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RESUMO

A incidéncia de infecgbes causadas por Acinetobacter baumannii multirresistentes
produtores de carbapenemases esta aumentando mundialmente, especialmente em pacientes
criticos. O objetivo deste estudo foi determinar a incidéncia de A. baumannii em pacientes
infectados no HC-UFU e no ambiente da UTI de adultos do HC-UFU, caracterizando os
aspectos epidemioldgicos e identificando fenotipicamente e genotipicamente 0s mecanismos
de resisténcia, no periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010. Foi realizado um estudo
prospectivo longitudinal, com busca de casos de infec¢do por A. baumannii. Adicionalmente,
foi feito também um estudo caso-controle, sendo para a avaliacdo dos fatores de risco
associados a infec¢do por A. baumannii, com os casos sendo pacientes com infec¢do por A.
baumannii multirresistente e os controles aqueles com infeccdo por A. baumannii ndo-
multirresistente. Dos pacientes da UTI que apresentaram infeccdo, nesse periodo, por A.
baumannii coletou-se material do ambiente antes e ap6s a limpeza para verificar a
contaminacdo de superficie por A. baumannii. A mortalidade total hospitalar foi avaliada no
prazo de 30 dias apds o diagnostico de infeccdo por Acinetobacter baumannii. Das amostras
coletadas de paciente e ambiente, realizou-se a identificacdo fenotipica e genotipica dos
mecanismos de resisténcia e a relacdo clonal entre as amostras. Um total de 73 pacientes
desenvolveu infecgdes por A. baumannii durante o periodo de estudo. Alguns pacientes
tiveram mais de um tipo de infeccdo, totalizando 84 amostras isoladas de A. baumannii. Do
total de pacientes, a maioria foi do género masculino 49 (67,1%), com idade média de 57,8
anos. Dentre as causas de internacdo, 49 pacientes (67,1%) foram clinicas, seguido de 17
(23,3%) cirargicas. As principais co-morbidades observadas incluiram: nefropatia (30,1%),
neoplasia (13,7%) e diabetes mellitus (10,9%). Em relacdo ao uso de procedimentos invasivos
observou-se maior frequéncia no uso de ventilagdo mecanica (61,6%), cateter venoso central
(60,3%), nutricdo parenteral (34,2%) e traqueostomia (34,2%). A média do tempo de
internacdo entre os pacientes foi de 49,5. A maioria dos pacientes fez uso prévio de
antimicrobianos (58%). Destas 84 amostras, 30% apresentaram-se nao multirresistentes, 59%
multirresistentes e 11% pan-resistentes. Foi possivel realizar a deteccdo dos genes de
resisténcia em 72 amostras (84,7%). Um total de 55 amostras (76%) apresentou algum gene
pesquisado, sendo que 32(44%) apresentaram somente 0 gene blaoxasi € 23 (32%)
apresentaram 0s genes para blapoxasi € blaoxa-2s. Foi observada uma taxa de mortalidade
hospitalar total de 39,7% entre os casos de pacientes com infec¢do por A.baumannii MR. O
risco de morte foi maior para pacientes com idade superior a 60 anos, pneumonia por A.
baumannii multirresistente, diabetes mellitus, doenca renal, uso de mais de dois
procedimentos invasivos e terapia inapropriada através da andlise univariada. O PFGE foi
realizado em 23 amostras aleatérias; sendo 15 amostras clinicas e 8 amostras provenientes do
ambiente. Dessas amostras somente 5 eram sensiveis ao imipenem, sendo 3 clinicas e 2 do
ambiente. Com isso, pudemos observar a presenca de 8 clones (A — H), sendo que 0s mesmos
apresentaram relacdo temporal/espacial. Embora com limitagGes neste estudo, evidenciamos
uma forte correlacdo de contaminacdo entre ambiente e paciente. Estudos adicionais de
prevaléncia ndo-epidémica sdo necessarios para promover um melhor conhecimento sobre 0s
padrdes de disseminacdo de A. baumannii MR dentro do nosso hospital.

Palavras-chave: carbapenemase, Acinetobacter baumannii, fatores de risco,
oxacilinases.



ABSTRACT

The incidence of infections caused by multidrug-resistant A. baumannii producing
carbapenemases is increasing worldwide, especially in critically ill patients. The aim of this
study was to evaluate the incidence of A. baumannii in patients infected on the HC-UFU and
the adult ICU of HC-UFU environment, characterizing the epidemiology, phenotypically and
genotypically identifying resistance mechanisms, from August 2009 to October 2010. This
study is a longitudinal prospective of the hospital epidemiology database.
Additionally, we also made a case-control study, to assess risk factors associated with
infection by A.baumannii; the non-MDR isolates were used as the control group. Of ICU
patients with infection, in that period, was collected material environment before and after
cleaning to verify surface contamination by A. baumannii. The overall hospital mortality was
assessed within 30 days after diagnosis of infection with A. baumannii. Samples collected
from patients and environment, held the phenotypic and genotypic identification of
mechanisms of resistance and clonal relationship among samples. A total of 73 patients with
84 A. baumannii isolates were obtained between August 2009 and October 2010 in this
hospital. Of all patients, the majority were males 49 (67.1 %) with mean age of 57.8 years.
Among the causes of hospitalization, 49 patients (67.1 %) were clinical, followed by 17 (23.3
%) surgical. The main comorbidities observed were: nephropathy (30.1 %), malignancy
(13.7%) and diabetes mellitus (10.9%). Regarding the use of invasive procedures was
observed more frequently in the use of mechanical ventilation (61.6 %), central venous
catheter (60.3 %), parenteral nutrition (34.2 %) and tracheostomy (34.2 %). The mean length
of hospital stay among patients was 49.5. Most patients had prior use of antibiotics (58 %). In
the present study, the 30-day mortality rate was 39, 7%. Of 84 A. baumannii isolates, 50
(59%) were MDR, nine (11%) were pan-resistant, and 25 (30% were non-MDR. The factors
significantly associated with multidrug resistance included previous surgeries, presence of
comorbidity (renal disease), use of more than two devices, parenteral nutrition, and
inappropriate antimicrobial therapy. Significant predictors of 30-day mortality in the
univariate analysis included pneumonia, diabetes mellitus, renal disease, use of more than two
devices, and inappropriate antimicrobial therapy administered within two days of the onset of
infection. The factors associated with mortality in patients with MDR A. baumannii infection
in this study were: age> 60 years, pneumonia, diabetes mellitus, renal disease, use of more
than two invasive procedures, and inappropriate antimicrobial therapy. It was possible to
perform the detection of resistance genes in 72 samples (84.7%). A total of 55 samples (76%)
presented a searched gene, 32 (44%) showed only the gene blapxa-s: and 23(32%) showed the
genes to blapxa 51 and blapxa-2s. The rate of hospital mortality was 39.7 % among cases of
patients with MR A. baumannii infection. The PFGE was performed on 23 random samples,
with 15 clinical samples and 8 samples from the environment. Only 5 of these samples were
susceptible to imipenem, 3 clinics and 2 of the environment. Thus, we observed the presence
of 8 clones (A - H), and showed the temporal/spatial relationship. Although with limitations
in this study, we observed a strong correlation between environmental contamination and
patient. Additional studies of non-epidemic prevalence are needed to promote a better
understanding of the patterns of spread of MDR A. baumannii within our hospital.

Key-words: carbapenemase, Acinetobacter baumannii, risk factors, oxacilinases.
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1.INTRODUCAO

Caracteristicas do género

Acinetobacter sp. € um cocobacilo Gram-negativo, ndo fermentador, estritamente
aerobico, ndo-modvel, sem pigmento, catalase positivo e oxidase negativo (VON
GRAEVENITZ, 1995).

Taxonomia

A histdria taxonémica deste género é bastante complexa e tem sido amplamente
modificada nos ultimos anos. Estudos baseados na hibridizagdo do DNA resultaram na
descricdo de pelo menos 32 espécies gendmicas, das quais 17 foram nomeadas (VAN
LOOVEREN e GOOSENS, 2004). Os métodos de identificacdo tradicionais ndo sdo
satisfatorios (GERNER-SMIDT, TIERNBERG e URSING, 1991). Acinetobacter baumannii
(A. baumannii), Acinetobacter calcoaceticus e genoespécie 3 e 13TU sdo dificilmente
distinguidas fenotipicamente e sdo denominadas de complexo Acinetobacter baumannii - A.
calcoaceticus (JOLY-GUILLOU, 2005; VAN LOOVEREN e GOOSENS, 2004 e GERNER-
SMIDT, TJERNBERG e URSING, 1991). Esse grupo representa as amostras de
Acinetobacter mais comumente associadas com infecgdes relacionadas aos cuidados com a
salde, chegando a 75% de Acinetobacter spp. isolados de espécimes clinicos (HENWOOD et
al, 2002).

Patogenicidade de A. baumannii

Diversos fatores de viruléncia e patogenicidade ja identificados em A. baumannii
podem ter um importante papel nos mecanismos de colonizacdo e infeccdo. Entre eles,
podemos mencionar a capacidade de se manter viavel por longos periodos em superficies
secas, a aquisicdo de nutrientes essenciais como o ferro, a adesao as células epiteliais levando
a apoptose destas e a secrecao de produtos toxicos (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008 e
DIJKSHOOEN, NEMEC e SEIFERT, 2007).

A producéo de biofilme, regulada pela atividade de genes do quorum-sensing também
tem sido demonstrada (LEE et al, 2008). O biofilme facilita a adeséo bacteriana a materiais
plasticos como cateteres e tubos de ventilagdo mecénica, favorecendo a colonizacdo e
infeccdo dos pacientes (DIJKSHOOEN, NEMEC e SEIFERT, 2007; LEE et al, 2008 e
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RODRIGUEZ-BANO et al, 2008). Além disso, a interacdo do pili e do lipopolissacaridio
(LPS) promovendo adesdo as células hospedeiras podem ser a primeira etapa na colonizacdo
(KNAPP et al, 2006).

Colonizacéo do trato
respiratorio

\ / Pneumonia

f» Invasao e Infeccdo
\ da corrente
\ sanguinea
)

Infecgao do trato
urinario

Colonizagao e
Infeccao de feridas

Colonizag&o
da pele

Colonizagao

-Adesao as células do hospedeiro
-Resisténcia a agentes inibidores da
Pele e das mucosas

-Formagéo de Biofilme
--Quorum-Sensing

Infecgao

-Estimulagéo de Resposta inflamatéria
- Citotoxicidade

- Aquisicdo de Ferro

- Resisténcia ao soro e ao sistema
complemento

Sobrevivéncia no Ambiente 7
-Resisténcia a Dessecacéo, a Desinfeccao

e aos antimicrobianos

-Versatilidade Nutricional

-- Formagé&o de Biofilme em superficies e
equipamentos

-- Quorum-sensing regulando a formagéo

de biofilme

Figura 01: Fatores que contribuem para a permanéncia no ambiente, infeccdo e colonizagéo
de pacientes por A. baumannii*
*Adaptado de DIJKSHOORN, NEMEC e SEIFERT, 2007

Epidemiologia global

Acinetobacter baumannii é recuperado do solo, agua, animais e humanos, sendo
ubiquitario na natureza (PATERSON, 2006).

Acinetobacter spp. € normalmente membro da microbiota da pele humana de pacientes
da comunidade e sdo frequentemente isolados no trato respiratério de pacientes hospitalizados
(FOURNIE e RICHET, 2006). Na comunidade, 10% dos residentes com consumo excessivo
de alcool podem apresenta-lo na faringe (ANSTEY et al, 2002). Isso sugere que a pele pode
ser fonte de infecgdo severa por A. baumannii como a bacteremia (FOURNIE e RICHET,
2006). Um estudo de Berlau e colaboradores (1999) de 192 voluntarios sadios revelou que
40% apresentavam Acinetobacter spp. como membro da microbiota (com A. Iwoffii
predominando em 60%), enquanto somente um voluntario apresentava uma amostra de A.
baumannii. Em contraste, em outros estudos A. baumannii foi isolado de fontes tais como
frutas e artropodes (FOURNIE e RICHET, 2006).
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Pacientes hospitalizados em UTIs sofrem alteragfes na microbiota normal incluindo a
da mucosa do trato respiratorio superior, com substituicdo de bactérias como espécies de
Streptococcus  por bacilos Gram-negativos (BGN) representantes da familia
Enterobacteriaceae, além de ndo fermentadores com destaque para Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa, e Gram-positivos como Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) (BASSI et al, 2010). Essa alteragcdo ocorre a partir de 5 a 7 dias de
internacdo e é favorecido pela gravidade do estado clinico do paciente, pelo uso de
procedimentos invasivos e, sobretudo, pela utilizacdo de antibioticos (RELLO et al, 2002).

InfecgBes por A. baumannii foram identificadas em injurias traumaticas, sugerindo
contaminacédo da ferida (PEREZ et al, 2007). A. baumannii foi isolado de cultura sanguinea
obtidas de 102 pacientes hospitalizados no servico médico no Afeganistdo e na regido do
Iraque-Kuwait (PEREZ et al, 2007; FOURNIE e RICHET, 2006 e CDC, 2004). Na guerra do
Vietnd, o A. baumannii foi o cocobacilo Gram-negativo mais comum em injdrias traumaticas
(FOURNIE e RICHET, 2006). Além disso, Acinetobacter multirresistente (MR) foi descrito
em 2006 como agente de pneumonia associada a ventilacdo mecanica em soldados
gravemente doentes que retornaram do Afeganistdo (TIEN et al, 2001). Entretanto, em ambos
os casos a fonte do patégeno ndo é conhecida, somente sugere-se contaminacdo ambiental,
pois 0 Acinetobacter pode sobreviver em ambiente umido e seco (CATALANO et al, 1999 e
WENDT et al, 2004).

Acinetobacter spp. podem sobreviver por periodos superiores a 5 meses em fontes
hospitalares inanimadas (HANLON, 2005; FOURNIE e RICHET, 2006). As mais comuns
fontes sé@o ventiladores, equipamentos de sucgéo, travesseiros, umidificadores, grade da cama,
equipamento de nutricdo intravenosa, bombas de infusdo, pias, mesas, termdmetro,
saboneteiras e nebulisadores (PATERSON, 2006).

Vigilancia e Fatores de risco

A. baumannii esta atualmente emergindo como causa de numerosos surtos globais bem
como amostras endémicas em UTI com altas taxas de resisténcia. A. baumannii MR esta
sendo relatado em hospitais da Europa, EUA, China, Hong Kong, Coréia, Japdo e areas do sul
do Pacifico (PEREZ et al, 2007).

Dados de vigilancia da Sociedade Britanica de Antimicrobianos relatam aumento na
resisténcia desde 2002 em A. baumannii, sendo mais de 30% de isolados no sangue resistentes

a gentamicina e piperacilina/tazobactam e isolados em outros espécimes clinicos mais
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resistentes (BSAC, 2006). Entretanto, taxas de resisténcia para imipenem sdo baixas, nao
excedendo 6%. E interessante que o clone de multirresisténcia de A. baumannii foi
identificado em 24 hospitais no Reino Unido, os quais foram resistentes para ampicilina,
piperacilina, piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefotaxima, gentamicina e ciprofloxacina,
com a maioria dos isolados também resistentes aos carbapenémicos (TURTON et al, 2004(a)
e MANUEL et al, 2003).

Em diversos estudos, uma variedade de fatores de risco no isolamento de amostras de
A. baumannii MR foi identificada (FALAGAS e KOPTERIDES, 2006). Em pesquisa de 20
anos no PubMed de setembro de 1985 a setembro de 2005, embora os desenhos dos estudos
sejam heterogéneos limitando as andlises, aquisi¢cdo e disseminacdo de A. baumannii MR, foi
relatado um grande namero de variaveis (FALAGAS e KOPTERIDES, 2006; CARBONNE
et al, 2005). Em 20 estudos caso-controle com analise multivariada, o uso de antibioticos foi o
mais comum fator de risco em mais de 50% dos estudos (FALAGAS e KOPTERIDES, 2006).
Carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracdo foram os antibidticos mais comumente
implicados, seguidos de fluorquinolonas, aminoglicosideos e metronidazol. Em um estudo de
coorte de 203 pacientes, 43% das amostras de A. baumannii foram resistentes ao imipenem,
com ampla distribui¢cdo clonal. Como fatores de risco foram considerados: o tamanho do
hospital (maior que 500 leitos), terapia antimicrobiana prévia, uso do cateter de Foley e
cirurgia. A analise concluiu que o elemento chave no controle de infeccdo deveria ser a
melhor diferenciacdo entre colonizacdo e infec¢do para limitar o uso inapropriado de
antibidticos (DEL MAR et al, 2005). Outros fatores de risco incluem internacdo na UTI,
tempo de permanéncia na UTIl e no ambiente hospitalar, severidade da doenca, sexo,
intervengdes terapéuticas tais como traqueostomia, hidroterapia, transfuséo, cateter venoso
central e arterial, cateter de Foley etc (FALAGAS e KOPTERIDES, 2006; NAVON-
VENEZIA, BEN-AMI, CARMELL 2005 ¢ D’AGATA, THAYER, SCCHAFFNER, 2000).

A avaliacdo do impacto na mortalidade nas infec¢Ges por Acinetobacter baumannii em
pacientes hospitalizados permanece matéria de controversia (MARAGAKIS e PERL, 2008;
PEREZ et al, 2007). Aspectos tais como o nimero limitado de pacientes, como em nossa
investigacdo, a heterogeneidade metodoldgica e a dificuldade em parear adequadamente
controles quanto a gravidade da doenca do grupo caso, contribuem para esta indefinicdo
(ABBO et al, 2007; FALAGAS; KOPTERIDES; SIEMPOS, 2006; FOURNIER e RICHET,
2006; MARAGAKIS e PERL, 2008). Ha relatos na literatura de taxas de mortalidade
atribuida a essas infec¢bes variando de 10 a 43% (FALAGAS, BLIZIOTIS e SIEMPOS,

2006). Portanto, alguns autores defendem que a infec¢do por A. baumannii € um marcador
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para aqueles pacientes com doencga grave e ndo um preditor independente de mortalidade
(ALBRECHT et al, 2006).

Identificacéo Laboratorial

A identificacdo fenotipica do género baseia-se nas caracteristicas fenotipicas, porém a
identificaco das espécies &€ muito complexa. O sistema com mais de 20 testes diferentes
proposto inicialmente por Bouvet e Grimont em 1986 e revisto em 1991 (BOUVET e
GRIMONT, 1986 e GERNER-SMIDT, TIERNBERG e URSING, 1991) ndo é amplamente
utilizado e espécies fortemente relacionadas geneticamente ndo sdo separadas adequadamente
com este sistema. O grande problema é que as espécies mais relevantes clinicamente como A.
baumannii, genoespécie 3 e 13TU ndo sdo diferenciadas da espécie A. calcoaceticus
considerada de origem ambiental (DIJKSHOOEN, NEMEC e SEIFERT, 2007 e GERNER-
SMIDT, TIERNBERG e URSING, 1991).

Os sistemas de identificacdo comerciais também ndo conseguem distinguir as espécies
do complexo A baumannii-calcoaceticus e, dessa forma, os métodos usados nos laborat6rios
de rotina ndo conseguem discriminar as espécies (DIJKSHOOEN, NEMEC e SEIFERT,
2007).

Para melhorar a identificacdo das espécies de Acinetobacter, varios métodos
moleculares tém sido propostos. O método de hibridizacdo de DNA proposto inicialmente €
muito trabalhoso e ndo tem sido muito utilizado (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008 e
DIJKSHOOEN, NEMEC e SEIFERT, 2007). Atualmente, diferentes métodos baseados na
técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando diferentes iniciadores (primers)
capazes de amplificar regiGes especificas de cada espécie, estdo sendo amplamente utilizados.
Entre eles, podemos citar a andlise da regido 16S rRNA e o Amplified Fragment Lenght
Polymorphsim (AFLP) que sdo os mais utilizados (DIJKSHOOEN, NEMEC e SEIFERT,
2007). Existe também, o sequenciamento da regido intergénica do gene 16S-23S rRNA e 0
sequenciamento do gene que codifica a subunidade B da RNA polimerase (PELEG, SEIFERT
e PATERSON, 2008 e DIJKSHOOEN, NEMEC e SEIFERT, 2007). A espécie A. baumannii
pode ser confirmada pela identificacdo do gene blapxa-siike 0 qual € intrinseco a espécie
(HERITIER et al, 2005).

Mecanismos de resisténcia
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Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos ou adquiridos, sendo que ambos
tém sido observados em A. baumannii. Os mecanismos de resisténcia sdo provenientes da
evolucdo das bactérias, sendo usados como forma de protecdo do micro-organismo. A
resisténcia intrinseca é previsivel, estando relacionada com a baixa permeabilidade da
membrana externa, sistema ativo de efluxo, produgdo de [-lactamases e de enzimas
inativadoras de outros antimicrobianos como aminoglicosideos e quinolonas (LIVERMORE,
2001 e LIVERMORE e BROWN, 2001).

A resisténcia adquirida resulta de uma alteracéo fisioldgica ou estrutural na bactéria,
ndo sendo previsivel. Quando ocorrem altera¢fes genéticas, podem ser mutacdo, transducéo,
transformacéo ou conjugacdo. Quando ndo ha alteracdo pode ocorrer inducdo de um fenétipo
devido as condi¢bes do meio, que pode ser estavel, permanecendo apds retirada do fator ou
instavel, desaparecendo com o fator de exposi¢cdo (FORBES, SAHAN e WEISSFELD, 1998).

A recente emergéncia de amostras de A. baumannii MR para muitas classes de
antibidticos tem sido atribuida a sua réapida habilidade em acumular mecanismos de
resisténcia. Ilhas com resisténcia antibiotica para mais de 40 genes foram identificados
(FOURNIER et al, 2006). Mecanismos combinados de resisténcia bacteriana séo
frequentemente encontrados e identificados como um dos causadores de multirresisténcia
disseminada na espécie (BONOMO e SZABO, 2006).

Vallenet et al (2008) sequenciaram o genoma de 3 cepas diferentes de Acinetobacter,
sendo duas da espécie A. baumannii, isoladas de humanos, uma multirresistente (MR) e outra
multisensivel. Neste estudo, foi demonstrado que a cepa MR apresentava uma ilha de
resisténcia (86kb), onde se localizavam 45 dos 52 genes de resisténcia identificados. Dentro
desta regido foram identificados 88 sequéncias abertas de leitura (open reading frames), das
quais 82 foram relacionadas a outras bactérias. Muitos elementos genéticos mdveis (integrons,
transposons e sequéncias de insercdo) foram identificados nesta regido, ndo sendo encontrada
na cepa multisensivel (VALLENET et al, 2008).

No género Acinetobacter spp. resisténcia especifica aos carbapenémicos esta
relacionada a perda de porinas, mas de forma mais significativa, a producdo de -lactamases
da classe B (metalo-B-lactamases) e da classe D (OXA-carbapenemases) (POIREL e
NORDMANN, 2006 ).

Resisténcia aos p-lactamicos



21

Os PB-lactdmicos atuam inibindo a ultima etapa da sintese de peptideoglicano por
inibicdo da transpeptidase. Além disso, as proteinas de ligagdo da penicilina (PBP) participam
na sintese do peptideoglicano e no processo de divisdo celular (CHAMBERS e SANDE,
1996). Para ter agdo antimicrobiana, os B-lactamicos precisam penetrar na parece celular e se
ligar as PBPs. Esse processo € dificil em A. baumannii, pois a parede celular apresenta uma
camada de lipopolissacarideos ancorada na membrana externa que tambeém dificulta a
penetracdo de farmacos hidrofilicos e também porque A. baumannii carece das porinas de
alta permeabilidade que permitem que o farmaco penetre na célula. Por esse motivo, apenas
alguns B-lactdmicos especificos apresentam atividade contra A. baumannii.

Os principais tipos de resisténcia aos B-lactamicos sdo: (a) hidrolise por B-lactamases,
(b) alteracdo nas proteinas de membrana externa (OMPSs) (porinas) e proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs) e (c) aumento na atividade das bombas de efluxo (PEREZ et al, 2007,
POIREL, NORDMANN, 2006; VILA, MARTI, SANCHEZ-CESPEDES, 2007).

B-lactamases

Pela classificacdo de Ambler (1980), as B-lactamases sdo divididas em quatro classes
distintas, com base na estrutura molecular e de acordo com a sequéncia de aminoacidos. A
classe A pertence ao grupo das penicilinase e carbenicilinase (serino e 3 lactamase de espetro
estendido - ESBL); a classe B engloba as metaloBlactamases (MBL); a classe C ¢ a referente
as cefalosporinases cromossomais (AmpC) e a classe D, pertencente as oxacilinases,
derivadas das serinoflactamases. A resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp.
pode ser conferida pela classe B de Ambler, classe D ou por mecanismos [B-lactamases
independentes (COELHO et al, 2004).

Cefalosporinases cromossomais (AmpC) sdo comuns em todas as amostras de A.
baumannii (CORVEC et al, 2003). Essas enzimas hidrolisam penicilinas bem como todas as
cefalosporinas de amplo e estreito espectro. E de origem cromossomal cuja expressdo é
regulada pela sequéncia promotora denominada ISAbal (PELEG, SEIFERT e PATERSON,
2008).

Algumas variantes de B-lactamases de Espectro Ampliado (ESBL) tém sido relatadas
em A. baumannii (ZAVASCKI et al, 2010), no entanto a detecgdo fenotipica laboratorial é
dificil devido a presenca de outros mecanismos que interferem nos testes de ESBL (PELEG,
SEIFERT e PATERSON, 2008).
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As metalo-beta-lactamases (MBL) s&o enzimas caracterizadas por possuirem um sitio
catalitico que é dependente de cétions divalentes. O zinco € o principal cofator utilizado por
essas enzimas, sendo quelado por EDTA e compostos derivados do tiol. Assim, essa classe de
enzimas ¢ inibida por quelantes e nao ¢ afetada pelos inibidores convencionais de [-
lactamases, como tazobactam e sulbactam (QUEENAN e BUSH, 2007). Atuam,
preferencialmente, sobre os carbapenémicos, mas também possuem afinidade por
cefalosporinas e penicilinas e ndo sdo ativas contra os monobactamicos (LIVERMORE e
WOODFORD, 2000). Até o momento, foram identificadas seis diferentes familias dessas
enzimas maveis: IMP (imipenemase), VIM (Verona imipenemase), SPM ( Sdo Paulo metalo-
B-lactamase), GIM (Germany imipenemase), SIM (Seoul imipenemase), AIM (Australian
imipenemase) e KHM (Kyorin Hospital metalo-p-lactamase), sendo as duas primeiras mais
prevalentes (MALTEZOU, 2009 e SEKIGUCHI et al, 2008).

A primeira MBL movel foi do tipo IMP, descrita no Japdo em 1991 em P. aeruginosa
(WATANABE et al, 1991) e, posteriormente, em Hong Kong, entretanto VIM-2 foi descrita
pela primeira vez em Verona, na Italia, em 1997 (LAURETTI et al, 1999). Outras familias de
MBL foram identificadas posteriormente: SPM-1 no Brasil (TOLEMAN et al, 2002), GIM-1
na Alemanha ( CASTANHEIRA et al, 2004), SIM-1 em Seoul (LEE et al, 2005), AIM na
Australia (YONG et al, 2007) e KHM no Japao (SEKIGUCHI et al, 2008). Muitas MBL séo
encontradas em integrons classe 1 que sdo parte dos transposons (PEREZ et al, 2007).

As oxacilinases, P-lactamases classe D, que inativam carbapenémicos foram
reportados em A. baumannii e formam o grupo de maior prevaléncia de familias génicas de -
lactamases codificadas por plasmideos desde o inicio dos anos 1980 (BROWN e AMYES,
2006; POURNARAS, MARKOGIANNAKIS e IKONOMIDIS, 2006).

As oxacilinases sdo fracamente inibidas por acido clavulanico e EDTA e sdo
conhecidas por sua ampla variabilidade na sequéncia de aminoacidos (BUSH, JACOBS e
MEDEIROS, 1995). Essas enzimas geralmente hidrolisam oxacilina com mais eficéncia do
que benzilpenicilina. Além disso, também hidrolisam amoxacilina, meticilina, cefaloridina e
cefalotina. A atividade de carbapenemase parece ser uma propriedade intrinseca de algumas
oxacilinases que ndo séo derivadas de mutacdes pontuais. Estudos mostram que oxacilinases
hidrolisantes de carbapenémicos (CHDLS) séo satisfatoriamente inibidas por NaCl (POIREL
e NORDMANN, 2006).

A primeira descrigdo foi de OXA-23, inicialmente chamada de ARI-1 (Acinetobacter

resistente ao imipenem), que foi isolada na Escécia em 1985 (PATON et al, 1993).
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Oxacilinases séo codificadas por genes da familia blapxa. Carbapenemases do tipo
OXA tem emergido globalmente como o0s principais responsaveis pela resisténcia aos
carbapenémicos em Acinetobacter spp. (CARVALHO et al, 2009).

No Brasil, a primeira descricdo de OXA-23 em A. baumannii foi em 2003 relacionada
a um surto na cidade de Curitiba (DALLA-COSTA et al, 2003). Apds esse relato, o segundo
foi em 2009 quando foi descrita a disseminagé@o de diferentes clones produtores de OXA-23
no Rio de Janeiro (CARVALHO et al, 2009). Também, em 2009, foi publicada a
identificacdo dessa enzima em Porto Alegre e demonstrou a transmissao de um clone de
CRAD entre profissionais de salde, equipamentos médicos e pacientes (MARTINS et al,
2009). Girlich, Poirel e Nordmann (2010) identificaram este gene em um isolado de A.
baumannii do ambiente.

A tabela 1 mostra os subgrupos de carbapenemases da familia oxacilinase.

Tabela 01: Subgrupos de carbapenemases da familia OXA de B-lactamases.

Grupo Subfamilia enzimatica Membros OXA adicionais
1 OXA-23 (ARI-1) OXA-27, OXA-49, OXA-73, OXA-102, OXA-103,
OXA-105, OXA-133 e OXA-134
2 OXA-24 (OXA-40) OXA-25, OXA-26, OXA-33 e OXA-72
3 OXA-51 OXA-64, OXA-65 OXA-66, OXA-67, OXA-68,

OXA-69, OXA-70, OXA-71, OXA-75, OXA-76,
OXA-77, OXA-78, OXA-79, OXA-80, OXA-82,
OXA-83, OXA-84, OXA-86, OXA-87, OXA-88,
OXA-89, OXA-90, OXA-91, OXA-92, OXA-93,
OXA-94, OXA-95, OXA-104, OXA-106, OXA-
107, OXA-108, OXA-109, OXA-110, OXA-111,
OXA-112, OXA-113, OXA-115, OXA-116, OXA-
117, OXA-130, OXA-131 e OXA-132

4 OXA-58 OXA-96 e OXA-97

5 OXA-55 OXA-SHV

6 OXA-48 OXA-54 e OXA-SAR2

7 OXA-50 OXA-50a, OXA-50b, OXA-50c, OXA-50d e PoxB
8 OXA-60 OXA-60a, OXA-60b, OXA-60c, OXA-60d
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9 OXA-62 Nenhum
10 OXA-143 Nenhum

Adaptado de Queenan e Bush, 2007 e Poirel, Naas e Nordmann, 2010

Desses grupos, cinco ja foram descritos em isolados de Acinetobacter sp., como
produtores de carbapenemases: OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58 e OXA-143. Estudos
mostram uma forte relacdo entre a presenca do gene blapxa-s1 em isolados de Acinetobacter
baumannii, sugerindo que este gene poderia atuar como marcador molecular da espécie, uma
vez que este € um gene intrinseco a ela (TURTON et al, 2006(b)), tornando a espécie um
reservatorio desse gene de B-lactamase no ambiente (FEIZABADI et al, 2008).

Mudancgas na OMPs e PBPs

Modificacdes na permeabilidade da membrana externa de Acinetobacter spp. tém sido
associada com a resisténcia aos B-lactamicos (VILA, MARTI e SANCHEZ-CESPEDES,
2007; BOU et al, 2000 e QUALE et al, 2003). A bicamada lipidica da membrana externa dos
Gram-negativos € impermeavel a compostos hidrofobicos tais como os carbapenémicos. Por
esse motivo, canais protéicos transportadores, denominados porinas de membrana externa
(OMP) sdo necessarios para que estes farmacos consigam atravessar a bicamada lipidica.

AlteracGes na estrutura molecular das porinas ou na expressdo genética sdo
mecanismos importantes das BGN para se protegerem contra a acdo dos carbapenémicos
(VILA, MARTI e SANCHEZ-CESPEDES, 2007).

Muitos surtos de infeccdo causada por A. baumannii resistente ao imipenem foi devido
a perda de porina (PEREZ et al, 2007 e VAN LOOVEREN e GOOSENS, 2004). Quale e
colaboradores (2003) mostraram que isolados de A. baumannii resistente ao imipenem tinham
expressao reduzida das OMPs 47, 44 e 37 KDa mais aumento da expressdao de AmpC.
Similarmente, em isolados de Madri (Espanha), perda das OMPs de 22 e 33 kDa combinadas
com a produgédo de OXA-24 resultou em resisténcia aos carbapenémicos. Expresséo reduzida
de PBP2, como descrito em isolados na Sevilha (Espanha), explica a resisténcia do A.
baumannii a carbapenémicos (BOU et al, 2000).

A estrutura CarO tém sido associada a resisténcia aos carbapenémicos em cepas de A.
baumannii, apesar de ndo possuir sitio de ligacdo especifico para imipenem e meropenem
(SIRQY et al, 2005).
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Bombas de efluxo
As bombas de efluxo, presentes em todas as células, sdo responsaveis pelo transporte

de compostos organicos toxicos, para fora da célula (VILA, MARTI e SANCHEZ-
CESPEDES, 2007). As BGN apresentam baixa permeabilidade da membrana externa e, por
isso, quando os sistemas ativos de efluxo estdo presentes, o antimicrobiano terd dificuldade
para penetrar através da membrana externa, depois de ter sido expulso da célula (VILA,
MARTI e SANCHEZ-CESPEDES, 2007).

A bomba de efluxo AdeABC foi bem caracterizada em A. baumannii (MAGNET,
COURVALIN e LAMBERT; 2001). Ela bombeia aminoglicosideos, cefotaxima, tetraciclina,
eritromicina, cloranfenicol, trimetropim e fluorquinolona, no entanto a super expressdo em
conjunto com oxacilinase hidrolisando carbapenémico pode conferir alta taxa de resisténcia
aos carbapenémicos (MAGNET, COURVALIN e LAMBERT; 2001). Outra bomba de efluxo
multidroga, AbeM, foi identificada. Entretanto, seu espectro é limitado a fluorquinolonas (SU
et al, 2005).

Sequéncias de insercéo ISAba

As sequéncias de insercdo (IS) sdo os menores e mais abundantes elementos de
transposicdo presentes no genoma bacteriano capazes de realizar transposi¢éo independente
(MUGNIER, POIREL e NORDNANN, 2009). Sua a¢do no aumento da resisténcia consiste
no fato de poderem conter regides promotoras que aumentam a expressdo de genes de
resisténcia localizados posteriormente no genoma (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008).

Varias sequéncias tém sido descritas em Acinetobacter, cada uma associada com genes
especificos. S8o denominadas ISAba, sendo conhecidas como ISAbal, ISAba2, ISAba3 e
ISAba4. Certos elementos como ISAbal parecem estar relacionados somente a espécie A.
baumannii (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008).

As oxacilinases dos grupos OXA-23, OXA-58 e OXA-51 com freqiiéncia possuem
associacdo com esses elementos de insercdo. OXA-23 é a mais comum e frequentemente
possuem elementos do tipo ISAbal e ISAba4, enquanto o grupo OXA-58 ja foi descrito
associado com ISAbal, ISAba2, ISAba3 e 1S18 (POIREL, NAAS e NORDAMANN, 2010).
Ja a OXA-51 tem associacdo com ISAbal e ISAba9 (FIGUEIREDO et al, 2009).

Desse modo, a resisténcia aos carbapenémicos pode ndo ser inferida pela deteccéo de
genes blapxa-s1, mas sim, pela deteccdo deste em associagdo a tais elementos de inser¢do. Em

contrapartida, a detecgdo de alelos genéticos que codificam enzimas do tipo OXA-23, OXA-
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24 e OXA-58 estdo associados com, a0 menos, a diminuicdo da susceptibilidade aos
carbapenémicos (WOODFORD et al, 2006).

Make e colaboradores (2006) investigaram a presenca de diferentes determinantes de
resisténcia em isolados nosocomiais de A. baumannii MR. O estudo analisou amostras
provenientes de dois hospitais na Austrélia e relacionaram a resisténcia aos carbapenémicos a
presenca do gene blaga23 associado ao elemento promotor ISAbal. A resisténcia as

cefalosporinas foi associada a expressdo de AmpC (também associada ao elemento ISAbal).

Resisténcia a polimixinas

As polimixinas sdo uma importante alternativa terapéutica para as infeccoes
causadas por CRAb (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008). Devido ao aumento do seu
uso, os relatos de resisténcia cresceram. Poucos estudos tém demonstrado esse fendbmeno em
A. baumannii e provavelmente esta associado a baixa afinidade de ligacdo ao LPS, como visto
em outros BGN (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008).
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2. JUSTIFICATIVA

As infeccGes hospitalares apresentam grande importancia no fator morbidade,
mortalidade e custos dos pacientes internados em hospitais de nivel terciario, bem como
poucos trabalhos com informacBes epidemioldgicas e microbioldgicas em nosso pais e
uma grande necessidade de politicas de saude para controle de antibidticos. Tal género,
por estar presente nos mais diversificados ambientes, € capaz de albergar genes que
causam resisténcia e dissemina-los através de elementos moveis presentes em seu
genoma. Sabemos que a rapida disseminacdo de genes de resisténcia tem contribuido para
agravar a situacdo e que a identificacdo de fenotipos e gendtipos de resisténcia pode
ajudar a evitar essa propagacao e diminuir os custos com internacao.

Durante a ultima década, o tratamento dessas infeccdes tem se tornado critico, em
funcdo do surgimento de cepas multirresistentes cuja disseminacdo tem sido associada a
contaminacdo de equipamentos hospitalares (respiradores, ar-condicionado, equipamentos
para diagnostico por imagem) e/ou através das méos colonizadas da equipe assistencial. A
emergéncia da resisténcia aos carbapenémicos tem limitado o tratamento ao uso de

polimixinas como principal op¢éo terapéutica.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Determinar a incidéncia de Acinetobacter baumannii em pacientes infectados no HC-UFU
e no ambiente da UTI de adultos do HC-UFU, caracterizando-os fenotipicamente e

genotipicamente, no periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010.

3.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 Para as amostras provenientes de pacientes infectados e internados no HC-UFU
v"Avaliar a epidemiologia de Acinetobacter baumannii em relacdo aos fatores de risco
para infeccéo;

v Avaliar o perfil de susceptibilidade do Acinetobacter baumannii aos antimicrobianos e
avaliar a frequiéncia de amostras multirresistentes e pan-resistentes;

v Avaliar a taxa de mortalidade total dos pacientes infectados por cepas multirresistentes
e ndo multirresistentes no prazo de 30 dias ap6s a infeccdo por Acinetobacter
baumannii;

v Determinar fenotipicamente as beta-lactamases de classe A e B de Acinetobacter
baumannii para as amostras provenientes de infeccdo através do Teste de Sinergismo
Duplo Disco com EDTA e Teste de Hodge;

v Determinar a presenca dos genes blapp.1, blayiv-2, blasi, blaspm: € blagiy em
Acinetobacter baumannii por PCR das amostras provenientes de infeccéo;

v Determinar a presenca dos genes blaoxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss € blaoxa-143

em Acinetobacter baumannii por PCR das amostras provenientes de infeccao;

3.2.2 Para as amostras do ambiente da UTI adulta do HC-UFU
v" Verificar a contaminacao de superficies por Acinetobacter baumannii multirresistentes
a partir dos pacientes infectados e internados na UTI adulto antes e apos a limpeza;
v Determinar a presenca dos genes blayp.1, blavimz, blasim, blasem1 € blagim em
Acinetobacter baumannii isolados de ambiente na UTI adulta do HC-UFU,;
v Determinar a presenca dos genes blapxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss € blaoxa-143

em Acinetobacter baumannii isolados de ambiente na UTI adulta do HC-UFU.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Descrigdo do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

O estudo foi realizado no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia
(HC-UFU), complexo hospitalar publico, universitario, de assisténcia terciaria e com
capacidade para 530 leitos. E um hospital de referéncia para uma populagio de 81 municipios
das regiGes do Triangulo Mineiro, Alto Paranaiba e sul de Goias. Possui clinicas de varias
especialidades. A Unidade de Terapia intensiva (UTI) mista de adultos é clinico-cirurgica e

no momento do estudo apresentava 15 leitos.

4.2 Desenho de estudo

No periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 foi realizado um estudo prospectivo
longitudinal, com busca de casos de infeccdo por Acinetobacter baumannii. Adicionalmente,
foi feito também um estudo caso-controle, sendo para a avaliacdo dos fatores de risco
associados a infeccdo por Acinetobacter baumannii, com o0s casos sendo pacientes com
infeccdo por Acinetobacter baumannii multirresistente e os controles aqueles com infecgédo
por Acinetobacter baumannii ndo-multirresistente. Foi preenchida uma ficha individual
contendo os seguintes dados de cada paciente: idade, género, diagnéstico de admisséo,
procedimentos invasivos, uso prévio de antimicrobianos e corticoides, tempo de internacdo
(Anexo 1). Foi ainda realizada a vigilancia ativa de todos os pacientes da UTI e de todos 0s
que apresentaram infeccdo, nesse periodo, por Acinetobacter baumannii coletou-se material
do ambiente antes e apds a limpeza para verificar a contaminacdo de superficie por
Acinetobacter baumannii. A mortalidade total hospitalar foi avaliada no prazo de 30 dias apds

o diagnostico de infeccdo por Acinetobacter baumannii.

4.3 Definicoes

Multirresisténcia (MR): foi definida quando a bactéria apresentou resisténcia a trés ou mais
classes diferentes de antimicrobianos (DEPUYDT et al, 2008). A sensibilidade/resisténcia foi
interpretada de acordo com os critérios do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2010).
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Mortalidade total (hospitalar): relacdo entre 0 nimero de dbitos de pacientes com infecgdo
microbiana durante a internagdo hospitalar, independentemente da causa, considerando até 30
dias apds o diagnostico microbioldgico da infecgéo.

Terapia antimicrobiana prévia: foi definido quando houve uso de antimicrobianos dentro

de um periodo de 14 dias anteriores ao isolamento do micro-organismo.

4.4 Amostras provenientes de ambiente hospitalar (UTI1 — HC - UFU)

4.4.1 Selecdo dos pacientes

Durante a vigilancia de incidéncia de infeccBes por Acinetobacter baumannii no
laboratério de microbiologia do HC-UFU foram identificados os pacientes internados no
periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010, na UTI de adultos com infec¢do por
Acinetobacter baumannii multirresistentes. A amostragem ambiental foi realizada no quarto
desses pacientes com infec¢do por A. baumannii e as coletas realizadas antes e apds a limpeza
de rotina da unidade, totalizando seis coletas por paciente, sendo a metade (trés) antes e as

demais apo6s a limpeza do local.

4.4.2 Locais de coleta
e Categoria 1 — Superficies proximas ao paciente onde as méaos dos profissionais de
salide entram em contato (grade da cama).
e Categoria 2 — Superficies localizadas até um metro do paciente (mesa de
cabeceira).
e Categoria 3 — Superficies distantes (maior que 1m) do paciente (macaneta da

porta).

4.4.3 Técnica de coleta (“Wipe-rinse”) de ambiente

Método qualitativo para amostragem de grandes areas por meio de gazes pré-
umidificadas esteréis (7 x 7 cm). A gaze foi removida cuidadosamente de um tubo
umidificada com solucéo salina estéril, e pressionada sobre a superficie utilizando movimento
circular. A gaze foi colocada em um frasco estéril contendo 10-15 mL de TSB seguindo-se de
agitacdo por 20-30 segundos em Vortex e incubagdo “overnight” a 37°C (AL-HAMAD;
MAXWELL, 2008).
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4.4.4.Técnicas microbioldgicas
4.4.4.1 Cultivo primério

A partir do crescimento em TSB, a suspensdo resultante foi inoculada em Agar Mac
Conkey, pela técnica de esgotamento, seguido de incubacdo a 37°C por 24 horas
(KONEMAN et al., 2001).

4.4.4.2 Provas de identificacéo

As col6nias foram caracterizadas como Acinetobacter spp. pelos seguintes testes:
reacao de citocromo-oxidase, oxidacdo e fermentacao da glicose pelo teste de OF, motilidade,
atividade de diidrolise de arginina, descarboxilacédo da lisina, producdo de DNAse e producao
de pigmento. Como controles foram utilizados a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922 (KONEMAN et al., 2001). Apos identificacdo prévia as
amostras foram submetidas ao PCR para identificacdo de gene intrinseco ao género

Acinetobacter, blaoxas:.

4.4.4.3 Teste de sensibilidade

A susceptibilidade dos isolados de Acinetobacter spp. foi determinada pelo método de
disco difusdo. As amostras estocadas foram subcultivadas em Agar TSA pela técnica de
esgotamento e incubadas a 37°C por 24 horas. Cerca de 3 a 5 colbnias representativas foram
semeadas em 5mL de caldo TSB. A suspensdo foi incubada a 37°C até atingir uma turvacao
equivalente a escala 0,5 de McFarland e semeada em placa de Agar Miueller-Hinton com
auxilio de “swab” de modo a obter crescimento confluente. Os discos com antimicrobianos
foram aplicados sobre a superficie das placas seguindo-se de incubacdo a 37°C por 24 horas
(CLSI, 2010). Os seguintes antimicrobianos foram utilizados: ampicilina-sulbactam,
aztreonam, ceftazidima, cefepima, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina,
meropenem, piperacilina-tazobactam, colistina, sulfametoxazol-trimetropim, tigeciclina. Pela
inexisténcia de dados sobre tigeciclina para Acinetobacter spp., foram usados os pontos de
corte propostos pelo Food and Drug Administration (FDA) listados para Enterobacteriaceae
(£ 2, 4 e 8 pg/mL para amostras susceptiveis, intermedidrias e resistentes, respectivamente).
Como amostra padréo foi utilizada a Pseudomonas aeruginosa ATCC 27 853 e Escherichia
coli ATCC 25922,
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4.5 Amostras provenientes de pacientes internados no HC-UFU
4.5.1 Selecdo dos pacientes

Foram incluidos no estudo todos os pacientes com infeccdo por Acinetobacter

baumannii internados no HC-UFU no periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010.

4.5.2 Selecdo das amostras de Acinetobacter baumannii

Durante a vigilancia de incidéncia de infec¢bes por Acinetobacter baumannii no
laboratério de microbiologia do HC-UFU foram identificados os pacientes internados no
periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 com infec¢bes por esse micro-organismo e,
obtiveram-se amostras que foram armazenadas para realizacdo dos testes fenotipicos e

genotipicos de resisténcia bacteriana.

4.5.3 Armazenamento das bactérias

Apos a identificacdo e confirmagdo de espécie/género, colbnias com 24 horas de
crescimento em Agar TSA foram transferidas para caldo BHI acrescido de 15% de glicerol e
estocadas a -80°C no Laboratério de Microbiologia da UFU.

A fim de permitir o isolamento de colbnias puras e viaveis para 0s experimentos
subsequentes, aliquotas das culturas estocadas foram cultivadas novamente em BHI,
incubadas a 37°C, durante 18-24 horas e transferidas para Agar Mac Conkey, antes de serem

submetidas aos experimentos.

4.5.4 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Para os isolados clinicos foi realizada a diluicdo em gel (MIC) de acordo com 0s
critérios recomendados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2010).

A susceptibilidade pelo método de diluicdo em gel (MIC) foi determinada através do
VITEK® (bioMérieux). As culturas testes foram suspensas em solugdo salina 0,45% com
objetivo de obter uma solugdo com turbidez compativel com a escala de 0,50 a 0,63 de
McFarland e em seguida, diluidas conforme as recomendagdes do fabricante. Os cartdes
foram inseridos no aparelho e automaticamente preenchidos com as suspensdes bacterianas.

No cartdo, os antimicrobianos séo encontrados em duas a quatro concentracdes diferentes.
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Cada poco com o antibi6tico teste € avaliado automaticamente a cada 15 minutos durante 18
horas de maneira a gerar uma curva de crescimento e, por comparagdo, com um controle, o
MIC (do inglés, “Minimum Inhibitory Concentration”) de cada antibidtico ¢ estimado. Esse
calculo é realizado com um algoritmo especifico para cada antimicrobiano independente da
espécie do micro-organismo.

Os isolados foram classificados em panresistentes (PAN), multirresistentes (MR) e
ndo-multirresistentes (ndo-MR) seguindo os critérios utilizados pela maioria dos autores,
conforme exposto a seguir.

Para linhagens de Acinetobacter spp.:

e Multirresistentes — linhagem resistente a trés classes de antimicrobianos:
aminoglicosideos,  penicilinas, carbapenémicos, cefalosporinas, quinolonas,
polimixina, ampicilina-sulbactam e tetraciclinas.

e Panresistentes — linhagem resistente a todas as classes acima, inclusive a tigeciclina.

4.5.5 Triagem fenotipica de beta-lactamase

Para a triagem inicial das amostras possivelmente produtoras de beta-lactamase,

selecionamos todas as amostras resistentes a ceftazidima e/ou carbapenémicos.

455.1 Deteccdo de metalo-beta-lactamase pelo método de Arakawa et al (2000)

modificado (Teste do duplo disco sinergismo — DDST)

As amostras resistentes a ceftazidima e/ou carbapenémicos foram submetidas ao teste
de sinergismo com duplo disco; como inibidor foi utilizado o acido-etil-diamino-tetracético
(EDTA); e como indicadores discos de imipenem (10ug) e ceftazidima (30ug). As amostras
foram subcultivadas em caldo TSB e a suspensdo incubada a 37°C até atingir a turvacgdo
equivalente a escala 0,5 de McFarland e em seguida semeadas em placas de Petri contendo
Agar Mueller-Hinton de modo a obter um crescimento confluente. Foram acrescidos discos de
ceftazidima(30pg) e imipenem (10ug) distantes 10mm de um disco de papel-filtro esterilizado
contendo 8uL de EDTA 5M. Apos a incubacdo a 37°C, por 24 horas a determinacdo de um
aumento na zona de inibicdo ou a presenca de um halo de inibicdo em torno do disco de
ceftazidima e/ou imipenem caracterizou o teste como positivo para a presenca de metalo-f3-
lactamase. Como cepas controle foram utilizadas P. aeruginosa ATCC 27853 (controle

negativo) e P. aeruginosa P-319 (controle positivo).
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4.5.5.2 Deteccao de carbapenemases pelo Método de Hodge Modificado (LEE et al, 2001)

Uma suspensao bacteriana de E. coli ATCC 25922 foi preparada a partir de uma placa
com crescimento bacteriano de 18 a 24 horas, na escala de 0,5 McFarland e comparado com
uma escala de turvacdo padréo e depois essa solucao foi diluida na escala 1:10. E. coli foi
semeada em Agar Mdeller-Hinton, conforme documento do CLSI (M7-A5, 2002). O
procedimento foi igual aquele realizado no método de difusdo do disco. Apds uma breve
secagem (3 a 10 minutos) um disco de imipenem de 10ug foi inserido no centro da placa. A
partir desse disco, foi realizado uma linha até a periferia da placa com um inoculo grosseiro (3
a 5 col6nias) de uma cultura de crescimento em Agar sangue com tempo de incubacéo de 18 a
24 horas do isolado a ser testado. As placas foram incubadas a 35°C, por 24 horas, em posi¢ao
invertida (lado do Agar para cima). Ap6s a incubacdo, foi analisado o crescimento da cepa
padrdo E. coli ATCC 25922 na proximidade do isolado testado. A presenga de um aumento
de crescimento do isolado padrdo proximo ao isolado testado indica positividade na producao
de carbapenemase. A auséncia desse aumento de crescimento indica uma negatividade do

teste.

4.5.6 Analise Molecular

4.5.6.1 Extracdo do DNA

Foi realizada de acordo com o método descrito por Jin e colaboradores (2009), com
pequenas modificacbes. Amostras de A. baumannii foram cultivadas overnight, a 37° C, em
agar TSA e 5 a 6 coldnias foram transferidas para tubos eppendorf com 500mL de agua
ultrapura e entdo passadas em agitador tipo Vortex. A suspensdo resultante foi entdo fervida a
99° C por 10min no termociclador Eppendorf Mastercycler, o sobrenadante com DNA
extraido transferido para outro tubo, quantificado por espectrofotometria e conservado a -

20° C até a utilizaco.

4.5.6.2 Reacdo de amplificacdo em cadeia da polimerase (PCR) para deteccdo de genes

de resisténcia
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Utilizou-se o método de multiplex PCR descrito por Woodford e colaboradores (2006)
e Higgins, Lehmann e Seifert (2010). Foram utilizados os primers relacionados na tabela 02.

A reagdo de PCR foi preparada para um volume final de 25uL utilizando os seguintes
reagentes: 14,25uL de H,O; 2,5uL de tampao de PCR 10X, 0,2mM de dNTP mix; 1,5uL de
MgCl12; 0,25uL de cada primer de oxacilinase, 1,25U de DNA polimerase e 1ul. de DNA
bacteriano. A amplificacdo foi realizada no Eppendof Mastercycler, sob as seguintes
condicdes: desnaturacdo inicial a 94° C por 5min, seguido de 30 ciclos com desnaturacédo a
94° C por 25s, anelamento a 52° C por 40s, extensdo a 72° C por 50s e extensdo final a
72° C por 6 min. Apds amplificagdo do DNA, o produto final foi submetido a eletroforese em
gel de agarose 1,5% 100V por cerca de 40 minutos. O gel foi corado com brometo de etidio
(10mg/mL) durante 15 minutos e descorado em agua por mais de 15 minutos, para entdo ser

visualizado utilizando o Sistema de Fotodocumentacdo L-Pix EX (Loccus Biotencologia).

Tabela 02: Seqliéncia de oligonucleotideos utilizados nas reacGes de PCR para detec¢cdo dos
genes que codificam metalo-beta-lactamases e oxacilinases.

Primer Sequéncia 5’-3’ Alvo Referéncia

IMP-F GGA ATA GAG TGG CTT AAT blajuvp Ellington et al, 2007
TCTC

IMP-R CCAAACCACTACGTTATCT

VIM-F GAT GGT GTT TGG TCG CAT A blayim Ellington et al, 2007

VIM-R CGA ATG CGC AGC ACC AG
GIM-F TCG ACA CACCTT GGT CTG AA blagim Ellington et al, 2007
GIM-R AAC TTC CAACTT TGC CAT GC
SPM-F AAA ATC TGG GTA CGC AAA CG blaspm Ellington et al, 2007
SPM-R ACATTATCC GCT GGA ACA GG
SIM-F TAC AAG GGATTC CGC ATCG blagim Ellington et al, 2007
SIM-R TAATGG CCT GTTCCC ATG TG
OXA-23F GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA  blapgxas  Woodford etal, 2006
OXA-23R  ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT
OXA-24F GGT TAGTTG GCCCCCTTA AA blapxa4  Woodford etal, 2006
OXA-24R  AGT TGA GCG AAAAGGGGATT
OXA-51F TAATGCTTT GAT CGG CCT TG bla oxa.s1  Woodford et al, 2006
OXA-51R TGGATT GCACTT CATCTT GG
OXA-538F AAGTATTGGGGCTTG TGC TG blapxass  Woodford etal, 2006
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OXA-58R CCCCTCTGC GCT CTACATAC
OXA-143F TGGCACTTT CAGCAGTTCCT b|ao)(A-143 Woodford et al, 2006
OXA-143R  TAATCT TGA GGG GGC CAACC

4.6 Analise estatistica

A analise estatistica dos fatores de risco foi realizada utilizando-se o teste do ¥ para
comparacéo entre os valores quando o n foi maior que 5 e o teste de exato de Fisher quando o
n foi menor ou igual a cinco. Os fatores de risco foram comparados individualmente contra
uma variavel resposta (analise univariada) através de tabelas de contingéncia do tipo dois por

dois (2 x 2). A significancia estatistica foi definida por um valor de P menor que 0,05.

4.7 Aprovacao pelo comité de ética em pesquisa

O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Uberlandia sob o nimero de protocolo 479/09 (Anexo
2).
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5. RESULTADOS

5.1 Estudo epidemioldgico

Um total de 73 pacientes desenvolveu infecgdes por Acinetobacter baumannii durante
0 periodo de estudo (agosto de 2009 a outubro de 2010). Alguns pacientes tiveram mais de
um tipo de infeccéo, totalizando 84 amostras isoladas de Acinetobacter baumannii. Destas 84
amostras, 30% apresentaram-se ndao multirresistentes, 59% multirresistentes e 11% pan-
resistentes.

Foi possivel realizar a detec¢do dos genes de resisténcia em 72 amostras (84,7%). Um
total de 55 amostras (76%) apresentou algum gene pesquisado, sendo que 32(44%)
apresentaram somente o0 gene blapxasi € 23 (32%) apresentaram 0s genes para blapxa-s: €
blaoxa-23. Os demais genes pesquisados ndo foram identificados em qualquer cepa bacteriana
isolada nesse estudo.

Foi observada uma taxa de mortalidade hospitalar total de 39,7% entre os casos de

pacientes com infeccdo por Acinetobacter baumannii MR.

5.2 Caracteristicas demograficas, fatores de risco e mortalidade dos pacientes com

infeccéo por Acinetobacter baumannii

Durante o periodo de agosto/2009 a outubro/2010 foi realizado uma vigilancia da
incidéncia de infec¢bes por Acinetobacter baumannii no laboratério de microbiologia do
Hospital de Clinicas da UFU. Neste periodo, foram detectados 73 pacientes com infecgdo pelo
complexo A. baumannii. As caracteristicas demogréaficas, clinicas e epidemiolégicas dos
pacientes incluidos no estudo estdo na tabela 03.

Do total de pacientes, a maioria foi do género masculino 49 (67,1%), com idade media
de 57,8 anos (0-94 anos). Dentre as causas de internacdo, 49 pacientes (67,1%) foram clinicas,
seguido de 17 (23,3%) cirdrgicas. As principais co-morbidades observadas incluiram:
nefropatia (30,1%), neoplasia (13,7%) e diabetes mellitus (10,9%). Em relacdo ao uso de
procedimentos invasivos observou-se maior frequéncia no uso de ventilagio mecanica
(61,6%), cateter venoso central (60,3%), nutricdo parenteral (34,2%) e traqueostomia
(34,2%). A média do tempo de internagdo entre os pacientes foi de 49,5 (1-224) com taxa de

mortalidade total de 39,7%. A maioria dos pacientes fez uso prévio de antimicrobianos (58%).



Tabela 03. Caracteristicas demogréficas, clinicas e epidemioldgicas dos pacientes
com infeccdo por Acinetobacter baumannii durante o periodo de agosto de 2009 a
outubro de 2010 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Caracteristicas Pacientes

N= 73 (%)
Idade, anos - média (variagao) 57,8(0-94)
Género masculino 49 (67,1)
T. hospitalizacéo prévia, dias média 49,5(1-224)
(variacdo)

Causa internacao

Clinica 49 (67,1)
Cirdrgica 7 (9,6)
Trauma 17 (23,3)
Presenca UTI* 25 (34,2)
Cirurgia prévia 23 (31,5)
Co-morbidades
Diabetes Mellitus 8 (10,9)
Nefropatia 22 (30,1)
Neoplasia 10 (13,7)
AIDS? 2(2,7)
DPOC3 2 (2,7
Procedimentos invasivos
Uso > 2 47 (64,4)
Cateter Venoso Central 44 (60,3)
Ventilagdo mecanica 45 (61,6)
Sonda vesical 15 (20,5)
Traqueostomia 25 (34,2)
Colostomia 5 (6,8)
Nutricdo parenteral 25 (34,2)
Uso prévio de antimicrobiano 58 (79,4)
Terapia inapropriada 30 (41,1)
Mortalidade total (30 dias ap0s a infecgéo) 29 (39,7)

TUnidade de Terapia Intensiva; %do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome; *Doenca Pulmonar Obstrutiva

Cronica
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5.3 Prevaléncia das infec¢des: material biologico e unidade hospitalar

Foram diagnosticados 84 episddios de infec¢Bes nos 73 pacientes. Com a recuperagédo
de Acinetobacter baumannii dos seguintes espécimes clinicos: 39,3% em sangue ou ponta de
cateter, 32,1% em secrecéo traqueal, 17,8% urina, 3,6% em secrecédo de sitio cirdrgico, 1,2%
do liquido cefalorraquidiano e 6% em outros espécimes (fragmento de tecido, secrecao

abdominal, secrecdo de escaras e liquido ascitico). (Tabela 04)

Tabela 04: Prevaléncia de Acinetobacter baumannii em espécimes clinicos

Espécime clinico N =(%)

Infecgég) por Urina  Secrecdo Sangue ou Secrecdo  Liquor'  Outros®
Acinetobacter traqueal  Ponta de cateter  de sitio
baumannii cirdrgico
N= 84 (%) 15 27 33 3 1 5
(17,8) (32,1) (39,3) (3,6) 1.2) (6)

TLiquido cefalorraquidiano, “fragmento de tecido, secrecio abdominal, liquido ascitico, secrecéo de escaras

A prevaléncia das infeccGes causadas pelo Acinetobacter baumannii foi maior na
unidade critica com 30,9% na UTI mista de adultos seguida de 23,9% na clinica médica,
22,6% no pronto socorro, 21,4% nas clinicas cirargicas e 1,2% na pediatria e/ou bercario.
(Tabela 05)

Tabela 05: Distribuicdo dos episodios causados pelo Acinetobacter baumannii por clinica
de internagé&o.

Clinicas Infeccdo por Acinetobacter baumannii

N=(%)

Clinica Médica 20 (23,9)

Clinica Cirurgica (1, 2) 18 (21,4)

uTit 26 (30,9)

Pronto Socorro 19 (22,6)

Pediatria/Bercario 1(1,2)

TOTAL 84 (100)

Unidade de Terapia Intensiva
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5.4 Perfil de resisténcia das amostras
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O perfil de susceptibilidade das amostras clinicas de Acinetobacter baumannii obtidas dos 73 pacientes internados no HC-UFU no

periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 esta representado na tabela 06. A taxa de resisténcia aos carbapenémicos foi de 28,6% enquanto

que para a tigeciclina foi de 1,2%.

Tabela 06: Perfil de resisténcia das amostras de Acinetobacter baumannii isoladas de pacientes com infec¢do durante o periodo de agosto de
2009 a outubro de 2010 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Micro- Resisténcia N(%o)
organismo
AMI* GEN? AMP® AMP- ATM® CPM® CEF’ IMI® MER’® PIP- CIPRO™  coL® TIGE
suL? TAZY
A. baumannii 31 35 72 27 63 55 55 24 24 56 60 1 1
N= 84 (%) (36,9) (41,7) (85,7) (32,1) (75) (65,5) (65,5) (28,6) (28,6) (66,7) (71,4) (1,2) (1,2)

TAmicacina, * Gentamicina, > Ampicilina,

* Ampicilina-sulbactam, > Aztreonam, ® Cefepime, 'Ceftazidima, ° Imipenem, * Meropenema,™

Piperacilina-tazobactam, ** Ciprofloxacina, ** Colistina, ® Tigeciclina
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Observamos que das 84 amostras identificadas como A. baumannii, 30%

apresentaram-se ndo-multirresistente, 59% multirresistente e 11% pan-resistente. (Figura 2)
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Figura 2: Freqliéncia de amostras multirresistentes, ndo-multirresistentes e pan-resistentes

de A. baumannii em pacientes atendidos no HC-UFU.

A presenca do fenotipo multirresisténcia entre os isolados de Acinetobacter baumannii

foi frequentemente detectados no pulméo (85,2%), seguido de sangue (63%) e trato urinario

(60%). (Tabela 07)

Tabela 07: Frequéncia de resisténcia entre os isolados de Acinetobacter baumannii nas
infeccbes de corrente sanguinea, trato respiratdrio e trato urinario durante o periodo de
agosto de 2009 a outubro de 2010 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de

Uberlandia
Infeccao Acinetobacter baumannii
ndo-MR? TOTAL
N= (%) N= (%) N= (%)
ICS? 21 (63,6) 12 (36,4) 33 (100)
ITR* 23 (85,2) 4 (14,8) 27 (100)
ITU 9 (60) 6 (40) 15 (100)

T Multirresistente; 2 ndo Multirresistente; ° Infeccdo de corrente sanguinea, *Infeccéo do trato respiratério, *Infeccdo do

rato urinario
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A tabela 8 mostra a distribuicdo das infecgdes causadas pelo A. baumannii
multirresistente e ndo-multirresistente nas diversas unidades do HC-UFU. Nas ICS, 28,6% do
Acinetobacter baumannii MR estava na clinica médica e 28,6% na clinica cirurgica, ja o
Acinetobacter baumannii ndo-MR predominou na UTI (33,3%). Nas ITR, 39,1% do
Acinetobacter baumannii MR e 100% do Acinetobacter baumannii ndo-MR foram isolados
de pacientes da UTI. Nas ITU, 44,4% das infeccOes por Acinetobacter baumannii MR foram
isolados de pacientes na clinica cirdrgica enquanto os Acinetobacter baumannii ndo-MR

foram isolados predominantemente na clinica médica (33,3%) e pronto socorro (33,3%).

Tabela 08: Distribuicdo por clinicas de internacdo entre os pacientes com infeccdo por Acinetobacter
baumannii durante o periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 no Hospital de Clinicas da
Universidade Federal de Uberlandia

Clinicas ICS* ITR® ITU®

MR ndo-MR? MR?! ndo-MR? MR! ndo-MR?

N=21(%) N=12(%) N=23(%) N=4(%) N=9(%) N=6(%)

Clinica Médica 6 (28,6) 2 (16,7) 7 (30,4) 0 2(22,2) 2(33,3)
Cirurgica 6 (28,6) 3(3,6) 1(4,3) 0 4 (44,4) 1(16,7)
uTe 5 (6) 4 (33,3) 9(39,1) 4 (100) 1(11,2) 1(16,7)
Pronto Socorro 4 (19) 2 (16,7) 6 (26) 0 2 (22,2) 2 (33,3)
Pediatria/Bercario 0 1(8,3) 0 0 0 0

T Multirresistente; >ndo Multirresistente; *Unidade de Terapia Intensiva adultos, 4Infecgéo de corrente sanguinea, 5Infecgéo do trato
respiratorio, ®Infeccéo do trato urinario

5.5 Andlise dos fatores de risco

Para andlise dos fatores de risco, 0s pacientes do grupo caso (pacientes com infecgdo
por A. baumannii multirresistente) foram comparados com pacientes do grupo controle
(pacientes com infeccdo por A. baumannii ndo-multirresistente). A analise univariada
demostrou que os fatores associados com infeccdo por Acinetobacter baumannii MR foi a
realizacdo de cirurgia prévia, nefropatia, 0 uso de mais de dois procedimentos invasivos, a

necessidade de nutri¢do parenteral e a terapia inapropriada. (Tabela 9)
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Tabela 09: Andlise univariada dos fatores de risco associados a infeccdo por Acinetobacter
baumannii multirresistente durante o periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 no Hospital
de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia

Caracteristicas Ab.-MR* Ab.-nd3oMR’ pPe OR’
N=49(%) N=24(%) (1C-95%)°
Idade, anos - média (variagao) 62(18-93) 46(2m-84) NA’
Género masculino 31 (63,3) 17 (70,8) 0,14 0,71(0,22-2,28)
T. hospitalizacéo prévia, dias 55(1-224) 36(1-112) NA®
média (variagéo)
Presenca UTI* 15 (30,6) 10 (41,7) 0,45 0,62(0,2-1,92)
Cirurgia prévia 15 (30,6) 8 (33,3) 0,00*  0,88(0,28-2,85)
Co-morbidades
Diabetes Mellitus 5(10,2) 3(12,5) 1,00 0,8(0,14-4,71)
Nefropatia 15 (30,6) 7(29,2) 0,02*  1,07(0,33-3,57)
Neoplasia 8 (16,3) 2 (8,3) 0,48 2,15(0,37-16,1)
AIDS? 2 (4,1) 0 1,00 Indefinido
DPOC3 1(2,1) 1(4,2) 1,00 0,48(0,01-
18,51)
Procedimentos invasivos
Uso > 2 38 (77,6) 9(37,5) 0,001* 5,76(1,76-19,4)
Cateter VVenoso Central 31 (63,3) 13 (54,2) 0,62 1,46(0,48-4,41)
Ventilagdo mecénica 32 (65,3) 13 (54,2) 0,50 1,59(0,53-4,85)
Sonda vesical 12 (24,5) 3(12,5) 0,35 2,27(0,51-
11,51)
Traqueostomia 19 (38,8) 6 (25) 0,36 1,9(0,57-6,52)
Colostomia 4(8,2) 1(4,2) 1,00 2,04(0,19-
50,92)
Nutricdo parenteral 17 (34,7) 8 (33,3) 0,02*  1,06(0,34-3,39)
Uso prévio de antimicrobiano 40 (81,3) 18 (75) 0,54 1,48(0,39-5,52)
Terapia inapropriada 20 (40,8) 10 (41,7) 0,03*  0,97(0,32-2,92)
Mortalidade (30 dias apds a 21 (42,9) 8 (33,3) 0,28 1,50(0,48-4,72)

infeccao)

lUnidade de Terapia Intensiva; 2do inglés Acquired Immunodeficiency Syndrome; *Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica,
4Acinetobacter baumannii multirresistente; SAcinetobacter baumannii nio multirresistente; &; P<0,05; “Odds ratio,®Intervalo de

Confianca,’ Néo aplicavel
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O risco de morte foi maior para pacientes com idade superior a 60 anos (P=0,02),
pneumonia por A. baumannii multirresistente (P=0,002), diabetes mellitus (P=0,05), doenca
renal (P=0,002), uso de mais de dois procedimentos invasivos (P=0,002) e terapia

inapropriada (P=0,0000032) através da analise univariada (Tabela 10).

Tabela 10: Anélise univariada dos fatores preditores de morte em pacientes com infeccdo pelo
Acinetobacter baumannii durante o periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 no Hospital de
Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Fatores preditores Mortalidade/Total Univariada
(%) P*(OR)"
Idade (anos)
>=60 21/40
<60 8/33 0,02*(3,45)
Bacteremia
MR 12/21 0,62(1,87)
N&o-MR 5/12
Pneumonia 0,002*(Indefinido)
MR 11/23
N&o-MR 0/14
0,06(0,3)
Cirurgia
Sim 5/23
Né&o 24/50 0,05*(5,48)
Diabetes Mellitus
Sim 6/8 0,002*(5,66)
Né&o 23/65
Doenca renal 0,29(0,33)
Sim 15/22
Né&o 14/51
Neoplasia 0,002*(0,18)
Sim 2/10
Né&o 27163
0,13(2,4)
Uso de mais de 2
procedimentos invasivos
Sim 12/47 0,75(1,32)
Né&o 17/26
Cateter venoso central 0,82(0,79)
Sim 21/44
Né&o 8/29

0,74(0,70)



Ventilacdo mecanica
Sim
Né&o

Nutricéo parenteral
Sim
Né&o

Uso prévio de antimicrobianos
Sim

Né&o

Terapia inapropriada

Sim

Né&o

19/45
10/28

9/25
20/48

22/58
7115

22/30
7143

0,0000032* (14,14)

46

10dds ratio; *P<0,05
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5.6 Determinacao fenotipica das beta-lactamases de classe A e B de Acinetobacter baumannii

5.6.1 Teste de sinergismo duplo disco com EDTA

Através da triagem de micro-organismos produtores de metalobetalactamases identificamos 71 amostras (84,5%) resistentes a ceftazidima

e/imipenem. Desses 27 (38%) apresentaram teste de sinergismo duplo disco com EDTA positivo (Tabela 11).

Tabela 11: Acinetobacter baumannii produtores de metalo-B-lactamases e perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados obtidos de

pacientes com infec¢do durante o periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Micro-organismo T;iai?ml MBL® Resisténcia N (%)
ositiva Positivo
N (%) N (%)
ATM?® Fluorquinolona AMI* GEN® Colistina
Acinetobacter baumannii 71 (84,5) 27 (38) 12 10 3 10 0
N=84 (%) (70,6) (58,8) (17,6) (58,8) -

1 Resisténcia a ceftazidima e/ou imipenem; 2 Metalo-B-lactamase — Teste de sinergismo com duplo disco; 3 Aztreonam; *Amicacina; ° Gentamicina
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5.6.2 Teste de Hodge

Através da triagem de micro-organismos produtores de metalobetalactamases identificamos 71 amostras (84,5%) resistentes a ceftazidima

e/imipenem. Dessas, 16 amostras (22,5%) apresentaram teste de Hodge positivo (Tabela 12).

Tabela 12: Acinetobacter baumannii produtores de carbapenemases e perfil de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados obtidos de

pacientes com infec¢do durante o periodo de agosto de 2009 a outubro de 2010 no Hospital de Clinicas da Universidade Federal de Uberlandia.

Micro-organismo Triagem’  Carbapenemase Resisténcia N (%)
Positiva Positivo
N (%) N (%)
ATM? Fluorquinolona AMI* GEN® Colistina
Acinetobacter baumannii 71 (84,5) 16 (22,5) 12 10 3 10 0
N=84 (%) (70,6) (58,8) (17,6) (58,8)

T Resisténcia a ceftazidima e/ou imipenem; 2 Carbapenemase — Teste de Hodge; 3 Aztreonam; *Amicacina; ° Gentamicina
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5.5 Determinagéo genotipica dos mecanismos de resisténcia para metalobetalactamases e

oxacilinases

55.1 Determina(;éo dos genes b|a|Mp_1, blav||\/|.2, b|a3||\/|, b|a3p|\/|.1 e bla(;||v| em Acinetobacter

baumannii por PCR

Das 84 amostras provenientes de isolados clinicos de pacientes internados no HC-
UFU no periodo estudado; foi possivel realizar o PCR em 72 amostras, as outras amostras
apresentaram problemas em sua reativacdo. Das 72 amostras analisadas por PCR, nenhuma
amostra apresentou os genes pesquisados. Na figura 3, é possivel visualizar no gel de agarose

algumas amostras negativas para pesquisa desses genes.

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos dos genes blayp-1, blavim-2, blasim,

blaspM.l (5] bIaG.M, Ordem das amostras no gel Pente 1: 1- peso molecular, 2- controle positivo para blajyp.1; 3-controle
positivo para blayu.,; 4- Amostra 1; 5- Amostra 3; 6- Amostra 4; 7- Amostra 8; 8- Amostra 9; 9- Amostra 11; 10- Amostra
12; 11- Amostra 14; 12- Amostra 22; 13- Amostra 23; 14- Amostra 25; 15- Amostra 26; 16- Amostra 28.

55.2 Determina(;éo dos genes blaOXA-zg, blao)(A.24, bIaOXA_51, blao)(A_sg e b|ao)(A_143 em

Acinetobacter baumannii por PCR

Das 84 amostras provenientes de isolados clinicos de pacientes internados no HC-
UFU no periodo estudado; foi possivel realizar o PCR em 72 amostras, as outras amostras
apresentaram problemas em sua reativacdo. Das 72 amostras analisadas por PCR, 32 (44%)
amostras geraram somente produtos de PCR compativeis a amplificacdo do gene blapxa-si; 23

(32%) amostras geraram fragmento correspondente & amplificacdo dos genes blapxasi €
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blaoxa23 € 17(24%) amostras ndo apresentaram produtos compativeis com 0s genes

pesquisados (Figuras de 4 a 8).

1 23 4 56 7 8 91011 1213141516 17 1819 20
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Figura 4: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos dos genes blapxa-23; blaoxa-

24, blapxa-51, blaoxa-ss € blaoxa-143.

Ordem das amostras no gel Pente 1: 1- peso molecular, 2- controle positivo para OXA-23 e OXA-51; 3-controle
positivo para OXA-24 e OXA-51; 4- controle positivo para OXA-58 e OXA-51; 5- controle positivo para OXA-
143; 6- Amostra 4; 7- Amostra8; 8- Amostra9; 9- Amostrall; 10- Amostral2; 11- Amostrald; 12- Amostra 22,
13- Amostra 23; 14- Amostra 25; 15- Amostra 26; 16- Amostra 28; 17- Amostra 34; 18- Amostra 41; 19- Amostra
42; 20- Amostra 50. Pente 2: 1- peso molecular, 2- Amostra 52; 3- Amostra 54; 4- Amostra 55; 5- Amostra 56; 6-
Amostra 57; 7- Amostra59; 8- Amostra62; 9- Amostra67; 10- Amostra68; 11- Amostra70; 12- Amostra 73; 13-
Amostra 76; 14- Amostra 100; 15- controle positivo para OXA-23 e OXA-51; 16- controle positivo para OXA-24
e OXA-51; 17- controle positivo para OXA-58 e OXA-51; 18- controle positivo para OXA-143; 19- controle
negativo; 20- ----- .

11 12 13 14 15 16 17

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos dos genes blapxa-23; blaoxa-

24, Dlaoxa-s1, blaoxa-ss € blaoxa-143. Ordem das amostras no gel Pente 1: 1- peso molecular, 2- controle
positivo para OXA-23 e OXA-51; 3-controle positivo para OXA-24 e OXA-51; 4- controle positivo para OXA-58
e OXA-51; 5- controle positivo para OXA-143; 6- Amostra 13; 7- Amostra 18; 8- Amostra 20; 9- Amostra21; 10-
Amostra32; 11- Amostra91; 12- Amostra 94; 13- Amostra 95; 14- Amostra 96; 15- Amostra 97; 16- Amostra 98;
17- controle negativo; 18- -------- 0 19- - ; 20- peso molecular.

Figura 6: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos dos genes blagxa-23; blaoxa-
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24, blaoxa-s1, blapxa-ss € blaoxa-143. Ordem das amostras no gel Pente 1: 1- peso molecular, 2- controle
positivo para OXA-23; 3-controle positivo para OXA-24; 4- controle positivo para OXA-58; 5- controle positivo
para OXA-143; 6- Amostra 77; 7- Amostra 78; 8- Amostra 80; 9- Amostra81; 10- Amostra82; 11- Amostra83; 12-
Amostra 84; 13- Amostra 85; 14- Amostra 86; 15- Amostra 87; 16- Amostra 90; 17- controle negativo; 18- peso
molecular; 19- ------- ; 20--------- .
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Figura 7: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos dos genes blapxa-23; blaoxa-

24, blaoxast, blapxa-ss € blaoxa-143. Ordem das amostras no gel Pente 1: 1- peso molecular, 2- controle
positivo para OXA-23; 3-controle positivo para OXA-24; 4- controle positivo para OXA-51; 5- controle positivo
para OXA-58; 6- controle positivo para OXA-143; 7- Amostra 03; 8- Amostra 07; 9- Amostra09A; 10- Amostra
19; 11- Amostra 27; 12- Amostra 29; 13- Amostra 30; 14- Amostra 31; 15- Amostra 35; 16- Amostra 37; 17-
Amostra 38; 18- Amostra 45; 19- Amostra 46; 20- Amostra 47. Pente 2: 1- peso molecular, 2- Amostra48; 3-
Amostra 53; 4- Amostra 58; 5- Amostra 60; 6- Amostra 61; 7- Amostra 63; 8- Amostra 64; 9- Amostra 72; 10-
Amostra 77; 11- Amostra 79; 12- Amostra 80; 13- Amostra 81; 14- Amostra 82; 15- Amostra 85; 16- Amostra 87;
17- Amostra 90; 18- controle negativo; 19- ; 20-
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Figura 8: Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos dos genes blapxa-23. Pente 1:
1- peso molecular, 2- controle positivo para OXA-23; 3- Amostra 03; 4- Amostra 07; 5- Amostra 09A; 6- Amostra
19; 7- Amostra 27; 8- Amostra 29; 9- Amostra 30; 10- Amostra 31; 11- Amostra 35; 12- Amostra 37; 13- Amostra
38; 14- Amostra 45; 15- Amostra 46; 16- Amostra 47; 17- Amostra 48; 18- Amostra 53; 19- Amostra 58; 20-
Amostra 60. Pente 2: 1- peso molecular, 2- Amostra6l; 3- Amostra 63; 4- Amostra 64; 5- Amostra 72; 6- Amostra
77; 7- Amostra 78; 8- Amostra 79; 9- Amostra 80; 10- Amostra 81; 11- Amostra 82; 12- Amostra 85; 13- Amostra
87; 14- Amostra 90; 15- controle negativo; 16- ; 17- ; 18- ; 19- ; 20-

Os fragmentos de PCR compativeis com 0s genes pesquisados para oxacilinases de
acordo com a resisténcia ao imipenem estdo representados na tabela 13.
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Tabela 13: Detec¢édo de blapxa em 72 amostras clinicas de Acinetobacter spp.

Enzimas Numero de isolados (n=72)
detectadas por MR(n=50) 69% Ndo-MR(n=22) 31%
PCR Imipenem- Imipenem- Imipenem- Imipenem-
sensivel resistente sensivel resistente
n=30 (41,7%) n=20 (27,8%) n=12 (16,7%) n=10 (13,8%)
OXA-51like 21(29,2%) 5(6,9%) 6 (8,3%) 0
OXA-23like 0 2(2,8%) 1 (1,4%) 0
%Aﬁl“ke +OXA-23 3(4,2%) 8(11,1%) 3 (4,2%) 9 (12,5%)
OXA-24 like 0 0 0 0
OXA-58 like 0 0 0 0
OXA-143 like 0 0 0 0

5.7 Amostras recuperadas de superficie (unidade critica adulta - UTI) para pesquisa de

Acinetobacter baumannii

Foram coletadas 150 amostras, sendo 75 antes e 75 ap6s a limpeza do ambiente dos 25
pacientes internados na unidade de terapia intensiva (UTI) com infeccdo por Acinetobacter
baumannii no periodo de estudo. As taxas de contaminagdo das categorias de coleta (grade da
cama, mesa de cabeceira e macaneta da porta) antes e apds a limpeza sd@o mostradas na tabela
14. A prevaléncia de A. baumannii MR foi de 56% (14/25) antes da limpeza e de 46,2%
(6/13) apds a limpeza. Todas as amostras 38 (100%) recuperadas de superficie apresentaram o
genotipo blapxasi € 63% (24/38) apresentaram 0 genotipo blapxa-2s. Nenhuma amostra
apresentou 0s genes pesquisados (blaoxa-24, blaoxa-ss, blaoxa-143, blampe-1, blavim-z, blasim,

b|aspM-1 e bIaG|M).

Tabela 14: Distribuicdo das amostras de Acinetobacter baumannii multirresistente e néo-
multirresistente por momento e categoria de coleta das amostras do ambiente dos 25

pacientes internados na UTI com infeccdo pelo micro-organismo

Acinetobacter baumannii
Local

Ab. MR? A. b. ndo-MR? TOTAL
= 0, = 0,
N=(%) N=(%) N=(%)
Categoria 1° 4 (16) 3(12) 7 (28)
Antes da .
Limpeza Categoria 2 5 (20) 5 (20) 10 (40)
Categoria 3° 5 (20) 3(12) 8 (32)

TOTAL (Antes da Limpeza) 14 (56) 11 (44) 25 (100)



53

Categoria 13 3(23) 2 (15,5) 5 (38,5)
APOSa  ~ioqoria 2* 1(7.5) 4 (31) 5 (38,5)
Limpeza ' :
Categoria 3° 2 (15,5) 1(7,5) 3(23)
TOTAL (Ap6s a Limpeza) 6 (46,2) 7 (53,8) 13 (100)

! Acinetobacter baumannii multirresistente; * Acinetobacter baumannii ndo-multirresistente; ° materiais que

estejam em contato com o paciente; exemplo - grade da cama; * materiais que estejam a 1 metro do paciente;
exemplo - mesa do quarto; ® materiais distantes do paciente; exemplo — maganeta da porta.
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6. DISCUSSAO

Este é o primeiro relato documentando a tendéncia de taxas de prevaléncia de
infeccdes associadas aos cuidados de saude causadas por A. baumannii MR durante 12 meses
na cidade de Uberlandia, Minas Gerais. A maioria dos dados sobre A. baumannii referem-se a
surtos (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Poucos trabalhos estimaram as taxas
endémicas de A. baumannii MR em hospitais, fora do periodo de surto. Essas informac6es sdo
uteis, pois fornecem evidéncias adicionais relacionadas ao impacto das medidas implantadas
pra erradicar ou reduzir cepas de A. baumannii MR.

Em relagcdo aos fatores de risco, observamos através da analise univariada que
realizacdo de cirurgia prévia, nefropatia, uso de dois procedimentos invasivos, necessidade de
nutricdo parenteral e terapia inapropriada foram fatores de risco para aquisi¢do de infeccdo
por A. baumannii MR. Um trabalho realizado por Royer (2013) no mesmo hospital mostrou
através da analise univariada que os fatores de risco para aquisi¢do de pneumonia associada a
ventilacdo mecanica por A. baumannii foram trauma como diagnéstico de admissao; e terapia
inapropriada foi fator de risco independente para o desenvolvimento de pneumonia por essa
bactéria.

O risco de morte foi maior para pacientes com idade superior a 60 anos, pneumonia
por A. baumannii MR, diabetes mellitus, doenca renal, uso de mais de dois procedimentos
invasivos e terapia inapropriada. O uso prévio de antibidticos é o fator de risco mais comum
para aquisicdo de A. baumannii MR (FALAGAS; KOPTERIDES; 2006), cuja freqiiéncia
correspondeu a aproximadamente 75% dos casos em nosso estudo, e os carbapenémicos,
cefalosporinas de terceira geracdo e/ou fluorquinolonas sdo antibidticos comumente
implicados como fatores de risco para esta aquisicdo (PELEG; SEIFERT; PATERSON,
2008).

A mortalidade atribuida a infeccdo por A. baumannii ndo foi significativa quando
comparamos pacientes com infec¢do por A. baumannii MR e ndo-MR e sabemos que a taxa
de mortalidade continua controvertida (PEREZ et al, 2007), isto porque muitos dos estudos
utilizaram amostragens pequenas, com diferengas metodoldgicas que dificultam o pareamento
adequado de controle e gravidade da doenca (MARAGAKIS; PERL, 2008).

As opcdes terapéuticas sdo limitadas no tratamento das infec¢des por A. baumannii e a
resisténcia antimicrobiana deste micro-organismo esta associada a varios mecanismos, sendo
o principal a produgdo de B-lactamases, conferida por enzimas da classe molecular D de
Ambler (oxacilinases) (WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011). Atualmente, 0s
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carbapenémicos sdo considerados os antimicrobianos de escolha no tratamento de infecgGes
graves causadas por esse micro-organismo (PEREZ et al, 2007). No Brasil e em outros paises
(GALES et al, 2012; WOODFORD; TURTON; LIVERMORE, 2011), entre as amostras
resistentes aos carbapenémicos predominam as produtoras de OXA-23, como evidenciado em
nossas amostras resistentes ao imipenem.

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras clinicas e
ambientais de A. baumannii, as taxas de resisténcia foram relativamente semelhantes, embora
as amostras de origem clinica mostrem menor susceptibilidade ao imipenem e a
ampicilina/sulbactam.

No que se referem a multirresisténcia, amostras clinicas representaram 70% enquanto
as de superficie 52%, indicando a importancia do ambiente como reservatorio para micro-
organismos MR, enfatizando a implementacdo das boas praticas de prevencdo e controle de
infeccbes hospitalares quanto a limpeza e desinfec¢do de unidades criticas (WEBER et al,
2010). No trabalho de Royer (2013) no mesmo hospital, as taxas de multirresisténcia
representaram 51,85% para amostras de aspirado traqueal e 74,2% para amostras de
superficie.

Apesar de a fonte mais importante de A. baumannii ser o paciente infectado e/ou
colonizado, a disseminagdo ambiental da bactéria é freqlentemente demonstrada
(MARAGAKIS; PERL, 2008), como visto em nosso estudo, com uma contaminagdo tanto
antes quanto ap6s a limpeza, independente da distancia até o paciente, questionando a eficacia
do servico de limpeza na UTI. Como o micro-organismo pode sobreviver em ambiente seco e
persistir por prolongado tempo (TOWER, 2009), as superficies podem ser um potencial
reservatorio de amostras epidémicas envolvidas em surtos em UTIs, sendo necessario o
fechamento e sua desinfeccdo (DANCER, 2009).

O presente estudo mostrou que 28,6% apresentaram-se resistentes ao imipenem. O
namero de isolados resistentes aos carbapenémicos tem aumentado no mundo (FEIZABADI
et al, 2008 e YANG et al, 2009) e a maioria dos trabalhos atribui a essa resisténcia a producgéo
de B-lactamases (CHUANG et al, 2006 e BROWN et al, 2005).

Genes para carbapenemases foram identificados em 55/72 (76%), incluindo 32(44%)
blaoxas1 € 23 (32%) blaoxasi/blaoxa23. Em outros estudos no Brasil, os genes foram
identificados em 44 (88%) das amostras, sendo 9 blapxa-si/blaoxa-23, 5 blane € 38 blaoxa-143.
Ja no estudo de Martins et al (2009), 99% das amostras apresentaram blapxa23 € 99,6%

apresentaram o blaoxa-s:.
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Nenhum gene para metalobetalactamase pesquisado foi identificado em nossas
amostras (blap.1, blavim-2, blasivm, blaspm-1 € blagimy. Outros estudos mostram resultados
diferentes: 11% de bla;yp em amostras isoladas em S&o Paulo (MOSTACHIO et al, 2012).

Acinetobacter tornou-se um problema sério para os hospitais devido sua resisténcia
intrinseca a varios antibidticos e a sua capacidade de acumular mecanismos de resisténcia
(HIGGINS et al, 2010). Comparado com outras regides do mundo, Acinetobacter spp. parece
ser mais importante no Brasil e América Latina (CARVALHO et al 2009; GALES et al,
2010). No Brasil, as principais carbapenemases descritas sdo OXA-23 e IMP-1 (CARVALHO
et al 2009; GALES et al, 2010; CLSI, 2011). As oxacilinases hidrolisam fracamente os
carbapenémicos, comparado as metalobetalactamases, mesmo assim sdo descritas com maior
frequéncia em Acinetobacter conferindo resisténcia ao imipenem (POURNARAS et al, 2006;
LEE et al, 2001; TENOVER et al, 1995; WERNECK et al, 2011).

Em nosso estudo, as oxacilinases identificadas foram OXA-51 e OXA-23. Essas
enzimas sdo responsaveis em varios estudos pela diminuicdo da sensibilidade ao imipenem
em Acinetobacter, mas comumente devido a superexpressao dessas enzimas estimuladas pela
ISAbal. Nesse trabalho ndo avaliamos a presenca de ISAbal. E importante avaliar a presenca
de elementos de insercdo, tais como ISAbal, para saber se a resisténcia esta relacionada a
posicao desse em relacdo ao gene blapxa.

No Brasil, diversos autores identificaram o gene OXA-23 em surtos causados por
Acinetobacter resistente aos carbapenémicos (CARVALHO et al 2009; GALES et al, 2010).
No nosso estudo, a presenca de blapxa-23 foi somente um mecanismo de resisténcia associado
com baixa susceptibilidade ao imipenem e meropenem.

Recentemente, Higgins et al (2010) reportou a identificagdo de uma nova oxacilinase
(OXA-143) em amostras de A. baumannii resistentes ao imipenem isoladas no Brasil em
2004. Em nosso estudo, nenhuma amostra apresentou o gene que codifica a OXA-143. Outros
estudos mostraram diferentes prevaléncias: Antonio et al (2011) identificou OXA-143 em
70% das amostras; Werneck et al (2011) encontrou em 8,4% e Mostachio et al (2012) em
76%. Essa discrepancia mostra a importancia desses estudos para avaliar a distribuicéo clonal

das amostras em hospitais brasileiros.



57

7. CONCLUSOES

Para as amostras provenientes de pacientes infectados e internados no HC-UFU

v

Os fatores de risco para infeccdo por Acinetobacter baumannii MR foram:
realizacéo de cirurgia prévia, nefropatia, uso de dois procedimentos invasivos,
nutricdo parenteral e terapia inapropriada.

Das 84 amostras isoladas, 30% apresentaram-se ndo-MR, 59% MR e 11% pan-
resistentes.

A taxa de mortalidade total dos pacientes infectados por cepas MR foi de
39,7% no prazo de 30 dias ap6s a infeccdo e ndo foi significativa quando
comparados 0s grupos: pacientes com infeccdo por A. baumannii MR e
pacientes com infecgdo por A. baumannii ndo-MR

Das 84 amostras isoladas, 71 (84,5%) apresentaram-se resistentes a
ceftazidima e/ou imipenema.

Das cepas analisadas, 27 (38%) apresentaram-se positivas para o teste de duplo
disco com EDTA.

Das cepas analisadas, 16 (22,5%) apresentaram teste de Hodge positivo.
Nenhuma cepa analisada por PCR apresentou 0s genes blaspw.-1, blasiv, blagm,
blavim-2, blaive-1, blaoxa-24, blaoxa-ss € blaoxa-143.

Das 72 cepas analisadas por PCR, 32 (44%) apresentaram somente o gene

blaoxa-s1 € 23 (32%) apresentaram 0s genes blapxa-s1 € blaoxa-23.

Para as amostras do ambiente da UTI adulta do HC-UFU

v

v

v

A prevaléncia de Acinetobacter baumannii MR isolados de superficie de UTI
foi de 56% antes da limpeza e de 46,2% ap0s a limpeza.

Nenhuma cepa isolada do ambiente de UTI adulta apresentou os genes blasp-
1, blasym, blagim, blavim-2, blamp-1, blaoxa-24, blaoxa-ss € blaoxa-143.

As amostras recuperadas de superficie: 100% apresentaram o gene blapxa-s1 €

63% apresentaram o gene blapxa-23.
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