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RESUMO

Heineck, BL. Caracterizacao e epidemiologia molecular de isolados de Acinetobacter
baumanii resistentes e sensiveis aos carbapenémicos em trés hospitais de Porto
Alegre. Porto Alegre, 2012. Trabalho de Conclusdo de Curso, Curso de Ciéncias

Bioldgicas, Instituto de Biociéncias, UFRGS.

Acinetobacter baumannii € uma bactéria de grande importancia clinica, sendo causa
de diversas infeccbes nosocomiais, incluindo bacteremias, pneumonia e meningites.
O tratamento dessas infec¢cdes tem se tornado critico em funcdo do surgimento de
isolados resistentes aos antimicrobianos mais utilizados na prética clinica e também
aos carbapenémicos, tendo como melhor alternativa terapéutica, nestes casos, a
polimixina B. O presente estudo avaliou o perfil de susceptibilidade a diferentes
classes de antimicrobianos, em especial aos carbapenémicos e polimixina B, em
132 isolados de Acinetobacter spp., isolados no periodo de marco a dezembro de
2011 em trés hospitais de Porto Alegre. A susceptibilidade foi avaliada pela
determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) através da técnica de
microdiluicdo em caldo de acordo com os critérios do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), para 0s seguintes antimicrobianos:
ampicilina/sulbactama, imipenem, meropenem, cefepima, ceftazidima, ciprofloxacina,
polimixina B e tigeciclina. Adicionalmente buscou-se avaliar os mecanismos de
resisténcia aos carbapenémicos através da pesquisa dos genes codificantes das
OXA-carbapenemases prevalentes em Acinetobacter baumannii: blapxa-s1, blaoxa-23,
blaoxa-24, blaoxa-ss € blapxa-143 através da técnica de PCR multiplex. A epidemiologia
molecular dos isolados resistentes aos carbapenémicos também foi estudada,
através da tipagem molecular utilizando-se a técnica de pulsed-field gel
electroforesis (PFGE). Alta taxa de resisténcia a todas as classes de antimicrobianos
testados, em especial aos carbapenémicos (67,4%) foi observada nos isolados.
Todos os isolados resistentes aos carbapenémicos foram positivos para o gene
blaoxa-51, confirmando a identificacdo da espécie Acinetobacter baumannii (94%) e, a
presenca do gene blapxa-23 foi observada em todos estes isolados. Nenhum isolado

apresentou positividade para 0s genes blaoxa-24, blaoxa-ss € blaoxa-143, destes e dos
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isolados positivos para a carbapenemase OXA-51-like e negativos para OXA-23-like,
todos foram sensiveis aos carbapenémicos (32,6%). Em 8 (6%) isolados o
mecanismo de resisténcia ndo pode ser inferido pois ndo houve amplificacdo com
nenhum dos primers utilizados neste estudo. Apenas 4 (3%) isolados foram
resistentes a polimixina B, e destes todos foram resistentes aos carbapenémicos,
sendo que 48/132 (36,4%) isolados de Acinetobacter foram resistentes a todos os
antimicrobianos testados, exceto polimixina B. A maioria desses isolados
multirresistentes (MRs) sdo A. baumannii e apresentaram CIMs < 2 ug/ml para
tigeciclina. Portanto, polimixina B e tigeciclina permanecem com bom perfil de
sensibilidade, inclusive entre isolados MRs, apesar de isolados com resistentes a
polimixina B e aos carbapenémicos terem sido encontrados. A tipagem molecular
por PFGE resultou em 12 grupos clonais (similaridade >87%) de A. baumannii
resistente aos carbapenémicos (AbRC), com dois clones majoritarios contendo
isolados pertencentes a todos os hospitais, o que pode ser indicativo de

disseminacao inter-hospital destes isolados AbRC na cidade de Porto Alegre.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii, susceptibilidade, carbapenémicos, OXA-
carbapenemases, PFGE, AbRC.



ABSTRACT

Heineck, BL. Characterization and molecular epidemiology of carbapenem resistant

and sensitive Acinetobacter baumannii isolates from three hospitals in Porto Alegre.

Acinetobacter baumannii is a bacterium of great clinical importance, being the cause
of many nosocomial infections, including bacteremia, pneumonia and meningitis. The
treatment of these infections has become critical due to the emergence of
multiresistant strains that are resistant to the most commomly used antimicrobial
agents in clinical practice and also to carbapenems, polymyxin B is the best
therapeutic alternative in such cases. The present study evaluated the susceptibility
to different classes of antibiotics, especially carbapenems and polymyxin B, of 132
Acinetobacter spp. isolates, obtained from March to December 2011 at three
hospitals in Porto Alegre. The susceptibility was evaluated by minimum inhibitory
concentration (MIC) using broth microdilution protocol according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) criteria, for the following antimicrobial agents:
ampicillin/sulbactam, imipenem, meropenem, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacin,
polymyxin B and tigecycline. Additionally we sought to evaluate the mechanisms of
carbapenem resistance by investigating the genes encoding the prevalent OXA-
carbapenemases in Acinetobacter baumannii: blapxa-s1, blaoxa-2s, blaoxa-24, blaoxa-ss
and paoxa-143 by multiplex PCR. The molecular epidemiology of carbapenem resistant
isolates was also studied by molecular typing using the pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) technique. High rate of resistance to all classes of
antimicrobials, especially to carbapenems (67.4%) was observed to almost all
isolates. All carbapenem-resistant isolates were positive for the gene blapxa-si,
confirming the identification of Acinetobacter baumannii (94%) and the presence of
blapxa-23 gene was observed in all these isolates. No isolate was positive for the
genes blapxa-24, blaoxass and blapxa-143, and all positive isolates for OXA-51-like
carbapenemase and negative for OXA-23-like, were sensitive to carbapenems (32.6
%). In 8 (6%) isolates the resistance mechanism could not be inferred since there

was no amplification product with the primers used in this study. Only 4 (3%) isolates
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were resistant to polymyxin B, and all of these were also resistant to carbapenems,
and 48/132 (36.4%) isolates of Acinetobacter were resistant to all antibiotics tested,
except polymyxin B. The majority of these multiresistant (MR) isolates belong to A.
baumannii species and have MICs <2 pg/mL for tigecycline. Therefore, polymyxin B
and tigecycline remain with good sensitivity profile, even among MR isolates,
although isolates resistant to polymyxin B and carbapenems were found. Molecular
typing by PFGE resulted in 12 clonal groups (similarity> 87%) of carbapenem
resistant A. baumannii (CRADb), with two major clones containing isolates belonging
to all hospitals, which may be indicative of inter-hospital spread of these CRADb
isolates in Porto Alegre city.

Keywords: Acinetobacter baumannii, susceptibility, carbapenems, OXA-
carbapenemases, PFGE, CRADb.
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1 INTRODUCAO

O género Acinetobacter, atualmente classificado na familia Moraxellaceae,
compreende coco-bacilos gram-negativos, ndo fermentadores de glicose, imoveis,
catalase positivos, oxidase negativos, estritamente aerébios e ndo esporulados
(Peleg et al., 2008).

Sua taxonomia ainda ndo esta bem definida, e a distincdo fenotipica das
espécies é dificil, até a atualidade ja foram descritas em torno de 32 espécies
gendmicas (geno-espécies) de Acinetobacter spp. com base na sequéncia de DNA
e, destas em torno de 19 possuem nomes propostos (Giamarellou et al.,, 2008;
Murray et al., 2009).

Acinetobacter spp. encontra-se amplamente distribuido na natureza, no
entanto € um patdgeno predominantemente hospitalar. A maioria das doencas
nosocomiais esta associada ao complexo A.baumannii-calcoaceticus (Acinetobacter
baumannii, Acinetobacter calcoaceticus, geno-espécies 3 e 13TU), sendo A.
baumannii a espécie de maior relevancia clinica (Djkshoorn et al. 2007; Peleg et al.,
2008; Zarrilli et al., 2009).

As caracteristicas intrinsecas, além da habilidade que este microorganismo
possui em adquirir novas determinantes de resisténcia, somadas a sua capacidade
de permanecer no ambiente por longos periodos, fazem de A. baumannii um
patégeno nosocomial bem sucedido, levando a um aumento das infec¢bes causadas
por A. baumannii multirresistente. Dentre elas estdo: septicemia, meningites,

pneumonias, infec¢des do trato urinério (Zarrilli et al., 2009).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos estd aumentando sua
prevaléncia no mundo todo. Os mecanismos de resisténcia frequentemente
expressos em infeccbes nosocomiais por A. baumannii incluem a producéo de B—
lactamases, alteracdes nas porinas e bombas de efluxo. Sendo os mais relevantes
decorrentes da producdo de [p-lactamases adquiridas, principalmente
carbapenemases do tipo oxacilinases (OXA) e metalo-B-lactamases (MBL) (Higgins

et al., 2010). Diferentes surtos causados por Acinetobacter baumannii resistente aos
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carbapenémicos (AbRC), tém sido associados a producdo destas enzimas cujo

significativo impacto clinico e epidemiolégico vém sendo amplamente reportado.

O tratamento preferencial em infeccbes graves por A. baumannii sdo os
carbapenémicos (Maragakis et al., 2008), porém, nas Uultimas décadas, alta
prevaléncia de resisténcia a esta classe de antimicrobianos e surtos relacionados a
A. baumannii produtor de carbapenemases, em especial oxacilinases, vem sendo
reportados em diversos paises (Coelho et al., 2006; Zhou et al., 2007,
Karageorgopoulos DE, Falagas ME, 2008; Mostachio et al., 2012). Deste modo, as

polimixinas ressurgem como a melhor opgéo terapéutica (Zavascki et al., 2010).

Pesquisas buscando determinar a fonte de surtos causados por A. baumannii
multirresistente, bem como definir a relagdo genética entre os isolados e as
caracteristicas de disseminacgéo, baseiam-se principalmente em métodos de tipagem
molecular como PFGE, ferramenta também importante na avaliacdo dos fatores de
risco para a aquisicdo de cepas epidémicas. A prevaléncia de pesquisas que
buscam definir os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos também tem
emergido nos ultimos anos (Coelho et al., 2006; Pournaras et al., 2006; Viellegas et
al., 2007; Matrtins et al., 2009; Yang et al., 2010; Ferreira et al.; 2011).

Dessa forma, embora altas taxas de resisténcia em isolados de Acinetobacter
spp. e, em especial A. baumannii, venham sendo reportadas, a prevaléncia da
resisténcia varia de uma regido para outra, sendo importante determinar o perfil de
susceptibilidade deste patégeno em cada regido. Como este patégeno vem se
tornando um grave problema na saude publica, o entendimento sobre a
disseminagdo dos mecanismos de resisténcia sao de extrema importancia para
auxiliar na implementacdo de medidas de controle que previnam a disseminacao de

isolados multirresistentes.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1Caracteristicas do género Acinetobacter spp.

O g¢género Acinetobacter spp. compreende cocobacilos Gram-negativos
(BGNSs), dispostos como diplococos, ndo fermentadores da glicose, imoéveis, oxidase
negativa, catalase positiva, estritamente aerobios e ndo esporulados (Peleg et al.,
2008).

2.1.1 Taxonomia

O género Acinetobacter spp., sofreu significantes modificagcdes taxondmicas
nos ultimos anos e ainda hoje sua taxonomia e delineamento das espécies
pertencentes a este género sao objetos de estudo. Ao longo do tempo receberam
varias denominacdes, entre as mais conhecidas estdo Bacterium anitratum, Herellea
vaginicola, Micrococcus calcoaceticus e Moraxella Iwoffii. A publicacdo taxonémica
mais atual propds a inclusdo do género na familia Moraxellaceae (Peleg et al.,
2008).

Este grupo apresenta grande similaridade fenotipica, o que dificulta a
identificacdo laboratorial das diferentes espécies. Em 1986, um sistema fenotipico
para a identificacdo de espécies de Acinetobacter foi descrito por Bouvet e Grimont.,
o qual junto com uma versao simplificada descrita posteriormente (Gerner-Smidt et
al., 1991), provou ser util na identificacdo da maioria mas ndo de todas as espécies
do género.

A sua taxonomia ainda ndo foi adequadamente definida, porém, atualmente o
género inclui espécies nomeadas, propostas e espécies gendbmicas (ou geno-
espécies) (tabela 1) definidas através de tecnologia de hibridizacdo de DNA, porém
estas ainda ndo sao todas nomeadas (Dijkshoorn et al., 2007; Murray et al., 2009). A
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maioria das doencas é causada por um complexo de quatro geno-espécies
fenotipicamente similares (1, 2, 3 e 13TU). Atualmente todas as quatro espécies sédo
nomeadas A. calcoaceticus (genoespécie 1), A. baumannii (genoespécie 2), A. pittii
(genoespécie 3) e A. nosocomialis (genoespécie 13TU), e o grupo é referido como
complexo A. baumannii- calcoaceticus (Murray et al., 2009; Nemec et al., 2011) por
ndo ser possivel fazer sua distincdo pelos sistemas fenotipicos de identificacdo e
nem por hibridizagdo de DNA (Tjerneberg & Ursing, 1989; Gerner-Smidt et al., 1991,
Djkshoorn et al., 2007). Representam em torno de 75% das espécies encontradas
em isolados clinicos, sendo A. baumannii a espécie de maior importancia clinica
(Giamarellou et al., 2008; Peleg et al., 2008). Do ponto de vista clinico, este
agrupamento ndo € adequado, uma vez que inclui as trés espécies mais relevantes
clinicamente (A. baumannii, genoespécies 3 e 13TU), e uma espécie relacionada

com o ambiente (A. calcoaceticus) (Peleg et al., 2008; Djkshoorn et al., 2007).

Tabela 1. Descricdo das espécies de Acinetobacter spp.* Apenas espécies
nomeadas e geno-espécies sdo mostradas.

Espécies Nomeadas Espécie Genbmica Fonte

A.calcoaceticus 1 Humanos,
solo

A. baumannii Humanos
(clinica),
solo, carne,
vegetais,
ambiente
hospitalar

hhk f\ pittii Humanos
(clinica),
solo,

vegetais
***A, nosocomialis 13TU Humanos

(clinica)
A. haemolyticus Humanos

(clinica)
A. junii Humanos

(clinica)

A. johnsonii 7 Humanos,

15



A. lwoffii 8,9 Humanos

**A, guillouiae Humanos
(clinica),
animais,
ambiente

11

A. ursingii Humanos
(clinica)

A. parvus Humanos
(clinica),
animais

A. baylyi Activated
sludge?, solo

A. tandoii Activated
sludge®

A. tjernbergiae Activated
sludge®

A. venetianus Agua do mar

*xkx A soli Solo




Humanos

13BJ/14TU o
(clinica)

15BJ Humanos

17 Hur,ngnos
(clinica)

Humanos

“entre 1 e 3” (apenas
clinica)

*Adaptado de Djkshoorn et al. (2007)
**Nemec et al. (2010)

***Nemec et al. (2011)

****Anandham et al. (2010)

*rxexKim et al. (2009)
*xekkx\/az-Moreira et al. (2011)

& Atraducdo néo-literal para o portugués nédo foien  contrada pela autora.
Informacdo sobre a taxonomia atualizada: Euzeby JP. Lista de nomes de

procariotos com nomenclatura permanente. Disponivel em:
http://lwww.bacterio.cict.fr/a/acinetobacter.html.
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2.1.2 Distribuicdo no ambiente

A adaptacdo de Acinetobacter a diferentes ambientes pode estar relacionada
a ampla diversidade metabdlica e nutricional que este grupo apresenta. Algumas
espécies ja foram isoladas do solo, da agua, de vegetais, de animais, e também da
pele e do trato gastrointestinal de seres humanos saudaveis. No ambiente
nosocomial, Acinetobacter foi isolado em objetos inanimados tais como
equipamentos de Raios-X, bancadas, leitos, ventiladores e em sistemas de
circulacao de ar (Djkshoorn et al., 2007; Peleg et al., 2008).

Apesar de serem bactérias amplamente distribuidas na natureza, podendo ser
isoladas em objetos animados e inanimados, Acinetobacter spp. € um patégeno
predominantemente hospitalar, a maioria das espécies até hoje descritas provém de
isolados clinicos, no entanto nem todas sao clinicamente significantes (Djkshoorn et
al., 2007). A tabela 1 mostrada acima traz um resumo atualizado das espécies de

Acinetobacter spp. e de suas fontes de origem.

2.1.3 Fatores de viruléncia e patogenicidade

As infecgcGes por Acinetobacter tendem a ser oportunistas ocorrendo em
pacientes criticamente enfermos. As infeccdes mais comuns causadas por
Acinetobacter sdo: pneumonias nosocomiais, bacteremia, infeccbes em sitios
cirurgicos, infecgbes do trato urinario, porém, ocasionalmente alguns pacientes
desenvolvem endocardite ou infec¢cdes no sistema nervoso central (Murray et al.,
2009). Dentre os fatores de risco, para aquisi¢cdo e infeccdo por este patdgeno, os
principais sao: trauma, principalmente pacientes que sofrem queimaduras, tempo de
permanéncia no hospital e UTI, cirurgia prévia e utilizacdo de procedimentos
invasivos, principalmente ventilagdo mecanica (Peleg et al., 2008), tratamento

antimicrobiano prévio com antimicrobianos de amplo-espectro como cefalosporinas
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de terceira geracéo, fluorquinolonas ou carbapenémicos (Djkshoorn et al., 2007;
Munoz et al., 2007).

A. baumannii € a espécie de maior importancia clinica do género. Apesar de
inumeros dados clinicos e epidemioldgicos em relacdo ao seu papel em infeccbes
nosocomiais, os fatores de viruléncia especificos e mecanismos de patogenicidade
deste microrganismo ainda ndo foram completamente elucidados. Porém, alguns
fatores de viruléncia e patogenicidade ja identificados nesta espécie podem ter um

importante papel nos mecanismos de colonizacéo e infeccéo.

Este microorganismo é reconhecido por sua capacidade de sobreviver por
longo periodo de tempo no ambiente, tendo a capacidade de formar biofilme
(provavelmente regulada pela atividade dos genes do quorum-sensing) e penetrar
nas células epiteliais, fatores estes relacionados com a capacidade que algumas
cepas tém para colonizar equipamentos e pacientes internados (Pontes et al., 2006;

Lee, HW et al. 2008), aumentando as chances de infeccéo e disseminacao.

Um estudo realizado por Choi et al. em 2005 com a proteina de membrana
externa 38 (Omp38) de A. baumannii, relatou que esta pode agir como potencial
fator de viruléncia na indugdo da apoptose de células epiteliais no estagio inicial de
infeccdo. Além disso, a interacdo do pili e do lipopolissacaridio (LPS) promovendo
adesdo as células hospedeiras pode ser a primeira etapa na colonizagcdo. Os
lipopolissacarideos (LPS) também estdo envolvidos na resisténcia ao complemento
do soro humano e agem em sinergismo com a capsula exopolissacaridica. O
complemento exerce papel na atividade bactericida do soro humano. A céapsula
polissacaridica bloqueia o acesso do complemento a parede celular bacteriana e
previne a ativacdo, por caminhos alternativos, do complemento, como foi
demonstrado em modelos experimentais de infeccbes por gram-negativos. A
producdo de exopolissacarideo por uma bactéria patogénica é o principal fator de
viruléncia e sabe-se que protege a bactéria das defesas do hospedeiro (Joly-Guillou
et al., 2005).

O fato de estar amplamente distribuido no ambiente, sobrevivendo por longos
periodos em diferentes condi¢cdes, aléem da diversidade de determinantes de

resisténcia, tornam Acinetobacter um patdégeno nosocomial bem sucedido.
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2.2 Epidemiologia

A. baumannii € um patdgeno ubiquo, capaz de causar tanto infecgbes
comunitérias quanto infec¢cdes hospitalares, sendo este tipo de infeccdo mais
comum. Em geral, acomete pacientes hospitalizados que foram submetidos a
procedimentos invasivos ou pacientes imunocomprometidos tais como aidéticos,

transplantados ou em terapia com antineoplasicos (Lima et al., 2008).

Este micro-organismo tem emergido nos ultimos anos como importante causa
em infeccbes hospitalares devido a sua grande variedade de mecanismos de

resisténcia e a sua propensao de causar surtos (Fournier PE, Richet H, 2006).

Muitos estudos tem reportado a ocorréncia de A. baumannii multirresistente
(MR) nos hospitais e, em alguns lugares isolados panrresistentes tém sido
identificados. Numerosos relatos de surtos causados por AbRC tém sido publicados
nos ultimos anos em diversos paises. O contexto epidemioldgico-molecular dos
surtos de AbRC é bastante complexo. Alguns autores reportam surtos monoclonais
associados a um determinante de resisténcia, enquanto outros descrevem surtos
policlonais (Dalla-Costa et al., 2003; Coelho et al., 2006; Villegas et al., 2007; Mak et
al., 2009; Carvalho et al., 2009; Martins et al., 2009).

O relato da disseminacdo de isolados AbCR tem emergido em diferentes
paises. Provavelmente o caso melhor descrito e referenciado seja a disseminacao
internacional dos trés clones europeus (European clone (EU) I, 1l e Ill) dos quais ha
relatos em diversas regides do continente (Coelho et al., 2006; Peleg et al., 2008).
Em estudo recentemente publicado, foi identificada a presenca dos clones EUI, Il e
[l em paises fora do continente Europeu, associados a expressao de enzimas OXA-
carbapenemases. No entanto, nenhum isolado foi positivo para a pesquisa de
metallo B-lactamases (MBLs). Esses dados revelam o sucesso de alguns isolados
de A. baumannii na aquisicdo de mecanismos de resisténcia constituindo importante

desafio para os pacientes e profissionais de saude (Higgins et al., 2010).
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No Brasil, o primeiro surto por AbRC ocorreu em 2003 na cidade de Curitiba,
onde a presenca de MBL e OXA foi pesquisada e oito isolados foram positivos para
0 gene blapxa23 Através de métodos de tipagem constatou-se que o surto foi
monoclonal e houve disseminacao entre os hospitais (Dalla-Costa et al., 2003).
Atualmente, isolados de AbRC e surtos causados por essa bactéria tém sido
reportados em hospitais de varios locais do pais, sendo descritos principalmente no
Sul e Sudeste (Carvalho et al., 2009; Martins et al., 2009; Ferreira et al., 2011).

Em Porto Alegre, o primeiro isolado de AbRC multirresistente foi relatado em
2004, ocorrendo em um hospital isoladamente e, atualmente € prevalente e
endémico na maioria dos hospitais dessa cidade. Em 2007, ocorreu novo surto por
AbRC, em diferentes hospitais e quatro UTIs foram fechadas devido a surtos nos 18
meses seguintes. Neste periodo, 18 hospitais relataram casos de AbRC, o grupo de
Martins et al. identificou a disseminagao cruzada de um mesmo clone contendo o
gene blapxa-23 em parte dos hospitais envolvidos. O Departamento de Saude local
estabeleceu uma forca tarefa para monitorar os casos de infec¢cdes associadas aos
cuidados de saude por AbRC através de um sistema de notificagdo obrigatoria
(Martins et al., 2009; Martins et al., 2012).

InfecgBes por Acinetobacter podem demonstrar variagdo sazonal, e tem sido
ha muito tempo relatadas em climas quentes e Uumidos, que sao favoraveis ao
crescimento deste patogeno (Gales et al., 2001, Martins et al.,, 2012), sendo um
problema recorrente durante guerras e desastres naturais e causa de surtos multi-
hospitalares em climas temperados (Djkshoorn, 2007; Perez, 2007; Munoz, 2008).
Dados do Center for Desease and Control (CDC) vém registrando taxas altas de
infeccdo hospitalar causadas por esse agente, desde 1974 sao registradas taxas
mais elevadas de infeccdo hospitalar causadas por esse agente no verdo, quando
em comparacado com as demais estacdes do ano, podendo esse aumento chegar a
50%, de acordo com relatos do CDC. As possiveis explicacbes para essa variacao
incluem o aquecimento e a umidade do ar, que favorecem o crescimento do
Acinetobacter em seu habitat natural, e a contaminacdo de ambientes

potencialmente preveniveis, como filtros de ar-condicionado (Munoz et al., 2008).

Estudos tém demonstrado que pacientes infectados e/ou colonizados podem

ser os reservatoérios de A. baumannii MR, e que a principal via de transmisséo ocorre
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pelas méaos dos profissionais de saude (Maragakis et al., 2008; Martins et al., 2009).
Em um estudo realizado em 2007, Marchaim et al. mostrou que o0s niveis de
colonizacdo na pele de profissionais da saude em ambulatorios eram elevados (25 a
40%), chegando a 75% em pacientes hospitalizados, e colonizacdo da faringe cerca
de 7% da populacdo geral, tendo sido também isolado de escarro, urina, fezes e

secrecOes vaginais.

Poucos estudos relatam infecgbes por A. baumannii adquiridas na
comunidade indicando baixa prevaléncia deste patdogeno em tais infec¢bes. O
Acinetobacter spp. pode fazer parte da microbiota transitéria da pele,
particularmente nas regioes axilares e inguinais, sendo ocasionalmente encontrado
na cavidade oral e no trato respiratorio de adultos sadios, no entanto, a taxa de

colonizacdo normalmente é baixa (Djkshoorn et al., 2007).

Alguns estudos relatando casos de pneumonia comunitaria causada por este
patogeno, geralmente associam a doenca a fatores de pré-disposicao dos pacientes
tais como: alcoolismo, tabagismo, diabetes, doenca pulmonar obstrutiva crénica
(DPOC) entre outras (Djkshoorn et al., 2007; Falagas et al., 2007). Uma revisao
sistematica publicada por Falagas et al. (2007) demonstrou um indice de
mortalidade em torno de 56% em pacientes com pneumonia e/ou bacteremia
comunitéria por Acinetobacter spp.. Neste estudo também foi evidenciado que os
casos foram originados da China, Taiwan e Austrdlia e, os isolados eram em geral

sensiveis aos antimicrobianos utilizados na terapéutica.

2.3 Resisténcia aos antimicrobianos em  A. baumannii

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos esta aumentando sua
prevaléncia no mundo todo. De um modo geral, este aumento reflete a emergéncia
de novos mecanismos de resisténcia, a transferéncia epidémica dos genes de
resisténcia entre as bactérias e a propagacao epidémica das linhagens resistentes

entre os pacientes. A importancia relativa destes processos varia com a combinacéo
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da espécie e do antimicrobiano, mas cada processo pode ser determinado pela
presséao seletiva do uso de antimicrobianos (Livermore DM, Dudley MN, 2000).

O Acinetobacter que, até as trés ultimas décadas, era considerado um
microorganismo de patogenicidade questionavel e, baixa viruléncia, emergiu como
importante causa de surtos hospitalares no mundo (Fournier PE, Richet H, 2006).
Uma das caracteristicas mais marcantes de Acinetobacter ¢ a capacidade de
desenvolver resisténcia a uma série de agentes antimicrobianos (Murray et al. 2009),
sendo A. baumannii considerado capaz de adquirir resisténcia a virtualmente todas
as classes de antimicrobianos existentes (Djkoshoorn et al., 2007; Zavascki et al.,
2010).

Até o inicio da década de 70, infeccbes nosocomiais por A. baumannii eram
tratadas com sucesso com gentamicina, minociclina, acido nalidixico, ampicilina, ou
carbenicilina, tanto sozinhos quanto combinados, porém 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 de
espécies de Acinetobacter. A maioria dos antimicrobianos utilizados incluia
aminopenicilinas, cefalosporinas de pequeno e amplo espectro, cefamicinas,

aminoglicosideos, cloroanfenicol e tetraciclinas (Bergogne-Bérézin & Towner, 1996).

Para alguns antimicrobianos relativamente novos, tais como cefalosporinas de
amplo espectro (quarta geracdo), imipenem, tobramicina, amicacina e
fluoroquinolonas, a maioria dos isolados permanecem sensiveis, mas a
concentragdo inibitéria minima (CIM) destes antimicrobianos tem aumentado

substancialmente na ultima década (Tognim et al., 2004).

A. baumannii apresenta mecanismos de resisténcia intrinseca e adquirida,
tais mecanismos sao similares aos apresentados por Pseudomonas aeruginosa,
outro BGN de grande relevancia no ambiente nosocomial. A elevada plasticidade
genética de A. baumannii favorece a captacdo dos genes dos reservatorios
ambientais, bem como a hiperexpressdo de mecanismos intrinsecos, como bombas
de efluxo, e também as suas caracteristicas celulares como a baixa permeabilidade
da membrana externa contribuem para a resisténcia aos antimicrobianos (Peleg et

al., 2008). A resisténcia a multiplas drogas geralmente resulta da combinacdo de
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diferentes mecanismos em um Unico isolado ou da acdo de um Unico e potente
mecanismo de resisténcia (Zavascki et al., 2010), o que explica a resisténcia

emergente entre espécies de Acinetobacter.

A disseminacdo e a emergéncia da resisténcia resultam da combinacdo de
multiplos fatores: mutacdes dos genes de resisténcia que aumentam seu espectro
de atividade; troca de informacdes genéticas, nas quais os genes de resisténcia sdo
transferidos para novos micro-organismos; pressao seletiva exercida pelas
condicbes do meio que favorece a emergéncia e a disseminacao de
microorganismos  resistentes; proliferacdo e disseminacdo de clones

multirresistentes (Bertoncheli et al., 2008).

O conceito de multirresisténcia ndo € consenso na literatura médica, porém, o
mais difundido é a resisténcia aos carbapenémicos ou a trés ou mais classes de
drogas usualmente testadas (Maragakis et al., 2008). Termos como panrresisténcia,
extensiva resisténcia ou extrema resisténcia também tém sido propostos, mas
também n&o sdo consenso entre os pesquisadores, assim como a definicdo precisa
de cada termo (Zavascki et al., 2010). Tem-se denominado A. baumannii
panrresistente quando ele apresenta resisténcia a todas as opcdes terapéuticas
disponiveis, incluindo as polimixinas (Maragakis et al., 2008). No entanto, na
literatura h4 relatos de casos de A. baumannii resistente a todos os antimicrobianos,

inclusive as polimixinas.

2.3.1Resisténcia aos carbapenémicos

Os carbapenémicos sdo antibioticos beta-lactamicos de amplo espectro e alta
poténcia contra bacilos Gram-negativos, incluindo A. baumannii, que geralmente sao
usados na ultima linha de defesa contra infeccbes graves por essa bactéria.
Carbapenémicos como imipenem e meropenem possuem um amplo espectro de
atividade e resistem a hidrolise pela maioria das B-lactamases, incluindo extended
spectrum B-lactamases (ESBLS) e [B-lactamases do tipo AmpC (Jin et al., 2004;

Rasmussen & Hoiby, 2006). Até pouco tempo, 0s carbapenémicos eram
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considerados os antimicrobianos mais ativos contra A. baumannii. No entanto, a
resisténcia a esta classe de antimicrobianos tem aumentado na Ultima década e
surtos devido a Acinetobacter resistente aos carbapenémicos tem sido reportados
no mundo todo, muitas vezes associados ao fenotipo de multirresisténcia (Higgins et
al., 2008).

As carbapenemases representam a familia mais versatil de p-lactamases, com
um amplo espectro de acdo. Formam um grupo fenotipico de enzimas que podem
ser definidas como [-lactamases, pertencentes as classes moleculares A
(penicilinases), B (metalo-B-lactamases) (MBLs), C (cefalosporinases) (AmpC) e D
(oxacilinases) (OXAs) (OXA-carbapenemases), segundo a classificacdo de Ambler
(1980). Aquelas pertencentes as classes A, C e D séo serina B-lactamases que
possuem serina no sitio ativo, aquelas pertencentes a classe B sdo metalo-3-
lactamases (MBL) e contém um ou dois ions zinco no sitio ativo (Jin et al., 2004;
Queenan AM, Bush K, 2007). Carbapenemases, B-lactamases com eficiéncia
catalitica para a hidrélise de carbapenémicos, resultando em CIMs elevadas,
incluem enzimas das classes moleculares A, B e D (Queenan AM, Bush K, 2007).

A resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp. é geralmente mediada
por carbapenemases do tipo OXA e menos frequentemente por MBLs (Poirel et al.,
2006; Higgins et al., 2010). A maioria das OXA-carbapenemases confere apenas
susceptibilidade reduzida aos carbapenémicos, mas a associagdo com mecanismos
secundérios como a diminuicdo da permeabilidade da membrana externa (porinas),
superexpressao das bombas de efluxo e alteracdo nas proteinas ligantes de
penicilina, pode resultar em altas taxas de resisténcia (Rassmussen & Hoiby, 2006;
Djkshoorn et al., 2007) inclusive a outras classes de antimicrobianos. Em geral,
gquando a CIM estd muito elevada para estes antimicrobianos, diferentes

mecanismos de resisténcia estao envolvidos.

As MBLs sdo muito importantes clinicamente, pois séo resistentes a todos os [3-
lactamicos, exceto monobactamicos (aztreonam). S&o divididas em sub-classes que
sao: IMP, VIM, GIM, SPM, AIM, SIM e KHM (Nordmann & Poirel, 2002). Algumas
MBLs do tipo VIM e IMP ja foram descritas em Acinetobacter (Maragakis et al., 2008;
Gupta, 2008), a enzima SIM-1 foi descrita na Coréia (Poirel et al., 2006), sendo as
do tipo IMP as mais prevalentes em A. baumannii. Estas enzimas, embora menos
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difundidas do que as OXAs nesta bactéria, sdo encontradas em elementos genéticos

moveis, podendo ser transferidas entre isolados (Maragakis et al., 2008).

As carbapenemases da classe molecular A sdo raras e estdo geralmente mais
envolvidas com enterobactérias, sendo raramente inibidas. Carbapenemases da
classe A de Ambler (KPC) foram relatadas em A. baumannii em Porto Rico por
Robledo et al., em 20009.

2.3.2 Producao de pB-lactamases e implicagcbes para a terapia

Os antimicrobianos  B-lactamicos -  penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos — sdo os mais utilizados na pratica clinica e,
esta preferéncia deve-se a sua eficacia e seguranca e pelo fato de sua atividade
poder ser estendida e restabelecida por manipulacdo quimica. Nenhuma outra
classe possui tal maleabilidade e versatilidade quimica. No entanto, nas ultimas
décadas, o0 uso de sucessivas geracfes de B-lactamicos selecionou fortemente
sucessivas geragdOes de enzimas B-lactamases, cada qual mais potente do que a
anterior (Livermore & Woodford, 2006).

Enzimas p-lactamases sdo a principal causa de resisténcia aos
antimicrobianos B-lactamicos (Zavascki et al., 2010). A resisténcia mediada por [3-
lactamases é especialmente eficiente entre BGNs, devido ao fato de estas enzimas
estarem concentradas no espago periplasmatico e, portanto, serem capazes de
destruirem os B-lactamicos antes destes alcancarem os sitios de ligacdo a penicilina

na membrana citoplasmarica (Zavascki et al., 2010).

As B-lactamases sédo enzimas que rompem o anel B-lactamico inativando o
antibiotico. Essas enzimas sdo classificadas de acordo com sua homologia na
sequéncia de aminoacidos em quatro classes (A-D) (classificagcdo de Ambler) ou de
acordo com sua preferéncia por determinado substrato (classificagcdo de Bush)
(Rassmussen BA, Bush K, 1997).
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Entre as [-lactamases de maior relevancia clinica, destacam-se: CTX-M
AmpC, ESBLs e KPC carbapenemases em Enterobacteriaceae; OXA-
carbapenemases e metalo-carbapenemases principalmente em Acinetobacter spp. e
outros nao-fermentadores (Livermore & Woodford, 2006). Algumas bactérias podem
expressar essas enzimas de modo constitutivo, no seu cromossomo, ou adquiri-las
através dos fenbmenos de conjugacdo ou recombinacdo homodloga (Queenan AM,
Bush K, 2007).

Acinetobacter possui uma ampla variedade de B-lactamases que hidrolisam e
conferem resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos (Maragakis et
al., 2008). A. baumannii possui AmpC de origem cromossomal cuja expressao nao é
induzivel e é regulada pela sequéncia promotora ISAbal (Zavascki et al., 2010). A
hiperexpressdo de AmpC confere resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro,
entretanto cefepime e carbapenémicos nao sédo hidrolizados por essa enzima (Peleg
et al.,, 2008). As ESBLs, identificadas primariamente em enterobactérias, sao
capazes de hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro (terceira e quarta geracoes)
e de baixo espectro, além de penicilinas. Atualmente, o termo ESBL também inclui
enzimas das classes A e D, as quais apresentam atividade hidrolitica aos
antimicrobianos ja citados, além de aztreonam e em alguns casos, carbapenémicos
(Zavascki et al., 2010). Desde os anos 90 ha relatos crescentes de ESBL em
A.baumannii e P. aeruginosa, no entanto, a prevaléncia destas enzimas em A.
baumannii € ainda pouco conhecida, pois a deteccao laboratorial destas enzimas é
dificultada pela presenca de outros mecanismos como a presenca de AmpC que

interferem nos testes de ESBL (Giamarellou et al., 2008; Peleg et al., 2008).

Em A. baumannii de todas as B-lactamases ja identificadas (tabela 2), as
carbapenemases adquiridas capazes de hidrolisar os carbapenémicos, tornaram-se
um problema de saldde publica nos udltimos anos. Isolados de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos sdo usualmente resistentes a todas as classes de
antimicrobianos, e mostram resisténcia intermediaria a tigeciclina e colistina (Zarrilli
et al., 2009).

As carbapenemases adquiridas estdo normalmente associadas a plasmideos,

integrons e transposons, estruturas que facilitam a disseminagao horizontal destas
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enzimas. Além disso, genes de resisténcia a outros antimicrobianos podem ser

encontrados em tais estruturas (Queenan AM, Bush K, 2007).

Tabela 2. B-lactamases identificadas em A. baumannii de acordo com sua
classificacao funcional e molecular.
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NDM-1**

2f A **KPC-2, -3, -4, -10

*Adaptado de Zavascki et al. 2010;
**Robledo et al. 2009;
***Karthikeyam et al. 2010;

**** Higgins et al. 2009

2.3.3 Oxacilinases (OXA-carbapenemases)

Oxacilinases sdo enzimas pertencentes a classe molecular D de Ambler e
destas, a maioria pertence ao grupo 2d da classificacdo de Bush-Jacoby-Medeiros
proposta em 1995 (Poirel et al.,, 2010). Sua denominacdo estd associada a
capacidade de hidrolisar a oxacilina como substrato preferencial (Rasmussen &
Hoiby, 2006). Hidrolisam também amoxicilina, metilcilina, cefaloridina e cefalotina.
Estas enzimas sdo caracterizadas por uma grande diversidade, tanto genética

quanto no espectro de hidrélise aos beta-lactamicos (Poirel et al., 2010).

OXA-carbapenemases podem ser intrinsecas ou adquiridas, sendo estas
Gltimas cromossomais ou encontradas em plasmideos (Poirel & Nordman, 2006).
Apesar de a maioria dos genes de OXA-carbapenemases estarem inseridos em
integrons de classe 1, relatos recentes tém indicado que outras estruturas genéticas
especificas, incluindo sequéncias de insercdo e transposons, podem estar
associados com estes genes (Poirel et al., 2010; Turton et al., 2006; Corvec et al.
2007; Chen, 2008). Muitos genes de oxacilinases tém sido identificados como fonte
de resisténcia adquirida em bactérias gram-negativas, mas estudos recentes
demonstram que estes genes ocorrem naturalmente em patdégenos significantes

como P. aeruginosa e A. baumannii (Turton et al., 2006; Poirel et al., 2010).

As enzimas do tipo OXA-carbapenemases hidrolisam fracamente os

carbapenémicos e nem sempre demonstram um perfil de resisténcia, no entanto,
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guando associadas a sequéncias de insercao, as quais carregam promotores fortes,
podem ter um aumento em sua expressao e demonstrar elevada resisténcia a estes
antimicrobianos (Turton et al., 2006; Higgins et al., 2009; Higgins et al., 2010). Além
disso, a baixa permeabilidade da membrana externa contribui fortemente para a

resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii (Higgins et al., 2010).

Oxacilinases com atividade de carbapenemase sédo geralmente encontradas
em Acinetobacter spp., no entanto ha um aumento de relatos de enterobactérias, em
particular Klebsiella pneumoniae produtoras de carbapenemases da classe D
(Rassmussen & Hoiby, 2006; Higgins et al., 2010; Poirel et al., 2010; Walsh, 2010).
A disseminacéo de Acinetobacter produtor de carbapenemases parece estar ligada
a disseminacdo de alguns clones (Zhou, 2007, Stoeva, 2008, Walsh, 2010), em
contraste com carbapenemases da classe D em Enterobacteriaceae, que sé&o

disseminadas de uma cepa para outra via plasmideos (Carrer, 2010; Walsh, 2010).

Em torno de 160 variantes de OXAs ja foram descritas, muitas delas sao
derivadas das OXA-2, OXA-3, OXA-10 identificadas principalmente em P.
aeruginosa. A arvore filogenética das OXA-carbapenemases apresenta nove
subgrupos, com base na sequéncia de aminoacidos e similaridade genética
(Rasmussen & Hoiby, 2006; Poirel et al., 2010) (figura 1). Os subtipos de OXA que
possuem elevada similaridade genética fazem parte de um mesmo subgrupo
filogenético. Em A. baumannii, até o momento, cinco subgrupos de OXA ja foram
descritos: OXA-51, OXA-23, OXA-24/40, OXA-58 e OXA-143 (Higgins et al., 2010).
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Figura 1. Principais subgrupos filogenéticos de OXA -carbapenemases.

Fonte: Poirel et al. 2010.

O grupo OXA-23 inclui enzimas mediadas por cromossomos ou plasmideos,
tem sido reportado no mundo todo, sendo particularmente proeminente em algumas
regibes geograficas como Asia, América Latina e Europa onde ha relatos recentes
de disseminacao clonal (Walsh, 2010) (figura 2). No Brasil, a OXA-23-like e a MBL
IMP-1-like sdo as carbapenemases mais descritas (Sader et al., 2005; Carvalho et
al., 2009; Mostachio, 2012).
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Figura 2. Distribuicdo global dos principais grupos de OXA-carbapenemases.

Grupos menores (OXA-72 e OXA-143) ndo foram mostrados.

*Adaptado de Walsh, 2010.

A primeira descricdo de OXA-23 em A. baumannii, no Brasil, foi em 2003
relacionada a um surto na cidade de Curitiba (Dalla-Costa et al., 2003). Ap0s o
primeiro relato, ndo houve mais nenhuma descricdo na literatura até o ano de 2009,
quando foi descrita a disseminacao de diferentes clones produtores de OXA-23 no
Rio de Janeiro (Carvalho et al., 2009). Também em 2009, na cidade de Porto Alegre,
a presenca de A. baumannii produtor de OXA-23, foi relatada em um estudo
realizado por Martins et al. e demonstrou a transmissao de um clone resistente aos
carbapenémicos entre equipamentos médicos e pacientes, e entre profissionais de
saude. Outro estudo recente publicado por Ferreira et al. em 2011, verificou a
disseminacao clonal dos isolados de Acinetobacter spp. OXA-23 positivos entre
hospitais em Porto Alegre. Atualmente a carbapenemase OXA-23 encontra-se
amplamente disseminada no Brasil (Carvalho et al., 2009; Martins et al., 2009;

Werneck et al., 2011) e no mundo.
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O grupo OXA24/40 pode ser mediado por cromossomos ou plasmideos, e
parece ser menos disseminado do que as enzimas OXA-23-like (Zavascki et al.,
2010). Ja foram reportadas enzimas pertencentes a este grupo, como OXA-24/40 na
Europa e nos Estados Unidos, e as OXAs -25 e -26 restritas a Europa (Zavascki et
al., 2010). OXA-33 ja foi identificada em A. baumannii em Portugal e OXA-72 na Asia
(Zavascki et al., 2010; Poirel et al., 2010; Lin et al., 2011) e Europa (Barnaud, 2010;
Franoli¢-Kukina et al., 2011) e, recentemente um relato de OXA-72 em A. baumannii
no Brasil (Werneck et al., 2011).

A carbapenemase OXA-58 foi descrita pela primeira vez na Franca, em 2003
(Poirel et al.,, 2005) e desde entdo tem sido reportada em diferentes regides do
mundo. As enzimas OXA-58-like sdo mediadas exclusivamente por plasmideos e
em Acinetobacter também ja foram relatadas em diferentes paises (Coelho et al.,
2006; Poirel et al., 2010; Zavascki et al., 2010) em especial na Europa aonde tem
sido amplamente disseminadas (Pournaras et al., 2006). As variantes OXA-96 e -97
ja foram relatadas em A. baumannii em Cingapura e na Tunisia, respectivamente
(Koh et al., 2007; Poirel et al., 2008; Zavascki et al., 2010). Na América do Sul, a
presenca do gene blapxa-58 foi descrita na Argentina, geralmente associada com
resisténcia aos carbapenémicos em surtos por Acinetobacter spp. (Coelho et al.,
2006; Peleg et al.,, 2008; Gusatti et al., 2012). No Brasil, a ocorréncia de A.
baumannii portador de OXA-58 foi reportada pela primeira vez em 2012, em um
estudo realizado por Gusatti et al. com isolados clinicos. Neste estudo, apenas um
isolado foi positivo para OXA-58, sendo positivo também para OXA-51 e OXA-65,
além disso, foi avaliada a presenca da sequéncia ISAbal upstream aos genes das

oxacilinases e resisténcia elevada a imipenem foi observada.

A OXA-143 é considerada uma classe de oxacilinase mais recente, e sua
prevaléncia é ainda pouco conhecida, no entanto tem adquirido importancia clinica
(Walsh, 2010). Em 2009 Higgins et al. reportaram pela primeira vez a ocorréncia de
OXA-143 em um isolado AbRC de 2004, no Brasil. Esta enzima demonstrou 88% de
identidade na sequéncia de aminoacidos com a OXA-40, 63% de identidade com a
OXA-23, e 52% de identidade com a OXA-58. Outros estudos reportaram alta
prevaléncia de OXA-143 em isolados de A. baumannii, em S&o Paulo, no Brasil
(Antonio et al., 2011; Mostachio et al., 2012). Um estudo realizado por Werneck et al.
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em 2011, revelou baixa prevaléncia desta carbapenemase em hospitais de Sao
Paulo e do Rio de Janeiro, no entanto houve alta prevaléncia de OXA-23 neste
estudo. No Rio Grande do Sul, at¢é o momento, ndo foi relatada a ocorréncia de

isolados de Acinetobacter positivos para OXA-143.

O subgrupo OXA-51 difere dos demais, pois apresenta enzimas de ocorréncia
natural (intrinseca) em A. baumannii ocorrendo na maioria ou em todas as cepas,
sendo o0 gene blapxas: utilizado para identificagdo molecular a nivel de espécie
(Heritier et al., 2005; Poirel & Nordmann, 2006; Rassmussen & Hoiby, 2006; Turton
et al.,, 2006). No entanto, h4 a descricdo deste gene em outras espécies como a
genoespécie 13TU (Lee et al., 2009; Lee, 2012) cujo contexto genético sugere que
originou-se de A. baumannii. Entretanto, esta espécie é pouco prevalente em
isolados clinicos. Em torno de 45 variantes de OXA-51 ja foram descritas em A.

baumannii (Zavascki et al., 2010).

A maioria dos estudos relatam a ocorréncia de carbapenemases do tipo OXA
em isolados de A. baumannii, positivos para o gene blaoxas:, reportam também a
prevaléncia destas enzimas no género Acinetobacter. No entanto, outras espécies
de Acinetobacter podem possuir OXA-carbapenemases constitutivas ou néo (Poirel
et al., 2008; Turton et al., 2012), embora algumas nao tenham a mesma relevancia
clinica de A. baumannii. A ocorréncia das OXA-carbapenemases também nao é
restrita ao género Acinetobacter (Bonnet et a.l, 2002; Pfeifer et al., 2010; Zavascki et
al., 2010), sendo muito frequentes também em P. aeruginosa, outro BGN de grande

importancia clinica, como citado anteriormente.

2.4 Tipagem molecular

A tipagem molecular é uma ferramenta importante que auxilia no
entendimento da epidemiologia de surtos, pois estabelece o grau de similaridade
entre diferentes isolados clinicos. Além de auxiliar na deteccdo de surtos, auxilia

também na identificacdo de transmissédo cruzada e de fontes de infec¢cdo, bem como
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no monitoramento e controle da infeccdo hospitalar. A fungcéo da tipagem molecular
€ determinar se organismos epidemiologicamente relacionados sdo também

geneticamente relacionados (Singh et al., 2006).

Os sistemas de tipagem devem ser selecionados com base em seu poder
discriminatorio, reprodutibilidade e facilidade de interpretacdo e uso. Uma
caracteristica do organismo alvo que apresente relativa estabilidade e diversidade
adequada dentro da espécie deve ser critério para escolha do método (Westbrook &
Holmes, 2004).

Os métodos de tipagem podem ser enquadrados em duas grandes
categorias: métodos fenotipicos e métodos moleculares (genotipicos ou ndo). A
tipagem fenotipica baseia-se nas caracteristicas expressas pela bactéria, as quais
por envolverem expressao genética tendem a ser variaveis, com base em mudancgas
nas condi¢cOes e fases do crescimento, além de mutacdes espontaneas (Tenover et
al., 1997).

Os métodos genotipicos baseiam-se na analise da estrutura genética de um
organismo e verificacdo de polimorfismo nos padrdes de restricdo do DNA. Quando
clivados com enzimas de restricdo, produzem fragmentos em numero e tamanho
variados, que separados por eletroforese formam um perfil de segmentos o qual
pode ser comparado entre amostras diferentes. Os métodos genotipicos sdo menos
sujeitos a variacdo natural, apesar de serem afetados por inser¢cdes ou delecdes de
DNA no cromossomo, por ganho ou perda de DNA extracromossGmico, ou por
mutacdes ao acaso que podem criar ou eliminar sitios de restricdo para as

endonucleases (Tenover et al.,1997).

A tipagem molecular de microrganismos caracteriza os isolados microbianos
em nivel molecular para encontrar eventuais semelhancas entre amostras,
caracterizando sua origem evolucionaria comum. Um clone é definido como um
conjunto de amostras bacterianas geneticamente relacionadas que sé&o indistintas
umas das outras por métodos de tipagem molecular, ou amostras tdo similares que
presume-se serem derivadas de um ancestral comum (Tenover et al.,, 1995). Em
geral cepas com 100% de similaridade genética sdo consideradas indistinguiveis e

cepas com mais de 80% de similaridade genética sdo consideradas relacionadas e
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as cepas com similaridade genética menor a 80% s&o consideradas distintas (Singh
et al., 2006).

Diversos métodos genotipicos tém sido desenvolvidos para a tipagem de
Acinetobacter, incluindo ribotipagem, andalise de macrorestricdo seguida de PFGE,
Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD), Amplified Fragment Lenght
Polimorfism (AFLP) (Seifert, 2005), Repetitive Element Palindromic PCR (REP-
PCR). Dentre estes métodos, o PFGE é considerado “padrdo-ouro” da tipagem

epidemiolodgica (Durmaz et al., 2009).

A técnica de PFGE foi desenvolvida em 1984 por Schwartz e Cantor, para
permitir o fracionamento de moléculas grandes de DNA, o que nao era possivel
através de métodos convencionais de eletroforese (Hershleb et al.,, 2007). Em
comparacao com outros métodos, o PFGE tem excelente aplica¢cdo quanto aos tipos
de microrganismos a serem testados e, excelente reprodutibilidade e poder
discriminatorio (Westbrook & Holmes, 2004).

Muitos estudos tem utilizado a técnica de PFGE ou outras técnicas de
tipagem durante a investigacdo epidemiologica de AbRC e também para definir a
relacdo genética entre isolados provenientes de diferentes cidades e paises (Dalla-
Costa et al.,, 2003; Coelho et al., 2006; Lolans et al., 2006; Mugnier et al., 2008;
Martins et al., 2009).

A analise de isolados multirresistentes por meio de técnicas moleculares de
tipagem é essencial para a investigacao de surtos. Quando a analise por tipagem
molecular demonstra que a maioria dos isolados analisados apresenta o mesmo
perfil subentende-se que um mesmo clone esta se disseminando, portanto, é
necessario adotar medidas de barreira adequadas de modo a impedir a transmissao
do patdégeno entre pacientes, entre o profissional de saude e os pacientes e também

entre hospitais.
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2.5 Medidas de controle de infeccdo

Dadas altas taxas de resisténcia associadas a A. baumannii, o papel de
prevenir a disseminacdo deste patdégeno entre pacientes € prioritario. O controle das
infeccbes causadas por esta bactéria € desafiador devido a ampla variedade de
mecanismos de resisténcia que possui e, por sua capacidade de desenvolver

rapidamente novos mecanismos de resisténcia (Murray et al., 2009).

A emergéncia de AbRC causador de infecgdes nosocomias tornou-se uma
preocupacao mundial. Relatos de surtos tem demonstrado que este patdégeno detém
a capacidade de permanecer viavel no ambiente por longos periodos, mesmo em
condicbes adversas, sendo este fator determinante para a transmissdo e

disseminagéao cruzada entre pacientes (Karageorgopoulos et al., 2008).

De modo geral, o surgimento de AbRC em unidades hospitalares pode ser
devido: a colonizacdo de um paciente, a pressao seletiva pelo uso prévio de terapia
antimicrobiana, a admissdo de um paciente previamente colonizado por um isolado
AbRC. Sendo geralmente a transmissado cruzada a dinamica de disseminagao
(Djkshoorn et al., 2007). No ambiente hospitalar, a persisténcia e a transmisséao de
isolados multirresistentes € determinada por fatores como: vulnerabilidade dos
pacientes, pressao seletiva pelo uso de antimicrobianos, potencial de aumento da
disseminagdo por um grande numero de pacientes colonizados e/ou infectados
(pressdo de colonizacdo), esforcos organizacionais despendidos e impacto na
implementacéo e adesdo dos profissionais as medidas recomendadas (Siegel et al.,
2007).

Medidas de controle de infeccéo, tais como culturas de vigilancia, precaucgdes
no contato com pacientes colonizados/infectados; agrupamentos em coorte,
identificacdo da fonte de infeccdo, controle do ambiente, ja demonstraram ser
eficientes em alguns casos (Urban et al., 2003; Fournier PE, Richet H, 2006; Munoz
et al, 2008).

O sucesso no gerenciamento das infeccbes envolve a cooperacdo dos

profissionais de saude, de todos os niveis. Deste modo, medidas administrativas
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para organizar um time efetivo capaz de providenciar informagdes regulares a
respeito de um surto, sdo fundamentais (Karageorgopoulos et al., 2008). Um resumo
das medidas de prevencdo e controle de infec¢cdes por A. baumannii MR sao

apresentados na tabela 3.

Somada a transmissdo, a emergéncia da resisténcia ocorre no contexto da
pressao seletiva exercida pela terapia antimicrobiana de amplo-espectro, tais como
a terapia envolvendo carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracdo (Kim et
al., 2008). Terapéutica adequada pode ser a uUnica variavel modificavel capaz de
influir beneficamente no desfecho clinico de pacientes com infec¢des por patégenos
multirresistentes, de modo a evitar a emergéncia da resisténcia. Em muitas
situacdes, isolados de A. baumannii multirresistentes, incluindo resisténcia aos
carbapenémicos, sdo somente sensiveis as polimixinas. Devido ao fato de as
opcOes terapéuticas serem limitadas nos casos de infec¢ao por A. baumannii MR , a
descoberta e o desenvolvimento de novas terapias, controle e escolha adequada
dos regimes antimicrobianos existentes e terapias combinadas, além de maior
controle na transmissdo associada de isolados multirresistentes faz-se necessario
(Maragakis et al., 2008).

Tabela 3. Métodos para o controle e prevencdo de in  feccdo por A. baumannii
multiressistente.

Métodos Comentarios

Controle da fonte de infeccéo Efetivo quando a fonte de um
surto é identificada

Medidas de precaucao padrao Inclui: higienizacdo das maos,
uso correto e consistente de
luvas, vestimenta apropriada e
protecdo dos olhos

Prevencéao do contato Inclui: equipamentos
exclusivos ao cuidado do
paciente, vestimenta e luvas
para os profissionais de saude
entrarem em salas de
isolamento
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Limpeza e desinfec¢cado do ambiente

Agrupamento em coorte dos pacientes

Agrupamento em coorte dos profissionais de saude

Fechamento da unidade clinica

Controle do uso de terapia antimicrobiana

Vigilancia

Ampla disseminagéo da
contaminacdo ambiental €
geralmente relatada no cenario
epidémico, e reservatorios
ambientais parecem contribuir
para o cenario endémico

Agrupando pacientes
colonizados e infectados pelo
mesmo microorganismo em
uma unidade ou parte de uma
unidade

Designar equipes para o0
cuidado exclusivo de pacientes
colonizados e infectados pelo
mesmo microorganismo

Necessario em surtos para
interromper a transmissao e
permitir desinfecgéo efetiva do
ambiente

Programas para promover o
uso sensato de
antimicrobianos e prevenir a
emergéncia da resisténcia

Vigilancia passiva ou ativa
podem identificar pacientes
colonizados ou infectados a
tempo de medidas serem
implementadas

*Adaptado de Maragakis et al. (2008)
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2.6 Opcoes terapéuticas no tratamento de AbRC

Os carbapenémicos permanecem como o tratamento de escolha quando os
isolados apresentam susceptibilidade a esta classe de antimicrobianos (Maragakis et
al., 2008). No entanto, a resisténcia aos carbapenémicos tem emergido e muitas
vezes associada a um fenotipo de multirresisténcia (Higgins et al., 2008), apesar de
as definicbes de multirresisténcia variarem na literatura. Atualmente, A. baumannii
multirresistente € um dos BGNs mais dificil de se controlar e tratar (Zavascki et al.,
2010).

2.6.1 Polimixinas

A emergéncia de infeccbes causadas por BGNs multirresistentes, levou ao
resgate das polimixinas como opcéao terapéutica. Estas drogas foram descobertas
em 1945 e consistem de cinco compostos quimicos diferentes (A-E) (Guiamarellou
et al.,, 2008). Seu mecanismo de acdo consiste em desestabilizar as membranas
externa e citoplasmética bacterianas, aumentando a permeabilidade e levando a
rapida morte por extravasamento do conteudo celular (Maragakis et al., 2008;

Zavascki et al., 2010). Este efeito é concentracdo dependente.

Das cinco polimixinas conhecidas, apenas a B e a E (colistina) estédo
disponiveis para o uso clinico, sendo a colistina a mais utilizada, e sendo a maioria

das pesquisas voltadas para esta polimixina.

Devido ao debate sobre toxicidade causada por estas drogas, principalmente
nefrotoxicidade e neurotoxicidade, as polimixinas tiveram seu uso restrito no inicio
dos anos 1980, exceto para o tratamento de fibrose cistica (Zavascki et al., 2008).
No entanto, devido as opcdes terapéuticas limitadas, polimixina B e colistina tiveram
seu uso resgatado principalmente para o combate de infec¢des por A. baumannii e

P. aeruginosa multirresistentes (Zavascki et al., 2010).
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O conhecimento sobre a farmacodinamica e farmacocinética das polimixinas
até pouco tempo era muito limitado, no entanto, estudos mais confiavies foram
publicados recentemente, e também estudos que demonstram a seguranca e
eficacia destes agentes na terapia contra A. baumannii MR (Zavascki et al., 2007;
Landman et al., 2008; Zavascki et al., 2008; Plachouras et al., 2009; Zavascki et al.,
2010).

Estudos observacionais relataram resposta clinica favoravel entre 57-90%
entre pacientes com infeccbes por Acinetobacter MR, incluindo pneumonia,
bacteremia, septicemia, infeccdo intra-abdominal, e infecgcdes do SNC (Garnacho-
Montero et al., 2003; Holloway et al., 2006; Kallel et al., 2006; Falagas et al., 2007;
Maragakis et al., 2008).

Alguns estudos desmistificaram o0 grande problema associado a
nefrotoxicidade, mostrando que este efeito parece ser bem controlado quando o
farmaco é administrado em doses adequadas (Garnacho et al., 2003; Garnacho-
Montero et al., 2003).

Resisténcia as polimixinas ja foi relatada, possivelmente como um resultado
de alteragbes nas proteinas de membrana externa, e mecanismos de efluxo
(Maragakis et al., 2008). No entanto, a resisténcia a colistiha € rara, a
heteroresisténcia € um fenémeno que ja foi descrito in vitro em Acinetobacter,
principalmente em hospitais da Coréia, algumas vezes associado com a colistina (Li
et al., 2006; Yau et al. 2009; Zavascki et al., 2010). Owen et al. (2007) observaram o
fendtipo de heteroresisténcia sugerindo que a terapia combinada poderia evitar a
emergéncia de resisténcia durante o tratamento. Até o momento a heteroresisténcia
nao foi demonstrada in vivo (Zavascki et al., 2009; Zavascki et al., 2010), no entanto,

seu impacto necessita ser melhor estudado a nivel clinico.

Embora as polimixinas sejam, atualmente as melhores opc¢des terapéuticas
para o tratamento no caso de infec¢cbes por AbRC e multirresistente, ainda pouco se
sabe sobre seus efeitos clinicos, portanto, sdo necessarios estudos clinicos que
retratem a seguranca na sua utilizacdo, bem como estudos que avaliem a estratégia

de terapia antimicrobiana combinada.
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2.6.2 Tigeciclina

A tigeciclina, primeiro agente da classe das glicilciclinas, é derivada da
minociclina que foi aprovada para uso pelo FDA em 2005, para o tratamento de
infecgbes nos tecidos moles e intra-abdominais, € um dos poucos antimicrobianos
novos com atividade contra BGNs (Livermore DM, 2005) incluindo Acinetobacter
(Giamarellou et al., 2008). Esta droga age inibindo a traducdo (sintese proteica)
bacteriana, pois liga-se a subunidade 30S ribossomal, impedindo a incorporacéo de

residuos de aminoacidos na cadeia polipeptidica (Zavascki et al., 2010).

Possui um amplo espectro de acdo, incluindo microorganismos
multirresistentes como Staphylococcus aureus, Enterococcus spp., Streptococcus
pneumoniae, BGNs produtores de enzimas [3-lactamases de espectro ampliado e A.
baumannii. No entanto ndo € ativa contra espécies de Proteus spp., Providencia spp.

e P. aeruginosa (Peterson et al., 2008; Bhattacharya et al., 2009).

A tigeciclina possui atividade bacteriostatica e € capaz de evadir o principal
mecanismo de resisténcia a tetraciclinas, determinado pela aquisicdo dos genes tet,
os quais codificam bombas de efluxo que expelem tetraciclinas da célula (e.g., tetA-
E, tetG-L) e proteinas que protegem o ribossomo (e.g., tetM, tetO). Além disso, a
tigeciclina ndo é afetada pela maioria dos mecanismos comuns de resisténcia a

antimicrobianos usados pelas bactérias (Peterson et al., 2008).

Um numero crescente de estudos tem sido publicados indicando que a
tigeciclina pode ser uma boa opcao terapéutica para A. baumannii MR, no entanto
ainda h& controvérisas sobre sua indicacéo: a tigeciclina ndo possui ponto de corte
estabelecido pelo CLSI, nem para Enterobacteriaceae e nem para Acinetobacter
spp. (Peterson et al, 2008; Zavascki et al, 2010; CLSI, 2011). Para
Enterobacteriaceae, os pontos de corte tém se mostrado discordantes, o Food and
Drug Administration (FDA) considera susceptibilidade CIMs <2ug/mL e resisténcia
CIMs 24ug/mL (U.S. FDA), enquanto o European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) considera susceptibilidade a tigeciclina CIMs
<lpg/mL e resisténcia CIMs =2ug/mL (EUCAST clinical breakpoints v 2.0). Ha a

necessidade de confirmacéo por microdiluicdo quando a CIM por E-test for maior ou
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igual a 2pg/mL, no entanto, existem complicagbes na determinagao das CIMs por E-
test e disco difusdo, demonstrando resultados discrepantes em comparagcdo com a
microdiluicdo em caldo, muitas vezes demonstrando falsa resisténcia a tigeciclina
(Casal et al., 2009; Zavascki et al., 2010). Somado a isso estudos farmacocinéticos
demonstram que a concentragdo sérica de tigeciclina, nas doses usualmente
recomendadas, esta abaixo do indicado para o tratamento de micro-organismos com
CIMs de 1-2pg/mL (Peterson et al., 2008).

bY

A determinacdo do grau de susceptibilidade a tigeciclina por muitos
laboratorios clinicos pode ser complicada, levando a falsos resultados, o que afeta

na decisdo do clinico na hora de prescrever esta droga (Zavascki et al., 2010).

Atualmente, a tigeciclina representa apenas uma alternativa para o tratamento
de A. baumannii MR em pacientes incapazes de tolerar polimixinas ou para isolados
resistentes as polimixinas. O uso de doses mais altas do que as usualmente
recomendadas, deve ser considerado especialmente em CIMs de 1-2ug/mL, em
infeccbes no sangue, pulmdes e urina. No entanto, estudos sobre a farmacocinética
e ensaios clinicos capazes de estimar corretamente regimes de altas doses desta
droga sdo necessarios para confirmar tais recomendacdes (Zavascki et al., 2010) e

averiguar sua eficacia.

2.6.3 Ampicilina-sulbactama

Alguns inibidores de beta-lactamases, particularmente sulbactama, tém
atividade intrinseca contra algumas cepas de Acinetobacter spp., porém
monoterapia com sulbactama ndo é recomendada para infec¢des severas por este

patogeno (Maragakis et al., 2008).

Apesar de o tratamento combinado com ampicilina/sulbactama em infec¢ées
pouco severas causadas por isolados resistentes aos carbapenémicos ja ter
demonstrado sucesso (Levin et al.,, 2003), alguns estudos revelam que a

combinacdo do agente B-lactamico (e.g., ampicilina) com o agente inibidor n&o
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parece contribuir para maior atividade ou sinergismo (Higgins et al., 2004; Brauers et
al., 2005; Maragakis et al., 2008).

Além disso, o resultado de testes de susceptibilidade como E-test e disco-
difusdo, devem ser interpretados com cautela, para combinacdes a concentracoes
fixas de B-lactamico/inibidor, pois podem indicar falsa susceptibilidade (Higgins et al.,
2004; Maragakis et al., 2008).

Embora ainda exista uma lacuna a ser preenchida em relacédo a dose e ao
modo de administragédo, em isolados que demonstram susceptibilidade, a ampicilina-
sulbactama demonstra ser uma opcao terapéutica segura e eficaz (Gordon et al.,
2010).
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3 JUSTIFICATIVA

Considerando a emergéncia da resisténcia aos antimicrobianos no mundo
todo, devido ao uso exacerbado desses agentes somado a outros fatores. Sendo A.
baumannii um patégeno nosocomial bem sucedido, com caracteristicas Unicas entre
as bactérias Gram-negativas, e cuja prevaléncia como agente infeccioso, resistente
a maioria dos antimicrobianos disponiveis, vem aumentando nas Ultimas décadas.
Um estudo que informe o perfil de resisténcia aos carbapenémicos e a epidemiologia
molecular de isolados multirresistentes e resistentes aos carbapenémicos, na cidade
de Porto Alegre, é de grande importancia para determinar a maneira como tais
isolados estdo se disseminando e assim, auxiliar na prevengcdo e manejo de

infec¢des causadas por este patégeno.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Avaliar a epidemiologia molecular e distribuicdo de amostras de Acinetobacter
baumannii resistentes aos carbapenémicos, isoladas em trés hospitais na cidade de
Porto Alegre.

4.2 Objetivos Especificos

1. Avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados aos antimicrobianos mais

utilizados na prética clinica por meio da concentracao inibitéria minima (CIM);

2. Pesquisar a presenca dos principais genes que codificam OXA-
carbapenemases prevalentes em Acinetobacter spp.: blaoxa-23-ike, Blaoxa-24-likes

blaoxa-s1-ike, Dlaoxa-ss-iike € blaoxa-143-ike NOS isolados clinicos;

3. Caracterizar isolados de A. baumannii através da tipagem molecular por
PFGE.

4. Investigar a disseminacédo clonal das amostras de AbRC em trés hospitais de

Porto Alegre.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Hospitais estudados

Acinetobacter spp. foi isolado de amostras clinicas provenientes de trés
hospitais (1, 2, e 3) de Porto Alegre, no periodo de marco a dezembro de 2011. O
hospital 1 ocupa uma area de 128,338 m? sua capacidade abrange 795 leitos,
sendo 672 de internacado, 67 de terapia intensiva e 56 de emergéncia. O hospital 2 é
um hospital geral de natureza filantrépica, que ocupa uma area de 49,000 m?, sua
capacidade abrange 603 leitos, sendo 516 de internacdo e emergéncia e 87 de
terapia intensiva. O hospital 3 € um hospital voltado e equipado para pacientes
criticos, possui 139 leitos, sendo 30% de UTI, um namero muito acima da média dos
hospitais em geral. Realiza mais de 900 atendimentos diarios e 360 mil
atendimentos por ano em diversas especialidades, em seus 9,500 m? de &rea

instalada.

5.1.1 Isolamento e identificacdo das amostras

Os 132 isolados de Acinetobacter spp. estudados foram previamente
identificados nas sec¢Bes de bacteriologia em cada hospital, por métodos
bioquimicos ou automatizados, no periodo acima citado. Os isolados foram
armazenados em tubos eppendorf contendo caldo glicerol 16%, em freezer -80C
até o uso para experimentos. Tendo sido apenas um isolado por paciente incluido
neste estudo.
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5.2 Testes de Susceptibilidade

A avaliacédo da atividade antimicrobiana, para todos os isolados, foi realizada
pela técnica de microdiluicdo em caldo. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM) é
definida como a menor concentragdo de antimicrobiano capaz de inibir o
crescimento bacteriano. Os isolados foram classificados como sensiveis ou
resistentes de acordo com os pontos de corte estabelecidos pelo CLSI (2011) para

cada antimicrobiano testado. Os antimicrobianos testados sdo descritos na tabela 4.

Tabela 4- Antimicrobianos testados, concentracdo da s solugdes padréo e
intervalo das concentracoes utilizadas para ~ Acinetobacter spp.

Concentracoes
Antimicrobiano Solucéo padréao pg/mL
pg/mL
Amicacina 1024 1,0-512
Ampicilina/sulbactam 512 0,5-256
Cefepima 1024 1,0-512
Ciprofloxacina 128 0,125-64
Imipenem 512 0,5-256
Meropenem 1024 1,0-512
Polimixina B 128 0,125-64
Tigeciclina 32 0,03-16
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5.2.1 Microdiluicdo em Placa

O teste de microdiluicdo em placa € uma adaptacado do teste de macrodiluigdo
e é considerado o teste “padréo-ouro” para determinacéo da CIM.

O in6culo bacteriano de cada isolado foi preparado a partir de uma suspensao
direta em solucao salina, sendo ajustado ao padrao MacFarland 0,5 correspondente
a 1,5X10°UFC/mL, a partir de coldnias isoladas selecionadas de uma placa de agar
de 18 a 24 horas.

Foram utilizadas placas de ELISA estéreis com 96 pocos e fundo em “U” para
melhor visualizagdo do crescimento bacteriano. Em toda a placa sao pipetados 50
uL de caldo Miller-Hinton (MH) cation ajustado, com exce¢do da ultima coluna
(coluna 12) que é utilizada como controle negativo e contém 100 pL de caldo MH. A
primeira coluna da placa foi utilizada como controle positivo, onde foram pipetados
em caldo MH 50puL do inéculo em cada poco. Nas demais colunas os indculos foram
pipetados em duplicata (duas linhas por inéculo), pipetando-se 50 uL em cada poco,
da segunda até a décima primeira coluna, em diluicdes prévias dos antimicrobianos

no caldo MH (figura 3). As placas foram incubadas a 37<C entre 18 e 22 horas.
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Figura 3. Organizacdo da placa de microdiluicéo. A coluna 1 corresponde ao
controle positivo (CP). A coluna 12 corresponde ao controle negativo (CN). Os
in6culos de Acinetobacter spp. foram testados em duplicata, das colunas 2 a 11. Al
e A2 referem-se as amostras de Acinetobacter spp. testadas em duplicata e C1 e C2
referem-se aos controles dos antimicrobiano também testados em duplicata.

5.2.2 Determinacao da CIM

A CIM foi interpretada ap6s a incubacéo da placa, a 37°C de 18 a 22 horas,
por inspecdo visual e confirmagdo através da leitura das absorbancias de cada

orificio da placa de ELISA.

Para a tigeciclina, como ndo ha um ponto de corte estabelecido pelo CLSI,
nem para Acinetobacter spp, nem para Enterobacteriaceae, utilizou-se o ponto de
corte do U.S. FDA para Enterobacteriacea, para os demais antimicrobianos

testados, as CIMs foram interpretadas de acordo com o CLSI 2011.
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5.2.3 Controle de Qualidade

Para o controle de qualidade do teste de susceptibilidade foram utilizadas
cepas ATCC (American Type Culture Collection) seguindo critérios estabelecidos

pelo CLSI (2011), para cada antibiotico testado.

5.3 Analise dos mecanismos de resisténcia

A andlise dos mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos foi realizada
através da pesquisa dos genes codificantes das OXA-carbapenemases prevalentes
em Acinetobacter spp.: blaoxa-2z-ike, Dlaoxa-24-ike, Dlaoxa-s1-iike, Dlaoxa-ss-ike € blaoxa-143-

ike, atraveés da reagédo de PCR multiplex.

A técnica de PCR multiplex consiste na utilizacdo de dois ou mais
oligonucleotideos iniciadores (primers) especificos para diferentes sequéncias
génicas, portanto, capaz de amplificar mais de uma sequéncia génica de interesse
por reacdo. Os oligonucleotideos utilizados estdo descritos (tabela 5), e as
condi¢bes de termociclagem foram descritos por Woodford et al., 2006.

Tabela 5. Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores (primers) utilizados
nesse estudo para deteccédo dos genes das OXA-carbap enemases nos isolados
de Acinetobacter spp. por PCR multiplex.

Oxacilinase Tamanho Sequéncia do primer Sequéncia do primer
(pb) Foward Reverse
blaoxa-23-iike 501 5-GAT CGG ATT GGA 5-ATT TCT GAC CGC
GAA CCA GA-3 ATT TCC AT-3’
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blaoxa-24-iike 246

5-GGT TAG TTG GCC

5'-AGT TGA GCG AAA

CCC TTA AA-3’ AGG GGATT-3’

blaoxa-s1-iike 353 5-TAATGC TTT 5-TGG ATT GCACTT
GATCGG CCT TG-3’ CAT CTT GG-3'

blaoxa-ss-iike 599 5'-AAG TAT TGG GGC 5'-CCC CTC TGC GCT
TTG TGC TG-3’ CTA CAT AC-3'

blaoxa-143-iike 149 5-TGG CAC TTT CAG 5-TAA TCT TGA GGG

CAG TTC CT-3’ GGC CAAC-3’

A extracdo do DNA bacteriano para realizacdo do PCR foi feita por lise
térmica a partir de subcultivo das amostras em agar Miuller-Hinton a 37<C por 18 a
24 horas.

Para realizacdo da reacdo de PCR foi preparada uma solucdo mae (mix)
contendo: agua ultrapura, solucdo MgCl, 50mM, tampéo da taqgpolimerase 10X,
dinucleotideos dATP, dCTP, dGTP, dTTP, enzima tagpolimerase 5U/uL, 10mM de
primer foward e reverse para cada uma das sequéncias génicas acima. ApdOs 0
preparo 15 pL do mix foram distribuidos nos tubos de amplificacdo (eppendorfs de
200 pL) e 10puL do DNA extraido foi adicionado a reagdo. As condicdes de
termociclagem foram: desnaturacéao inicial a 94C por 5 min. seguida de 30 ciclos a
94T por 25 s, 52T por 40 s, 72T por 50 s, e uma etapa final de alongamento a
72 por 6 min.

Os produtos de PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a
1,5% em tampé&o TBE 1:20. No preparo do gel foi adicionado 5,2 yL de brometo de
etidio para corar o DNA. Misturou-se 1pL de tampé&o de corrida para cada 5uL de
produto de PCR. O gel foi carregado com 10 pL da mistura de tampédo e amostra e
submetido a eletroforese. Apos a corrida o gel foi visualizado e fotografado contra

luz UV em transluminador.
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Controles positivos de cada sequéncia foram utilizados, obtidos a partir de
cepas ATCC que continham alelos blapxa, previamente caracterizados por

sequenciamento e cujos amplicons correspondiam ao tamanho predito (figura 4).

blagya.cg © 299 pb
blagya.a3 : 501 pb
blagya s, : 353pb

blagyaq i 246pbh ——>

blagya.143 : 149 pb

Figura 4. Deteccdo dos genes das Oxa -carbapenemases por PCR multiplex.
Cepas controles contendo os alelos codificantes para: blapgxa-s1 (linha 2), blapxa-23 €
blapxa-s1 (linha 3), blapxa-ss € blapxa-s: (linha 4), blapxa-24 € blapxa-s: (linha 5) e blapxa-
143 € blapxa-s1 (linha 6). A linha 1 contém o marcador de peso molecular (MPM) e a
linha 7 um controle negativo (CN) que néao continha DNA.

5.4 Tipagem molecular por PFGE

A tipagem molecular dos isolados foi feita por PFGE para determinar a
relacdo genética entre os isolados positivos para 0s genes blaoxas: € blaoxa-2s,
sendo todos resistentes aos carbapenémicos. Os isolados foram submetidos a
restricdo enzimatica com a endonuclease de restricdo Apal e posteriormente
corridos em gel de agarose por 23 horas, usando o equipamento CHEF-DRII. A
analise dos padrdoes de PFGE foram feitas no software BioNumerics versdo 6.0 a

partir da fotografia do gel corado com brometo de etidio.
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6 RESULTADOS

Foram analisados 132 isolados de Acinetobacter spp. de trés hospitais (1, 2 e
3) de Porto Alegre, no periodo de marco a dezembro de 2011. O hospital 2
apresentou o maior nimero de isolados (65), seguido do hospital 1 (50 isolados) e o

hospital 3 (17 isolados). Apenas um isolado por paciente foi incluido neste estudo.

Foram encontrados 124 (94%) isolados de A. baumannii, identificados por
PCR pela presenca do gene blapxas:. Destes 124 isolados, 89 (67,4%) isolados
foram positivos para o0 gene blapxa2s € demonstraram resisténcia aos
carbapenémicos: imipenem e meropenem, além de outras classes de
antimicrobianos (figura 5). Nenhum isolado apresentou positividade para 0s genes
das demais OXA-carbapenemases pesquisadas: blaoxa-z4 blaoxass € Dblaoxa-14s.
Além destes, 8 isolados (6%) ndo foram positivos para nenhuma OXA-
carbapenemase pesquisada, sendo possivelmente outra espécie de Acinetobacter

gue nao A. baumannii.

O hospital que apresentou maior taxa de resisténcia aos carbapenémicos foi o
hospital 2: 54/65 (83%), seguido do hospital 3: 14/17 (82,3%), e o hospital 1. 22/50
(44%), estes dados podem ser visualizados na tabela 6. Dos 124 isolados A.
baumannii, 37% foram considerados MRs e 1,6% foram considerados
panrresistentes (figura 5). A maioria dos isolados MRs foi obtida no hospital 2 e os

isolados panrresistentes foram obtidos dos hospitais 1 e 2.
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M PAN-R MR MMS HOutros

1,6%

Figura 5. Perfis de susceptibilidade  dos 124 isolados de A. baumannii frente
aos antimicrobianos testado s. PAN-R (panrresistentes) : refere-se a isolados
resistentes a todas as classes de antimicrobianos testados. MR (multirresistentes):
refere-se a isolados resistentes a todos os antimicrobianos testados, exceto
polimixina B e tigeciclina; MS (Multissensiveis): refere-se a isolados sensiveis a
todos os antimicrobianos testados; Outros: refere-se a isolados que nao se
encaixam em nenhum dos demais perfis, inclui susceptibilidade intermediaria aos
antimicrobianos.

Tabela 6. Perfis de susceptibilidade aos carbapenémicos con siderando cada
hospital e o tipo de enzima OXA -carbapenemase inferida, nos 124 isolados de
A. baumannii.

Hospital
Oxacilinase/ (nimero de isolados)
Susceptibilidade 1 2 3
OXA-51/Carba R 0 0 0
OXA-51/Carba S 23 9 3
OXA-51+0OXA-23/Carba R 21 54 14
OXA-51+0OXA23/Carba S 0 0 0

Carba R- isolado com perfil de resisténcia aos carbapenémicos. Carba S- isolado
com perfil de sensibilidade aos carbapenémicos.
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Altas taxas de resisténcia foram encontradas em outras classes de
antimicrobianos, sendo o0s antimicrobianos que apresentaram maior taxa de
resisténcia: cefepima, ciprofloxacina e ceftazidima, respectivamente. Outros
antimicrobianos  testados, amicacina e ampicilina/sulbactama, também
demonstraram alta taxa de resisténcia frente aos isolados. As CIMsy e CIMgy € a
atividade dos antimicrobianos pode podem ser observadas na tabela 7.

Tabela 7. CIM5y e ClMgy € atividade dos antimicrobianos testados nos 132
isolados de Acinetobacter spp.

ANTIMICROBIANO CIM (pg/mL) RESULTADO (%)
ClIMsyg ClMgo Sensivel Resistente

Amicacina 64 256 37 63
Ampicilina/sulbactama 32 64 37 63
Cefepime 64 512 16,7 83,3
Ceftazidima 128 256 25,8 74,2
Ciprofloxacina 64 64 18,2 81,8
Imipenem 64 128 32,6 67,4
Meropenem 32 64 32,6 67,4
Polimixina B 0,25 0,5 97 3

Nove isolados (6,8%) apresentaram CIM = 4 pg/mL para tigeciclina. Para a
polimixina B, 4 (3%) isolados apresentaram resisténcia (CIM = 4 yug/mL) e destes
isolados todos foram resistentes aos carbapenémicos.

Oitenta isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos foram
submetidos a tipagem molecular pela técnica de PFGE, resultando em 12 clones

distintos (> 87% de similaridade). O dendrograma pode ser observado na figura 6.
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Figura 6. Dendrograma dos 80 isolados de  A. baumannii OXA-23 positivos e
resistentes aos carbapenémicos tipa dos por PFGE (similaridade >87%)).

O clone com maior quantidade e diversidade, mostrou 21 isolados de A.
baumannii pertencentes aos trés hospitais (clone A). Outros clones mostraram
resultados diferentes, contendo isolados pertencentes a dois ou apenas um dos

hospitais, com excecdo do clone B e D cujos isolados pertencem aos trés hospitais.
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O clone L foi o que mostrou menor quantidade e diversidade, contendo apenas 1
isolado de A. baumannii (tabela 8) Alguns isolados do mesmo hospital mostraram
100% de similaridade, mas isto também foi observado entre isolados de hospitais

diferentes.

Tabela 8. Distribuicdo dos isolados de  A. baumannii nos clones formados com
similaridade >87% por PFGE.

Clones Numero de isolados por hospital

1 2 3
A 2 17 2
B 5 7 6
C 5 5 0
D 3 3 1
E 0 6 0
F 1 3 0
G 1 0 2
H 0 1 2
I 2 1 0
J 0 2 0
K 2 0 0
L 0 1 0
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7 DISCUSSAO

Infeccdes e surtos nosocomiais tendo A. baumannii MR como agente
etiolégico tém sido cada vez mais relatados no Brasil e no mundo e, a emergéncia
da resisténcia aos antimicrobianos em isolados clinicos de A. baumannii resistente
a antimicrobianos de amplo espectro inclusive aos carbapenémicos, utilizados em
infeccdes graves por este patégeno, limita as alternativas terapéuticas. A resisténcia
aos antimicrobianos em Acinetobacter estd associada a diferentes mecanismos,
sendo a aquisicdo de enzimas B-lactamases o principal (Hawkey et al. 2009;
Ferreira, et al. 2011) e, sendo a expressdo de enzimas do tipo OXA, o principal

mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos.

No Brasil, A. baumannii multirresistente tem emergido como um patégeno
nosocomial desde 1993, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI),
resultando em um patogeno endémico (Gales et al., 2001) e associado a elevada
morbidade (Martins et al., 2012). Neste estudo, foi encontrada alta prevaléncia de A.
baumannii (94%) entre os isolados, sendo a maioria positiva para o gene blapxa-23 €
multirresistentes (37%), incluindo resisténcia aos carbapenémicos, sendo a maioria
destes isolados pertencentes ao hospital 2, o qual comporta maior nimero de UTIs
dentre 0s hospitais estudados. Esses resultados s&o similares a maioria dos
estudos, onde A. baumannii é a espécie de maior prevaléncia em infec¢des/surtos
nosocomiais, sendo também multirresistente, e sendo a resisténcia aos
carbapenémicos normalmente associada a producéo da carbapenemase OXA-23
(Martins et al., 2009; Yang et al.,, 2010, Ferreira et al., 2011). O gene blapxa-23 €

muito prevalente no mundo e também na cidade de Porto Alegre.

Apesar das altas taxas de resisténcia encontradas, ndo podemos afirmar que
a presenca dos genes blapxa-s1 € blaoxa-23, seja de fato o mecanismo responsavel
por esta alta taxa de resisténcia aos carbapenémicos (67,4%), pois outros fatores
estdo envolvidos, ja que o0s genes blapxa hecessitam de elementos de insercao,
localizados upstream, com promotores fortes para regular sua expressao (Heritier et
al., 2005; Turton et al., 2006, Zarilli, et al., 2009). Além disso, outros mecanismos

como efluxo e alteragcbes na permeabilidade de membrana os quais n&do foram
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avaliados neste estudo, estdo envolvidos (Zavascki et al., 2010), podendo ter
afetado os outros antimicrobianos testados, ja que altas taxas de resisténcia foram
encontradas. No entanto, neste estudo nenhum isolado positivo para os genes
blapxa-s1 € blapxa-23 foi sensivel aos carbapenémicos, o que sugere fortemente que o

mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos seja a producao de OXA-23.

A maioria (94%) dos isolados foram positivos para o0 gene blaoxasi,
confirmando a identificacdo da espécie A. baumannii, resultados similares foram
encontrados por Ferreira et al. 2011, que observou 84% dos isolados positivos para
blapxas1 em um estudo realizado em cinco hospitais de Porto alegre. Em outro
estudo realizado com Acinetobacter spp. na cidade de Porto Alegre por Martins et al.
em 2009, todos os 53 isolados analisados foram positivos para 0s genes blaoxa.s1 €
blapxa-23. Estes dois estudos também mostraram alta prevaléncia de resisténcia aos

carbapenémicos.

Os isolados blapxa-s1 positivos e negativos para o gene blapxa-23 foram todos
sensiveis aos carbapenémicos. O gene blapxa-s:, intrinseco da espécie A. baumannii
€ capaz de conferir resisténcia aos carbapenémicos quando regulado pelo elemento
ISAbal (Turton et al., 2006; Zarilli et al., 2009).

Em alguns isolados (6%) o mecanismo de resisténcia ndo pode ser inferido,
pois ndo houve amplificacdo no PCR com os primers utilizados no estudo. No
entanto, ndo podemos afirmar que a susceptibilidade aos carbapenémicos neste
isolados deve-se ao fato de ndo possuirem enzimas do tipo OXA-carbapenemases,
pois, a resisténcia a estes antimicrobianos pode também estar associada a outros
mecanismos como citado acima. Além disso, este resultado concorda com o0s
estudos que mostram a elevada prevaléncia de A. baumanni entre isolados clinicos

de Acinetobacter spp.

No Brasil, até 0 momento, a OXA-143 foi encontrada na cidade de sédo Paulo
(Higgins et al., 2008; Antonio et al., 2011; Mostachio et al., 2012) e Rio de Janeiro
(Wernerck et al., 2011). Na América do Sul o gene blapxass SO havia sido reportado
na Argentina, comumente associado a resisténcia aos carbapenémicos em surtos

por Acinetobacter spp., em 2012 foi reportado em um isolado, o qual apresentou
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resisténcia ao imipenem, e a insercdo do elemento ISAbal upstream a blapxa-ss
(Coelho et al., 2006; Gusatti et al., 2012).

O subgrupo OXA24/40 parece ser menos disseminado do que as enzimas
OXA-23-like (Zavascki et al., 2010). J& foram reportadas enzimas pertencentes a
este grupo, na Europa; nos Estados Unidos, Asia (Barnaud et al., 2010; Poirel et al.,
2010; Zavascki et al., 2010; Lin et al., 2011). No Brasil, apenas a OXA-72 foi descrita

em A. baumannii recentemente (Werneck et al., 2011).

Dos 12 clones AbRC encontrados nos trés hospitais analisados, dois grupos
clonais majoritarios contém isolados pertencentes a todos os hospitais. A
disseminacdo de ADRC inter-hospital pode estar associada a transferéncia de
pacientes infectados/colonizados de um hospital para o outro. Isto foi relatado
previamente em diferentes paises como Franca, Inglaterra, Holanda, Estados
Unidos e Colémbia e também no Brasil (Coelho et al., 2006; Martins et al., 2009;
Ferreira et al., 2011).
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, foi possivel caracterizar isolados de A. baumannii provenientes
de diferentes hospitais da cidade de Porto Alegre, analisando o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos, os mecanismos de resisténcia pela busca de

enzimas oxacilinases prevalentes no género, e pela tipagem molecular por PFGE.

A presenca de 2 clones majoritarios em todos os hospitais (grupos clonais A e
B) demonstra a disseminacdo inter-institucional de AbRC, portador de OXA-23,
podendo esta ser a causa de alta prevaléncia de resisténcia aos carbapenémicos
observada (67,4%) nos isolados. Além disso, resisténcia elevada foi encontrada para
outros antimicrobianos, a qual pode estar associada a outros fatores como alta
permeabilidade de membrana, hiperexpressao de bombas de efluxo, e mutacdes em

sitios de ligacdo dos antimicrobianos.

Apesar das altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos e aos demais
antimicrobianos testados, polimixina B e tigeciclina permanecem com bom perfil de
sensibilidade, sendo ainda uma boa alternativa terapéutica em casos de infecgao por

A. baumannii MR, incluindo resisténcia aos carbapenémicos.
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