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RESUMO

Introducdo: A disseminacdo de Acinetobacter baumannii associada a emergéncia de
gendtipos de resisténcia aos carbapenémicos, ¢ de grande preocupagdo no mundo todo.
Objetivos: Compreender a epidemiologia hospitalar bem como a atual disseminagdo de
clones de alto risco em cepas clinicas de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos.
Materiais e métodos: O estudo foi conduzido em duas etapas. Primeiramente, foi realizado
estudo epidemiologico através de uma coorte de 489 pacientes internados no Hospital de
Clinicas (HC-UFU), com infeccdo por A. baumannii resistente aos carbapenémicos no
periodo de 2013 a 2017, considerando o primeiro episédio. Em segundo, foi realizado um
estudo molecular de amostras recuperadas do HC-UFU, juntamente com isolados de A.
baumannii recuperados de outros hospitais de Minas Gerais (MG), os quais foram
selecionados para serem tipadas pela técnica de sequenciamento de MLST (Multilocus
Sequence Typing, esquema Pasteur) e, destas, uma amostra foi selecionada para o
sequenciamento de genoma completo a partir da plataforma NextSeq 500 (Illumina)
utilizando leituras paired-end de 150 pb. Todas as cepas foram submetidas a reacdo em cadeia
da polimerase (PCR) para deteccdo dos genes de oxacilinases (blaoxa-s1, blaoxa-23, blaoxa-24,
blaoxa-ss € blaoxa-143) € outras carbapenemases (blanpwm-1, blaxpc, blamve-1, blavim-1, blatewm).
Resultados: No estudo epidemiologico, foi encontrada incidéncia de infecdo por A.
baumannii resistente aos carbapenémicos de 0,7/1000 pacientes-dia, com a maioria dos
pacientes com infeccdo de trato respiratorio (54,7%), predominantemente internados na
unidade de terapia intensiva (UTI). Em novembro de 2014 os indices de infecgao
ultrapassaram os limites estabelecidos, confirmando um surto de infec¢dao por 4. baumannii
multirresistente. A frequéncia de mortalidade foi elevada (39%) e a andlise multivariada
mostrou que os fatores de risco relacionados foram presenca de sepse e antibioticoterapia
definitiva inapropriada. Foi verificado que 93,9% dos pacientes tiveram infecgdes por
isolados multirresistentes (MDR) e 41,5% por isolados extensivamente resistente (XDR).
94,5% das 107 cepas recuperadas e testadas, recuperadas do HC-UFU, foi positiva para o
gene blaoxa-23. Na etapa molecular, foram selecionadas 10 amostras clinicas de 4. baumannii,
obtidas de diferentes hospitais do estado de MG. Sete amostras (58,3%) foram positivas para
o gene blaoxa23 e uma (8,3%) foi positiva para o gene blanpm-1. Estas 10 amostras,
juntamente com duas amostras selecionadas do HC-UFU, foram tipadas por MLST, e
observou-se disseminacao clonal de sete STs e quatro complexos clonais (CC), com
predominancia do ST/CC79 bem como a identificagdo de dois STs novos, ST1465/CC216, ¢
ST1466/CC79. Foi realizado o sequenciamento de genoma completo da cepa positiva para o
gene blanpm-1, 0 qual era carreado por um plasmideo incomum (pAbl7), cujo transposon
Tnl25 sofreu perda de genes. Além disso, a amostra possuia no cromossomo gene blaoxa-10s,
variante de blaoxa-si, além do gene blaapcos com ISAbal upstream. Conclusdes: O estudo
evidenciou endemicidade de 4. baumannii MDR no HC-UFU, com elevada frequéncia do
gene blaoxa-23 nos isolados recuperados, além de maior risco de evolucdo para Obito em
pacientes com infecgdes graves recebendo antibioticoterapia definitiva inapropriada. Também
mostrou disseminagdo de diferentes STs de 4. baumannii MDR no estado de Minas Gerais,
com predominancia do ST/CC79 e a identificagdo de dois novos STs, além da emergéncia do
gene blanpm-1 em A. baumannii em nosso estado.

Palavras chave: A. baumannii, genes de resisténcia, carbapenemases, antibioticoterapia

inapropriada, NDM-1, MLST.



ABSTRACT

Introduction: The spread of Acinetobacter baumannii associated with the emergence of
resistance genotypes to carbapenems is of great concern worldwide. Aims: To understand
hospital epidemiology as well as the current dissemination of high-risk clones in clinical
strains of A. baumannii resistant to carbapenems. Materials and methods: The study was
conducted in two stages. First, an epidemiological study was conducted using a cohort of 489
patients with carbapenem-resistant 4. baumannii infection from 2013 to 2017 hospitalized at
Hospital de Clinicas (HC-UFU), considering the first episode. Secondly, a molecular study of
samples recovered from HC-UFU was carried out, along with isolates of A. baumannii
recovered from other hospitals in Minas Gerais (MG) state, were selected to be typed by the
MLST sequencing technique (Multilocus Sequence Typing, Pasteur scheme) and, of these, the
whole-genome of one strain was sequenced using an [llumina Next-Seq 500 paired-end reads
(150 bp). Polymerase chain reaction (PCR) were used to detect the oxacillinase genes (blaoxa-
s1, blaoxa-23, blaoxa-4, blaoxa-ss € blaoxa-143) and other carbapenemases (blanpwm-1, blakrc,
blavp-1, blaviv-1, blatem). Results: In the epidemiological study, an incidence of carbapenem-
resistant A. baumannii infection of 0.7/1000 patient-days were found, with most patients with
respiratory tract infections (54.7%), predominantly hospitalized in the intensive care (ICU). In
November 2014, the infection rates exceeded the established limits, confirming an outbreak of
multi-resistant A. baumannii infection. The frequency of mortality was high (39%) and the
multivariate analysis showed that the related risk factors were the presence of sepsis and
antimicrobial inappropriate therapy. It was found that 93.9% of the patients had infections
with the multidrug resistant microorganism (MDR) and 41.5% with the extensively resistant
microorganism (XDR). 94.5% of the 107 strains recovered and tested, recovered from the
HC-UFU, were positive for the blaoxa-23 gene. On the molecular stage, 12 clinical strains of
A. baumannii, obtained from different hospitals of MG state were selected. Seven strains
(58.3%) were positive for the blaoxa-23 gene and one (8.3%) was positive for the blanpm-1
gene. These 12 strains, along with two selected isolates from the HC-UFU, were typed by
MLST, the result showed clonal dissemination of seven STs and four clonal complexes (CC),
with predominance of ST/CC79 as well as the identification of two new STs, ST1465/CC216,
and ST1466/CC79. Whole-genome sequencing of the positive sample for the blanpm-1 gene
was carried out, which was carried by an unusual plasmid (pAb17), in which some genes of
the Tn/25 transposon were lost. Besides, on the chromosome, the strain reported here
presented blaoxa-106 gene, a variant of blaoxa-s1 gene, and blaapc2s with ISAbal upstream.
Conclusions: The study showed endemicity of A. baumannii MDR at HC-UFU, with a high
frequency of the blaoxa-23 gene in recovered isolates, in addition to a higher risk of death in
patients with severe infections receiving antimicrobial inappropriate definitive therapy. It also
showed dissemination of different STs of A. baumannii MDR in the state of Minas Gerais, the
predominance of ST/CC79, the identification of two new STs, in addition to the emergence of
the blanpm-1 gene in A. baumannii in MG.

Keywords: 4. baumannii, resistance genes, carbapenemases, antimicrobial inappropriate
therapy, NDM-1, MLST.
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1. INTRODUCAO

As Infeccdes Relacionadas a Assisténcia em Saude (IRAS) por bactérias
multirresistentes sdo reconhecidas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) como grave
risco para pacientes internados, (WHO, 2017a). Recentemente, a OMS colocou as IRAS em
suas prioridades, com um guia de implementacdo de medidas de prevengao e controle dessas
infecgds (ALLEGRANZI et al., 2017). Uma vez que o Brasil ¢ um pais de grandes dimensdes
e, consequentemente com grande diversidade de hospitais em relagdo ao porte, natureza do
financiamento (publico, privado, filantropico), localizacdo (grandes ou pequenas cidades) e
afiliacdo a servigos de ensino, ainda permanecem grandes lacunas e dificuldades no
conhecimento da epidemiologia (classica e molecular) das IRAS em territorio nacional (LA
FORGIA; COUTTOLENC, 2008; MACHADO; MARTINS; LEITE, 2016).

Entre os principais microrganismos causadores de IRAS no pais e no mundo,
Acinetobacter baumannii se destaca por ser um patégeno que infecta pacientes
imunocomprometidos, incluindo aqueles com comorbidades, especialmente quando internados
em unidades de terapia intensiva (UTI) (DOI; MURRAY; PELEG, 2015; WHO, 2017a). A
importancia clinica de infecgdes por 4. baumannii esta associada com sua dificil erradicacao,
considerando que as opgdes para tratamento de infecgdes graves sdao limitadas devido ao
aumento da incidéncia de amostras multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes (XDR)
e pan-resistentes (PDR) no ambiente hospitalar (MAGIORAKOS et al., 2012; KENGKLA et
al, 2017, MOUBARECK; HALAT, 2019). A. baumannii também apresenta a capacidade de
sobreviver em superficies inanimadas por longos periodos, o que contribui para a transmissao
pessoa-a-pessoa, além do risco aumentado para surtos hospitalares (NOWAK;
PALUCHOWSKA, 2016; ROCHA et al, 2018). No Brasil, a ocorréncia de surtos
hospitalares causados por 4. baumannii multirresistente tem sido reportada em varias regioes,
com destaque para as regides Sul e Sudeste (PAGANO et al., 2013; CALDART et al., 2019;
ROMANIN et al., 2019).

A rapidez com que os microrganismos resistentes aos antimicrobianos se disseminam
nos ambientes hospitalares ¢ considerada um grave problema.As principais causas sao a
pressdo seletiva devido ao uso inapropriado de antimicrobianos e a disseminacdo facilitada
destes fendtipos pela transmissdo pessoa-a-pessoa devido a falhas na aplicagdo de praticas

basicas de prevencao e controle de infec¢des pelos profissionais de saude (HIJAZI; JOSHI;
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GOULD, 2019). No Brasil, essa questao ¢ ainda mais significativa devido a alta densidade de
uso de antibioticos, particularmente da classe dos B-lactadmicos, incluindo os carbapenémicos
e fluoroquinolonas (MOREIRA et al., 2013; PORTO et al., 2013; DANTAS et al, 2014).

Um estudo de prevaléncia realizado entre os anos de 2011 e 2016 revelou que em
paises europeus, como a Italia, 44% dos pacientes internados receberam algum tipo de terapia
antimicrobiana (VICENTINI et al., 2020). Por outro lado, em paises em desenvolvimento, o
consumo de antibidticos geralmente ¢ mais elevado, particularmente em unidades criticas
(MOREIRA et al., 2013), como evidenciado no estudo de Porto e colaboradores (2020), onde
foi relatado um consumo de 52,2% no Brasil, o qual variou de acordo com a regido (48,6% no
Sul e 60,4% no Nordeste).

O consumo de antibioticos ¢ geralmente medido com o objetivo de permitir avaliagdes
comparativas, calculando-se razdes de uso através de unidades de referéncia como a dose
diaria definida (DDD) (GRAU et al., 2019). A DDD de um determinado antimicrobiano €
determinada anualmente pela OMS, representando a dose de manutengdo média para um
medicamento (WHO, 2019). Dessa forma, ¢ possivel comparar a frequéncia de
microrganismos e seus fendtipos de resisténcia. Estudos envolvendo a DDD do uso de
antimicrobianos mostraram que o consumo médio de carbapenémicos ¢ 224.2 DDD/1000
pacientes-dia na Inglaterra (SINGH et al, 2015), 250,0 DDD/1000 pacientes-dia na China
(GUO et al, 2019) e 389,3 DDD/1000 pacientes-dia no Brasil (ROSSI et al., 2016).
Adicionalmente, outros estudos confirmam a relevancia do nimero de DDD por 1000
pacientes-dia como uma unidade de medida para comparar uso de antimicrobianos entre
diferentes paises e regioes (WU et al, 2017; KLEIN et al., 2018; PITIRIGA et al., 2018).

A ocorréncia de infec¢des graves por A. baumannii multirresistente ¢ de grande
importancia clinica, podendo estar relacionada com mau progndstico, bem como com alta
mortalidade (MUNOZ-PRICE et al., 2010; KIM et al., 2012; ROSSI et al., 2019). Embora a
resisténcia seja um importante marcador associado ao aumento de mortalidade, varios outros
fatores contribuem para indices mais elevados, incluindo maior gravidade da doenca de base,
imunocomprometimento, tempo de hospitalizagdo prolongado, uso de procedimentos
invasivos e falhas nas praticas de prevengdo e controle (FORTALEZA; FREITAS;
LAUTERBACH, 2013; THOM et al., 2017; VAZQUEZ-LOPEZ et al., 2020). Em um recente
estudo, Kanafani e colaboradores (2018) relataram que os sitios de infec¢do por 4. baumannii
mais comuns sdo o trato respiratorio (53,1%), seguido por feridas operatoérias (18,8%), sangue
(15,6%) e urina (10,2%). Neste mesmo estudo, os autores relataram indice de mortalidade de

22% em pacientes internados em UTI, associado com idade avancada, trauma, cancer e uso de
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procedimentos invasivos. Entretanto, no que se refere a infecgdes graves, como pneumonia e
bacteremia, o indice de mortalidade geralmente ¢ mais elevado, variando de 40% a 60%
(HUANG et al., 2019; RUSSO et al., 2019).

Na América Latina, os indices de resisténcia em A. baumannii estdo entre os maiores do
mundo (RODRIGUEZ; NASTRO; FAMIGLIETTIL, 2017), sendo os maiores valores
encontrados na Argentina (60%) e no Brasil (56%) (LABARCA et al., 2016). Atualmente, as
infecgdes por 4. baumannii resistente aos carbapenémicos sio altamente prevalentes no Brasil,
como evidenciado pelo estudo de Rossi e colaboradores (2017), o qual apontou aumento de
30% a 70% dessas infecgdes no periodo entre 2010 e 2014. No entanto, a incidéncia de
infecgdes por A. baumannii resistente aos carbapenémicos varia de acordo com as
caracteristicas dos hospitais, localizagdo geografica, tipo de enfermaria e sitios anatdomicos
dos quais as amostras sao obtidas (LIU et al., 2015; CASTILHO et al., 2017). Em um recente
estudo multicéntrico realizado em UTIs de adultos no Brasil, A. baumannii foi o
microrganismo mais isolado (27%), sendo que 47% apresentavam resisténcia aos
carbapenémicos (BRAGA, 2019).

A resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii ¢ mediada por todos os principais
mecanismos de resisténcia conhecidos, incluindo modificagdo de sitios alvo, inativacao
enzimatica, efluxo ativo e diminui¢ao no influxo de drogas (CHAKRAVARTY, 2020). A
resisténcia neste microrganismo pode ser intrinseca através da baixa permeabilidade de
membrana ou pela producao de cefalosporinases, as quais sdo codificadas cromossomicamente
(LEE et al., 2017). Além disso, a resisténcia pode ser adquirida por meio da transferéncia de
genes ou mutagcdo de genes estruturais endogenos ou regulatorios (ASIF; ALVI; REHMAN,
2018).

Os mecanismos de resisténcia mais frequentemente presentes em A. baumannii sdo
decorrentes da producao de B-lactamases adquiridas, incluindo serina e metalo-p-lactamases,
as quais conferem resisténcia aos carbapenémicos (QUEENAN; BUSH, 2007). As B-
lactamases sdo classificadas de acordo com a estrutura quimica e sequéncia de aminoéacidos
em classes A, B, C e D, de acordo com Ambler (1980), com a maioria nas classes A
(penicilinases), B (metaloenzimas) e D (oxacilinases).

A carbapenemase pertencente a classe A mais importante ¢ a KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase) (YIGIT et al., 2001). A enzima KPC foi identificada inicialmente
nos Estados Unidos, em 1996, e em poucos anos disseminou-se globalmente, sendo
detectados surtos de infec¢des principalmente por isolados da familia Enterobacteriaceae

(LEAVITT et al., 2007; NAAS et al., 2008; ROSSI et al., 2016). Em um estudo elaborado em
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Porto Rico por Robledo e colaboradores (2010), foram identificadas dez amostras clinicas de
A. baumannii produtoras de KPC e desde entdo ndo houve mais nenhum relato (MARTINEZ
et al., 2016, RODRIGUEZ; NASTRO; FAMIGLIETTIL 2017).

As carbapenemases da classe B, conhecidas como metalo-fB-lactamases (MBL)
também sdo frequentemente associadas com a resisténcia aos antibioticos em A. baumannii
(BERTINI et al., 2010; JEAN et al., 2015). Diferentes subclasses de MBL tem sido relatadas
em A. baumannii como imipenemase (IMP), Verona integrin-encoded metallo-beta-lactamase
(VIM), Seoul imipenemase (SIM), German imipenemase (GIM), e New Delhi metallo-beta-
lactamase (NDM) (MENDES et al., 2006; YONG et al., 2009; EL HAFA et al., 2019; HALAT;
MOUBARECK, 2020).

NDM ¢ uma das MBL mais recentemente descobertas, primeiramente identificada em
Klebsiella pneumoniae na cidade Nova Délhi, india (YONG et al., 2009). Desde entdo, 24
variantes desta enzima ja foram identificadas e isolados produtores de NDM tem sido relatados
em varias espécies, incluindo Acinetobacter spp., a qual foi encontrada em pelo menos 18
espécies em 25 paises (WU et al., 2019). No Brasil, hd poucos relatos de Acinetobacter spp.
produtores de NDM, sendo demonstrado em espécies de A. pitti, A. bereziniae, A.
nosocomialis € A. baumannii (PILLONETTO et al., 2014; CHAGAS et al., 2015; PAGANO et
al., 2015; BRASILIENSE et al., 2019). No que se refere a 4. baumannii, apenas dois estudos
relatam a presenca de NDM neste microrganismo no Brasil (PILLONETTO et al., 2014;
BRASILIENSE et al., 2019), o primeiro em 2013 em Porto Alegre e o segundo em 2014 em
Belém, ambos isolados em amostras de sangue.

As carbapenemases do tipo D, oxacilinases, sdio mundialmente reconhecidas como o
principal mecanismo responsavel pela resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp.,
especialmente no ambiente hospitalar (GIRIJA et al., 2019; ROMANIN et al., 2019). As
oxacilinases sdo classificadas em seis subgrupos principais: OXA-23-“like” (OXA-23, OXA-
27 e OXA-49), OXA-24-“like” (OXA-24, OXA-25, OXA-26, OXA-40 e OXA-72), OXA-58,
OXA-51-“like”, OXA-143 ¢ OXA-235 (JEON et al., 2015). A oxacilinase

OXA-51-“like” ¢ uma familia de enzimas cromossomais tipicas de A. baumannii,
usadas como marcador taxondmico da espécie (HERITIER et al., 2005; WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2006). Recentemente, a OXA-143, primeiramente identificada no
Brasil, foi isolada também no Irda (HIGGINS; LEHMANN; SEIFERT, 2010; SARIKHANI;
NAZARI; ROSTAMI, 2017), enquanto a OXA-235, descritas nos Estados Unidos e México,
ndo foi ainda isolada em nosso pais (HIGGINS et al., 2013). No Brasil, OXA-23 ¢ a

principal oxacilinase responsavel pela resisténcia aos carbapenémicos em amostras
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hospitalares (DALLA-COSTA et al., 2003; CARVALHO et al., 2009; MARTINS et al,,
2009; MOSTACHIO et al., 2009; ROYER et al., 2015).

A expressao de genes que codificam as oxacilinases geralmente requerem um promotor
forte como a sequéncia de insercdo movel ISAbal (ZONG et al., 2008). As sequéncias de

inser¢do funcionam como promotores de blaoxa-si-like € blaoxa-23-ike quando se localizam antes

destes, resultando em uma hiperexpressdo (RUIZ et al., 2007). IS4ba2, 1SAba3 ¢ I1SAba4
também ja foram identificados adjacentes a blaoxa-ss € blaoxa-23 em amostras de A. baumannii
e associados com redugdo da susceptibilidade aos carbapenémicos (POIREL; NORDMANN,
2006; LEE et al., 2011).

A dificuldade no tratamento de infecgdes graves por bacilos Gram-negativos
extensivamente resistentes, incluindo 4. baumannii, levou ao retorno da utilizacdo das
polimixinas (polimixina B e colistina) como Ultima opcao no tratamento dessas infecgdes em
nivel mundial (FALAGAS; MICHALOPOULOS, 2006; BISWAS et al., 2012). Devido ao
aumento do consumo desses antibidticos, ja tem sido relatada resisténcia as polimixinas por
A. baumannii (LIMA et al., 2018; HAMEED et al., 2019). As polimixinas estdo entre os
poucos agentes que retém atividade contra estes microrganismos e sao frequentemente usadas
em combinagdo com outras drogas, incluindo carbapenémicos (DAIKOS et al, 2014). No
entanto, essas bactérias apresentam diversas maneiras de se protegerem contra estimulos
ambientais adversos incluindo a exposi¢do a peptideos antimicrobianos catidnicos como
polimixina B e colistina. Essas estratégias incluem alteragdes nos lipopolissacarideos
bacterianos que geralmente apresentam cargas negativas € sdo considerados os alvos iniciais
das polimixinas (MOUBARECK; HALAT, 2019).

Para avaliar a disseminacdo de microrganismos multirresistentes e verificar se agentes
epidemiologicamente relacionados também estdo geneticamente relacionados, utiliza-se
métodos de tipagem molecular, os quais auxiliam a identificacdo de transmissdes cruzadas e
deteccao de surtos (DINARELLI et al., 2017). Técnicas de sequenciamento como Multilocus
Sequence Typing (MLST) sdo utilizadas na tipagem de amostras hospitalares, em func¢do da sua
contribui¢do andlise evolutiva das espécies, permitindo a comparagao de cepas de diferentes
periodos, institui¢cdes e paises, ao longo do tempo (MAIDEN, 2006; GAIARSA et al., 2017).
Dois esquemas de MLST foram desenvolvidos para 4. baumannii: o esquema Oxford
(BARTUAL et al., 2005) e o esquema Pasteur (DIANCOURT et al., 2010). Ambos utilizam
sete genes housekeeping e tém trés genes em comum (TOMASCHEK et al., 2016).

Ha trés linhagens clonais distintas de A. baumannii descritas, que foram inicialmente

nomeadas por sua distribui¢do geografica em clones europeus I, I e III (DIJKSHOORN et al.,
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1996; VAN DESSEL et al., 2004). Quando se tornou evidente a sua distribui¢do global,
passaram a ser chamadas de clones internacionais (CI) 1, 2 e 3 (DIANCOURT et al., 2010). A
maioria dos surtos notificados até o momento envolvem o CC92, correspondente ao CI2, e o
CC109, correspondente ao CI1 (TOMASCHEK et al., 2016). Nos paises latino-americanos,
os perfis alélicos do MLST de A. baumannii nao foram relacionados com o CC92,
predominante em todo o mundo, mas tem sido comumente relacionados ao CC113 (GROSSO
et al., 2010; MARTINS et al.,, 2013; STIETZ et al., 2013). No Brasil, estudos prévios
demostraram a disseminagao de trés Complexos Clonais (CC) principais, o CC1, CC15 e 79,
em cepas de A. baumannii produtoras de OXA-23 (CHAGAS et al., 2014, CAMARGO et al.,
2016; ROCHA et al., 2018).

Geralmente, esses complexos clonais associados a disseminacao de resisténcia em A.
baumannii, estdo intimamente relacionados a elementos genéticos (PAGANO; MARTINS;
BARTH et al., 2016; PARTRIDGE et al., 2018). Grande parte dos genes desta espécie,
incluindo aqueles que conferem resisténcia aos carbapenémicos (blamve, blavim, blaoxa-s,
blaoxa-s, blaoxa-ss € blanpm-1) estdo localizados em plasmideos (LEUNGTONGKAM et al.,
2018). As principais caracteristicas dos plasmideos que circulam entre as cepas de A.
baumannii foram classificadas em grupos homogéneos com base em genes que controlam
seus sistemas de replicagdo (genes rep, GR), sendo, GR2, GR4, GR6, GRS, GR12, GR14, ¢
GR16 os mais frequentemente detectados (PARTRIDGE et al., 2018). Transposons como
Tn2006, Tn2007 ¢ Tn2008 tem sido descritos carreando genes de resisténcia, como blaoxa-23,
flanqueados, ou ndo por sequéncia de inser¢des (PAGANO; MARTINS; BARTH et al.,
2016). O Tni25 foi identificado em A. baumannii carreando o gene blanpm-1 (WU et al.,
2019).

As novas tecnologias, como o sequenciamento completo do genoma, tornaram-se uma
ferramenta importante na tipagem bacteriana e mais recentemente, comparagdes de genoma
completo produziram informacdes sobre a evolucdo da patogenicidade em A. baumannii,
revelando ampla diversidade no contetido de genes, incluindo variagdo nos determinantes de
resisténcia e viruléncia (WRIGHT et al., 2014; HOLT et al., 2016, JIA et al., 2019). Essa técnica
também esclarece informagdes quanto a surtos, redes de transmissao, e melhor compreensao da
evolugdo filogenética de agentes infecciosos (WILLEMS et al., 2016; JIA et al., 2019).

Estudos sobre a epidemiologia de A. baumannii incluindo viruléncia das cepas,
resisténcia aos antimicrobianos, mecanismos de adaptacdo ambiental e formagao de biofilmes,

podem contribuir efetivamente para o seu controle. Assim, uma abordagem gendmica para
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investigar a problematica atual da disseminagdo de clones de alto risco podera permitir criar
estratégias de prevengdo e controle, bem como terapéuticas para evitar sua disseminagdo inter
e intra-hospitalar e para outros ecossistemas.

Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) geram consequéncias
significativas para o sistema de saude; sdo causa de elevada mortalidade e morbidade,
gerando grande impacto para a economia dos servigos de saude, em fun¢do do maior tempo
de internacdo e aumentos nos custos em assisténcia a saude. No nosso meio, € notdria a
escassez de dados de estudos multicéntricos sobre IRAS e a disseminagdo de clones de alto
risco, sobretudo entre aquelas causadas por microrganismos multirresistentes nos hospitais do
pais. Sendo assim, este estudo com caracteristica multicéntrica se propde a esclarecer as
lacunas do conhecimento quanto a disseminag¢do de clones especificos de A. baumanii e
embasar politicas para sua prevencao e controle com maior abrangéncia e representatividade.
Para isso, foi incluido, entre outros aspectos, hospitais com caracteristicas diversas
representativas da realidade do estado; abordando a disseminagdo bem como a sua relagao
filogenética.

O presente estudo busca caracterizar por epidemiologia molecular as IRAS causadas
por A. baumannii resistentes aos carbapenémicos em nosso estado, além de proporcionar a
criacdo de um banco de dados a respeito de cepas circulantes no estado de Minas Gerais.
Esses dados sdao de grande interesse uma vez que esses micro-organismos estao entre os
principais agentes de infec¢des hospitalares, além de apresentar resisténcia a um grande nimero
de antimicrobianos. O estudo também podera permitir verificar se as amostras isoladas tém
relacdo com clones emergentes de outras regides, fornecendo subsidios para politica nacional

de prevengdo e controle de IRAS no nosso pais.
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2. OBJETIVOS

Considerando a necessidade de realizar estudos epidemiologicos e multicéntricos que

permitam compreender melhor a atual disseminacdo de STs predominantes e clones de alto

risco em isolados clinicos de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos sao propostos os

seguintes objetivos:

Avaliar a disseminagdo de clones de alto risco em Uberlandia ¢ no estado de Minas
Gerais entre as linhagens endémicas e epidémicas de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos;
Determinar a frequéncia e os fatores de risco para mortalidade em pacientes infectados
por A. baumannii resistente aos carbapenémicos;
Avaliar a relagdo da antibioticoterapia adequada/inadequada com a evolugao clinica do
paciente com infecgao;
Determinar, por MLST, o sequence type (ST) e os complexos clonais de amostras que
representam a regiao;
Confirmar a disseminacao por sequenciamento do genoma, determinando:

e O conjunto de genes associados a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos,

com destaque para genes codificadores de MBL e OXA.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Hospitais e Unidades de Estudo

Um estudo epidemiologico envolvendo 489 pacientes foi realizado no HC-UFU, um
complexo hospitalar publico, universitario, de assisténcia terciaria e com capacidade para 525
leitos. E referéncia para uma populagio estimada de mais de dois milhdes de habitantes,
moradores de Uberlandia e 81 municipios das regides do Tridngulo Mineiro e Alto Paranaiba.
Realiza todo o seu atendimento hospitalar vinculado ao SUS do municipio de Uberlandia.
Possui clinicas de varias especialidades e, por ser um hospital de alta complexidade que atua
como referéncia regional, grande parte dos seus pacientes exige cuidados complexos. Dispoe
de 60 leitos de UTI (Adulto, pedidtrica, coronaria e neonatal).

Adicionalmente, foi realizado estudo multicéntrico incluindo amostras de A.
baumannii representativas de hospitais de portes e caracteristicas diferentes localizados nas
regides Norte, Tridngulo Mineiro (incluindo o Hospital de Clinicas da Universidade Federal
de Uberlandia, HC-UFU) e Sul e Sudoeste do Estado de Minas Gerais, além do Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia (HC-UFU). As amostras foram coletadas em
estudo realizado em 2016 pela doutora lolanda Alves Braga, as quais forneceu informagdes

importantes para o desenvolvimento dessa pesquisa com A. baumanni.

3.2. Desenho do estudo epidemioldgico e amostras bacterianas

Estudo de carater retrospectivo visando a analise epidemiologica de infec¢des por A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos no periodo de 2013 a 2017, através do acesso ao
banco de dados do HC-UFU (n=489 pacientes). Foi conduzido um estudo de coorte entre os
pacientes com infecgdo, para deteccao dos fatores de risco associados com a mortalidade em
30 dias e o impacto da terapia inapropriada na evolu¢ao dos pacientes com infecgao,
considerando apenas o primeiro episddio. As caracteristicas demogréficas, clinicas e
epidemiologicas dos pacientes foram obtidas através da revisdo de prontuarios médicos
utilizando uma ficha individual, seguindo o modelo do NHSN (National Healthcare Safety
Network) (APENDICE A). Em seguida, foi realizada analise molecular de amostras de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos recuperadas de pacientes internados no HC-UFU
entre 2015 e 2016 (n=109). A partir desta vigilancia, as amostras de A. baumannii resistente

aos carbapenémicos do HC-UFU foram comparadas com as amostras provenientes de
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hospitais de outras regides do estado.

3.3. Cepas bacterianas, identificacdo e armazenamento

A identificacdo de 4. baumannii ¢ a suscetibilidade antimicrobiana foram fornecidas
pelos hospitais ou laboratorios terceirizados, quando realizados. A identificagdo e testes
sensibilidade das amostras recuperadas de outras mesorregides foram confirmadas pela
técnica de ionizagdo e dessorcao a laser assistida por matriz (MALDI-ToF MS, Bruker MALDI
Biotyper 4.0) através de laboratdrio terceirizado. Para determoinacdo da concentracdo inibitoria
minima (CIM), foram seguidas as recomendacdes do Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2018). Foram avaliadas 10 cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos de
diferentes materiais clinicos recuperadas de hospitais provenientes de trés mesorregidoes do
Estado de Minas Gerais ¢ 2 amostras do HC-UFU durante o periodo de fevereiro de 2015 a
dezembro de 2017.

As amostras de A. baumannii isoladas foram encaminhadas para o Laboratério de
Microbiologia Molecular do Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICBIM), e cultivadas em Tryptic
Soy Agar (TSA) pela técnica de esgotamento para obtengdo de cultura pura e, posteriormente,
armazenadas em tubos criogénicos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI) acrescido de
15% de glicerol, seguindo-se incubag¢do a 37°C por 24 horas. A suspensdo resultante foi

estocada a temperatura de -80°C (PROCOP et al., 2018).

3.4. Definicoes
Acinetobacter baumannii multirresistente (MDR): resisténcia a pelo menos um agente
antimicrobiano dentro de 3 ou mais categorias: Aminoglicosideos (gentamicina,
tobramicina,amicacina e netilmicina), Carbapenémicos (imipenem, meropenem e doripenem),
Fluorquinolonas (ciprofloxacino e levofloxacino), Penicilinas antipseudomonas/Inibidores de
B-lactamases (piperacilina-tazobactam, ticarcilina-acido clavulanico), Cefalosporinas de
espectro ampliado (cefotaxime, ceftriaxone, ceftazidima e cefepime), Inibidores da via do
Folato (sulfametoxazol-trimetoprima), Penicilinas/Inibidores de [-lactamases (ampicilina-
sulbactam), Polimixinas (colistina e polimixina B), Tetraciclinas (tetraciclina, doxiciclina,

minociclina) (MAGIORAKOS et al., 2012).
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Acinetobacter baumannii extensivamente resistente (XDR): resisténcia a pelo menos um
agente antimicrobiano incluindo todas as categorias mencionadas, podendo ser excluida até

duas categorias (MAGIORAKOS et al., 2012).

Dose Diaria Definida de antimicrobiano por 1000/pacientes-dia (DDD/1000 pacientes-
dia)

Foram selecionados para célculos das densidades de uso por 1000 pacientes/dia os
seguintes antibioticos: Imipenem, Meropenem, Tigeciclina e Polimixina B/Colistina,
conforme recomendando pela Organizagdo Mundial de Satde (WHO, 2019). A densidade de
uso (DDD por 1000 pacientes-dia) foi obtida pela férmula:

DDD = Consumo de antibidticos em gramas

Dose diaria definida (NNIS, 2004)

DDD/1000 pacientes-dia = DDD x 1000

N° de pacientes-dia”

“Pacientes-dia: Px L x T
P = Periodo de tempo em observacao, em dias.
L = Leitos disponiveis na unidade.

T = indice de ocupagdo no tempo considerado (%).

Terapia antimicrobiana inapropriada: com resisténcia in vitro ao antimicrobiano
usado no tratamento do paciente e/ou auséncia de terapia durante 24 horas ap6ds o diagnostico

microbiologico da infeccao (GILBERT et al., 2019).

Terapia antimicrobiana apropriada: quando os antibidticos iniciais, que foram
administrados dentro de 24 horas a partir de uma cultura positiva, incluia pelo menos um

antibibtico ativo in vitro (GILBERT et al., 2019).

Uso prévio de antimicrobianos: paciente que recebeu terapia com qualquer
antibidtico durante pelo menos 72h em um periodo de até 30 dias prévio ao diagnostico

microbiologico da infeccdo (GULEN et al., 2015).
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Mortalidade hospitalar (30 dias): numero de Obitos dos pacientes durante a
hospitalizagdo, que ocorreram até 30 dias ap6s o diagndstico de infeccdo (GARNACHO-
MONTERO 2016).

A. baumannii /1000 pacientes-dia: a incidéncia de infeccdo por A. baumannii
resistente aos carbapenémicos por 1000 pacientes-dia foi determinada nas clinicas onde este
foi detectado, como se segue: nimero de casos novos de A. baumannii resistente aos
carbapenémicos x 1000, dividido pelo numero de pacientes-dia que estiveram internados na

clinica no mesmo periodo.

Infec¢io/1000 pacientes-dia®: numero total de infecgdo / nimero pacientes-dia x

1000.

3.5. Técnicas Moleculares

3.5.1. Extraciao de DNA dos isolados de A. baumannii

A extragdo por lise térmica foi realizada segundo Jin e colaboradores (2009). As
amostras foram cultivadas em agar MacConkey por 18-24 horas, colonias puras foram
ressuspendidas em 1mL de tampao TE [1x] e centrifugadas a 12000xg por 2 minutos. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em ImL de tampao TE. Essa ultima
etapa foi repetida. Os tubos foram aquecidos (100°C) por 10 minutos em termobloco,
centrifugados a 12000xg por 2 minutos € o sobrenadante com DNA recuperado. O DNA
extraido foi quantificado por espectrofotometria (Nanodrop®) e armazenado a -20°C no

freezer até o momento da utilizacao.

3.5.2. Deteccio genotipica de carbapenemases por Multiplex PCR

O método de multiplex PCR (Polymerase Chain Reaction) descrito por Woodford e
colaboradores (2006) e Higgins, Lehmann e Seifert (2010) foi utilizado para avaliar a
presenca dos genes que codificam oxacilinases (blaoxa-si, blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-ss €
blaoxa-143). Os reagentes utilizados para um volume final de reacdo de 50uL estdo descritos

na tabela 1.
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Tabela 1. Reagentes para realizagdo da PCR para genes de oxacilinases.

Reagentes Volume
GoTaq® Green Master Mix 12,5 uL
Primer forward (20uM) 0,5 uL
Primer reverse (20uM) 0,5 uL
Produto da extragdo do DNA (10ng/uL) 1,0 uL
Agua ultrapura autoclavada g.s.p.uL

A deteccao dos genes das oxacilinases e outras carbapenemases foi conduzida pela
técnica de multiplex PCR, a partir dos primers listados nas tabelas 2 e 3, respectivamente. A
amplificagdo foi realizada no Eppendorf Mastercycler, programado de acordo com as
seguintes condigdes: desnaturacdo inicial a 95°C por 2 minutos; seguido de 30 ciclos com
desnaturagdo a 95°C por 30 segundos; anelamento a 51° por 1 minuto, extensao a 72°C por 1
minuto, e extensao final a 72°C por 5 minutos.

A eletroforese foi corrida a 100V por cerca de 90 minutos em agarose 1,5%, no
tampao de corrida TBE [0,5x]. O gel foi corado com 5 pL de SYBER® Safe
(AppliedBiosystems) para cada 100 mL de tampao e fotografado utilizando o sistema de

fotodocumentacao L-Pix EX (Loccus Biotecnologia).

Tabela 2. Sequéncias dos primers utilizados na reagdo de PCR para a deteccdo dos genes

codificadores de outras oxacilinases.

Tamanho do

Gene alvo Primer Sequéncia (5’ - 3°) Controle positivo
Amplicon (pb)
Y OXA 23-F GATCGGATTGGAGAACCAGA so1 A. baumannii
AOXA-23
OXA 23-R ATTTCTGACCGCATTTCCAT 24922/0XA-23
OXA 24-F GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA A. baumannii
blaOXA_24 246
OXA 24-R AGTTGAGCGAAAAGGGGATT 27892/0XA-24
OXA 51-F TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blaoxa-s1 353 ATCC19606
OXA 51-R TGGATTGCACTTCATCTTGG
Y OXA 58-F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599 A. baumannii
AoXA-
oA OXA 58-R CCCCTCTGCGCTCTACATAC 47740/0XA-58
OXA 143-F TGGCACTTTCAGCAGTTCCT A. baumannii
blaoxa-143 149

OXA 143-R TAATCTTGAGGGGGCCAACC 10578/0XA-143
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Tabela 3. Sequéncias dos primers utilizados na reacdo de PCR para a deteccdo dos genes

codificadores de carbapenemases.

Temperatura Tamanho do

Glene Primer Sequéncia (5’ - 3°) de anelamento  Amplicon Referéncia Controle positivo

e ccy (pb)

blanon NDM-F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC 5 01 POIREL et al., K. pneumoniae
NDM-R CGGAATGGCTCATCACGATC 2011 2321F-NDM

blaee KPC-F CGTCTAGTTCTGCTGTCTTG 5 708 POIREL et al., Amostra positiva
KPC-R CTTGTCATCCTTGTTAGGCG 2011 (ROSSI, 2016)
IMP-F GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC POIREL et al., Amostra positiva

Planr-i IMP-R GGTTTAAYAAAACAACCACC > 232 2011 (DANTAS, 2015)

blavs VIM-F GATGGTGTTTGGTCGCATA 5 390 POIREL et al., Amostra positiva
VIM-R CGAATGCGCAGCACCAG 2011 (DANTAS, 2015)
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCG SUNDSFJORD K. pneumoniae 110-

Plam TEM-R CCAATGCTTAATCAGTGAGG % 838 et al., 2004 TEM

3.5.3. Caracterizacao das amostras bacterianas pela técnica de sequenciamento
de Multilocus Sequence Typing (MLST)

As amostras de 4. baumannii foram selecionadas e tipadas pela técnica de
sequenciamento de MLST, segundo esquema desenvolvido pelo Instituto Pasteur

(https://pubmlst.org/abaumannii/). O método € baseado na amplificacdo e sequenciamento de

fragmentos internos de 7 genes housekeeping de A. baumannii: cpn60 (60-KDa chaperonin),
fusA (elongation factor EF-G), gltA (citrate synthase), pyrG (CTP synthase), recA
(homologous recombination factor), rplB (508 ribosomal protein L2), rpoB (RNA polymerase
subunit B).

A metodologia  foi  realizada  seguindo  orientagdes do  website

(https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers Pasteur.shtml), utilizando os primers ¢
condi¢des descritas na tabela 4. Os alelos ¢ STs obtidos de cada amostra avaliada foram
comparados com os alelos e STs de todas as linhagens disponibilizadas no banco de dados

MLST para A. baumannii.


https://pubmlst.org/abaumannii/
https://pubmlst.org/abaumannii/info/primers_Pasteur.shtml

28

Tabela 4. Primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento dos genes housekeeping para

analise por Multilocus Sequence Typing

Temperatura
Gene Tamanho do
. Primer Sequéncia (5’ - 3°) de anelamento
alvo 5 amplicon (pb)
(°O)
cpn60F ACTGTACTTGCTCAAGC
cpn60 55 405
cpn60R TTCAGCGATGATAAGAAGTGG
fusA7 ATCGGTATTTCTGCKCACATYGAT
fusA 60 633
fusA8 CCAACATACKYTGWACACCTTTGTT
gltAF AATTTACAGTGGCACATTAGGTCCC
gltd 60 483
gltAR GCAGAGATACCAGCAGAGATACACG
pyrG7 GGTGTTGTTTCATCACTAGGWAAAGG
prG 55 297
pyrG8  ATAAATGGTAAAGAYTCGATRTCACCMA
RA1 CCTGAATCTTCYGGTAAAAC
recA 55 372
RA2 GTTTCTGGGCTGCCAAACATTAC
rplB7 GTAGAGCGTATTGAATACGATCCTAACC
rplB 55 330
rplB8 CACCACCACCRTGYGGGTGATC
rpoB+1627 GGTCCTGGTGGTTTAACACG
rpoB’ 54 456
rpoB-2231 CGAATAACGATACGAGAAGCA

'Referéncias dos primers MLST: Instituto Pasteur. Disponivel em Acinetobacter baumannii MLST website:

(https://pubmlst.org/ abaumannii/), 2VILLALON et al., 2011, *De acordo com a bula do fabricante.

3.5.4. Purificaclo e sequenciamento

Ap6s a amplificacdo dos genes housekeeping, foi realizada uma segunda eletroforese
em gel de agarose. Depois da visualizagdo das bandas correspondentes, estas foram recortadas
do gel com auxilio de um bisturi, e submetidas ao procedimento de purifica¢do utilizando-se o
kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega).

O sequenciamento genético foi realizado pela empresa ACTGene Analises
Moleculares LTDA, utilizando de 30 a 60 ng do DNA obtido ap6s purificagdo. Os resultados
foram comparados com os dados disponiveis no GenBank, banco de dados de sequéncias
mantido pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando a ferramenta
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) através do editor de alinhamento de sequéncias

biologicas Geneious versao 10.0.9 (Biomatters). Para o MLST, a construg¢do dos grupos de
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similaridade entre os STs foi realizada pelo goeBURST (disponivel em:

http://goeburst.phyloviz.net/).

3.5.5. Sequenciamento e montagem do genoma
O sequenciamento completo do genoma foi realizado em uma amostra clinica (Ab17),

positiva para o gene NDM e negativa para o gene de identificacdo de espécie, OXA-51.

3.5.5.1. Preparo do DNA gendmico e sequenciamento
Inicialmente, a extragdo de DNA da amostra selecionada foi realizada através do kit
comercial PureLink® Genomic DNA mini Kit — Invitrogen (Applied Biosystems by Life
Technologies Co, Foster City, CA, USA), conforme as instrugdes do fabricante. O
sequenciamento foi realizado a partir da plataforma NextSeq 500 (Illumina) utilizando leituras
paired-end de 150 pb no Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP-GENIAL) do

Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo.

3.5.5.2. Montagem dos dados

Os arquivos gerados a partir do sequenciamento foram submetidos a uma montagem
de novo (sem o uso de um genoma de referéncia) utilizando os programas Geneious 9.1.3 ¢
Velvet 5.0.1, gerando sequéncias contiguas (contigs) que foram avaliadas usando métricas
classicas descritas por Salzberg e colaboradores (2012).

Os contigs foram comparados com dados gendmicos do banco de nucleotideos nao
redundante do NCBI, a partir do algoritmo megablast do programa BLAST 2.2.28
(ALTSCHUL et al., 1990). Além disso, foi possivel identificar contaminantes e separar
produtos pertencentes ao cromossomo e¢/ou plasmideos, baseando-se no melhor Hit de
BLAST e gerando conjuntos de contigs. Posteriormente, foi aplicada a metodologia hibrida

descrita por Cerdeira e colaboradores (2011), com modificagdes.

3.5.5.3. Analises in silico
A metodologia in silico foi realizada de acordo com o protocolo descrito por Cerdeira
e colaboradores (2011), e se baseia no tratamento de dados, montagem, anotagdo, validacao
da montagem, fechamento de gaps in silico de genomas bacterianos.
O Sequence Type da amostra foi determinado a partir de uma ferramenta on-line
denominada MultiLocus Sequence Typing (MLST 1.8), acesso em

https://cge.cbs.dtu.dk/servicessMLST/. Adicionalmente, os genes de resisténcias e viruléncia

foram identificados utilizando-se a ferramenta on-line ResFinder 2.1


http://goeburst.phyloviz.net/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/MLST/
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(https://cge.cbs.dtu.dk//services/ResFinder/) e VirulenceFinder 1.4

(https://cge.cbs.dtu.dk//services/VirulenceFinder/), respectivamente. Regides contendo

repetigdes invertidas, elementos moéveis e origem de replicagdo do plasmideo, foram
identificadas usando o programa Geneious 9.1.3 e o programa ISFinder.

A anotacdo automatica dos genomas foi inicialmente realizada utilizando-se o
Geneious 9.1.3, e os dados finais do genoma foram submetidos e anotados por um banco de

dados de dominio publico (NCBI de genomas bacterianos).

3.6. Comité de ética
Os isolados de 4. baumannii utilizados nesse estudo fazem parte da cole¢ao do
Laboratorio de Microbiologia Molecular, com aprovagio do Comité de Etica em Pesquisa da

UFU sob o namero de protocolo 0119/11 (ANEXO A).

3.7. Analise estatistica

A andlise estatistica dos fatores de risco para desenvolvimento de infec¢do por A.
baumannii resistente aos carbapenémicos em pacientes infectados foi realizada utilizando-se o
teste de X? para comparagio entre os valores quando o niimero foi maior que cinco e o teste
exato de Fisher quando o nimero foi menor ou igual a cinco. Os numeros de pacientes que
apresentaram determinado fator de risco foram comparados individualmente contra uma
variavel resposta (analise univariada) através de tabelas de contingéncia do tipo dois por dois
(2x2). Para evitar o enlear, que muitas vezes surge como uma consequéncia da propria analise
univariada, este foi reajustado através da estratificagdo que ¢ a estimagdo de medidas de
associacao (Odds Ratio - OR) para cada uma das categorias da variavel. As varidveis que
demonstraram medidas de associagdo altas foram submetidas a analise multivariada através de
modelo de regressdo logistica. O nivel endémico de infecgdo por A. baumannii resistente aos
carbapenémicos por 1000 pacientes-dia foi calculado segundo Arantes et al. (2003). O teste
ndo paramétrico de Spearman foi utilizado para correlacionar duas variaveis, DDD de
carbapenémicos e colistina por 1000 pacientes-dia e o nimero de 4. baumannii resistente aos
carbapenémicos por 1000 pacientes-dia. A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier foi
construida e andlise de significAncia realizada pelto teste Long-Rank. A significancia
estatistica foi definida para um valor de P menor que 0,05. A andlise das varidveis foi
realizada utilizando-se o programa estatistico GraphPad Prism (versdo 6.00, GraphPad

Software, La Jolla California USA) e SPSS (versao 21.0. IBM Corp. Released, Armonk, NY).


https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/
https://cge.cbs.dtu.dk/services/VirulenceFinder/
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4. RESULTADOS

O estudo epidemiolégico-molecular foi conduzido em duas etapas:

1) Periodo 2013 a 2017: estudo retrospectivo no Hospital Polo com avaliagdo
epidemiologica (estudo de coorte) com inclusdao e 644 episddios de infeccdo (489 pacientes).
A avaliagdo molecular incluiu 107 amostras de infec¢do recuperadas deste periodo.

2) Periodo 2015 e 2016: Avaliacdo molecular de amostras recuperadas no HC-UFU
(n=107) e nos Hospitais de regides de Minas Gerais: 17 amostras obtidas de infec¢do e
colonizagao.

A Figura 1 mostra como foram feitas as andlises epidemiologicas e moleculares do HC-

UFU, comparado com outros hospitais do estado.

Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos

4 Hospitais de regioes de

Hospital polo:
HC-UFU
Consumo de
antibiéticos (DDD)

Aminoglicosideos,

Estudo Estudo
epidemiolégico molecular

blagxs 143, 4b_Typ.
blaypn.y, blagee blane.y
blaypy, bldrey

planejamento de MG
Estudo
molecular

z A = 17 amostras
Surto em 489 pacientes cmbap.enemlcus. 107 ariostras recuperadas
Nov/2014 644 episédios Cefalosporinas de 3* e 47, recuperadas
Fluorquinolonas. Polimixinas.
Tigeciclina
: blagys 51 blaoys blagya sy, blaoxass,
Mortalidade Fatores de risco blagxs 54, blagx ss,

bldgya s, bldoxa ss,
bldagxa 143 Ab_hyp.
blaymgy blagee blangp.,
blaypg.y, blarey

Altas N=298 Curva de sobrevivéncia Sequenciamento OXA-106
Obitos N=191 Bacteremia x Pneumonia 101 OXA 23 7 OXA-23 e 1 NDM do genoma pPADL17
(Ab17, NDM+) Novo ST

MLST

ST 1, ST 298, ST 79, ST
634, ST 623,ST 1465
(novo), ST 1466 (novo)

Figura 1. Organograma do estudo e dos resultados, referentes a infec¢des por Acinetobacter
baumannii resistente aos carbapenémicos em diferentes hospitais de Minas Gerais. MLST,

Multilocus sequence typing, ST, sequence type. Fonte: A autora.

Estudo 1: Hospital polo: Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlindia
Um total de 489 pacientes ndo repetidos foram incluidos no estudo, totalizando 644

episddios de infeccdo por A. baumannii resistente aos carbapenémicos. A maioria das



32

infeccdes (60,2%) foram identificadas em pacientes internados na UTI de adultos, seguidos de
pacientes internados na Clinica Cirargica (17,7%). Foi observada predominancia de infecgdes
do trato respiratorio (54,7%) e de sitio cirargico (18,3%). A frequéncia de pacientes e
episddios de infec¢do por A. baumannii resistente aos carbapenémicos no periodo estudado

estdo na Tabela 5.

Tabela 5. Frequéncia de pacientes e episodios de infeccdo por Acinetobacter baumannii
resistente aos carbapenémicos no periodo de 2013 e 2017 no Hospital de Clinicas da

Universidade Federal de Uberlandia

Periodo (Ano)

N (%)
2013 2014 2015 2016 2017 Total

Total de episddios de infeccao 15 187 150 156 134 644
Numero de pacientes incluidos 9 131 117 123 109 489
Unidades/setores

UTT* de adultos 12 (80,0) 118 (63,1) 94 (62,7) 80 (51,3) 84 (62,7) 388 (60,2)

Pronto Socorro 0 17(9,1) 16(10,7) 22 (14,1) 9(6,7) 64 (9,9)

Clinica Cirurgica 2(13,3)  37(9,1) 20(13,3) 30(19,2) 25(18,7) 114(17,7)

Clinica Médica 1(6,7) 9 (4,8) 42,7 13(83) 10(7,5 37(5,7)

Outros” 0 6(3,2) 16(10,7) 11(7,00 6(4.,5) 39 (6,1)
Sitios de infec¢ao

Sangue 3(20,0) 27(14,4) 35(23,3) 149,00 96,79 88(13,7)

Trato respiratério 8(53,3) 103 (55,1) 74(49,3) 94 (60,3) 73 (54,5) 352 (54,7)

Urina 1(6,7) 19(10,2) 16(10,7) 21(13,5) 20(14,9) 77(11,9)

Sitio cirtrgico/ferida 3(20,0) 37(19,8) 25(16,7) 27(17,3) 26(19,4) 118(18,3)

“Unidade de Terapia Intensiva, *Moléstias Infecciosas, Oncologia, Transplante, Pediatria, UTI neonatal ou

pediatrica

O namero total de pacientes-dia foi de 193450, com incidéncia de infec¢dao por A.
baumannii resistente aos carbapenémicos de 0,7 por 1000 pacientes-dia (Tabela 6). Embora
tenha-se observado um aumento importante de 2013 em comparacdo com os demais anos, a
maior incidéncia desse fenotipo foi em 2014, de 1,0/1000 pacientes-dia, aumento observado
em 10 vezes. Vale destacar que na UTI de adultos, a incidéncia de infec¢do e pneumonia por
A. baumannii resistente aos carbapenémicos foi de 0,4 por 1000 pacientes-dia. A mortalidade

total foi alta (38%) e a mortalidade em 30 dias na UTI foi de 22%.
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Tabela 6. Indicadores epidemioldgicos de infeccdes por Acinetobacter baumannii resistente

aos carbapenémicos na Unidade de Terapia Intensiva do Hospital de Clinicas

Indicadores/Ano Indicadores
Variaveis gerais
2013 2014 2015 2016 2017

Pacientes-dia 193450 193450 193450 193980 193450 193450
A. baumannii/1000 pacientes-dia 0,1 1,0 0,8 0,8 0,7 0,7
Tempo de hospitalizagdo (média, dias) 91 64 50 59 56 64
Idade (média) 58 55 54 58 59 57
Infecgdo na UTI/1000 pacientes-dia 0,06 0,6 0,5 0,4 0,4 0,4
Pneumonia na UTI/1000 pacientes-dia 0,04 0,5 0,4 0,5 0,4 0,4
Bacteremia na UTI/1000 pacientes-dia 0,02 0,1 0,2 0,07 0,05 0,09
Infecgdo urinaria na UTI/1000 pacientes-dia 0,01 0,10 0,08 0,11 0,10 0,08
Infecgdo de sitio cirurgico/ferida na UTI/1000 pacientes-
dia 0,02 0,2 0,1 0,1 0,1 0,1
Mortalidade em 30 dias na UTI (%) 2 28 26 23 31 22
Mortalidade em 30 dias total (%) 2 46 46 50 47 38

Foi observado que os indices de infeccdo por A. baumannii resistente aos
carbapenémicos foram mais altos que os limites estabelecidos, de 36 acima da média de
infecgdes, inferindo a ocorréncia de um surto por esse fendtipo no hospital avaliado. A
ocorréncia de A. baumannii resistente aos carbapenémicos foi de 2,01 por 1000 pacientes-dia

no més de novembro de 2014, reduzindo para 1,09 no més seguinte (Figura 2).
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Figura 2. Nivel endémico de infegdes por Acinetobacter baumannii resistente aos
carbapenémicos por 1000 pacientes-dia de janeiro de 2013 a dezembro de 2017. Limite de
alerta superior (36 + X), limite de controle superior (26 + X); X, linha central (média de

infecgdes = 0,7). Fonte: A autora.

Durante o surto, no més de novembro de 2014, foram identificados 25 pacientes com
infec¢do por A. baumannii resistente aos carbapenémicos, correspondendo a 32 episddios. O
tempo de hospitalizacdo foi em média de 51 dias (de 6 a 108 dias), com destaque para a UTI
de adultos (56%), sendo a maioria dos pacientes (68%) com infec¢do do trato respiratorio e
com indice de mortalidade de 64%. Treze pacientes (52%) fizeram uso de carbapenémicos
previamente a infeccdo e 60% recebeu terapia antimicrobiana definitiva inapropriada. Trés
pacientes tiveram isolados de ponta de cateter, previa ou posteriormente a infecgdo por A.
baumannii resistente aos carbapenémicos. Os dados demograficos dos pacientes envolvidos

no surto estdo na Tabela 7.
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Tabela 7. Caracteristicas clinicas ¢ demograficas dos pacientes incluidos no surto por Acinetobacter baumannii multirresistente em novembro

de 2014 (continua)

Idade Diagnostico/ Data da Hospitalizaciao Terapia Terapia

Paciente (anos) Comorbidades infecgdo Sitio Clinica (dias) Terapia prévia definitiva apropriada Evolugio
A 44  TCE 01/11/2014 Liquor UTI 38 MEM, VAN, PTZ, ERT, TEC, PB+TIG+AMS Sim Obito
TIG
B 44  Pneumonia 03/11/2014 Secrecao traqueal PS 25 CLI, CFP, PTZ, TEC, IMI, VAN Nao Nao Obito
C 41  Neoplasia de esdfago 03/11/2014 Liquido pleural CIR 52 PB Sim Obito
D 45  Derrame pleural 03/11/2014 Secrecao traqueal PS 43 TIG, IMI, PB, TEC, MEM, PTZ  PB+TIG Sim Obito
13/11/2014 Urina UTI
E 37  Ferimento por arma de 03/11/2014 Secregdo traqueal UTI 30 CFP, TEC, OXA Nenhuma Nio Alta
fogo
F 25  Lupus 03/11/2014 Sangue UTI 99 CFP, TEC, VAN, IMI, MEM, PB, PB+TIG Sim Alta
06/11/2014 Secrecao traqueal TG
10/11/2014 Ponta de cateter
G 69  Insuficiéncia renal 04/11/2014 Secrecdo de ferida  TRA 36 CFZ, ERT, TEC TIG Sim Obito
cronica
H 56  Neoplasia cerebral 04/11/2014 Secrecdo traqueal UTI 84 CFP, CFZ, PTZ, PB, ERT, MEM, PB+TEC Sim Obito
TEC
| 74  Insuficiéncia urinaria 04/11/2014 Secrecdo traqueal UTI 102 TEC, MEM, TIG, CIP, PB, VAN, Nenhuma Nio Obito
IMI
J 71  Abdome agudo 05/11/2014 Liquido ascitico CIR 64 CRO, MET, CIP, PTZ Nenhuma Nio Alta
K 77  Fratura de fémur 07/11/2014 Secrecdo traqueal CIR 30 CFZ, ERT, VAN PB+TIG Sim Obito
07/11/2014 Fragmento dsseo
L 79  Edema pulmonar 09/11/2014 Urina UTI 108 CFP, PTZ, TEC AMK Sim Alta
10/11/2014  Secrecdo traqueal PS
M 25 TCE 11/11/2014 Secrecao traqueal UTI 58 CFZ, CRO, CLI PB+TIG Sim Alta

11/11/2014 Sangue
N 14 Paralisia cerebral 12/11/2014 Secrecao traqueal CM 6 CLIL, CFP Nenhuma Nao Alta




36

Tabela 7. Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes incluidos no surto por Acinetobacter baumannii multirresistente em novembro de 2014

(conclusao)
R A R S
(0] 21 Ferimento por arma de 12/11/2014 Ferida operatdria CIR 52 CFz, CLI, CIP TIG Alta
fogo
P 19 T(%E 14/11/2014 Secregao traqueal UTI 37 CFZ, CFP, VAN, OXA, MEM, PB+TIG Sim Alta
TIG, PB

24/11/2014 Sangue

Q 17 TCE 17/11/2014  Secregéo traqueal UTI 7 CRO, CLI Nenhuma Nio Obito

R 75 AVC 17/11/2014 Ponta de cateter UTI 96 PTZ, TEC, MEM Nenhuma Nio Alta
25/11/2014 Secrecédo de ferida CcM

S 62 HAS 22/11/2014  Secregdo traqueal CM 75 TEC, PTZ, CLI, CRO AMS Nio Obito

T 89 AVC 23/11/2014  Secregdo traqueal PS 43 VAN, CFP, TEC, OXA PB+TIG Sim Obito
27/11/2014 Ponta de cateter

U 42  Hidrocefalia 24/11/2014 Urina UTI 40 CFZ, OXA, MEM, VAN, AMI PB Sim Obito
25/11/2014  Secregdo traqueal

\% 51 TCE 25/11/2014 Secregdo de dreno UTI 33 CFP, TEC, OXA, CRO, PTZ, PB+TEC Sim Obito

MEM
W 74  Insuficiéncia renal 25/11/2014 Urina CIR 52 ERT, CFP, CIP Nenhuma Nio Obito
cronica
X 52  TCE 28/11/2014  Secregdo traqueal UTI 20 CFZ, CRO TIG Sim Obito
Y 77  Pneumonia 30/11/2014 Secrecdo traqueal CIR 22 CRO, PTZ PB Sim Obito

TCE, Traumatismo cranioencefalico; AVC, Acidente Vascular Cerebral; HAS, Hipertensao Arterial Sistémica; UTIL, Unidade de Terapia Intensiva; PS, Pronto Socorro; CIR, Cirurgia; TRA, Transplantados;
CM, Clinica Médica; CFZ; Cefazolina, CPM; Cefepime, VAN; Vancomicina, MEM; Meropenem, PB; Polimixina B, TEC; Teicoplanina, CLI; Clindamicina; CRO, Ceftriaxone, CIP; Ciprofloxacina, PTZ;
Piperacilina-Tazobactam, SUT; Sulfametoxazol, TIG; Tigeciclina, LVX; Levofloxacina, [IPM; Imipenem, AMK; Amicacina, AMS; Ampicilina-sulbactam.
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Os fatores de risco associados com a mortalidade em 30 dias e as caracteristicas
clinicas e demograficas relevantes da populagdo estudada estdo apresentados na Tabela
8. Entre os pacientes, 39% evoluiram para o 6bito em até 30 dias apos o diagnostico da
infeccdo. No total, 340 (69,5%) pacientes foram do sexo masculino, com idade média
de 57+£21 anos (variacdo de 0 a 97 anos). Foi observado que 70% deles ficaram
internados por mais de 30 dias sendo que a internagdo de 65% foi na UTI. Entre os
fatores de risco considerados significativos pela andlise univariada estdo o uso de
procedimentos invasivos como ventilagdo mecanica, cateter venoso central, sondas
nasogastrica ou nasoenteral, sonda vesical, hemodialise, e cardiopatia, nefropatia ou uso
de carbapenémicos previamente a infeccdo. A presenga de sepse e terapia definitiva
inapropriada com tigeciclina foram considerados com fatores de risco independentes.
Além disso,

foi verificado que 93,9% dos pacientes tiveram infeccdes por

microrganismos MDR e 41,5% por microrganismos XDR.

Tabela 8. Caracteristicas clinicas e demograficas e fatores de risco associados a
mortalidade em 30 dias dos pacientes com infeccdes por Acinetobacter baumannii

resistente aos carbapenémicos (continua)

Total Obito Alta Univariada Multivariada
Fatores de risco Nz, 2;’9 (1;92. 0102)1) (121:_(?09/3) OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
Idade - média + desvio padriao 57+21 64+19 52+20 - <0,0001* - -
Sexo
Masculino 340 (69,5) 66 (34,5  215(72,1) - - - -
Feminino 149 (30,5) 125(65,4) 83 (27,8) - - - -
Tempo de hospitalizacio 58+ 61 39+35 7171 - <0,0001* - -
Tempo de hospitalizacido >30 dias 343 (70,1) 100 (52,3) 243 (81,5) 0,2(0,2-0,4) <0,0001* 1,3 (0,85 -2,02) 0,2
Unidade de Terapia Intensiva 320 (65,4) 129 (67,5) 191 (64,1) 1(0,8-2) 0,4344 - -
Cirurgia 324 (66,2) 120(62,8) 204(68,4) 0,8(0,5-1) 0,199 - -
Procedimentos invasivos 472 (96,5) 188(98,4) 284(95,3) 30,9-11) 0,0782 - -
Ventilagdo mecanica 350 (71,6) 154 (80,6) 196 (65,7) 2(1-3) 0,0004* 1,2 (0,73 - 1,98) 0,4
Traqueostomia 354 (72,4) 143(74,9) 211 (70,8) 1(0,8-2) 0,3267 - -
Cateter Venoso Central 438 (89,6) 180(94,2) 258 (86,5) 3(1-5) 0,0068* 1 (0,47 -2,03) 0,9
Dreno 115(23,5) 41(21,5) 74 (24,8) 0,8(0,5-1) 0,3918 - -
Sondas nasogastrica/enteral 415(84,9) 179(93,7) 236(79,2) 42-7 <0,0001* 0,7 (0,35-1,3) 0,2
Sonda vesical 386 (78,9) 161(84,3) 225(75,5) 2(1-3) 0,02* 0,8 (0,85 -2,25) 0,1
Hemodialise 205(41,9) 111(58,1) 94 (31,5 3(2-4) <0,0001* 1,3 (0,89 -2,07) 0,1
Nutri¢do parenteral 55(11,2) 26 (13,6) 29 (9,7) 1(0,8 -3) 0,1851 - -
Comorbidades 271 (55,4) 133(69,6) 138 (46,3) 32-4) <0,0001* 1,4 (0,9 - 2,15) 0,1
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Tabela 8. Caracteristicas clinicas e demograficas e fatores de risco associados a

mortalidade em 30 dias dos pacientes com infec¢des por Acinetobacter baumannii

resistente aos carbapenémicos (conclusdo)

Total Obito Alta Univariada Multivariada
Fatores de risco NF, /:‘;” (1;; 01,,2)1) (121= 0238) OR (IC 95%) P OR (IC 95%) P
Neoplasia 58 (11,9) 29 (15,2) 29 (9,7) 2(1-3) 0,0689 - -
Cardiopatia 55(11,2) 33(17,3) 22 (7,4) 3(1-5) 0,0007* 1 (0,56 - 1,9) 0,9
Diabetes Mellitus 94 (19,2) 43 (22,5) 51(17,1) 10,9 -2) 0,1394 - -
Nefropatia 91 (18,6) 49 (25,6) 42 (14,1) 2(1-3) 0,0014* 0,6 (0,37 -1,1) 0,1
Problemas respiratorios 63 (12,9) 28 (14,7) 35(11,7) 10,8 -2) 0,3479 - -
HIV* 7(1,4) 3 (1,6) 4(1,3) 1(0,3-5) 1 - -
Uso prévio de antimicrobianos 444 (90,8) 176 (92,1) 268 (89,9) 1(0,7 -3) 0,4087 - -
Carbapenémicos 241(49,3) 111(58,1) 130 (43,6) 2(1-3) 0,0018* 1,02 (0,81-1,79) 0,300
Cefalosporinas de 3* ¢ 4° 280 (57,3) 101(52,9) 179(60,1)  0,7(0,5-1) 0,117 - -
Glicopeptideos 286 (58,5) 119(62,3) 167 (56,0) 1(0,9-2) 0,1703 - -
Fluorquinolonas 92 (18,8) 32 (16,7) 60 (20,1) 0,8(0,5-1) 0,3507 - -
Polimixinas 34 (6,9) 19 (9,9) 15 (5,0) 2(1-4) 0,0371* 0,8 (0,4-1,77) 0,6
Tigeciclina 33(6,7) 11 (5,8) 22 (7,4) 0,8(0,4-2) 0,4851 - -
Terapia empirica inapropriada 317 (64,8) 116 (60,7) 201 (67,4) 0,8 (0,7-1) 0,1291 - -
Terapia definitiva inapropriada 184 (37,6)  55(28,8) 129 (43,2) 0,5(0,4-0,8) 0,0012* 0,9 (0,62 - 1,39) 0,7
Monoterapia 221(45,2) 76(39,8) 145(48,7) 0,7(0,5-1) 0,0546 - -
Tigeciclina 72 (14,7) 17 (8,9) 55(18,4) 0,4(0,2-0,8) 0,0036* 0,6 (0,33 -1,02) 0,05*
Polimixinas 114 (23,3)  50(26,2) 64 (21,5) 1(0,8-2) 0,2303 - -
Aminoglicosideos 22 (4,5) 8(4,2) 14 (4,7) 0,9 (0,4 -2) 0,7909 - -
Carbapenémicos 7(1,4) 1(0,5) 6 (2,0) 0,3 (0,03 -,2) 0,176 - -
Terapia combinada 121 (24,7)  45(23,6) 76 (25,5) 0,9 (0,6-1) 0,6271 - -
Com carbapenémicos 49 (10,0) 20 (10,5) 29 (9,7) 1(0,6-2) 0,7904 - -
Sem carbapenémicos 74 (15,1) 26 (13,6) 48 (16,1) 0,8(0,5-1) 0,4526 - -
Com polimixinas 108 (22,1) 43 (22,5) 65 (21,8) 1(0,7-2) 0,8553 - -
Origem da infec¢io
Corrente sanguinea 60 (12,3) 34 (17,8) 26 (8,7) 2(1-4) 0,0028* 0,5 (0,27 - 0,99) 0,04*
Trato respiratorio 286 (58,5) 111(58,1) 175(58,7) 1(0,7-1) 0,8938 - -
Trato urinario 56 (11,4) 18 (9,4) 38 (12,7) 0,7(0,4-1) 0,2596 - -
Sitio cirtrgico/ferida 87 (17,8) 28 (14,7) 59 (19,8) 0,7(0,4-1) 0,1471 - -
Resisténcia aos antibioticos
MDR 459(93,9) 178(93,2) 281(943) 0,8(0,4-2) 0,6 - -
XDR 203 (41,5 71(37,2) 132(443) 0,7(0,5-1) 0,1 - -

OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianga; P estatisticamente significante (<0,05); HIV, do inglés Human immunodeficiency virus
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Quando a anélise dos fatores de risco para mortalidade em 30 dias foi realizada
para pacientes que tinham infecgdes mais graves, entre elas pneumonia e infec¢do de
corrente sanguinea (Tabela 9), observou-se que os fatores associados com mortalidade
em pacientes com bacteremia foram tempo prolongado de internagdo, uso de
traqueostomia ¢ uso de terapia combinada com polimixinas e apenas a presenca de
nefropatia foi fator de risco independente. Ja em pacientes com pneumonia, os fatores
associados com mortalidade foram o tempo de hospitalizag¢do, presenca em UTI, uso de
hemodialise, cardiopatia, nefropatia, diabetes, uso prévio de cefalosporinas de 3* e 4°
geragdo e polimixinas, € como fator independente, a terapia inapropriada. Observou-se
que a terapia combinada em pneumonia foi melhor do que a monoterapia em infec¢des

graves por amostras resistentes a carbapenémicos.
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Tabela 9. Caracteristicas clinicas e demograficas e fatores de risco associados a mortalidade em 30 dias em pacientes com infecgdes de corrente

sanguinea e de trato respiratorio por Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos (continua)

Bacteremia Pneumonia
Fatores de risco Total N=60  Obito N=34  AltaN=26  Univariada P  Multivariada ;;’5316 Obito N=111 Alta N=175 Univariada ~ Multivariada
(%) (56.7%) (43.3%) (OR) P (OR) %) (38.8%) (61.2%) P (OR) P (OR)
Idade - média = desvio padrio 55+24 60 + 27 48+ 17 0,0002* - 56+ 21 66 + 18 50+21 <0,0001* -
Sexo
Masculino 39 (65,0) 20 (58,8) 19 (73,1) - - 194 (67,8) 71 (64,0) 123 (70,3) - -
Feminino 21 (35,0) 14 (41,2) 7(26,9) - - 92 (32,2) 40 (36,0) 52(29,7) - -
Tempo de hospitalizacdo 51+43 30+23 78 + 49 <0,0001* - 62+ 67 42+ 42 75+ 77 <0,0001* -
Unidade de Terapia Intensiva 36 (60,0) 18 (52,9) 18 (69,2) 0,2 (0,8) - 194 (67,8) 63 (56,7) 131 (74,8) 0,001%* (0,4) -
Cirurgia 39 (65,0) 20 (58.8) 19 (73,1) 0,3(0.,8) - 169 (59,1) 61 (54,9) 108 (61,7) 0,3 (0,8) -
Procedimentos invasivos 58 (96,7) 32(941) 26 (100,0) 0,5 (0,6) - 280 (97.9) 111 (100,0) 170 (97,1) 0,1(7) -
Ventilagio mecanica 38 (63.3) 19 (55.,8) 19 (73,1) 0,2(0,5) - 241 (84,3) 97 (87.4) 144 (82,31) 0,3 (1) -
Traqueostomia 38 (63.3) 17 (50,0) 21 (80,8) 0,02* (0,2) - 247 (86,4) 92 (82,9) 155 (88,6) <0,0001* (4) -
Cateter Venoso Central 55(91,7) 30 (88,2) 25(96,1) 0,4 (0,3) - 268 (93,7) 108 (97,3) 160 (91,4) 0,05* (3) -
Dreno 12 (20,0) 5(14,7) 7(26,9) 0,4 (0,5) - 65(22,7) 23(20,7) 42 (24) 0,5 (0,8) -
Sondas nasogastrica/enteral 55(91,7) 30 (88,2) 25(96,1) 0,4 (0,3) - 268 (93,7) 106 (95,5) 162 (92,6) 0,5(2) -
Sonda vesical 52 (86,7) 28 (82,4) 24(92,3) 0,4 (0,4) - 230 (80,4) 94 (84,7) 136 (77,7) 0,1(2) -
Hemodidlise 24 (40,0 17 (50,0) 7(26,9) 0,07 (3) - 136 (47,5) 69 (62,2) 67 (38,3) <0,0001* (3) -
Nutrigio parenteral 5(8.3) 3(8.8) 2(7,7) 0,9 (1) - 30(10,5) 12 (10,8) 18 (10,3) 0,9 (1) -
Comorbidades
Cardiopatia 7(11,7) 6 (17,6) 13.8) 0,1(5) - 33(11,5) 20 (18,0) 13(7.5) 0,006* (3) -
Neoplasia 8(13,3) 4(118) 4(15,4) 0,7(0,7) - 28 (9.8) 15 (13,5) 13 (7.5) 0,09 (2) -
Diabetes Mellitus 12 (20,0) 9 (26,5) 3(11,5) 0,2(3) - 54.(18,9) 29 (26,1) 25(14,3) 0,01* (2) -
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Tabela 9. Caracteristicas clinicas e demograficas e fatores de risco associados a mortalidade em 30 dias em pacientes com infec¢des de corrente sanguinea e de
trato respiratorio por Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos (conclusdo)

Bacteremia Pneumonia
Fatores de risco Total N=60  Obito N=34  Alta N=26 Univariada P Multivariada ;;’5316 Obito N=111 Alta N=175 Univariada Multivariada
(%) (56.7%) (43.3%) (OR) P (OR) (%) (38.8%) (61.2%) P (OR) P (OR)

Nefropatia 14 (23,3) 13 (38,2) 13,8 0,0018* (15) 0,05* (0,3) 57 (19,9) 29 (26,1) 28 (16,0) 0,04* (2) 0,05* (0,5)

Problemas respiratorios 7(1L7) 4 (11,8) 3(1L5) 1) - 45 (15,7) 19(17,1) 26 (14,9) 0,6 (1) -

HIV 2(3.3) 0 2(7,7) 0,2 (0,1) - 414 32,7 1 (0,6) 0,3(5) -

Uso prévio de antimicrobianos 53 (88,3) 29(85,3) 24(92.3) 0,7(0,5) - 270 (94.4) 106 (95.5) 164 (93,7) 0,6 (1) -

Carbapenémicos 26 (43,3) 15 (44,1) 11(42,3) 0,9 (1) - 156 (54,5) 68 (61,3) 88(50,3) 0,06 (2) -

Cefalosporinas de 3* ¢ 4° 34 (56,7) 18 (52,9) 16 (61,5) 0,5(0,7) - 180 (62,9) 60 (54,0) 120 (68,6) 0,01* (0,5) -

Fluorquinolonas 6 (10,0) 3(838) 3(11,4) 1(7) - 55(19.2) 23(20,7) 32(18,3) 0,6 (1) -

Polimixinas 3(5,0) 3(8.8) 0 0,2(6) - 24 (8,4) 14 (12,6) 10(5,7) 0,04* (2) -

Tigeciclina 3(5,0) 2(59) 13.8) 1(2) - 20(7,0) 7(6,3) 13 (7.5) 0,7(0,8) -

Terapia empirica inapropriada 32(53,3) 18 (52,9) 14 (53,8) 0,9 (1) - 187 (65,4) 72 (64,9) 115 (65,7) 0,9 (1) -
Terapia definitiva _ % )
inapropriada 14 (23,3) 8(23,5) 6 (23,1) 0,9 (1) 100 (35,0) 30 (27,0) 70 (40,0) 0,03* (0,6)

Monoterapia 21 (35,0) 8(23,5) 4 (15,4 0,5(2) - 32(11,2) 30 (27,0) 20 (11,4) 0,0007* (3) 0,04* (2)
Tigeciclina 3(5,0) 1(2,9) 0 12 - 10 (3,5) 5(4.5) 529 0,5(2) -
Polimixinas 14(23,3) 5(14,7) 2(7.7) 0,7(2) - 14 (4,5) 5(4.5) 96,1 1(0,9) -
Aminoglicosideos 2(33) 2(59) 0 0,5(4) - 2(0,7) 0 2(L1) 0,5(0,3) -
Carbapenémicos 0 0 0 1(0,8) - 3(1,0) 1(0,9) 2 (LD 1.(0,7) -

Terapia combinada 20(33,3) 9 (26,5) 13.8) 0,03* (9) - 20(7,0) 1(0,9) 19.(10,9) 0,0007* (0,07) -
Com carbapenémicos 6 (10,0 3(898) 0 0,3 (6) - 10 (3,5) 0 3(L7) 0,2(0,2) -
Sem carbapenémicos 14(23,3) 6 (17,7) 13.8) 0,1 (5) - 10 (3,5) 1(0,9) 95,1 0,09 (0,2) -
Com polimixinas 20 (33,3) 9(26,5) 1(3,8) 0,03* (9) - 13 (4,5) 1(0,9) 12 (6,9) 0,02%* (0,1) -

OR, Odds ratio; IC, Intervalo de confianga; P estatisticamente significante (< 0,05); HIV, do inglés Human immunodeficiency virus
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A mortalidade foi de 56,7% para pacientes com bacteremia e de 38,8% para
pacientes com pneumonia. A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier (Figura 3)
comprovou que o grupo de pacientes com bacteremia teve menor probabilidade de
sobrevivéncia € em menor tempo com relagdo a pacientes com pneumonia ou outras

infecgoes.
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Figura 3. Curva de sobrevivéncia dos pacientes com infec¢do por Acinetobacter
baumannii resistente aos carbapenémicos. A. Pacientes com bacteremia em relacdo a
pacientes com outras infeccdes. B. Pacientes com pneumonia em relagdo a pacientes
com outras infecgdes. C. Pacientes com bacteremia em relacdo a pacientes com

pneumonia. Fonte: A autora.
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A figura 4 e a Tabela 10 trazem a relagdo entre a dose diaria definida dos
antimicrobianos por 1000 pacientes-dia e o niimero de pacientes com infec¢do por 4.
baumannii resistente aos carbapenémicos por 1000 pacientes-dia. Foi observado alto
consumo de todos os antimicrobianos avaliados, com destaque para cefepime,
ceftriaxona, principalmente no més de agosto de 2014, més que precedeu o surto. Nao
foi observada correlagdo positiva entre o aumento na incidéncia de infecgdes e o

consumo de antibiéticos, com exce¢do de polimixina B (P=0.015)

Tabela 10. Dose diaria definida de cada antimicrobiano por 1000 pacientes dia no

periodo estudado (continua)

Meses AMI CFP CRO CIP ERT GEN IPM LEV MER PB TIG

Jan./13 4,0 91,1 99,1 16,6 243 11,1 20,1 10,0 42,1 12,0 15,1
Fev./13 3,7 61,0 68,8 17,7 16,6 57 19,0 59 27,2 16,0 7,6
Mar./13 3,3 54,9 84,0 12,8 16,6 6,3 154 55 20,5 7,7 10,5
Abr./13 3,3 54,3 68,5 14,7 16,0 3,2 164 473 13,4 4,7 10,6
Mai./13 5,4 94,1 103,0 26,1 23,1 6,5 351 11,7 37,7 21,9 20,5
Jun./13 3,6 89,4 74,4 14,5 20,5 51 19,2 6,3 20,0 12,1 85
Jul./13 3,2 58,4 9,0 22,0 183 51 179 89 13,2 10,9 9,5
Ago./13 3,6 89,0 112,7 14,6 22,0 8,7 18,1 8,9 21,8 142 17,8
Set./13 5,4 77,0 90,2 158 143 42 13,8 5,1 20,0 8,6 18,1
Out./13 4,0 54,7 89,3 22,6 288 39 155 5,2 18,8 94 135
Nov./13 4,2 87,5 75,5 19,5 32,6 4,1 185 5,2 15,6 6,9 153
Dez./13 5,9 72,6 3,1 19,8 38 34 124 103 19,4 40 114
Jan./14 33 47,5 60,0 18,6 10,0 5,0 322 7,5 344 12,5 5,1
Fev./14 1,8 0,8 70,7 15,7 149 2,7 3377 773 8,3 8,1 9,5
Mar./14 1,6 36,0 98,9 13,6 21,3 54 152 9,9 35,0 6,4 25,2
Abr./14 1,1 14,4 30,5 5,9 5,8 2,0 0,5 2,1 6,1 1,7 3,7
Mai./14 3,8 9,6 116,5 23,1 17,3 83 2,2 8,2 54,9 13,9 5,6
Jun./14 2,4 24,2 85,8 343 12,8 8,1 2,6 10,6 44,9 123 30,4
Jul./14 2,1 39,2 68,7 158 11,8 5,7 8,8 4,5 252 12,8 238
Ago./14 2,3 112,6 113,1 33,2 27,0 7,0 248 5,8 40,6 29,7 29,0
Set./14 5,0 45,9 38,7 16,1 10,8 3,6 12,8 7,3 182 11,3 16,9
Out./14 6,9 88,2 604 30,7 27,1 3,5 19,7 169 355 10,6 19,0
Nov./14 5,8 56,9 59,2 14,8 152 58 156 6,3 29,1 204 324
Dez./14 5,1 55,1 62,8 5,8 6,5 49 12,6 6,5 209 12,1 245
Jan./15 6,4 52,7 1045 17,7 10,6 3,9 20,5 2,9 41,5 28,4 33,9
Fev./15 2,1 43,9 47,2 152 10,0 54 16,0 2,6 214 150 95
Mar./15 1,4 49,4 76,5 144 75 5,8 16,1 4,5 21,7 13,7 16,1
Abr./15 1,6 32,7 53,5 7,2 5,0 2,8 8,4 1,6 12,1 9,3 8,9
Mai./15 2,3 75,8 112,164 209 62 192 75 22,6 7,2 15,9
Jun./15 0,5 36,0 57,3 88 11,3 3,6 10,6 2,1 19,6 10,2 93
Jul./15 3,6 55,2 84,4 15,1 18,0 4,7 123 3,2 22,0 129 213
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Tabela 10. Dose diaria definida de cada antimicrobiano por 1000 pacientes dia no periodo

estudado (conclusio)

Meses
Ago./15
Set./15
Out./15
Nov./15
Dez./15
Jan./16
Fev./16
Mar./16
Abr./16
Mai./16
Jun./16
Jul./16
Ago./16
Set./16
Out./16
Nov./16
Dez./16
Jan./17
Fev./17
Mar./17
Abr./17
Mai./17
Jun./17
Jul./17
Ago./17
Set./17
Out./17
Nov./17
Dez./17

AMI CFP CRO CIP ERT GEN IPM LEV MER PB TIG
44 587 796 138 198 51 70 61 238 38 12,0
3,9 592 532 131 152 33 12,6 3,6 140 92 62
28 783 71,7 166 11,8 27 194 68 145 133 11,9
5906 744 688 11,5 214 52 11,9 25 234 168 159
25 397 60 13,1 129 41 62 20 280 11,7 99
59 755 320 129 01 45 11,8 60 374 188 89
50 89,0 13,0 99 27 91 154 74 372 158 1,1
2,7 434 545 11,6 193 49 92 58 30,9 212 50
68 1063 434 244 169 103 202 7,7 588 23,1 16,7
6,1 545 845 13,6 00 52 152 74 446 162 63
55 491 69,5 01 90 07 07 83 381 147 88
3,1 366 460 00 30 21 70 53 262 52 62
1,6 252 396 22 00 42 100 52 21,5 99 112
60 757 120,5 291 0,1 60 141 85 57,5 20,0 21,5
23 546 63,8 105 0,0 35 149 62 329 162 149
32 760 69,8 105 0,1 50 11,3 91 61,8 290 194
26 256 708 78 0,0 44 05 3,7 435 145 10,
14 362 710 84 00 39 69 44 291 19,8 10,7
1,5 420 493 139 0,0 64 122 26 230 162 85
23 33,7 400 51 00 34 162 24 264 150 65
33 380 573 73 00 34 221 29 107 136 64
8,7 110,6 1829 208 00 7,0 69,1 149 414 292 244
41 696 1089 185 0,0 33 144 40 604 145 189
1,2 487 8,8 102 0,0 47 41,8 29 11,7 10,5 10,8
28 345 636 65 00 33 175 23 166 55 58
1,5 452 706 140 0,0 48 161 74 339 13,4 20,0
25 640 1167 88 0,0 6,1 245 26 462 213 19,7
56 554 89 125 14 57 195 65 355 234 82
53 41,6 743 114 03 64 152 39 312 152 10,9

AMI, Amicacina; CFP, Cefepime; CRO, Ceftriaxone; CIP, Ciprofloxacina; ERT, Ertapenem; GEN,
Gentamicina; [PM, Imipenem; LEV, Levofloxacina; MER, Meropenem; PB, Polimixina B; TIG, Tigeciclina.
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A terapia antimicrobiana foi avaliada e os pacientes com infec¢do por A.

baumannii resistente a outros antibidticos além dos carbapenémicos apresentaram

indices de terapia inadequadas semelhantes as dos pacientes com cepa suscetivel. No

total, a resisténcia a tigeciclina, aminoglicosideos, ampicilina-sulbactam foram de

21,1%, 36,3% e 85,7%, respectivamente, ¢ apenas um isolado resistente a polimixina

foi detectado. Por outro lado, os pacientes que apresentaram infec¢do causada por cepa

resistente tiveram maior tempo de internacdo do que aqueles que apresentaram o

fenotipo susceptivel principalmente os grupos resistentes a polimixina (P<0,0001),

MDR (P<0,0001) e XDR (P<0,0001) (Tabela 11).

Tabela 11. Terapia inapropriada e evolugdo clinica de pacientes com infec¢des por

Acinetobacter baumannii resistente aos carbapenémicos e outros antibioticos

Resisténcia a:

Sensibilidade a:

Antibiéticos [n/n (%)] [n/n (%)] P (OR)
Tigeciclina
Terapia inadequada 54/115 (46,9) 179/397 (45,1) 0,7 (1,0)
Mortalidade em 30 dias 43/115 (37,4) 154/397 (38,8) 0,8 (0,9)
Tempo de hospitalizagdo [média (dias)] 65 (0-469) 58 (0-849) 0,4 (ND)
Polimixinas
Terapia inadequada 1/546 (0,2) 545/546 (99,8) 1,0 (0,003)
Mortalidade em 30 dias 1/546 (0,2) 211/545 (38,6) 0,4 (5,0)
Tempo de hospitalizagdo [média (dias)] 179 (-) 44 (0-782) < 0,0001* (ND)
Aminoglicosideos (amicacina e gentamicina)
Terapia inadequada 91/198 (45,9) 144/317 (45,4) 0,9 (1,0)
Mortalidade em 30 dias 72/198 (36,4) 128/317 (40,4) 0,4 (0,8)
Tempo de hospitalizagdo [média (dias)] 57 (0-469) 60 (2-849) 1,0 (ND)
Ampicilina-sulbactam
Terapia inadequada 216/468 (46,1) 10/24 (41,7) 0,7 (1,0
Mortalidade em 30 dias 176/468 (37,6) 12/24 (50,0) 0,2 (0,6)
Tempo de hospitalizagdo [média (dias)] 58 (0-782) 91 (4-849) 0,9 (ND)

MDR
Terapia inadequada
Mortalidade em 30 dias

85/283 (30,0)
117/283 (41,3)

30/263 (11,4)
14/263 (5,3)

<0,0001* (0,2)
<0,0001* (9,3)

Tempo de hospitalizagdo [média (dias)] 59 (1-849) 51 (3-196) 0,4 (ND)
XDR

Terapia inadequada 104/233 (44,6) 30/263 (11,4) 0,5(0,9)

Mortalidade em 30 dias 33/233 (14,2) 14/263 (5,3) < 0,0001* (0,09)

Tempo de hospitalizagdo [média (dias)] 59 (1-469) 51 (3-196) 0,2 (ND)

P <0,05 estatisticamente significante; ND, ndo determinado; MDR, do inglés multidrug resistant; XDR, do inglés

extensively-drug resistant.
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Um total de 107 amostras foram recuperadas e avaliadas para os genes de
oxacilinases (blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss € blaoxa-143) além dos genes de
resisténcia blaxpc, blamvp-1, blavim-1, blatem, € blanpm, como evidenciado na Tabela 12.
Um total de 101 cepas (94,5%) foi positiva para o gene blaoxa-23 € nenhuma apresentou
outros genes de resisténcia testados. A maioria das amostras positivas para o gene
blaoxa-»3 foram isoladas na UTI de adultos (50,5%), seguido do Pronto Socorro (22,8%)
e da Clinica Cirurgica (11,9%).

Tabela 12. Frequéncia de episodios de infeccdes e colonizacdes por Acinetobacter
baumannii resistente aos carbapenémicos, contendo genes de oxacilinases

. blaoxa-23+ blaoxazs- Total
Sitio N =101 (94,4) N =6 (5,6) N =107 (%)
Sangue 18 (17,8) 1 (16,7) 19 (17,8)
Trato respiratorio 41 (40,6) 1(16,7) 42 (39,2)
Urina 8(7,9) 0 8 (7.,5)
Cirurgico/ferida 13 (12,9) 0 13 (12,1)
Mucosa anal 7 (6,9) 4 (66,7) 11 (10,3)
Ponta de cateter 14 (13,9) 0 14 (13,1)
Unidades / setores

UTI* de adultos 51 (50,5) 1 (16,7) 52 (48,6)
Clinica Cirargica 12 (11,9) 0 12 (11,2)
Clinica Médica 6 (5,9) 0 6 (5,6)
Pronto Socorro 23 (22,8) 0 23 (21,5)
Outros® 11(10,9) 5(83,3) 16 (14,9)

“Unidade de Terapia Intensiva, ®Moléstias Infecciosas, Oncologia, UTI neonatal, UTI pediatrica,

Pediatria

Estudo 2: Analise dos isolados de 4. baumannii resistente aos carbapenémicos de
hospitais do estado de Minas Gerais

Foram seclecionadas 12 amostras clinicas de A. baumannii, obtidas de diferentes
hospitais do estado de Minas Gerais, nos anos de 2015 e 2016 para serem avaliadas. A
tabela 13 demonstra a caracterizacdo das amostras de 4. baumannii analisadas nesse

estudo. Todas amostras foram negativas para os genes blaoxa-24, blaoxa-sg € blaoxa-143,
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blaxpc, blavp-1, blavim-1, blatem. Sete amostras (58,3%) foram positivas para o gene
blaoxa23 e apenas uma (8,3%) foi positiva para o gene blanpm-1. Todas as amostras
apresentaram o perfil de multirresisténcia, 6 (50%) delas eram provenientes de
infecgdes graves (pneumonia e bacteremia) e 3 (25%) de colonizagdo. Além disso, 7

(58%) das amostras foram isoladas na UTI.
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Tabela 13. Caracterizagdo das amostras de Acinetobacter baumannii provenientes de hospitais do estado de Minas Gerais selecionadas para o

estudo
Amostras Data de Mesorregido Perfil de resisténcia Genes de 1.deAnt1¥"1cag:ao ¢ Sitio de Infeccao Clinica
Isolamento de MG resisténcia
AMI, APS, CAZ, CFL, CIP, CPM, blaOXA.51+; blao)(A.23+ .
01 2016 Sul e Sudoeste GEN. MER blaxovs A.b hyp * Ferida UTI
03 2016 Triﬁngulo AMI, CAZ, CFL, CFP, CIP, CRO, blaOXA.51_;bla0XA.237 San Oncologi
Mineiro IMP, MER, NOR, SUL blaxom1™ A.b_hyp* angue cologia
Triéngulo AMI, CAZ, CFP, CIP, CRO, GEN, blaOXA.51+; blao)(A.23+ ;. 1.
04 2016 Mineiro IMP, MER, PTZ blaxova” A.b hyp * Sangue Clinica Médica
A +, -
06 2016 Tl\r/}?rrlgrl (1)0 IMP, CFL, APS, CIP, CAZ bé?g;(s;_ll N A[?[Z)a(z();zi Secrecdo traqueal UTI
17 2016 Norte APS, CEP, CR%TCZAZ’ MP, MER, [ZZZZOXA'SIE ZZZO%*;; Swab retal Neurologia
NDM-1 A.D
Tridngulo blaoxa-si; blaoxa2s” N
% s
18 2015 Mineiro APS, CIP, CPM, IPM, MER blaxons” A.b hyp * Secrecdo traqueal UTI
AMI, APS, CAZ, CFP, CRO, GEN, blaOXA_51+; blaOXA.z3+
21 2016 Norte IMP, MER, PTZ, SUL blaxon” A.b_hyp * Ponta de cateter UTI
+. -
2 2016 Norte AML, APS, %\% ﬁgﬁCPM’ CRO, b;j’;““ ; j ZZOZ;;% Swab retal Clinica Médica
s NDM-1 D_
AMI, APS, CAZ, CFL, CIP, CPM, blaOXA_51+; blaOXA.23+
24 2016 Norte GEN. IMP, MER blaxos” A.b_hyp * Swab retal UTI
AML APS, CAZ, CIP, CRO, IMP, blaOXA_51+; blaOXA.237 ~
25 2016 Norte PTZ, MER, SUL blaxow.:” A.b_hyp - Secrecao traqueal UTI
AML APS, CAZ, CIP, CRO, IMP, blaOXA_51+; blao)(A.zg.+ .
26 2016 Norte MER, PTZ, SUL blaxos A.b hyp * Urina UTI
Tridngulo blaoxa-s1"; blaoxa23 " - o
% )
120 2016 Mineiro AMI, APS, CIP, CPM, IPM, MER blanons A.b hyp * Sangue Clinica Médica

AMI, amicacina; APS, ampicilina/sulbactam; CAZ, ceftazidima, CFL, cefalotina; CFP, cefepime; CRO, ceftriaxona; CIP, ciprofloxacina; CPM, cefepime; GEN,
gentamicina; IMP, imipenem; MER, meropenem; NOR, norfloxacina; PTZ, piperacilina/tazobactam; SUL, sulfonamida, UTI, Unidade de Terapia Intensiva. * Amostras do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
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Para rastrear a origem evolutiva das 12 amostras de A. baumannii selecionadas,
a tipagem de sequéncias multilocus dessas cepas foi realizada utilizando o esquema do
Instituto Pasteur (PubMLST), entretanto ndo foi possivel determinar o ST da amostra
22. A tabela 14 mostra as combinagdes dos conjuntos de alelos de cada um dos sete loci
analisados, definindo os STs. A andlise dos diferentes alelos mostrou que as amostras
pertencentes ao mesmo complexo clonal (CC) variaram principalmente locus fusA4. De
acordo com o MLST foram determinados sete STs e quatro CCs, distribuidos da
seguinte maneira: 1) CC79, ST79 (n=5), ST298 (n=1) e ST1466 (n=1), 2) CCI, ST1
(n=1) e ST623 (n=1), 3) CC216, ST1465 (n=1), 4) CC15, ST634 (n=1). Os STs 1465 ¢
1466, isolados na regido norte, sdo descritos pela primeira vez neste estudo e foram
depositados no banco de dados do MLST, disponivel no endereco -eletronico:
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst abaumannii_pasteur seqdef, acesso em

23/04/2020.

A partir da andlise dos alelos foi construida a figura 5, que mostra a populacao
“snapshot” dos STs de A. baumannii descritos at¢ o momento, evidenciando a
similaridade entre eles e a indicagdo daqueles detectados neste estudo, bem como de
seus respectivos CCs. No geral, as amostras isoladas no Tridngulo Mineiro, com
excecdao da amostra 18, pertenceram ao CC79, porém algumas com STs diferentes. As
amostras da regido Norte apresentaram maior variabilidade de CCs, incluindo CC1 e

CC79.


https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_abaumannii_pasteur_seqdef

51

Tabela 14. Conjunto de alelos de cada um dos sete /oci analisados por MLST (esquema

Pasteur), STs e CCs correspondentes

MLST (Pasteur)

Amostra Regiao cpn60  fusA gltA pyrG recA rplB  rpoB ST CC

1 Sul e Sudoeste 1 1 1 1 5 1 1 1 1
3 Tridngulo Mineiro 1 165 2 2 29 4 5 298 79
4 Tridngulo Mineiro 26 2 2 2 29 4 5 79 79
6 Tridngulo Mineiro 26 2 2 2 29 4 5 79 79
17 Norte 5 1 2 2 7 9 4 1465 216
18 Tridngulo Mineiro 6 1 8 2 3 5 4 634 15
21 Norte 26 199 2 2 29 4 5 1466 79

24 Norte 1 1 2 1 5 1 1 623 1
25 Norte 26 2 2 2 29 4 5 79 79
26 Norte 26 2 1 2 29 4 5 79 79
120 Tridngulo Mineiro 26 2 2 2 29 4 5 79 79

MLST, Multilocus sequence typing; ST, Sequence Type; CC, Complexo Clonal.
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Figura 5. Diagrama construido utilizando o algoritmo goeBURST e visualizado no software Phyloviz (PHYLOVIZ Online) indicando a
similaridade entre os Sequence Types (STs). Os Complexos Clonais (CCs) e os STs observados no presente estudo estdo ampliados e destacados

por cores. Fonte: A autora.
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A amostra Abl7, positiva para o gene blanpm-1, apresentou alta CIM a maioria
dos antibidticos testados, incluindo imipenem (>8 pg/mL), meropenem (>8 pg/mL),
cefepime (>16 pg/mL), ceftriaxone (>32 pg/mL), ceftazidima (>16 pg/mL), piperacilina
(> 64 ng/mL) e amicacina (32 pg/mL), mas sensibilidade a ciprofloxacina (1 pg/mL),
gentamicina (<2 pg/mL), levofloxacina (2 pg/mL) e sulfametoxazol/trimetoprim (< 2/38
ng/mL). Este isolado, teve seu genoma sequenciado, revelando um tamanho de 3,78
MB, conteudo GC de 38,9% de N50 de 339725 (n° de acesso do Genbank
JAATNEO010000000). O sequenciamento revelou que a amostra 17 carreava no
cromossomo uma variante do gene blaoxa-si-ike, blaoxa-106, € 0 gene de resisténcia
blaapc-s, com a sequéncia de inser¢ao [SAbal upstream a este. Além disso, a amostra
apresentou o gene blanpm-1 em um plasmideo (pAbl17), com 41087 pb (n° de acesso do
Genbank MT002974).

O plasmideo pAbl7 continha um transposon, identificado como Tni25,
composto pelo gene aphA6 (aminoglycoside-modifying enzyme encoding gene) seguido
da sequéncia de inser¢ao ISAbal25 upstream ao gene blanpm-1, 0 qual foi seguido
downstream  pelos  genes  blemsL  (bleomicin  resistance  gene),  trpF
(phosphoribosylanthranilate isomerase) ¢ genes do Sistema de Secre¢ao Tipo IV (vir
genes). Foi observado que o Tn/25 da amostra 17 ndo continha genes comuns neste
transposons como groES-groEL-insE, bem como a segunda copia do gene [1SA4bal25
(Figura 6A).

Foi realizada comparagao dos dados gendmicos do plasmideo descrito nesse
estudo com outros relatados no Brasil, India e China que apresentaram similaridade de
99,9% com pAbl7 (Figura 6B). No entanto, estes plasmideos continham a estrutura
completa do Tn/25. Um outro plasmideo isolado no Brasil e um nos Estados Unidos os
quais apresentaram 100% de similaridade com pAb17 também continham a delecdo dos

genes groES-groEL-insE e a segunda copia do gene ISAbal25.
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Figura 6. A. Estrutura circular do plasmideo pAbl7, da amostra 17, positiva para o gene
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China e Estados Unidos.
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5. DISCUSSAO

O aumento da incidéncia de infecgdes causadas por microrganismos resistentes aos
antimicrobianos ¢ um grave problema de saude, particularmente aquelas em que o agente
etiologico é Acinetobacter baumannii, que € reconhecido pela OMS como uma das principais
ameacas nos ambientes  hospitalares, infectando, principalmente,  pacientes
imunocomprometidos ¢ com diversas comorbidades (WHO, 2017b). Essa disseminagao
rapida e global de 4. baumannii como um patdégeno nosocomial importante ¢ notavel e
demonstra uma adaptacdo bem-sucedida ao ambiente hospitalar, mantendo essa espécie em
ascensdao até o momento (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; HAMIDIAN; NIGRO,
2019). O tratamento de infec¢des por 4. baumannii ¢ dificultado, ainda, pela emergéncia de
cepas multirresistentes (MDR), extensivamente resistentes (XDR) e pan-resistentes (PDR) no
ambiente hospitalar (MAGIORAKOS, 2012; VRANCIANU et al., 2020).

Na nossa avaliagdo, considerando incidéncia em um periodo de 5 anos, observamos
frequéncia elevada de infec¢des causadas por A. baumannii MDR (93,3%). Infelizmente,
complicando ainda mais a situacdo 41,5% dessas cepas foram caracterizadas como XDR. Em
recente estudo realizado em hospital universitirio na Espanha por Ciginskiene e
colaboradores (2019) identificou-se que a frequéncia de cepas de 4. baumannii com fenotipo
MDR e XDR foi de 13,3% e 68,3%, respectivamente. No Brasil, um estudo no estado de Sao
Paulo detectou que 39,3% das amostras de A baumannii foram MDR e 60,7%, XDR
(TAVARES et al., 2019) enquanto um estudo em Goidnia detectou 91.1% das cepas com
perfil MDR, (CASTILHO et al., 2017), demonstrando o potencial desses fenotipos altamente
resistentes em disseminar no ambiente hospitalar.

Em estudo prévio realizado no HC-UFU (hospital de estudo), foi detectado 78% de A.
baumannii com o perfil XDR (ROYER et al., 2018). Em situa¢des como estas, as opcdes de
tratamento se restringem a antibidticos considerados altamente toxicos como as polimixinas e,
consequentemente, o aumento do consumo destes farmacos tem levado ao aumento dos
indices de resisténcia a eles (CHEN, Z. et al., 2015; BOINETT et al., 2019). No presente
estudo, somente um isolado apresentou resisténcia as polimixinas, entretanto, hd relatos
publicados que mostram frequéncias extremamente alarmantes de 4. baumannii resistente a
estes antibidticos, como o realizado por Nowak e colaboradores (2017), o qual demonstrou
frequéncia entre 32% e 62% em paises europeus como Grécia, Itdlia e Espanha. Lima et al.

(2020) observaram que a América Latina ¢ a regido com maior incidéncia de A. baumannii
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resistente as polimixinas entre pacientes hospitalizados, o que estd relacionado com o alto
consumo de antibidticos nesta regido. Especificamente, no Brasil, dados similares foram
encontrados com frequéncias de 15% e 81%, respectivamente observadas nos estudos de
Rodriguez et al. (2019) e Genteluci et al. (2016).

Ainda sobre resisténcia, a literatura internacional mostra que a incidéncia de infecgdes
por A. baumannii resistentes aos carbapenémicos excede 90% em paises europeus e asiaticos
(WHO, 2017c; LEVY-BLITCHTEIN et al, 2018; RAMETTE et al, 2018;
SHIRMOHAMMADLOU et al., 2018; ISLER et al., 2019). Em paises em desenvolvimento,
como o Brasil, apesar de haver lacunas e dificuldades no conhecimento da epidemiologia de
infecgdes de um modo geral, incluindo aquelas causadas por A. baumannii resistente aos
carbapenémicos, um estudo realizado por Gales e colaboradores (2012) indicou aumento
significativo nas frequéncias de resisténcia ao imipenem de 12,6% no periodo de 1997-1998
para 71,4% em 2008-2010, o que também foi relatado no estudo de Rossi e colaboradores
(2017) com variagdao de 30% para 70% na resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter
spp., entre os anos de 2010 e 2014, em hospital de referéncia em Sao Paulo.

A. baumannii provoca frequentemente pneumonias (entre 19% e 50%), infecgdes de
corrente sanguinea (entre 18% e 40%) e infecgdes de sitio cirtirgico (entre 18% a 24%), mais
comuns em pacientes adultos internados em unidades criticas (WISPLINGHOFF et al., 2012;
KIM et al., 2014; LYNCH; ZHANEL; CLARK, 2017; RUSSO et al., 2019; MOUBARECK;
HALAT, 2020). Corroborando a literatura em relacao as infec¢des mais frequentes, 0 nosso
estudo mostrou alta frequéncia (644 episodios) de infecgdes de trato respiratorio (54,7%),
sitio cirargico (18,3%) e corrente sanguinea (13,7%) por A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos nos cinco anos de vigilancia epidemiologica, com a maior incidéncia de
amostras observadas na UTI de adultos (60,2%).

Os resultados encontrados indicam que houve aumento de cerca de quatro vezes na
incidéncia de infec¢do causada por A. baumannii resistentes aos carbapenémicos no periodo
de 2013 a 2017, especialmente no ano de 2014 (1,0/1000 pacientes-dia), principalmente nos
pacientes internados na UTI de adultos. Por outro lado, apesar de estudos publicados em
paises desenvolvidos apresentarem maior incidéncia, de 2,68/1000 pacientes-dia a 4,4/1000
pacientes-dia (CHEON et al., 2016; AYOBAMI et al., 2019), este estudo evidenciou uma
situacdo de endemicidade de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos no HC-UFU,
provavelmente também influenciada por fatores que poderiam estar relacionados com as
formas de atuacdo da Comissdao de Controle de Infec¢do Hospitalar para prevengdo e controle

dessas infec¢des, bem como a baixa adesdo a higieniza¢do das maos por parte da equipe, o
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que favorece muito a disseminagdo desses microrganismos no ambiente hospitalar. Além
disso, A. baumannii tem habilidade de desenvolver resisténcia aos antimicrobianos
disponiveis para o tratamento bem como capacidade de sobreviver por longos periodos no
ambiente (LOPEZ-GIGOSOS et al. 2019). Corroborando com essa hipotese, um trabalho
realizado pelo nosso grupo de pesquisa em 2013 identificou um clone (clone H) de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos contendo gene blaoxa-23 no ambiente do hospital
de estudo, com contaminagdo expressiva nas grades das camas independente do momento da
coleta (ROYER et al., 2013).

Durante o periodo de andlise dos dados foi detectado um surto de A. baumannii
multirresistente em novembro de 2014 no qual a frequéncia desses isolados ultrapassou o
limite de controle superior estabelecido, de 36 acima da incidéncia média desses casos. Assim
como em outros relatos, esse surto foi relacionado ao longo tempo de hospitaliza¢dao, com a
maioria dos pacientes internados na UTI de adultos (BIANCO et al., 2016; ROSSI et al.,
2016; TANGUY et al., 2017). Por se tratar de um estudo retrospectivo, nao foi possivel adotar
medidas de controle e intervengdo, entretanto, outros surtos causados por outros
microrganismos foram relatados nesse hospital, incluindo com o fechamento da unidade
afetada (CEZARIO et al., 2009; CAMPOS et al., 2014; ROSSI et al., 2016). Embora o surto
relatado ndo tenha sido detectado em 2014, o servigo de controle de infec¢ao do hospital tenta
evitar ou conter a disseminagdo de cepas resistentes, além de indicar o uso racional de
antibioticos. Assim, ressalta-se a necessidade que os hospitais tém de melhorar as praticas
vigilancia e controle de infec¢des, além de laboratérios de microbiologia funcionais,
programas de administragdo de antibioticos, a fim de facilitar a deteccdo precoce e a
implementagao de medidas eficazes de controle de infecg¢des, prevenindo ou contendo surtos
futuros.

Embora nao tenhamos encontrado amostras de 4. baumannii resistentes a colistina
durante o surto, foi possivel encontrar correlacdo positiva do uso deste antibidtico com o
desenvolvimento de resisténcia nestas cepas. Esse aspecto ¢ muito preocupante nesse
momento, considerando a grande variedade de cepas de bacilos Gram-negativos como K.
pneumoniae, E. coli, Pseudomonas aeruginosa e A. baumannii com resisténcia a varios
antibidticos no hospital estudado (ARAUJO et al.,, 2017; FERREIRA et al., 2018; ROYER et
al., 2018), bem como a falta de opcdes de tratamento para essas infecgdes. Como o uso de
antimicrobianos foi intenso, ndo s6 de polimixina, a possiblidade de resisténcia e transmissao
dos genes associados entre diferentes espécies ¢ uma realidade inevitavel. Corroborando essa

possibilidade, vérios outros estudos ressaltam correlacio positiva entre o uso de
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antimicrobianos ¢ o desenvolvimento de resisténcia (CHEN et al, 2013, BELL et al., 2014;
TAN et al, 2015; FAN et al, 2018; YANG et al, 2018; WANG et al, 2019).
Especificamente, no que se refere a A. baumannii, é frequente encontrar correlagdo positiva
entre o uso de carbapenémicos, fluoroquinolonas, tigeciclina e o aumento da incidéncia de
resisténcia a estes antibidticos (TAN et al. 2015; DJORDJEVIC; FOLIC; JANKOVIC, 2017).

A literatura mostra que o aumento da resisténcia esta associado a maior mortalidade de
pacientes infectados por patdgenos hospitalares incluindo A. baumannii resistente aos
carbapenémicos. Essa mortalidade varia entre 26% e 76%, geralmente associada
significantemente ao uso prévio de antibidticos, uso intenso de procedimentos invasivos,
presenca de infecgdes graves, longo tempo de internacdo e gravidade da doenca de base como
fatores de risco para pior progndstico dos pacientes (HENIG et al., 2015; BALLOUZ, 2017;
WONG et al., 2017; ASIF; ALVI; REHMAN, 2018; VAZQUEZ-LOPEZ et al.,, 2020). Lim e
colaboradores (2019), em um estudo de meta-analise realizado com publicagdes de 29 paises,
observaram que a mortalidade total de pacientes com pneumonia por A. baumannii
multirresistente foi de 42,6%, sendo os indices maiores observados na Asia (56,2%) e Europa
(55,7%), e os menores indices na América do Norte (28,6%). Com relacdo as infeccdes de
corrente sanguinea, dados do programa de vigilancia SENTRY mostram alta frequéncia
(70,6%) de A. baumannii multirresistente neste tipo de infecgdo (DIEKEMA et al., 2019).

Adicionalmente, a mortalidade de pacientes com bacteremia e/ou pneumonia por A.
baumannii multirresistente ¢ maior naqueles que recebem terapia inapropriada, conforme
evidenciado por Zilberberg e colaboradores (2016), que mostram que a mortalidade de
pacientes que faziam uso de terapia inapropriada foi de 23,6% enquanto a mortalidade de
pacientes com terapia adequada foi de 16,6%. Em outro estudo, realizado por Du et al. (2019),
a mortalidade foi de 86,1% em pacientes que receberam terapia antimicrobiana inadequada,
significativamente superior a de 33,7% dos pacientes que receberam tratamento
antimicrobiano adequado, evidenciando, assim, que a terapia antimicrobiana inadequada pode
influenciar na sobrevivéncia dos pacientes. Similarmente, o presente estudo mostrou
frequéncia de 39% de mortalidade em 30 dias, independentemente associada com a terapia
definitiva feita de forma inadequada com tigeciclina, além da presen¢a de infecgdes de
corrente sanguinea. Adicionalmente, o estudo comprovou que o grupo de pacientes com
bacteremia teve menor probabilidade de sobrevivéncia e em menor tempo com relacdo a
pacientes com pneumonia ou outras infeccdes.

Embora a tigeciclina seja uma opgao disponivel no tratamento dessas infecgdes, varios

especialistas alertam que ndo ¢ o melhor antimicrobiano que deve ser utilizado, pois alguns



59

estudos tém mostrado que a mortalidade se apresenta maior nos grupos tratados com este
antimicrobiano (CHUANG et al. 2014; JEAN et al., 2015; NI et al., 2016; XU et al., 2016).
Entretanto, as contradi¢des persistem, uma vez que outros estudos indicam que a tigeciclina ¢é
uma op¢ao viavel no tratamento de infec¢des por A. baumannii multirresistente, tanto de
forma isolada ou em combinagdo com outros antimicrobianos, quando usada corretamente,
levando-se em consideracdo a susceptibilidade (TUCKER et al., 2017; ZHOU et al., 2019).
Assim, mais estudos sdo necessarios para compreender o papel da tigeciclina no tratamento de
infec¢des por A. baumannii multirresistente.

Estudos de prevaléncia em paises europeus, como a Italia, mostraram que 44% dos
pacientes internados receberam algum tipo de terapia antimicrobiana (VICENTINI et al.,
2018). Por outro lado, em paises em desenvolvimento, o consumo de antibidticos geralmente
¢ mais elevado, particularmente em UTlIs, devido a dificuldades no diagnostico (MOREIRA
et al., 2013; BEBELL; MUIRU, 2014). No estudo de Porto e colaboradores (2020), realizado
no Brasil, foi relatado consumo de antimicrobianos de 52,2%, o qual variou de acordo com a
regido (48,6% no Sul do pais e 60,4% no Nordeste). Assim, estima-se que aproximadamente
50% dos pacientes internados recebem pelo menos um tipo de antibidtico durante sua
hospitalizagdo e, em cerca de 20% a 30% dos casos, este uso ¢ desnecessario (SPIVAK;
COSGROVE; SRINIVASAN, 2016; TAMMA et al., 2017, BRAGA et al, 2019).

Além disso, a terapia realizada através da combinag¢do de drogas pode favorecer a
pressao seletiva, a qual seleciona cepas resistentes (SCHMID et al., 2019). Por outro lado,
estudos mostram que ¢ possivel que mortalidade de pacientes com infeccdes por
microrganismos resistentes aos carbapenémicos seja menor, quando a terapia especifica e
adequada ¢ realizada através da combinagdo de antimicrobianos incluindo carbapenémicos,
indicando uma atividade sinérgica entre as drogas (TUMBARELLO et al, 2012;
PETROSILLO et al., 2013; DAIKOS et al.,, 2014). No entanto, para Acinetobacter spp.
especificamente, os estudos ndo comprovaram que a terapia combinada ¢ mais eficaz na
prevengdo do surgimento de resisténcia (POULIKAKOS; TANSARLI; FALAGAS, 2014;
TUON; ROCHA; MERLINI, 2015).

Uma pesquisa realizada por Tsioutus e colaboradores (2016) envolvendo infec¢des por
A. baumannii XDR ndo encontrou vantagem clinica em relagdo aos esquemas de combinacao
a base de colistina. No nosso estudo a terapia combinada com colistina, avaliada por
estatistica univariada, foi fator de risco para mortalidade em infec¢des graves, entretanto nao
foi considerado fator de risco independente para o pior prognostico, talvez justificado pelo

numero pequeno de casos avaliados. Por outro lado, a terapia combinada em pacientes com
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pneumonia foi melhor do que a monoterapia em infecgdes graves por amostras resistentes aos
carbapenémicos. Embora a terapia com colistina seja uma op¢ao para o tratamento de 4.
baumannii MDR e XDR; estudos evidenciam que ndo ¢ um tratamento ideal, uma vez que
pacientes em uso deste antimicrobiano apresentaram maior risco de resultados adversos do
que os pacientes tratados com B-lactdmicos (PAUL et al., 2010). Isso ocorre porque a
colistina ¢ um antibidtico de espectro muito estreito, além de possuir barreiras de uso, como
nefrotoxicidade e neurotoxicidade (SHI et al., 2019).

Nesse sentido, a OMS recomenda o acompanhamento do consumo de antibidticos
através da Dose Didria Definida (DDD), a qual permite comparagdes com dados de outros
hospitais (WHO, 2013). De modo geral, neste estudo, o consumo de todos os antimicrobianos
avaliados foi alto, com destaque para ceftriaxona (72,6/1000 pacientes-dia) e cefepime
(58,1/1000 pacientes-dia). No que se refere aos carbapenémicos, o consumo foi de 55,8/1000
pacientes-dia no HC-UFU durante o periodo de estudo, enquanto que os dados de hospitais de
outros paises mostram um consumo médio de 1,94/1000 pacientes-dia e 35,0 /1000 pacientes-
dia (BALKHY et al., 2018; DUNG et al., 2019). Por outro lado, vale ressaltar que a DDD
pode superestimar a dose diaria recomendada ou prescrita, porém ¢ uma unidade de medida
técnica internacionalmente comparavel, podendo assim fornecer uma estimativa do consumo
de antimicrobianos do periodo de estudo (MEYER et al., 2013). Além disso, salienta-se a
urgéncia em melhorar o uso de antibibticos, através da implementacao de mais programas de
gerenciamento do uso destas drogas do nos hospitais, o que representa um importante desafio.
O uso intenso destes antimicrobianos tem sido observado e relatado em varios estudos
realizados no Hospital avaliado ha anos, mostrando que ¢ uma constante que deveria ser
reavaliada, pois facilita a emergéncia de cepas MDR e isso tem sido observado nos varios
trabalhos realizados na regido (ROSSI et al., 2016; DANTAS et al., 2015).

Conforme mencionado, o tratamento antibidtico adequado ¢ muito importante nos
hospitais, particularmente nas UTIs (CHEN, C.H. et al., 2015). Em contrapartida, pacientes
com cepas de 4. baumannii resistente aos carbapenémicos sdo mais propensos a receber
terapia inapropriada em relagdo aqueles com cepas sensiveis devido as limitadas opgdes de
antimicrobianos para estas cepas (LEMOS et al, 2014; ZILBERBERG et al., 2014).
Trabalhos como o estudo de Ledo e colaboradores (2017) destacam a forte relacdo entre a
escolha do tratamento antimicrobiano empirico e o risco de morte em pacientes hospitalizados
com infecgdes graves, onde foi visto que 88% das infeccdes por A. baumannii estavam
associadas com mortalidade. Aqui, dentro dos parametros considerados, a maioria dos

pacientes avaliados recebeu terapia empirica inadequada, a qual foi associada com
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mortalidade em pacientes com pneumonia que receberam tratamento monoterapico,
comprovando que antibioticoterapia empirica inadequada associada ao fen6tipo de resisténcia
do microrganismo parece resultar em piores prognosticos para pacientes com infec¢des graves
por A. baumannii multirresistente. Neste sentido, ressalta-se a importancia do descalonamento
de antimicrobianos, considerando a condigdo clinica do paciente e o perfil de sensibilidade
constatado no antibiograma (MORAES et al., 2016). O descalonamento pode ser realizado
através da substituicdo de um antimicrobiano de amplo espectro por outro de espectro mais
estreito ou pela interrup¢do de um ou mais antimicrobianos em terapias combinadas (DE BUS
et al., 2020).

A resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii ocorre geralmente através da
producdo de B-lactamases adquiridas, incluindo oxacilinases e metalo-p-lactamases (LEE et
al., 2017). Disseminada em nivel mundial, blaoxa23 € o principal mecanismo de resisténcia
encontrado em A. baumannii, pela sua caracteristica de alocar-se em plasmideos
(RODRIGUEZ; NASTRO; FAMIGLIATI, 2017). Amostras de 4. baumannii produtoras de
blaoxa-3 foram identificadas no Brasil em 2003 e, desde entdo varios relatos deste fenotipo
tém sido encontrados na literatura (DALLA-COSTA et al., 2003; CHAGAS et al., 2014;
NEVES et al., 2016; OLIVEIRA et al., 2019). Assim como na literatura, em nosso estudo,
blaoxa-23 fol encontrado numa frequéncia de 94,5%. Em outro estudo realizado no mesmo
hospital (ROYER et al., 2015), todas as amostras foram positivas para esse gene, o que
comprova a endemicidade deste gene no hospital avaliado. Apesar de ser predominantemente
encontrado em Acinetobacter sp., blaoxa-3 ja foi detectado em Enterobacteriales, como
Escherichia coli e Proteus mirabilis (BONNET et al., 2002; LA et al., 2014; PAUL et al.,
2017), o que reforca o potencial de disseminagao deste tipo de carbapenemases.

Na segunda etapa desta pesquisa, foram recuperadas 17 amostras de 4. baumannii
resistente aos carbapenémicos, provenientes de outros hospitais do estado de Minas Gerais,
das quais 12 foram selecionadas para estudo molecular. Além dos genes de resisténcia, foi
identificado na populacdo estudada sete STs, agrupados em quatro complexos clonais
diferentes (CC79, CCI1, CC216 e CCI15). A classificagdo filogenética por MSLT revelou
predominancia do ST/CC79 (n=5), o qual ¢ um dos mais frequentes no Brasil e na América
do Sul (AZEVEDO et al., 2019). Outros perfis comuns no pais sao o CCl e CCI5
(CALDART et al., 2019; TAVARES et al., 2019) os quais foram detectados com menos
frequéncia neste estudo. Por outro lado, foram identificados dois STs novos, ST1465
pertencente ao CC216, e ST1466 pertencente ao CC79. Os dados apresentados mostram uma

heterogeneidade epidemioldgica, com varios clones presentes simultaneamente nas regides do



62

estado estudadas, como visto pelo numero de diferentes ST identificados. Em contrapartida, a
descoberta de diferentes STs em A. baumannii multirresistentes merece a atencao devido ao
perfil de resisténcia antimicrobiana desse microrganismo (AZEVEDO et al., 2019b). Por
fazerem parte de clones epidémicos no pais, podemos inferir a capacidade destes novos STs
se tornarem bem-sucedidos em permanecer no ambiente hospitalar por longos periodos, se
tornando epidémicos no Brasil e até na América do Sul (PAGANO et al., 2019).

Atualmente, o CC92 ¢ considerado o complexo clonal mais disseminado do banco de
dados do MLST de A. baumannii, estando associado ao gene blaoxa-23, (KARAH et al., 2012,
ZARRILLI et al, 2013). Por ndo ter havido neste estudo nenhuma amostra produtora de
blaoxa-»3 relacionada ao CC92, sugere-se que a disseminagdo de blaoxa-3 no Brasil seja
mediada por plasmideos, similares aqueles encontrados em amostras pertencentes ao CC92
(MUGNIER et al., 2010). Entretanto, os mecanismos que favorecem a aquisicdo € a
disseminagdo de um tipo particular de oxacilinase ndo estdo claros (MAYANSKIY et al.,
2017). Um estudo realizado no Brasil por Pagano e colaboradores (2019), mostrou cepas de 4.
baumannii pertencentes a diferentes CCs, contendo blaoxa23, 0 que demonstra que a
mobilidade deste gene pode ndo estar clonalmente relacionada. Alguns estudos anteriores
relataram a disseminag¢do de A. baumannii multirresistente pertencentes aos CC15 e CC79,
em diferentes estados brasileiros que abrigaram blaoxa23 (CHAGAS et al, 2014;
CAMARGO et al., 2016). No nosso estudo, embora tenhamos avaliado poucas amostras,
houve predominancia de cepas contendo blaoxa-23 nos complexos clonais CC1, CCI5 e
CC79, reforcando a ideia de que esse gene esta disseminado em A. baumannii independente
do complexo clonal.

Todas as amostras da regido Triangulo Mineiro pertenceram ao CC79 e ambos STs
novos foram isolados na regido Norte. Assim, a analise MLST nesse estudo foi importante
pois permitiu a comparagdo dos nossos resultados com o cendrio regional no que diz respeito
a distribuicdo e predominancia de STs circulantes em amostras clinicas de A. baumannii. Isto
pode ser evidenciado com a descri¢do de dois novos ST, bem como STs comuns circulando
no ambiente hospitalar.

Adicionalmente, a amostra 17, a qual foi positiva para blanpm.1 € interessantemente
negativa para blaoxa-23, teve seu genoma sequenciado, uma vez que foi identificada como A.
baumannii pela técnica de MALDI-TOF apesar de ser negativa para o gene usado como
marcador da espécie, blaoxa-si-ike. A identificacdo correta de Acinetobacter spp. € essencial,
pois patdgenos hospitalares como A. baumannii, A. pitti € A. nosocomialis diferem em suas

caracteristicas biologicas e patologicas, além de diferencas na suscetibilidade antimicrobiana
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e mecanismos de resisténcia (VIJAYAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019). A
identificacdo em nivel de espécie de Acinetobacter ndo ¢ consistente e confidvel com os
métodos fenotipicos existentes, devendo ser feita por métodos automatizados ou moleculares
(HOWARD et al, 2012). Métodos automatizados como o VITEK-2 sdo amplamente
utilizados em laboratorios de microbiologia, inclusive no laboratorio do hospital deste estudo.
Wang e colaboradores (2014) compararam os sistemas VITEK MS e VITEK-2, e observaram
que o primeiro conseguiu identificar com mais precisao trés espécies (A. junii, A. hemolyticus
e A. johnsonii), mas ndo conseguiu discriminar as espécies no complexo A. baumannii. Hsueh
et al. (2014) avaliaram a capacidade do MALDI-TOF na identificacdo correta de espécies
dentro do complexo A. baumannii e encontraram uma taxa de identificagdo dentro do
complexo 4. baumannii de 85,3%.

O sequenciamento do genoma completo fornece a base para uma analise gendmica
detalhada, que permite a compreensao sobre o papel de 4. baumannii e seus mecanismos de
resisténcia (REUTER et al., 2013). Assim, pode-se observar que a amostra carreava no
cromossomo o gene blaoxa-106, variante de blaoxa-si-ike. Essa variante difere de blaoxa-s1-like
apenas por um aminoacido (Hisiogs = Asp) (EVANS et al., 2007) e até o momento, ndo foi
relatada no Brasil antes deste estudo. As enzimas blaoxa-si-ike 80 consideradas como fracas
carbapenemases, o que sugere que elas conferem resisténcia aos carbapenémicos com o
auxilio de um promotor adjacente ao gene, geralmente a sequéncia de insercdo ISAbal
(TURTON et al., 2006). Estudos prévios relataram que IS4bal atua como um forte promotor
(ROYER et al, 2018; VIJAYAKUMAR et al., 2019) e, embora ndo tenhamos encontrado
essa inser¢ao em blaoxa-106, @ encontramos adjacente ao gene de resisténcia cromossomal
blaapc-2s, 0 que poderia justificar a CIM mais alta da amostra para as cefalosporinas.

O contexto genético de blanpm geralmente inclui a sequéncia de inser¢do 1SAbal25,
sempre upstream a blanpm, blempL sempre downstream, seguida por formas completas ou
pedacos de varios genes, incluindo #pF, tat, cutA, groES-groEL e outra copia de [SAbal25,
formando um transposon chamado Tn/25 (HU et al., 2012; JONES et al, 2015). Em
Acinetobacter spp., o Tni25 geralmente ¢ altamente conservado em plasmideos, mas neste
estudo descrevemos um plasmideo incomum que perdeu alguns genes em sua cdpia do
Tni25. Neste contexto, a perda de genes pode representar uma importante estratégia de
disseminagdo plasmidial, a qual conta com custos de adequacdo mais baixos em
microrganismos epidemiologicamente importantes (FUGA et al., 2020).

O plasmideo pAbl7 relatado nesse estudo foi idéntico a outro plasmideo relatado na

espécie Acinetobacter nosocomialis na cidade de Belém, regido Norte do Brasil
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Curiosamente, as duas cepas foram isoladas em 2016 e os pacientes tinham doengas
neurolégicas, no entanto, as cepas estavam geograficamente distantes a 2.330,4 km
(BRASILIENSE et al., 2019). Outro plasmideo idéntico foi relatado em A. baumannii nos
EUA, em 2018, sugerindo a circulagdo desse plasmideo no continente americano contendo
uma variante do Tn/25 em Acinetobacter sp., uma vez que nao foi encontrado no GenBank
plasmideo semelhante em isolados da Europa e somente um na Asia. Além de blaxpm, 0
plasmideo também abriga o gene aphA6 no Tnl25, que codifica a resisténcia ao
aminoglicosideo (JONES et al., 2015), o que poderia explicar a resisténcia a amicacina.

Até o momento, no Brasil, apenas uma amostra de A. baumannii produtora de blanpm-1
foi reportada e pertencia ao ST25/CC25 (PILLONETTO et al., 2014). Em nosso estudo,
conforme mencionado anteriormente, a andlise do MLST revelou que Abl7 pertence a um
novo ST, ST1465/CC216. Estudos anteriores mostraram que esse plasmideo com uma
variante do Tn/25 se disseminou em Acinetobacter sp., a partir de diferentes STs:
ST71/CC410, ST239 e ST464 (ROJAS et al, 2016; MARQUEZ-ORTIZ et al., 2017,
BRASILIENSE et al., 2019). Wu e colaboradores (2019) mostraram que espécies de
Acinetobacter sao distribuidas em multiplos STs, sugerindo heterogeneidade de hlanpm-1 entre
espécies bacterianas. Curiosamente, esses STs ndo pertencem aos clones de risco comumente
descritos (CC1, CC15 e CC79) (VASCONCELOS et al., 2015), portanto, esses novos STs
merecem uma investigacdo mais profunda para identificar novos clones de alto risco
responsaveis pela disseminacdo internacional de blanpm-1, evidenciando possiveis
reservatorios desse gene.

Assim, este estudo corrobora com a literatura, mostrando a variabilidade do Tn/25
entre diferentes espécies de Acinetobacter sp. (WU et al., 2019). O isolamento continuo de
novos STs de A. baumannii portadores de blanpm-1 suscita as preocupagdes sobre a
disseminacdo desses genes, uma vez que essas cepas também podem atuar como doadoras de
genes, espalhando-os a outras bactérias, incluindo microrganismos da ordem
Enterobacteriales. Medidas rigorosas de controle e prevencao devem ser tomadas, uma vez
identificados A. baumannii positivos para NDM-1, para impedir a transferéncia de genes de
resisténcia para bactérias clinicamente relevantes.

O cendrio atual ¢ de rdpida disseminagdo de cepas hospitalares MDR e XDR,
reduzindo as opgdes terapéuticas. Dessa forma, estudos similares a este devem ser
incentivados com o intuito tanto de fornecer suporte para as equipes das Comissdes de
Controle Hospitalar, no sentido de oferecer dados a respeito da epidemiologia local, regional e

nacional de IRAS causadas por A. baumannii multirresistente como de esclarecer os
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mecanismos envolvidos na resisténcia deste microrganismo, o qual ¢ elencado como
prioridade mundial nos estudos pela OMS. Além disso, a compreensdo dos mecanismos de
resisténcia, sua disseminagdo bem como seu potencial patogénico pode fornecer também
subsidios para melhorar o tratamento de pacientes com infec¢des graves, consequentemente

diminuindo a mortalidade e morbidade.
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6. CONCLUSOES

O estudo detectou a presenga endémica importante de A. baumannii MDR em hospital

terciario de grande porte no Brasil. Os resultados obtidos permitiram as seguintes conclusdes:

Alta prevaléncia de A. baumannii MDR em hospital com alto consumo de antibidticos, de
dificil erradicagdao, com possivel impacto na mortalidade e no controle epidemioldgico
destas cepas.

Maior risco de evolucdo para Obito em pacientes com infeccdo grave (pneumonia e
bacteremia) e com terapia definitiva inapropriada, particularmente naqueles em regimes de
monoterapia

Elevada frequéncia (endemicidade) de blaoxa-23 nas amostras.

Os resultados sugerem que as deteccdes precoces de infecgdes, além de programas de uso
racional de antibidticos, podem ajudar na prevencao de infecgdes e aumentara a qualidade

dos cuidados no hospital investigado.

Na segunda etapa deste trabalho, os resultados mostram a disseminagdo de diferentes

STs de A. baumannii MDR no estado de Minas Gerais, destacando-se os seguintes resultados:

Predominancia do ST/CC79, um dos mais frequentes no Brasil e na América do Sul
Identificacdo de dois STs novos, ST1465/CC216 e ST1466/CC79, cuja importancia
epidemioldgica deve ser investigada futuramente.

Presenca do gene blanpm-1 em A. baumannii no Brasil, com emergéncia no estado de
Minas Gerais.

Presenca da variante blaoxa-106, ndo identificada antes no pais.

Disseminacdo nacional do plasmideo pAbl7, relatado no estado de Minas Gerais pela
primeira vez nesse estudo, o qual foi idéntico a outro plasmideo isolado na regido Norte do
Brasil.

A amostra Abl7 pertencia ao ST novo, ST1465, sugerindo heterogeneidade de blanpwm-1
NDM-1 entre espécies bacterianas.

O isolamento de novos STs de A. baumannii portadores de blanpm-1 refor¢a a necessidade

de implementagao de medidas rigorosas de controle e prevengao.
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