environmental temperature? and proximity of hospitals to the Equator
line.® Evidence has been consistent for temperate* and — to a far lesser extent —
tropical climates.® However, both factors underlying this phenomenon and

implications for infection control are not clear.

One of the causal hypotheses proposes that environmental reservoirs
outside healthcare settings increase in warmer periods, and microorganism are
somehow carried into hospitals by patients or healthcare workers.*® This
hypothesis is based on the following findings: (a) seasonality and
meteorological dependence occurs even in hospitals with complete climate

control in internal areas*; (b) in one study, the summer peaks of Acinetobacter
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baumannii were polyclonal, suggesting different sources rather than increases
in cross-transmission within wards’; (c) Fukuta et al.® found seasonality for
overall but not for multidrug-resistant A. baumannii, implying a possible

community-associated source for that agent during summer.

We designed an ecological study aimed at testing premises that are
central to that hypothesis, i.e., that there are differences in seasonal pattern and
influence of weather on the incidence of A. baumannii HCAIs according to
climatization of hospital units or to resistance to imipenem. The study was
conducted in “Hospital Estadual Bauru” (Bauru State Hospital, 335 beds), a
facility that provides tertiary-level care for an area of approximately one million
inhabitants in inner S&o Paulo State, Brazil. The hospital has six intensive care
units (ICUs), amounting 51 beds. Those units have climate control, while all the

other hospital wards (medical, surgical and pediatric) are not climatized.

We recorded patients with cultures positive for A. baumannii in the period
from January 2006 through December 2017. Only clinical cultures collected
after the third day of admission were included. This criterion (‘three-midnight
rule”) is recommended by the Society for Healthcare Epidemiology of America
as a proxy of nosocomial origin of microorganisms.® We also included only the
first culture positive for A. baumannii for each study subject. Finally, those who
had only results from surveillance cultures were excluded from the study.
Monthly aggregates of incidence were calculated for overall A. baumannii and
for several sub-groups based on unit of admission (ICUs, non-critical wards),

specimen (overall versus blood cultures) and resistance to imipenem.
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Monthly meteorological parameters (average temperature, average
relative humidity and aggregated rainfall) were collected from a nearby
meteorological station (Institute of Meteorological Research, State University of

Sao Paulo, City of Bauru, Sdo Paulo State, Brazil).

We tested time series for seasonality using Box-Jenkins models
(autoregressive integrated moving average, ARIMA) and autocorrelation plots.™
The association with weather was tested in multivariable models of Poisson
regression. Meteorological parameters were dichotomized, based on the 75th
percentile of monthly values (temperature, 24.7°C[76.5°F]; relative humidity,
79.6%; rainfall, 163.6 millimeters). Statistical analyses were performed using

NCSS 9 (LLC, Kaysville, UT) and SPSS20 (IBM, Armonk, NY).

In the 12-year period, we identified 1,207 patients with HCAls due to A.
baumannii. The overall incidence was 12.99 per 10,000 patients-day (67.12 for
ICUs, 5.11 for non-critical wards). Overall rate of imipenem resistance was
78.9%, and it was greater in ICUs than in other units (83.6% versus 69.9%;

P<0.001).

All the time series of incidence rates (either of overall A. baumannii or of
sub-groups) tested negative for seasonality. Results of association with weather
are presented in Table 1. Significant positive association with temperature was
found for overall A. baumannii. Interestingly, the analysis of sub-groups found
stronger associations with temperature for ICUs, isolates from blood cultures

and those that were imipenem-resistant.
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The absence of clear seasonality in Box-Jenkins models may be due to
the poorly defined pattern of seasons in the tropical climate. In the area where
the study hospital is located, we have a mostly warm and humid period (usually
October through March, including summer and spring), with lower temperatures
in the rest of the year. However, this pattern is irregular, and there are often

brief increases in environmental temperature even during fall and winter."

A different picture ensues when we consider associations o outside
temperature and the incidence of A. baumannii. One should notice that this
association was stronger in the following conditions: positive blood cultures,
ICUs and imipenem-resistant strains. The recovery of A. baumannii from blood
cultures may be interpreted either as a sign of “true infection” (as opposed to
colonization) or as a marker of the invasiveness of strains. Either way, our
findings reinforce the impact of temperature on the incidence of HCAIls caused

by this agent.

While severity of critical patients are obvious risk factors for acquisition
of A. baumannii, the causes underlying the impact of the outside temperature
on its incidence in ICUs are not straightforward. Even less the reason why we
found greater association of temperature with imipenem-resistant strains. Of
note, this finding is opposite to the picture described by Fukuta et al.® Since
infections caused by imipenem-resistant isolates (which are most likely
healthcare-associated) increase in warmer months, we cannot infer that
reservoirs in the outside environment are implicated in this phenomenon. On
the other hand, increases in incidence according outside temperature, even

among patients admitted to units with complete climate control, is unlikely to be
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due to inanimate reservoirs within those units. Finally, since greater incidence of
the pathogen of interest was not associated with any particular month or
season, we can rule out the hypothesis that understaffing due to “summer

vacations” leads to greater transmission of nosocomial pathogens*®.

We should approach our findings in terms of “implications for research”
and “implications for practice”. In the “implications for research” topic, studies
focusing on changes in healthcare work processes (e.g., adherence to hand
hygiene, conformities in isolation precautions) in different periods of the year or
under different weather conditions should be conducted. Also, research
including molecular strain typing could help elucidate if there is increased cross-
transmission of A. baumannii (as well as other GNB) in periods of higher
outside temperature. The obvious implication for practice is the requirement of
intensifying infection control measures during warm months. Other

recommendations may arise from continuing research.

The phenomenon of seasonality and meteorological determination of
HCAIs caused by GNB is still puzzling. Still, from our perspective, it should not
be regarded as mere curiosity. Instead, its elucidation may provide us with

novel opportunities for the prevention and control of life-threatening infections.
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Table 1. Poisson regression model for impact of monthly meteorological parameters on the incidence of healthcare-associated infections

cause by Acinetobacter baumannii.

RR (95%Cl)

Culture sites / Unit of admission  Incidence* T .
Temperature Humidity Rainfall

Overall Acinetobacter baumannii

Total clinical cultures 12.99 1.09 (1.02-1.16) 0.97 (0.91-1.05) 0.93 (0.77-1.01)
Clinical cultures (ICUs) 67.12 1.06 (0.98-1.15) 1.04 (0.95-1.14) 0.95 (0.87-1.04)
Clinical Cultures (non-critical wards) 5.11 1.10 (0.98-1.23) 0.89 (0.78-1.02) 0.96 (0.80-1.04)
Blood cultures 2.43 1.26 (1.09-1.46) 0.89 (0.74-1.06) 0.87 (0.73-1.05)
Blood cultures (ICUs) 14.05 1.23 (1.04-1.46) 1.03 (0.84-1.26) 0.88 (0.71-1.08)
Blood cultures (non-critical wards) 0.74 1.27 (0.96-1.69) 0.53 (0.33-0.86) 0.88 (0.61-1.28)
Imipenem-resistant A. baumannii

Total clinical cultures 10.25 1.18 (1.11-1.27) 1.00 (0.92-1.09) 0.90 (0.82-0.97)
Clinical cultures (ICUs) 56.13 1.16 (1.06-1.26) 1.08 (0.97-1.18) 0.90 (0.82-1.01)
Clinical Cultures (non-critical wards) 3.57 1.20 (1.06-1.37) 0.90 (0.77-1.05) 0.89 (0.76-1.04)
Blood cultures 1.82 1.38 (1.17-1.62) 0.94 (0.77-1.15) 0.86 (0.70-1.06)
Blood cultures (ICUs) 11.09 1.34 (1.11-1.60) 1.07 (0.85-1.33) 0.83 (0.65-1.06)
Boold cultures (non-critical wards) 0.47 1.43 (1.03-2.02) 0.62 (0.37-1.04) 1.01 (0.66-1.55)

Note. Meteorological values were dichotomized at the 75" percentile of monthly values (temperature, 24.7°C[76.5°F]; relative humidity,
79.6%; rainfall, 163.6 millimeters). Statistical significant associations (P<0.05) are presented in boldface.

*Incidence in cases per 10,000 patients-day.

RR, Rate Ratio; Cl, Confidence Interval; ICUs, Intensive Care Units.
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