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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA PARASITARIA

Raquel Voges Caldart

A infeccdo hospitalar € uma das questbes centrais da saude publica mundial. Sendo assim, esta
pesquisa teve como objetivo principal investigar este tema em um hospital de referéncia de Boa Vista,
Roraima, Amaz6nia brasileira que possui caracteristicas geograficas e populacionais singulares em
relagdo a outras capitais do Brasil. Caracterizamos aspectos clinicos e determinamos os perfis de
resisténcia as drogas das principais espécies bacterianas relacionadas aos casos de infeccdo
hospitalar. Em particular, determinamos a epidemiologia molecular de Acinetobacter baumannii
resistentes aos carbapenémicos recuperados destes pacientes no periodo entre 2016 e 2018. Usamos
as bases de dados do Servico de Controle de Infeccdo Hospitalar e do Laboratério Central de Saude
Publica para estabelecer perfis dos pacientes e infec¢gbes. O perfil de susceptibilidade antimicrobiana
foi definido pelos métodos de difuséo em disco e pela determinag¢éo da concentragéo inibitéria minima.
A epidemiologia molecular de A. baumannii foi baseada nos perfis obtidos pela eletroforese em gel de
campo pulsado e nos STs (sequencias tipo). Os genes codificadores das -lactamases das classes A,
B e D foram rastreados e sequenciados. Dentre as caracteristicas dos pacientes, destaca-se a
prevaléncia de homens (61,4%), idosos (29,3%), pacientes internados em unidades de terapia intensiva
(48,5%), com longo periodo de hospitalizacéo (75,2%) e uso de antibiéticos previamente a coleta de
exame microbioldgico (73,5%). Bactérias do grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
species) sdo as prevalentes nestas infec¢des (68,7%), com destaque para A. baumannii (22,6%).
Dentre as amostras clinicas mais coletadas temos as do trato respiratorio (42,8%). E em 73,3% dos
pacientes isolou-se bactéria com perfil de multirresisténcia as drogas. Quanto as infeccdes por A.
baumannii, essas foram mais prevalentes nas unidades de terapia intensiva (65,1%) tendo 52,8%
destes pacientes evoluido para 6bito. A analise dos 27 isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos demonstrou que todos apresentavam sensibilidade apenas a colistina e tetraciclinas
e pertenciam a trés clones internacionais, Cl-1 (33,3%), CI-5 (44,5%) e CI-6 (22,2%), este ultimo
identificado pela primeira vez no Brasil no presente estudo. O principal determinante da resisténcia aos
carbapenémicos dos isolados deste estudo pertencentes aos CI-1 e CI-5 (77,8%) é o gene blaoxa-23
associado a sequéncias de insercao do tipo ISAbal e ISAba3, respectivamente, enquanto os isolados
do CI-6 (22,2%) carreiam o blaoxa72. Esse estudo revelou que a epidemiologia das infeccdes
hospitalares por A. baumannii em Boa Vista, regido Amazbnica, é semelhante as demais regides
metropolitanas do pais assim como em outras partes do mundo.

Palavras-chave: infeccdo hospitalar, Acinetobacter baumannii, resisténcia aos antimicrobianos,
carbapenemases, regido Amazonica.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIOLOGIA PARASITARIA

Raqguel Voges Caldart

Hospital infection is one of the central issues of public health worldwide. The goal of this study was to
assess this topic in a reference hospital of Boa Vista, State of Roraima, in the Brazilian Amazon region,
which has unique geographical and population characteristics with respect to other capitals in Brazil.
Clinical aspects were characterized, and drug resistance profiles of the main bacterial species related
to cases of hospital infection were determined, particularly the molecular epidemiology of carbapenems-
resistant Acinetobacter baumannii obtained from patients between 2016 and 2018. The profiles of
patients and infections were determined using the databases of the Hospital Infection Control Service
and the Central Public Health Laboratory. The antimicrobial susceptibility profiles were defined by disk
diffusion methods and by determining the minimum inhibitory concentration. The molecular
epidemiology of A. baumannii was based on the profiles obtained by pulsed field gel electrophoresis
and type sequences. The genes encoding class A, B, and D B-lactamases were tracked and sequenced.
Among the characteristics of the patients, there was prevalence of men (61,4%), older adults (29,3%),
patients hospitalized in intensive care units (48,5%), patients with long hospital stays (75,2%), and
patients with previous exposure to antibiotics (73,5%). Bacteria of the ESKAPE group (Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa, and Enterobacter) were the most prevalent in these infections (68,7%), especially A.
baumannii (22,6%). The most collected clinical samples were those of the respiratory tract (42,8%), and
bacteria with multidrug-resistant profiles were isolated in 73,3% of the patients. A. baumannii infections
were more prevalent in intensive care units (65,1%), and 52,8% of those patients died. The analysis of
the 27 carbapenems-resistant A. baumannii isolates indicated that all of them were sensitive only to
colistin and tetracyclines, and belonged to three international clones, i.e., Cl-1 (33,3%), CI-5 (44,5%),
and Cl- 6 (22,2%), the latter having been identified for the first time in Brazil by the present study. The
main determinant of carbapenems resistance of the isolates in this study belonging to CI-1 and CI-5
(77,8%) was the blaoxa-23 gene associated with insertion sequences of the ISAbal and ISAba3 type,
respectively, whereas the CI-6 isolates (22,2%) carried blaoxa72. This study indicated that the
epidemiology of hospital infections caused by A. baumannii in Boa Vista, in the Amazon region, was
similar to that occurring in other metropolitan regions of the country, as well as in other parts of the
world.

Keywords: hospital infection, Acinetobacter baumannii, antimicrobial resistance, carbapenemases,
Amazon region.
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1 INTRODUCAO

1.1 Infeccao Hospitalar: aspectos gerais

As infeccdes hospitalares (IH) também denominadas infecgdes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sédo consideradas um evento adverso
persistente nos servicos de saude que geram impacto direto na seguranca da
assisténcia, constituindo-se um dos principais desafios mundiais para a
qualidade dos cuidados em saude (1-3).

No que se refere as medidas de prevencéo e controle dessas infec¢des,
0S primeiros avangcos comecaram a surgir por volta de 1847 quando Ignaz
Semmelweis constatou a transmissao cruzada de microrganismos por meio das
maos e, entdao propds uma das primeiras e mais importantes medidas de
prevencao das IRAS, a lavagem das méaos. Décadas depois, em torno de 1865,
as contribuicbes de Florence Nightingale proporcionaram avangos no controle
da infeccéo e na epidemiologia hospitalar ao recomendar uma série de cuidados
e estratégias relacionados ao paciente e ao meio com o objetivo de diminuir o
risco de IH e ao implantar o primeiro sistema de vigilancia de 6bitos hospitalares
(2,4,5).

No entanto, o grande marco no controle das infecgcdes ocorreu na
primeira metade do século XX, com a introducdo dos antibidticos na pratica
clinica. A possibilidade de tratar infec¢Bes bacterianas foi um importante avanco
na medicina, pois, propiciou a rapida reducao das taxas de morbimortalidade
associada a uma série de doencas até entdo consideradas fatais e oportunizou
grandes saltos para o tratamento de doencas cronicas, posto que, com 0O uso
dos antibidticos foi possivel realizar procedimentos até entdo considerados
improvaveis devido ao elevado risco de infeccao (6-9).

Os avancos cientificos e tecnolégicos na area da saude ocorridos ao
longo das ultimas décadas tém permitido maior sobrevida aos pacientes apoiada
por tratamentos intensivos, uso de dispositivos invasivos, transplantes de 6rgaos
e terapias medicamentosas potentes. No entanto, apesar dos beneficios, esses
procedimentos colocam o paciente em condicdo de maior vulnerabilidade

trazendo consequéncias como a ocorréncia cada vez maior de infeccdes
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adquiridas no ambiente hospitalar que associada ao aumento da resisténcia
bacteriana as drogas colocam as IRAS em situacdo de dificil controle, apesar
dos esforgos para sua prevencdo (10,11). Diante deste contexto, as IRAS séo
consideradas um grave problema de saude publica, pois afetam grande nimero
de pacientes em todo o mundo, elevando de forma significativa as taxas de
mortalidade e aumentando diretamente os custos com a assisténcia a saude,
além de contribuir para a selecdo e disseminacdo de microrganismos
multirresistentes as drogas (do inglés, MDR — multidrug resistant) (12—14).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as IRAS sao o evento
adverso mais frequente na prestacéo de cuidados a saude em todo o mundo (15)
e, estima-se que aproximadamente 15% de todos os pacientes hospitalizados
sofrem dessas infec¢des (14). No entanto, enquanto a prevaléncia das IRAS nos
paises desenvolvidos varia de 3,5% a 12,0% (15), com prevaléncia média de
7,1% nos paises europeus (15,16) e de 3,2% a 4,0% nos Estados Unidos da
América (EUA) (17,18), nos paises de média e baixa renda a prevaléncia varia
de 5,7% a 19,1%, com prevaléncia média em torno de 15,5% de acordo com
estudos de alta qualidade desenvolvidos nessas regides (13). A cada 100
pacientes hospitalizados, 7 em paises desenvolvidos e 10 em paises em
desenvolvimento irdo adquirir, pelo menos, uma infeccdo relacionada aos
cuidados de saude (15). Quanto ao Brasil, ha poucos estudos de prevaléncia
realizados em ambito nacional e de acordo com estudo recente realizado por
Fortaleza e colaboradores (2017), a taxa de IH no pais é de 10,8% (19).

Quando se trata da proporcédo de pacientes que adquirem IH em unidade
de terapia intensiva (UTI), os paises com baixo poder econémico também
apresentam o0s dados mais preocupantes, pois, enquanto na Europa
aproximadamente 30% dos pacientes internados em UTIs sdo acometidos por
pelo menos um episédio de IRAS, nos paises de média e baixa renda essa
proporcdo pode chegar até a 88,9%, estando geralmente associadas a altas
taxas de mortalidade (15,20).

No que se refere aos fatores de risco, vale mencionar que séo varias as
condi¢des que predispdem um paciente hospitalizado a adquirir infecgéao e estes
podem ser classificados em intrinsecos, quando estdo relacionados as

caracteristicas ou condi¢des fisiologicas do individuo no momento da sua
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admissao e, em extrinsecos, 0s quais abrangem todas as medidas terapéuticas
instituidas ao paciente durante sua internacéo (21,22).

Dentre as caracteristicas préprias dos pacientes pode-se mencionar o
sexo, extremos de idade, doenca de base (ex.: diabetes mellitus), multiplas
comorbidades, hospitalizagbes prévias, condicdo clinica no momento da
admissao hospitalar. Quanto as medidas terapéuticas, destaca-se o tratamento
ao qual o paciente sera submetido (ex.: procedimentos invasivos e terapias
medicamentosas), o setor de internacdo (UTI) e a internagcdo prolongada.
Quanto aos procedimentos invasivos, cabe destacar que falta de adeséo aos
cuidados assépticos, intercorréncias pré, trans e pos-operatorias, esterilizacéo
inadequada de instrumentos cirdrgicos e materiais médico-hospitalares,
condi¢fes inadequadas e multiplas tentativas de insercéo de cateteres, elevado
tempo de permanéncia dos cateteres, mas condi¢cbes de higiene bucal, sé&o
alguns dos fatores de risco relacionados aos diferentes tipos de infeccdo (1,21—-
23).

Dentre os diferentes tipos de infecgcbes adquiridas em ambiente
hospitalar estdo, principalmente, aquelas relacionadas aos procedimentos e
dispositivos invasivos, dentre as quais destacam-se, as infeccfes do trato
urinario associadas ao cateter vesical (ITU-AC), as infeccbes de corrente
sanguinea relacionadas ao cateter (ICSRC), as infec¢bes de sitio cirargico (ISC)
e as pneumonias hospitalares, em especial as pneumonias associadas a
ventilacdo mecanica invasiva (PAV). Essas infec¢cdes representam um dos
eventos adversos mais comuns decorrentes da assisténcia, sendo responsaveis
por elevadas taxas de mortalidade, prolongamento do tempo de hospitalizacao
e aumento do custo da assisténcia, embora todos os principais tipos sejam
passiveis de prevencdo por meio de bundles de prevencao para cada uma delas
(1,12,18,23).

De acordo com lordanou e colaboradores (2017) as taxas gerais de
infeccbes associadas a dispositivos invasivos giram em torno de 12,6%, sendo
as ICSRC o tipo mais comum, representando 48,8% do total de infeccbes
relacionadas aos dispositivos invasivos, seguida pela PAV (37,2%) e ITU-AC
(14%) (10). Em outro estudo, realizado no Brasil, identificou-se maior prevaléncia

de infeccdo em pacientes que faziam uso de cateter vascular (16,3%), cateter
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vesical (14,7%) e que estavam sob ventilacdo mecanica (7,3%) e destacou-se
ainda que 15,0% dos pacientes com infeccdo foram submetidos a intervencao
cirdrgica no momento da admisséao (19).

Considerando que as IRAS s&o uma causa significativa de adoecimento
e morte, medidas com foco na prevencao sao fundamentais, dentre elas ressalta-
se, a deteccdo e isolamento precoce de pacientes colonizados, aplicacdo de
precaucdes padrao e de contato, adeséo a higiene das méos, implementacéo de
pacotes de prevencao de IRAS e estabelecimento de programas de prevencéo
e controle dessas infec¢Bes (14,20). Além de medidas que promovam 0 USO

racional de antimicrobianos (24,25).

1.2 Principais microrganismos causadores de infeccao hospitalar

Muitos dos microrganismos causadores de infec¢cdo hospitalar fazem
parte da microbiota do préprio paciente, que favorecidos pelo desequilibrio da
relacdo existente entre 0 microbioma humano e os mecanismos de defesa do
hospedeiro, invadem e disseminam-se pelo organismo, levando a infeccdo
localizada ou sistémica. No entanto, um conjunto de espécies composto por
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter species,
conhecidos pelo acronimo ESKAPE, destacam-se dentre os principais agentes
causadores dessas infeccdes (26,27). Mais recentemente, alguns autores vém
chamando atencédo para a inclusdo da Escherichia coli neste grupo, tendo em
vista a relevancia desta espécie nas infec¢coes em ambiente hospitalar (28—30).

Dentre esse grupo de bactérias, E. coli € o agente prevalente em
infec¢cdes comunitarias do trato urinario e, no hospital, é o principal componente
aerobico da microbiota mista identificado nas infec¢Bes intra-abdominais. P.
aeruginosa, Klebsiella e Enterobacter s&do importantes causadores de
pneumonia hospitalar, principalmente naqueles pacientes com tempo de
internacdo prolongado e A. baumannii é um dos principais organismos
responsaveis por surtos hospitalares em pacientes mais vulneraveis,
especialmente aqueles internados em UTI. Os patégenos Gram-negativos sé&o

os causadores de aproximadamente metade de todas as bacteremias, a maioria
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das quais ocorre devido ao excesso de bactérias presentes em outros locais de
infeccéo priméaria (6,31,32).

1.2.1 Acinetobacter baumannii: caracteristicas do género e da espécie

Entre as bactérias atribuidas ao grupo ESKAPE, chama-se atenc¢éo para
A. baumannii, espécie de maior importancia clinica dentro do género
Acinetobacter spp. (do grego, akinetos: ndo moveis). Essas bactérias séo
caracterizadas como cocobacilos Gram-negativos, estritamente aerébios, néo
fermentadoras de glicose, néo-fastidiosos, catalase-positivas e oxidase-
negativas, pertencentes a familia Moraxellaceae. Sao saprofitas de vida livre e
estdo amplamente distribuidos na natureza, uma vez que podem ser
encontradas no solo, na agua, no ar, em alimentos, em artropodes, na microbiota
de humanos e animais (33-36).

A ampla dispersdo dessas bactérias se deve a sua versatilidade
metabdlica e nutricional, caracteristicas como, utilizacdo de varias fontes de
carbono para crescimento, capacidade de crescer em diferentes condicbes de
pH e temperatura, resisténcia a antibioticos e desinfetantes, tolerancia a baixas
umidades e capacidade de aderéncia e formacéo de biofilme contribuem para
gue esses organismos se adaptem a ambientes diversos (33—-35).

A. baumannii € capaz de causar infeccbes graves em pacientes
hospitalizados, incluindo infec¢cdes do trato respiratério inferior, principalmente
em individuos sob ventilacdo mecanica, infec¢cdes de corrente sanguinea, do
trato urinario e de feridas. Essas infeccfes sao influenciadas por varios fatores,
como aqueles relacionados a complexidade do ambiente hospitalar e dos
setores de terapia intensiva, bem como, idade do paciente, comorbidades
apresentadas, duracdo da internacdo, dias de ventilacdo mecanica, doencas
intercorrentes e o0 uso de agentes antimicrobianos prévios, os quais favorecem
a infeccéo (37,38). Ainda pode-se mencionar que, pacientes com bacteremia por
A. baumannii MDR apresentam elevadas taxas de mortalidade e a exposicao
prévia aos carbapenémicos e as penicilinas com inibidores de B-lactamases e a

realizacdo de outros procedimentos invasivos aumentam o risco de aquisicédo de



bacteremia por A. baumannii MDR. A idade avancada também é um dos fatores
de risco para mortalidade relacionada a bacteremia por esta espécie MDR (39).

A elevada ocorréncia de infeccbes nosocomiais causadas por A.
baumannii resistente aos carbapenémicos (do inglés, CRAB — Carbapenem-
Resistant A. baumannii) pode estar relacionada a sua capacidade de causar
surtos hospitalares, os quais séo favorecidos pelos seus fatores de viruléncia e
patogenicidade. Esses surtos de CRAB s&o principalmente ocasionados por trés
clones resistentes a mudltiplas drogas e vem sendo relatados por estudos
europeus desde a década de 1990 e, por isso foram originalmente denominados
Clones Europeus (CE) (1, 2 e 3). No entanto, esses mesmos clones foram
associados a infeccdo e disseminacdo de surtos em varias outras regides do
mundo, a exemplo dos EUA, Canada, América do Sul, Europa, Africa, Oriente
Médio, Sudeste Asiatico, Australia, entre outras e, entdo passaram a ser
chamados de Clones Internacionais (Cl) (1, 2 e 3) (40-42).

Apesar dos CI-1 e CI-2 serem os dois principais responsaveis pela
maioria desses surtos (42) estudos vem reportando uma ampla distribuicdo
geografica de alguns outros clones (40) com destaque para duas linhagens
atribuidas aos ST79PAS e ST25PAS, as quais correspondem aos CI-5 e Cl-7,

respectivamente (42,43).

1.3 Mecanismos de resisténcia associados aos B-lactamicos

Os antibiéticos sdo substancias capazes de impedir ou inibir o
crescimento de determinado microrganismo, sdo divididos em véarias classes e,
atualmente os mais utilizados sdo aqueles pertencentes a classe dos [-
lactamicos (44). Essas drogas séo diversas em sua estrutura, porém possuem
em comum o anel B-lactamico de quatro membros que funciona como o
farmacoforo ativo para esta classe. As penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactans sdo as subclasses que compdem o grupo dos
B-lactamicos, nas quais estéo distribuidos uma ampla variedade de antibiéticos
e associagdes entre antibidticos e inibidores de -lactamases, constituindo-se a
classe com o maior numero de farmacos de importéancia critica para a medicina
humana (44).



Caracterizados como agentes de amplo espectro de atividade, sdo bem
tolerados, apresentam baixa toxicidade e sdo bastante eficazes. Agem como
substratos para as proteinas de ligacdo as penicilinas (do inglés, PBP —
Penicillin-binding Proteins) interrompendo a formacgdo da parede celular
bacteriana, especificamente na manutengcédo do peptidoglicano, resultando em
lise celular (44-47).

Os carbapenémicos sdo um importante grupo dentro da classe dos [3-
lactamicos, pois, possuem uma 6tima atividade contra bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas em comparagao com os demais B-lactamicos. Sua estrutura
unica, definida por um carbapenem acoplado a um anel B-lactamico, confere
protecdo contra a maioria das B-lactamases, como as [3-lactamases de espectro
estendido (do inglés, ESBL — Extended-spectrum p-lactamases).
Consequentemente, sao considerados um dos medicamentos mais confiaveis
para o tratamento de infec¢cbes bacterianas, tendo como principais
representantes o imipenem, primeiro carbapenem a ser identificado em 1976,
meropenem e ertapenem (44,48,49).

Diante de tais caracteristicas os carbapenémicos tiveram seu consumo
aumentado, levando ao aumento da pressado seletiva o que vem contribuindo
para a progressiva resisténcia a esses medicamentos tanto em bactérias Gram-
negativas ndo fermentadoras (P. aeruginosa e A. baumannii), bem como,
Enterobacteriaceae (Klebsiella spp, E. coli e Enterobacer spp) e bactérias Gram-
positivas (Staphylococcus spp e Enterococcus spp), as quais sdo ou vem se
tornando resistentes a maioria dos carbapenémicos disponivel para uso clinico
(50).

Quanto a resisténcia bacteriana as drogas, cabe destacar que esta pode
ser natural ou intrinseca, quando estad relacionada com as propriedades
inerentes das bactérias, as quais ndo permitem que o antibidtico atue ou,
adquirida, quando a bactéria apresenta resisténcia a um antibiético ao qual era
previamente sensivel. A resisténcia adquirida pode ser determinada por
mutacOes nos proprios genes da bactéria ou pela aquisicdo de genes de
resisténcia (51), esses Ultimos sdo normalmente mobilizados por elementos

genéticos moveis (EGM), a exemplo dos transposons e plasmideos (52).



Os mecanismos pelos quais as bactérias desenvolvem resisténcia aos
antibioticos sdo os mais diversos, sendo que um mesmo organismo pode
apresentar um mecanismo apenas ou conter varios mecanismos de resisténcia
concomitantes. Esses mecanismos podem ser amplamente classificados em
quatro grupos: (i) inativacdo ou alteracdo da molécula antimicrobiana; (ii)
modificacdes no sitio alvo do antibidtico; (iii) reducdo da penetracdo e do
acumulo de antibidticos e; (iv) outros mecanismos e estratégias de sobrevivéncia
(figura 1) (9,53).

Figura 1 - Mecanismos de resisténcia aos antibiéticos em bactérias do grupo
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Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2020) (53).

A. baumannii € um exemplo de microrganismo que além de possuir
resisténcia intrinseca a uma ampla variedade de antimicrobianos, demonstra um
grande potencial para a aquisicdo de novos determinantes de resisténcia,
respondendo rapidamente a pressao seletiva do meio ambiente. Conferindo a
essa espécie perfis extensivamente resistente as drogas, 0s quais sdo mediados
por uma diversidade de mecanismos de resisténcia (32,34,53-57). No entanto,
para fins desta revisdo, serdo abordados o0s principais mecanismos
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apresentados por este patdgeno que conferem resisténcia aos B-lactamicos,

descritos a segquir.

1.3.1B-lactamases

Os genes que codificam as B-lactamases sdo denominados bla,
seguidos pelo nome da enzima especifica (p. ex.: blakec), podendo ser
encontrados no cromossomo bacteriano ou localizados em EGMs como parte do
genoma acessorio. Em termos de expressao, a transcricdo desses genes pode
ser constitutiva (continuamente ativada) ou exigir um sinal externo para induzir
sua produgao (presenga do [B-lactamico). Dentro do grupo das B-lactamases,
cabe destacar as carbapenemases, enzimas especificas com capacidade de
hidrolisar os carbapenémicos (9,50,58).

A classificagdo das B-lactamases é tradicionalmente baseada em dois
esquemas principais, um que classifica essas enzimas de acordo com sua
estrutura primaria (59) e outro que as classifica com base em suas
caracteristicas funcionais (60).

A classificagao proposta por Ambler em 1980 utilizou a homologia da
sequéncia de nucleotideos e aminoacidos das enzimas para agrupar as [3-
lactamases em quatro classes (A, B, C e D), de acordo com as diferencas em
seus mecanismos cataliticos, estas classes ainda foram divididas em dois
grupos: serina-B-lactamases (classe A, C e D) e metalo-B-lactamases (MBL)
(Classe B) (59-61). As B-lactamases de classe B utilizam zinco (Zn?*) para
inativar os B-lactamicos, e todas sao carbapenemases, ja as B-lactamases das
classes A, C e D usam uma serina como nucledfilo para hidrolisar a ligagao [3-
lactamica (50,62).

A classificacdo das B-lactamases proposta por Bush em 1989 e
atualizada por Bush, Jacoby e Medeiros em 1995 divide essas enzimas em
quatro grupos funcionais e subgrupos, relacionando caracteristicas bioquimicas,
principalmente com base na especificidade do substrato e caracteristicas
enzimaticas. Essa classificacdo foi novamente revisada por Bush e Jacob em
2010, quando foram considerados trés grupos e seus respectivos subgrupos,

com base em seus perfis de hidrélise e inibicdo, sendo esta Ultima a mais
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utilizada, mas com uma correlacdo entre as duas classifica¢cdes anteriores e com

a classificacdo de Ambler (50,60,63). A comparacao entre os dois esquemas

principais de classificacdo dessas enzimas € apresentada na tabela 1.

Tabela 1 - Comparacgao entre dois os dois esquemas de classificacao das [3-
lactamases Ambler (1980) e Bush; Jacoby; Medeiros (1995).

Classes de Ambler: Grupos de Bush; Jacoby;
sitio catalitico Medeiros: sitio catalitico Substratos Inibido por Exemplos
(espectro) (espectro)
: e : P - Clavulanato, avibactam e outros Penls:ll_lnases de
A: serina (variavel) 2a: serina (penicilinases) Penicilinas y bactérias Gram-

B: metalo
(carbapenemase)
C: serina
(cefalosporinase)

D: serina
(oxacilinases)

2b: serina (penicilinases)

2be: serina (ESBLs)

2br: serina (resistentes a inibidores)

2c: serina (penicilinases)

2f: serina (carbapenemases)

3: metalo (carbapenemases)

1: serina (cefalosporinases)

2d: serina (oxacilinases)

Penicilinas e cefalosporinas
de espectro estreito
Penicilinas e cefalosporinas,
incluindo as de espectro
estendido

Penicilinas

Penicilinas e carbenicilina

Penicilinas, cefalosporinas e
carbapenens

Maioria dos B-lactamicos,
incluindo carbapenens, mas
nao monobactans

Penicilinas e cefalosporinas

Penicilinas e cloxacilina;
algumas incluem
cefalosporinas e/ou

inibidores mais recentes

Clavulanato, avibactam e outros
inibidores mais recentes

Clavulanato, avibactam e outros
inibidores mais recentes

Avibactam e outros inibidores
mais recentes

Clavulanato, avibactam e outros
inibidores mais recentes
Avibactam e outros inibidores
mais recentes

Agentes quelantes (EDTA) e
ANT431

Cloxacilina, avibactam e outros
inibidores mais recentes

Cloreto de sédio; algumas por
clavulanato, avibactam e outros
inibidores mais recentes

positivas
TEM-1, TEM-2 e SHV-
1

SHV-2, TEM-10, CTX-
M e GES-1

TEM-30 e SHV-72

PSE (CARB)

KPC, SME, NMC-Ae
GES-2

IMP, VIM e NDM

AmpC cromossdmica,
CMY, ACT-1 € DHA

OXA-1/30, OXA-10,
OXA-23 e OXA-48

carbapenens

Fonte: Modificado de Bush; Bradoford (2019) (64).

E importante destacar que essas classificacbes tém adverténcias e néo
se sobrepbem completamente, decifrar o papel dos diferentes tipos de enzimas
e suas caracteristicas € uma tarefa complexa (9). Neste estudo serd utilizado a
classificacéo proposta por Ambler (1980) como base para revisdo, com énfase

nas carbapenemases.

1.3.1.1 B-lactamases de classe A

Essas enzimas sdo caracterizadas por serem inibidas pelo &cido
clavulanico, sulbactam e tazobactam. Essa classe inclui uma ampla variedade
de enzimas com atividades muito distintas, abrangendo desde penicilinases,
TEM-1 (Temoneira-B-lactamase) e SHV-1 (do inglés, Sulphydryl variable B-
lactamase) a carbapenemases (KPC — Klebsiella pneumoniae carbapenemase)
passando por ESBLs, CTX-M (do inglés — cefotaxime hydrolyzing capabilities -
lactamases), sendo essas duas Ultimas enzimas (KPC e CTX-M) as

representantes da classe A com importante impacto na clinica. Quanto as
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carbapenemases que pertencem a esta classe, até o momento, foram descritas
cinco familias diferentes das quais trés sdo habitualmente codificadas por
cromossomos, IMI (enzima hidrolizante imipenem), SME (enzima Serratia
marcescens) e NMC (non-metalloenzimatic carbapenemase) e duas, KPC e
GES (do inglés, Guiana Extended Spectrum), séo classicamente codificadas em
plasmideos ou outros EGMs (9,32).

O primeiro relato da enzima KPC ocorreu em 1996 a partir de um isolado
de K. pneumoniae recuperado de um paciente na Carolina do Norte, EUA (65).
Embora sejam encontradas principalmente em Klebsiella spp., ha relatos dessa
enzima em varios outros patégenos Gram-negativos, dentre eles, Enterobacter
spp., E. coli, Proteus mirabilis e Salmonella spp., bem como em organismos néo
fermentadores, como P. aeruginosa e A. baumannii. O primeiro caso de KPC em
Acinetobacter spp. foi registrado em Porto Rico em 2010, na ocasi&o foi descrito
uma nova variante desta enzima, a KPC-10 (66). Um total de 22 variantes do
gene blakpc foi descrito até o momento, a maioria localizados em plasmideos
contendo elementos transponiveis ou em associacdo com sequéncias de
insercdo (do inglés, IS — insertion sequence) (9). A enzima GES é originaria de
um isolado clinico de K. pneumoniae proveniente da Guiana Francesa que
apresentava resisténcia de espectro estendido aos B-lactamicos (67). O primeiro
relato desta enzima em A. baumannii ocorreu na Franca e foi caracterizada como
GES-11. Esta enzima confere resisténcia aos [(-lactamicos, incluindo o
aztreonam, possui uma caracteristica propria, em que substituicdes de
aminoacidos em seu sitio ativo podem ampliar sua atividade hidrolitica,
reduzindo a suscetibilidade antimicrobiana aos carbapenémicos (68).

Dentre as B-lactamases de classe A inclui-se ainda as ESBLS, enzimas
de grande importancia clinica, por ser um mecanismo de resisténcia,

principalmente, mediado por plasmideos (34,45).

1.3.1.2 B-lactamases de classe B

As MBL séo enzimas da classe B, caracterizadas por apresentarem um
fon metalico no seu sitio ativo, geralmente o Zn?*. Essas enzimas sdo todas

carbapenemases e atribuem resisténcia a um amplo espectro de B-lactamicos,
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além dos carbapenémicos. Sao inibidas por agentes quelantes como o acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA) ou o acido 2-mercaptopropiénico, mas néo
sao afetadas pelos inibidores convencionais de B-lactamases, acido clavulanico,
sulbactam e tazobactam (32,69,70). E, embora hidrolisem eficientemente as
cefamicinas, o aztreonam € tipicamente um substrato pobre. Essas enzimas
foram descobertas ha mais de 50 anos, codificadas por genes geralmente
localizados no cromossomo de bactérias ndo patogénicas, no entanto, durante
a década de 1990, enzimas como IMP (imipenemase) e VIM (Verona
imipenemase) passaram a ser frequentemente relatadas em isolados clinicos de
Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. Ademais,
observou-se que genes que codificam essas enzimas foram encontrados como
parte do genoma acessorio dessas bactérias sugerindo transmissao horizontal
de genes de resisténcia (9,32).

Dentre as metalo-carbapenemases ha quatro familias que apresentam
relevancia clinica, por estarem disseminadas em varios paises e em cepas de P.
aeruginosa, A. baumannii e Enterobacteriaceae, sao elas, IMP, VIM, SPM (Sé&o
Paulo metalo-B-lactamase) e NDM (New Delhi metalo-B-lactamase) (9,69).

As enzimas IMP foram descritas no Japao no inicio dos anos 1990 em
isolado de S. marcescens gue apresentava resisténcia ao imipenem e as
cefalosporinas, desde entdo, mais de 20 subtipos diferentes foram descritos,
sendo encontradas, principalmente em Enterobacteriaceae, Pseudomonas spp.
e Acinetobacter spp., os genes blaimpe foram encontrados em plasmideos e fazem
parte dos integrons de classe 1. As enzimas da familia VIM foram descritas pela
primeira vez no final dos anos 1990 em Verona, Itdlia e, desde entdo, se
espalharam pelo mundo. Inicialmente encontradas em P. aeruginosa, mas sua
associacdo com integrons de classe 1, juntamente com relatos de localizacdo
em diferentes tipos de EGMs parece ser a provavel causa de sua disseminacao
para muitas outras espécies bacterianas. Entre as diferentes variantes da
enzima VIM descritas até o momento, a VIM-2 é a mais amplamente distribuida,
sendo encontrada na Europa, Asia, Africa e Américas (9,49,71).

Em 2008, uma nova carbapenemase foi identificada em um isolado de
K. pneumoniae recuperado de um paciente sueco com internagdo prévia em um

hospital de Nova Delhi, india. A enzima foi designada NDM-1 e compartilha
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pouca identidade de aminoacidos com outros membros das enzimas da classe
B de Ambler, mas seu perfil hidrolitico € muito semelhante a todos eles. O gene
blanom foi encontrado em diversos tipos de plasmideos em varias espécies de
bactérias Gram-negativas, bem como, associado sequéncias de inserc¢ao do tipo
ISAbal25 (ISAba — Sequéncia de insercdo de A. bamannii). Ademais, observou-
se gque genes codificadores das enzimas NDM geralmente carreiam varios outros
determinantes de resisténcia, sendo assim, a presenca de NDM-1 é comumente
acompanhada por um fen6tipo de multirresisténcia as drogas (9).

Quanto a enzima SPM, esta foi identificada em um isolado de P.
aeruginosa proveniente de um paciente internado em um hospital de S&o Paulo
em 2001 (72). Essa MBL foi denominada de SPM-1 e hidrolisa todos os
antimicrobianos B-lactamicos, preferencialmente carbapenémicos, sendo
incapaz de hidrolisar aztreonam, ticarcilina e acido clavulanico. E embora ja se
tenha evidenciado a disseminacao de P. aeruginosa produtora SPM-1 em varios
estados brasileiros, essa enzima parece estar restrita ao Brasil (61).

A resisténcia aos carbapenémicos devido a produgdo de MBL em
Acinetobacter spp., tem sido raramente relatada no Brasil, sendo o primeiro
isolado clinico de A. baumannii produtor de MBL do tipo IMP-1 identificado na
UTI de um hospital de Sdo Paulo (73). Dentre os relatos posteriores, pode-se
mencionar a deteccdo da enzima IMP em Acinetobacter spp. isolados
recuperados de hospitais de Sao Paulo (74,75) e a deteccdo de isolados
produtores de NDM-1 pertencente a diferentes espécies de Acinetobacter nas

regioes sul e norte do pais (76—79).

1.3.1.3 B-lactamases de classe D

As enzimas da classe D, também conhecidas como oxacilinases (OXA),
constituem um grupo heterogéneo de B-lactamases com significativa atividade
da carbapenemase. Esse grupo de enzimas foi inicialmente diferenciado das
penicilinases da classe A devido a sua capacidade de hidrolisar oxacilina, o que
justifica o seu nome (9,32,80,81).

As enzimas do tipo OXA estavam entre as primeiras B-lactamases

detectadas, no entanto, eram relativamente raras. A partir dos anos 1980, foram
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identificados o0s primeiros isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos produtores de OXA-B-lactamases codificadas em plasmideo e,
verificou-se, ainda que todas as linhagens de A. baumannii possuiam uma OXA-
B-lactamase cromoss6mica. Em decorréncia da capacidade de alguns membros
da familia OXA em hidrolisar carbapenémicos, essas enzimas tornaram-se mais
importantes, particularmente em A. baumannii, transformando essas -
lactamases de pequena relevancia em um grande problema que compromete a
eficicia clinica desses farmacos (64,82).

Dentre as quatro classes moleculares das -lactamases, as enzimas de
classe D sdo as mais diversas, com enzimas que apresentam espectro estreito
e estendido de hidrélise, com capacidade de degradar cefalosporinas de terceira
geracdo e carbapenémicos (9,80). As OXA sao fracamente inibidas pelo acido
clavulanico, no entanto, algumas sao inibidas pelo tazobactam e avibactam (64),
enguanto, in vitro, suas atividades podem ser inibidas pelo cloreto de sodio
(NaCl). Esta propriedade ndo é compartilhada pelas B-lactamases de outras
classes, definindo uma caracteristica util para identificacdo in vitro dessas
enzimas (80). Atualmente, as enzimas OXA com atividade de hidrélise de
carbapenémicos incluem, principalmente, os seguintes grupos: OXA-23-like,
OXA-24/40-like, OXA-48-like, OXA-51-like, OXA-58-like, OXA-143-like e OXA-
235-like (42,82-84).

O primeiro grupo de CHDL (do inglés, Carbapenem-hydrolyzing class D
B-lactamase) identificado em A. baumannii foi o grupo OXA-23, caracterizado
como o mais difundido nesta espécie e reportado em todo o mundo, sendo
primeiramente isolado em Edimburgo, Esc6cia em 1985 no mesmo ano em que
o imipenem foi aprovado para uso clinico (49,82,85). Os genes que codificam
esse grupo de enzimas sdo frequentemente localizados em plasmideos e
encontrados em muitas espécies de Acinetobacter, além de espécies
pertencentes as Enterobacteriaceae. Essas enzimas sédo capazes de hidrolisar
oximinocefalosporinas, aminopenicilinas, piperacilina, oxacilina e aztreonam,
além dos carbapenémicos e atualmente contribuem para a resisténcia global de
A. baumannii a esses farmacos. Dentre as enzimas que compdem este grupo
estdo OXA-27 e OXA-49 (34,82). Os genes blaoxa23 estdo geralmente

localizados em plasmideos e sdo flanqueados por duas copias das sequéncias
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de insercdo ISAbal em direcbes opostas nos transposons transmissiveis
Tn2006 e Tn2008. Eles também podem existir em associacdo com o transposon
Tn2007, que ndo possui a segunda copia da ISAbal, e esta associado a uma
copia do ISAba4. E provavel que as sequéncias de inser¢do atuem como fortes
promotores para a expressao de OXA-23, o que aumenta a resisténcia aos
carbapenémicos. Além da localizacdo nos plasmideos, evidéncias mostram
insergbes cromossOmicas de blaoxa-23 associadas a transmissdo mediada por
transposon (84).

O grupo de enzimas OXA-24/40 foi o segundo a ser identificado em A.
baumannii. A primeira enzima deste grupo, OXA-24, posteriormente denominada
OXA-40 foi descrita em isolados provenientes de um surto na Espanha, em 1997.
A partir de entdo, outras variantes enziméticas foram descobertas (OXA-25,
OXA-26, OXA-72, OXA-139, OXA-160, OXA-207). Embora, inicialmente
encontradas em isolados de A. baumannii e, principalmente em cromossomos,
sem associacdo com elementos genéticos méveis, estudos identificaram genes
semelhantes ao Dblaoxa-z2440ike €m plasmideos de outras espécies de
Acinetobacter, em P. aeruginosa e K. pneumoniae. Em geral, esse grupo de
enzimas € capaz de hidrolisar as penicilinas, mas parecem mostrar fraca
atividade contra as cefalosporinas e os carbapenémicos. Das trés enzimas
(OXA-25, OXA-26 e OXA-40), a OXA-40 demonstrou a maior atividade contra 0s
carbapenémicos e assim como para OXA-23, diversos mecanismos de
resisténcia atuam em conjunto com OXA-40 para conferir elevados niveis de
resisténcia a esta classe de farmacos (34,82,84,85).

O maior grupo de OXA-B-lactamases identificado é do tipo OXA-51, a
primeira enzima do grupo foi identificada em isolados de A. baumannii na
Argentina entre 1993 e 1994 (86) e séo intrinsecas a espécie. Até o momento 95
variantes enzimaticas foram identificadas e o grande numero de variantes, por si
s6, € uma indicacdo de que essas enzimas cromossomicamente codificadas
estdo sob consideravel pressao seletiva do uso de antibioticos. As enzimas
desse grupo sdo uma preocupacao, pois, sendo intrinseca a espécie, supde-se
gue todos os isolados de A. baumannii sdo capazes de se tornar resistente aos

carbapenémicos. A analise sequencial do blaoxas1 fornece evidéncias que
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regides desses genes sao preferencialmente alteradas sob a pressao seletiva do
uso de antibioticos (82).

A primeira enzima do grupo OXA-58 foi identificada na Franca em 2003,
sendo isolada em uma cepa clinica de A. baumannii MDR que também
apresentava resisténcia aos carbapenémicos. As propriedades dessas enzimas
sdo semelhantes as outras enzimas do tipo OXA em A. baumannii com atividade
fraca contra carbapenémicos e penicilinas e uma habilidade para hidrolisar
cefpirome e cefalotina, mas nao ceftazidima, cefotaxima e cefepima. No entanto,
estudos apontam que essa enzima requer multiplos mecanismos de resisténcia
gue atuam em conjunto, a exemplo das bombas de efluxo. Devido aos muitos
mecanismos de resisténcia de A. baumannii, isolados desta espécie que
carreiam genes do tipo blaoxass sdo frequentemente identificados com altos
niveis de resisténcia aos carbapenémicos. Trés variantes da enzima foram
identificadas, OXA-96, OXA-97 e OXA-164 (82,85).

A enzima OXA-143 é a primeira enzima representante de um novo
subgrupo de [-lactamases de classe D que hidrolisam carbapenémicos.
Descoberta em 2004, provenientes de trés cepas clinicas de A. baumannii
resistentes a quase todos os antibidticos B-lactamicos, as quais foram isoladas
de pacientes internados em uma UTI no Brasil. Essas enzimas hidrolisam
penicilinas, oxacilina, meropenem e imipenem, mas nao cefalosporinas de
espectro estendido. Como as outras carbapenemases do tipo OXA adquiridas,
esse grupo de enzimas é capaz de conferir altos niveis de resisténcia aos
carbapenémicos quando expresso em isolados que apresentam outros
mecanismos de resisténcia. Outras variantes do grupo OXA-143 foram
identificadas e incluem OXA-182, OXA-231, OXA-253 e OXA-255. Embora o
Brasil pareca ser o pais com o maior niumero de relatos de OXA-143, esta enzima
também foi identificado em isolados de A. baumannii provenientes de hospitais
iranianos e em plasmideos de cepas de A. baumannii e A. pittii no Brasil e na
Coréia do Sul (82,84,87-89).

Em 2013, mais trés novas oxacilinases foram identificadas em isolados
de A. baumannii nos Estados Unidos e México, OXA-235 e suas variantes OXA-
236 e OXA-237. A expressao de OXA-235 resultou em susceptibilidade reduzida

aos carbapenémicos, porém a concentracao inibitéria minima (CIM) das
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cefalosporinas nao foi alterada. Os genes que codificam essas novas enzimas
foram encontrados entre duas sequéncias de insercdo do tipo ISAbal.
Recentemente, estudos reportam a presenca de OXA-235 em isolados de A.
baumannii em hospitais do Canada e a variante OXA-278 foi detectada cepas de
Acinetobacter iwoffii em estacdes de tratamento de agua em Cingapura (84,90).

A enzima OXA-48 € uma CHDL amplamente disseminada que foi
originalmente descrita em 2001 em Istambul na Turquia a partir de um isolado
de K. pneumoniae MDR, com resisténcia ao carbapenem. A OXA-48 e suas
variantes estdo agora amplamente disseminadas em isolados clinicos de K.
pneumoniae, outras Enterobacteriaceae e A. baumannii (9,64). Essa enzima tem
um baixo nivel de atividade hidrolitica contra os carbapenémicos, com maior
atividade contra imipenem do que contra meropenem. Desde 2001, muitas
variantes nomeadas de OXA-48 foram identificadas, sendo que, OXA-162, OXA-
163, OXA-181 e OXA-232 tiveram suas propriedades analisadas e, enquanto
OXA-163 apresenta um fraco perfil de hidrélise contra os carbapenémicos ela
tem a capacidade de hidrolisar ceftazidima, aztreonam, o que ndo € visto na
OXA-48, e uma capacidade aumentada de hidrolisar cefotaxima e cefepima em
comparacao a OXA-48, tornando-a semelhante a uma ESBL, ja OXA-181 e OXA-
232 parecem semelhantes a OXA-48 em sua atividade e OXA-232 demonstra
hidrélise contra as penicilinas. Cepas produtoras de OXA-48 com valores
aumentados da CIM para os carbapenémicos geralmente possuem um
mecanismo de resisténcia ndo enzimatico secundario (64,82).

Em sintese, as enzimas do tipo OXA possuem uma ampla variedade de
perfis hidroliticos, com enzimas codificadas por genes localizados no
cromossomo bacteriano, mas em sua maioria, esses genes estdo relacionados
a EGMs. Embora as CHDL sejam particularmente prevalentes em A. baumannii,
ja foram relatadas em outros organismos clinicamente relevantes, como P.
aeruginosa e varias espécies de Enterobacteriaceae. Além disso, a transmissao
intra e interespécie desses genes tem sido bem-sucedida, principalmente para
as enzimas OXA-23 e OXA-58 que atualmente apresentam distribuicdo mundial,
sendo observada uma crescente disseminacédo de A. baumannii produtora de

OXA-23, em especial entre pacientes hospitalizados em UTlIs (9,81).
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1.3.2 Outros mecanismos de resisténcia em A. baumannii

Apesar da producédo de B-lactamases do tipo carbapenemases ser o
principal mecanismo pelos quais as bactérias adquirem resisténcia aos
carbapenémicos e, por isso ele vem sendo investigado com mais detalhes, cabe
destacar que alguns fendtipos de panresisténcia as drogas presentes em
bactérias intra-hospitalares normalmente sdo o resultado da associacdo de
diferentes mecanismos de resisténcia em um mesmo isolado. Essa combinacéo
leva a elevados niveis de resisténcia aos carbapenémicos, principalmente em

bactérias Gram-negativas, dentre elas A. baumannii (50).

1.3.2.1 Alteracao das proteinas de ligacédo as penicilinas

A maioria dos antibioticos liga-se especificamente a um ou mais alvos
na célula bacteriana, para evitar os efeitos desses farmacos as bactérias utilizam
como estratégia a alteracao no sitio ativo do antibiético, interferindo no seu local
de destino, por meio da protecédo ou da modificacdo desse alvo. Esse mecanismo
impede sua ligacdo ou diminui a afinidade dessa interacdo, desse modo o
antibiético ndo reconhece o alvo na célula bacteriana tornando-se ineficaz
(9,53,91).

Geralmente, essas alteracfes tém origem em mutacfes em genes da
prépria bactéria, como consequéncia impedem a ligacdo dos antimicrobianos,
mas nao interferem na funcao do alvo alterado. Assim, a bactéria mantém suas
funcdes, mas escapa da acao dos antibiéticos. Um exemplo € a mutagéo do gene
gue codifica as PBPs, essas proteinas sdo os alvos dos B-lactamicos e a inibicédo
dessas proteinas produz um desequilibrio na sintese da parede celular,
resultando na diminuicdo do crescimento ou lise celular, por atuarem no
processo de biossintese da parede celular bacteriana (91). Esse mecanismo é
um dos mais comuns e afeta quase todas as classes de antimicrobianos, no
entanto, a resisténcia aos 3-lactamicos em decorréncia da alteracdo de PBBs é

mais comum em bactérias Gram-positivas em relacdo as Gram-negativas (9,56).
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1.3.2.2 Alteragéo na permeabilidade da membrana externa

As bactérias Gram-negativas apresentam em torno de seu
peptidoglicano uma membrana externa, que atua como primeira linha de defesa
contra a penetragdo de compostos téxicos, incluindo os antibioticos e ao mesmo
tempo permite o influxo de nutrientes e extrusédo de produtos nao utilizados pela
célula (9). Muitos dos antibidticos usados na pratica clinica tém seus alvos
intracelulares ou, no caso de bactérias Gram-negativas, localizados na
membrana interna. Portanto, o composto deve penetrar nesta membrana para
exercer seu efeito antimicrobiano e para isso costumam usar proteinas
transmembranas (do inglés, OMP — Outer membrane proteins) denominadas
porinas, as quais sdo capazes de formar canais hidrofilicos que permitem o
transporte de moléculas através de membranas de bicamada lipidica. Para
evadir-se do efeito desses farmacos, as bactérias desenvolveram mecanismos
para impedir que o antibidtico atinja seu alvo intracelular, diminuindo a captacao
da molécula antimicrobiana, por meio da alteracdo da permeabilidade da
membrana (9,49,56).

Mutacbes que levam a diminuicdo da permeabilidade da membrana
externa através da producdo de porinas modificadas, perda da expresséo da
porina ou alteracdo nos tipos de porinas é um mecanismo particularmente
importante nas bactérias Gram-negativas. Moléculas hidrofilicas como -
lactamicos (incluindo os carbapenémicos), tetraciclinas e algumas
fluoroquinolonas que dependem de porinas para penetrar a barreira da
membrana externa, sdo particularmente afetadas por esse mecanismo. Além
disso, essas mutagbes podem surgir durante o tratamento e, principalmente,
aumentar a influéncia de outros mecanismos de resisténcia, como bombas de
efluxo (9,49,53,56).

A resisténcia geral das espécies de Acinetobacter aos antibioticos
decorre, em parte, do numero e tamanho reduzidos de porinas em sua
membrana externa o que confere a estes organismos uma baixa permeabilidade
aos antibioticos, na verdade muito menor quando comparadas a outras bactérias
Gram-negativas (92). E a resisténcia de bactérias Gram-negativas, dentre elas,

A. baumannii aos carbapenémicos esta associada a perda ou inativacado de uma
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porina (CarO), a qual permite que esse patdgeno se torne resistente ao

imipenem (53,91).

1.3.2.3 Hiperexpressdo de bombas de efluxo

As bombas de efluxo s&o maquinas bacterianas complexas capazes de
expulsar um composto toxico da célula, dentre eles, os antibiéticos (9) e dessa
forma as concentracdes do farmaco nunca atingem seus niveis adequados para
provocar um efeito antibacteriano (91).

A maioria das bombas de efluxo s&o transportadores multidrogas que
bombeiam eficientemente uma ampla gama de antibiéticos e contribuem
significativamente para o aumento da resisténcia a multiplos farmacos (48,91).
Uma variedade de sistemas de efluxo sdo encontradas nas bactérias, sendo que
uma Unica cepa pode possuir varios transportadores de efluxo de familias
diferentes, com os espectros de substratos sobrepostos (48).

Esses sistemas podem ser especificos ao substrato, como por exemplo
para um antibidtico em particular ou podem apresentar uma ampla
especificidade de substrato, este Ultimo geralmente encontrada nas bactérias
MDR. Este mecanismo afeta uma ampla gama de classes de antibiéticos, dentre
eles fluoroquinolonas, B-lactamicos e polimixinas. Os genes que codificam as
bombas podem estar localizados em EGMs ou no cromossomo bacteriano, este
altimo pode explicar a resisténcia intrinseca de algumas espécies a um
determinado antibiético (9).

O tipo mais comum de bomba de efluxo nas bactérias Gram-negativas é
a bomba polisseletiva, pertencente a superfamilia RND (do inglés, Resistance-
nodulation-division), que desempenha um papel fundamental no fen6tipo MDR
desses organismos. Esse tipo de bomba expele uma variedade de antibiéticos e
moléculas estruturalmente ndo relacionadas, como corantes e sais biliares, mas
também detergentes e biocidas que sédo frequentemente usados na pratica
meédica (91).

Os isolados de A. baumannii, também podem demonstrar um fendtipo
MDR através da presenca e superexpressao da bomba de efluxo, sendo o

sistema de efluxo AdeABC o primeiro a ser descrito nesta espécie, pertencente
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a familia RND, esta bomba esta associada a resisténcia a uma ampla gama de
antibiéticos, incluindo fluoroquinolonas, B-lactamicos, tetraciclinas, tigeciclina,

macrolideos, lincosamidas, cloranfenicol e aminoglicosideos (91,93).

1.4 Transferéncia horizontal de genes de resisténcia aos antibidticos

Por meio da transferéncia horizontal de gene ou processo de troca de
material genético as bactérias adquirem elementos extracromossémicos ou DNA
(do inglés — Deoxyribonucleic acid) exdgeno os quais codificam funcbes que
oferecem vantagens seletivas para esses microrganismos, dentre elas a
resisténcia aos antibidticos (94,95). Essa dispersao de elementos genéticos
pode ocorrer entre 0s procariotos por meio de transducdo (bacteri6fagos),
transformacao (ambiente) e conjugacao (plasmideos) (51,96).

A transducdo € o mecanismo de transporte de DNA por meio de
bacteriéfagos, virus de DNA ou RNA (do inglés — Ribonucleic acid) que infectam
somente organismos procariotos. Para que isso ocorra, um fago se replica dentro
do organismo doador e, no processo de empacotamento do DNA, incorpora
ocasionalmente fragmentos de DNA do hospedeiro no capsideo do fago. Os
fagos séo entéo liberados no ambiente e podem injetar seu DNA em um novo
hospedeiro. Ja a transformacdo é a captacdo de DNA de células vizinhas
presentes no ambiente, esse mecanismo depende da presenca de um
plasmideo ou de fragmentos de DNA cromossémico que sdo frequentemente
liberados como resultado de morte celular ou excrecdo ativa. Para isso, é
necessario apenas um receptor viavel e, geralmente, um mecanismo para a
captacao ativa de DNA extracelular (96).

Muitos elementos genéticos podem, ainda, ser transferidos por
conjugacao, processo complexo, de varias etapas, mediado por plasmideos (96).
Muitos dos genes de resisténcia encontrados em plasmideos ou no cromossomo
sao frequentemente carreados por integrons integrados a transposons, que
atuam como reservatorios e sistema de mobilizacao de genes (94).

A figura 2 demonstra a composicao de um EGM, na qual os cassetes
génicos sao inseridos em integrons, os quais podem ser inseridos em

transposons compostos, flanqueados por sequéncias de insercéo, e esses por
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sua vez, podem ser inseridos em um elemento moével como um plasmideo
conjugativo. Sendo assim, o0 plasmideo passa a ser um meio comum para o
transporte de informacédo genética (96). Esses elementos serdo descritos a

sequir.

Figura 2 - Representacdo de um elemento genético movel

Cassete

génico
Sequéncia de movel
insercéo ¥ e ( )

Integron

\

s Transposon

Plasmideo
conjugativo

Fonte: Adaptado de Normann, Hansen, Sgrensen (2009) (96).

Os transposons sdo elementos genéticos com habilidade de se mover
dentro do genoma bacteriano, sendo capazes de se translocar de um local do
genoma para outro, de genoma para plasmideo e vice-versa, por um mecanismo
denominado transposicéo (94,97). Essas transposi¢cdes sao consideradas uma
das principais causas de rearranjos do DNA bacteriano, que por sua vez podem
causar alteracfes na expressao génica (97).

Em A. baumannii, os transposons Tn2006, Tn2007 e Tn2008 estao
associados ao gene blaoxa-23. No Tn2006, blaoxa-23 € flanqueado por duas cépias
da ISAbal, localizada em dire¢des opostas, 0 Tn2008 € semelhante ao Tn2006,
mas nao possui a segunda copia da ISAbal e no Tn2007, o gene blaoxa-23 esta

associado a uma copia da ISAba4 localizada nesse gene (97).
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Desde sua identificagcdo ISAbal tem sido associada com genes que
codificam uma série de B-lactamases do tipo OXA incluindo tanto enzimas
intrinsecas quanto adquiridas a exemplo dos genes blaoxa-23-iike, blaoxa-s1-ike,
blaoxa-ss-ike € blaoxa-23s5-ike (82,83,98). Esses elementos fornecem duas principais
fungbes, i) codificam uma transposase e, portanto, sdo moveis e, ii) podem
conter regides promotoras que ativam a expressao ou super expressao de genes
de resisténcia (34). No entanto, sugere-se que a super expressao das CHDLs
também pode estar associada a presenca de ISAbal que flanqueia esses genes
e, portanto, pode resultar em diminuicao da suscetibilidade aos carbapenémicos
(83). A sequéncia de insercao ISAba3 é comumente associada a genes do tipo
blaoxa-ss, geralmente com uma cépia upstream e uma copia downstream do gene
codificador dessa B-lactamase, formando um transposon composto (82,97).

Cassetes génicos sao pequenos elementos moéveis (0,5 a 1kb) que,
habitualmente, consiste em um Unico gene, normalmente sem promotor e com
um local de recombinacédo attC. Podem existir em forma livre circular, ndo séo
replicativos e geralmente sédo encontrados inseridos em um integron (52,99). O
integron, por sua vez, € descrito como uma estrutura genética versatil capaz de
capturar genes de resisténcia a antibidticos e de promover sua transcricdo e
expressdo (83). Embora ndo apresentem autonomia de movimentacao, estao
frequentemente associados a elementos genéticos moéveis, como transposons e
plasmideos, mas também podem estar localizados no cromossomo de muitas
espécies bacterianas (94,99). Dessa forma séo considerados uma importante
classe de elementos genéticos, desempenhando um papel relevante na
disseminacdo de genes de resisténcia a diversas classes de antibidticos,
principalmente em bactérias Gram-negativas, a exemplo de A. baumannii
espécie na qual considera-se que a ocorréncia de integron possa sugerir seu alto
potencial endémico (83,99).

Um integron € geralmente caracterizado pela presenca de um gene intl,
um local de recombinacéo attl e um promotor (Pc). A recombinacdo catalisada
pela intl entre os locais attl do integron e a regido attC do cassete insere o
cassete no integron na orientagcéo que permite a expressao do gene transportado

pelo cassete a partir do promotor Pc. Véarios cassetes génicos podem ser
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inseridos no mesmo integron, resultando em um perfil bacteriano de
multirresisténcia as drogas (52).

Até o momento mais de cinco classes de integron tém sido descritas e a
base para essa classificacdo é a sequéncia de aminoacidos das integrases. Os
integrons de classe 1, 2 e 3 foram identificados pela primeira vez em associa¢cao
com elementos genéticos moveis e sdo as classes mais comumente
encontradas, enquanto os integrons de classe 4 e 5 parecem ser raros e néo
foram, até o momento, identificados em espécies de interesse clinico (52).

Os integrons de classe 1 foram os primeiros a serem relatados e s&o os
mais prevalentes em isolados clinicos resistentes aos antibidticos, dentre eles,
A. baumannii MDR o qual vem sendo descrito em varias regides do mundo. Esta
classe de integrons modveis € responsavel por conferir resisténcia aos
antibioticos B-lactamicos e a antissépticos (52,83,99,100).

No entanto, apesar dos relatos de maior prevaléncia de integrons de
classe 1 em A. baumannii, estudos realizados em paises da América do Sul
demonstraram maior distribuicdo de integrons de classe 2 entre isolados dessa
espécies nessa regiao, a exemplo de estudos realizados no Chile, na Argentina
(101,102) e no Brasil (103). Ainda no Brasil, uma pesquisa investigou a
associacao de integrons de classe 2 com linhagens clonais de A. baumannii e
foi identificado associacdo de integrons de classe 1 com o CI-1/CC1PAS e de
integrons de classe 2 com o CI-5/CC79PAS, sugerindo que a disseminagdo de
integrons de classe 2 nessa regido, pode ser explicada pela alta prevaléncia do
CI-5. Essa classe de integron foi identificada carreando genes de resisténcia a
aminoglicosideos, sulfonamidas, cloranfenicol e 3-lactamicos (97,104).

Os integrons de classe 3 sdo mais semelhantes aos da classe 1 e
parecem estar associados a elementos mdveis como 0s transposons. Apenas
alguns exemplos dessa classe de integrons foram identificados, transportando
principalmente genes que codificam resisténcia aos B-lactamicos (52).

Cabe destacar ainda as ilhas gendémicas, as quais contém marcadores
de resisténcia denominados de ilhas de resisténcia e sdo definidas com uma
regido especifica dentro do genoma que abriga uma alta concentracéo de genes
transferidos horizontalmente que conferem as bactérias resisténcia aos

antibidticos e metais pesados. Em A. baumannii existem numerosas ilhas de
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resisténcia descritas, representadas por AbaR1, AbaR3, AbaR4, AbaR5-Abal9,
AbaR25 entre outras. A primeira ilha descrita nesta espécie (AbaR1) foi relatada
em uma cepa multirresistente as drogas em 2006 e o sequenciamento do
genoma completo desta cepa revelou que esta ilha abrigava um agrupamento
de 45 genes de resisténcia, incluindo blaoxa-ss, membro do grupo blaoxa-si.
Desde entéo, varias AbaR ja foram descritas contendo uma variedade de genes
de resisténcia, dentre os quais blaoxa-23, que confere resisténcia aos
carbapenémicos. Essas ilhas foram descritas em cepas epidémicas de A.
baumannii pertencentes aos importantes clones internacionais, como o Cl-1 e o

CI-2, amplamente disseminados em todas as regides do mundo (83,92,97).

1.5 Identificacado laboratorial de carbapenemases

1.5.1 Métodos fenotipicos

Diante da relevancia clinica imposta pelas bactérias resistentes aos
carbapenémicos, varios testes fenotipicos tém sido desenvolvidos para deteccéo
de carbapenemases, dentre eles, destaca-se o Teste de Hodge Modificado
(THM) que €, provavelmente, a abordagem mais conhecida para a detecgéo
dessas enzimas (105). Trata-se de um teste de disco-difusdo em agar, rapido e
simples de ser realizado e pode ser utilizado em laboratérios de microbiologia
clinica (106,107). Entretanto, estudos demonstraram que esse teste fenotipico
foi confiavel apenas para detectar enzimas do tipo KPC e OXA-48 e demonstrou
resultados falso-negativos para alguns isolados produtores de OXA-23, bem
como, baixa sensibilidade para as MBL com elevados percentuais de resultados
falso-negativos para isolados produtores de NDM-1 (105,108,109).

Diante de suas limitagcbes, recomenda-se que o THM seja utilizado para
rastreio de bactérias produtoras de carbapenemases e que a distingdo entre as
bactérias produtoras de MBL das nao produtoras de MBL seja utilizado testes
fenotipicos com o auxilio de um agente quelante, como o EDTA ou por
compostos derivados do acido tiolatico (ex: acido 2-mercaptopropionico)
(71,109-111).
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Apesar dos varios testes fenotipicos disponiveis para deteccdo de
carbapenemases, a identificacdo dessas enzimas na rotina de laboratérios de
microbiologia ainda é um desafio diante da variedade de enzimas produzidas por
diferentes espécies bacterianas. No entanto, o conhecimento sobre a
epidemiologia local de cada hospital € crucial e contribui para a selecdo do
melhor método para rastreamento de bacilos Gram-negativos (BGN) produtores
de carbapenemases. O ideal é que o teste seja rapido, barato, facil realizacao e

com alta acuracia (109).

1.5.2 Reacido em cadeia da polimerase para deteccdo de B-lactamases

Outro método utilizado para deteccao de B-lactamases € a amplificacdo
do DNA por meio da reacdo em cadeia da polimerase (do inglés, PCR —
Polymerase chain reaction). Essa técnica baseia-se na utilizacdo da enzima Taq
DNA polimerase com iniciadores (primers) especificos para a amplificacdo de
regides selecionadas do genoma. A técnica de PCR possibilita a deteccao de
genes especificos, como por exemplo genes responsaveis pela producédo de
enzimas do tipo MBL e OXA (112,113).

1.6 Métodos de tipagem molecular

Para prevenir infeccdes e controlar a disseminacdo de um determinado
microrganismo em um hospital, € fundamental conhecer seus possiveis
reservatérios, bem como, suas formas de transmissdo (34). Ademais, a
identificacdo da origem e da evolucdo do agente etiol6gico da infec¢do, fornece
informac@es importantes para o controle da infeccdo hospitalar em ambito local
e mundial (114).

Neste sentido, os métodos microbioldgicos convencionais, apesar do
baixo custo, foram, ao longo das ultimas décadas, amplamente substituidos por
métodos de tipagem molecular, tendo em vista que estes apresentam um rapido
tempo de resposta e alta sensibilidade e especificidade (34,114). Essas
metodologias baseiam-se em diferencas na sequéncia ou na organizacdo do

DNA gendmico e assim diferenciam cepas bacterianas de uma mesma espécie.
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Em geral, cepas com 100% de similaridade genética s&o consideradas
indistinguiveis, aquelas com mais de 80% de similaridade s&o consideradas
relacionadas e cepas com menos que 80% sao consideradas distintas. Com
base nesses resultados pode-se determinar se as cepas causadoras de um surto
sao epidemiologicamente relacionadas ou nao (115).

Varios desses métodos, com diferentes padrbes de resolucéo, tém sido
utilizados para o reconhecimento de distintas linhagens clonais de A. baumannii
durante surtos hospitalares (33,40,114). Dentre estes, 0S mais comumente
utilizados para realizar a genotipagem de isolados dessa espécie sdo, pulsed
field gel electrophoresis (PFGE), andlise de amplified fragment length
polymorphism (AFLP), andlise de multiplelocus variable-number tandem repeat
analyses (MLVA), multilocus sequence typing (MLST), outras técnicas baseadas
em PCR e métodos baseados em sequéncia e, por fim, whole-genome
sequencing (WGS) (116). Nesta revisao serdo abordados os métodos de PFGE,

MLST, algumas técnicas baseadas em PCR e WGS.

1.6.1 Pulsed Field Gel Electrophoresis — PFGE

Mesmo diante dos métodos baseados em sequenciamento agora
disponiveis, a técnica de PFGE ainda é considerada o método padrao-ouro para
a genotipagem de isolados de A. baumannii (34,40). Este método consiste no
aprisionamento do DNA cromossémico total das cepas em blocos de agarose,
seguido pela digestdo com enzimas de restricdo, a exemplo das endonucleases
de restricdo Apal que vem sendo utilizada amplamente para analisar a
epidemiologia molecular das infec¢des por A. baumannii (116). A separacao dos
fragmentos é realizada em eletroforese de campo pulsado, onde campos
elétricos alternados sdo aplicados (34). Com base na geracdo de padrbes
distintos de fragmentos de DNA cromossémico € possivel detectar transmissdes
bacterianas intra e inter-hospitalares, sendo util para investigacdes locais de
surtos de curto prazo (40).

Para interpretar padrdes de bandas gerados por PFGE e transforma-los
em informagdes epidemiologicamente Uteis, € necessario comparar esses

padrdes considerando que eventos genéticos aleatorios, a exemplo de mutacdes
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pontuais ou inser¢cdes e delecdes de DNA, podem alterar o perfil de restricao
obtido durante um surto. Sendo assim, os isolados analisados poderdo ser
considerados: (i) geneticamente indistinguiveis das cepas do surto, se seus
padrbes de restricdo tiverem o mesmo numero de bandas e as bandas
correspondentes tiverem o0 mesmo tamanho aparente; (i) intimamente
relacionados a cepa do surto, se o padrdo PFGE diferir do padrdo do surto por
até trés bandas, o que consiste em um Unico evento genético; (iii) possivelmente
relacionados, se a diferenca entre os padrdes for de quatro a seis bandas,
equivalendo a dois eventos genéticos e, embora esses isolados possam ter a
mesma linhagem genética da cepa do surto a probabilidade de serem
epidemiologicamente relacionados é baixa e; (iv) ndo relacionados a cepa do
surto, se o padrédo PFGE diferir por alteragbes consistentes com trés ou mais
eventos genéticos aleatdrios, representados por sete ou mais bandas de
diferenca (115,117).

A andlise do padrédo das bandas geradas na eletroforese pode ser feita
através da visualizacéo da fotografia do gel ou por meio da aquisicdo da imagem
e posterior comparacao utilizando softwares que fornecem o percentual de
similaridade. A vantagem na utilizacdo desses softwares consiste na
possibilidade de analisar uma grande quantidade de isolados e armazenar essa
informacdo em um banco de dados para andlises futuras e eles ainda fornecem
uma representagdo visual da similaridade entre os isolados e a relagdo genética

entre 0s grupos clonais através da constru¢cao de um dendograma (115,117).

1.6.2 Multilocus Sequence Typing — MLST

Nos ultimos anos, o MLST emergiu como o método padrdo-ouro para
investigar a estrutura populacional e a epidemiologia global de A. baumannii
(114,116). Trata-se de um método de tipagem molecular altamente
discriminatorio e ja foi aplicado a uma variedade de patégenos (34).

O MLST é um dos poucos sistemas de biblioteca de tipagem utilizados
para estudos epidemiologicos de A. baumannii. Esse método baseia-se na
amplificacdo de sete genes conservados (housekeeping) do genoma, seguido

de sequenciamento. Para esta espécie, atualmente existem dois diferentes
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esquemas disponiveis de analise, o0 esquema Oxford e o esquema desenvolvido
pelo Instituto Pasteur (40,114,116).

O esquema Oxford é baseado em comparacfes de sequéncias de DNA
dos fragmentos internos dos sete genes gltA, gyrB, gdhB, recA, cpn60, gpi e
rpoD. Esse banco de dados inclui 630 diferentes isolados de A. baumannii
(40,116,118). O esquema mais recente, desenvolvido pelo Instituto Pasteur,
inclui 587 isolados de A. baumannii e também utiliza sete genes conservados do
genoma, incluindo trés genes do esquema Oxford (gltA, recA e cpn60) mais
quatro outros genes (fusA, pyrG, rpoB e rplB) (40,41,116).

Cada um desses genes € sequenciado e a sequéncia obtida é
comparada com as ja existentes nos referidos bancos de dados. Para cada
sequéncia diferente de cada gene, € dado um nimero de alelo Unico (allele
number). O numero de alelo é fornecido para cada um dos sete genes. Desse
modo, a combinacdo de todos os numeros de alelos gera o ST (do inglés,
sequence type), que pode ser comparado com os STs ja descritos no banco de

dados disponivel no site http://www.pubmlst.org/a.baumannii para o esquema

Oxford e http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mist/abaumannii.html

para o esquema do Instituto Pasteur (41,118). Um grupo de ST relacionados que
compartilham cinco ou mais alelos idénticos levando em consideracéo os sete
genes que sao considerados nos esquemas de MLST para A. baumannii podem
ser agrupados em complexos clonais (CC) por meio de andlise do programa de
software eBURST (http://eburst.mist.net) (40).

As analises do MLST oferecem a possibilidade de troca e comparacao

dos resultados entre laboratérios, tornando-se um método apropriado para o
estudo epidemioldgico global e permitir o reconhecimento de clones epidémicos
de A. baumannii e o monitoramento de sua disseminacdo nacional e

internacional a longo prazo (34,40).

1.6.3 Reagédo em cadeia da polimerase — PCR

Alguns métodos de tipagem baseados na técnica de PCR tém sido
frequentemente usados para a genotipagem de A. baumannii. Esses métodos

permitem a tipagem de um elevado numero de isolados de um modo simples,
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rapido e de baixo custo, pois ndo requerem equipamentos sofisticados. No
entanto, nem todos os métodos séo igualmente eficazes, diferindo, no poder
discriminatorio e na diferenciacdo dos varios niveis taxonémicos. Dentre esses
métodos, o Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR),
Arbitrarily Primed (AP-PCR) e Repetitive Extragenic Palindromic (REP-PCR) tém
sido os mais utilizados para tipagem molecular de Acinetobacter spp. e todos
esses meétodos baseiam-se no mesmo principio, 0 uso de um ou mais primers
capazes de amplificar regides repetidas no DNA bacteriano. A diferenca esta em
qual regido sera amplificada que seré definida pela escolha desses primers
(34,115,116).

1.6.4 Sequenciamento completo do genoma — WGS

As atuais tecnologias de tipagem molecular tém sido Uteis para revelar
relacdes entre isolados de A. baumannii, mas s&o incapazes de demonstrar
diferencas entre isolados estreitamente relacionados responsaveis por
pequenos surtos, quando as formas de transmissao geralmente ndo séo claras
(116).

Diante disso, 0 sequenciamento completo do genoma vem sendo cada
vez mais reconhecido como uma importante ferramenta para estudos de
vigilancia epidemiolégica e tem sido empregado em investigacdes retrospectivas
de surtos, quando o objetivo é identificar fontes ambientais e casos adicionais,
como também em investigacdes de surtos em tempo real, para confirmar a sua
existéncia e acompanhar o surgimento e a disseminacdo de mecanismos de
resisténcia mutacional (119). Essa tecnologia pode ser utilizada para identificar
espécies e investigar a estrutura populacional e disseminacdo global de
bactérias, para analisar em detalhes os surtos hospitalares, a fim de distinguir
possiveis vias de transmissdo, sugerir formas alternativas de transmissao e
identificar pacientes colonizados anteriormente ndo reconhecidos. Dentre as
vantagens deste meétodo incluem-se a capacidade de gerar resultados
reproduziveis e o0s dados de sequenciamento podem ser facilmente

compartilhados (120).
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A medida que as tecnologias do WGS continuam a melhorar em relacao
ao custo, a complexidade e o tempo de resposta decrescente, esse metodo deve
se tornar o padrdo-ouro para analises epidemiologicas rigorosas em
circunstancias variaveis, desde surtos locais a surtos em ambito mundial (116).
Podendo, em breve, permitir sua aplicacao na tipagem rotineira de bactérias em
laboratorios de microbiologia clinica e regularmente incorporado aos programas
de vigilancia microbioldgica e controle de infec¢cbes (120), contribuindo para a
melhor compreensao da transmisséao durante os surtos se utilizado juntamente
com dados clinicos e epidemiolégicos (119). No entanto, apesar de todas as
suas vantagens e beneficios, para muitos contextos clinicos, principalmente
agueles localizados em regibes economicamente menos favorecidas, essa

tecnologia ainda parece estar longe da realidade.

1.7 Justificativa

As infeccdes hospitalares sdo um grave problema de saulde publica
global e a escassez de estudos acerca da epidemiologia clinica e molecular
impossibilitam o real conhecimento da magnitude deste cenario em varias
regides do mundo. Tais estudos sdo fundamentais, pois levantam informacdes
importantes para que se tenha efetivos programas de prevencado e controle da
infeccdo hospitalar. No Brasil, pesquisas que abordem esses aspectos
concentram-se, em sua maioria, nas regides Sul e Sudeste do pais.

A escassez de estudos na regido Norte, principalmente em Roraima,
compromete o entendimento da dindmica das infeccfes hospitalares em uma
regido com caracteristicas préprias e diferentes das demais regides do Brasil. O
estado de Roraima, € caracterizado por relativo isolamento geogréafico, com
baixa densidade populacional e esta localizado no extremo norte do pais, na
regido Amazbnica, em uma area de triplice fronteira (Brasil, Guiana e
Venezuela). Ja dentro de seu territério limita-se com os estados do Para e do
Amazonas e, abriga importantes areas de reserva, onde vivem as diferentes
etnias indigenas da regiao.

No que tange a assisténcia a saude, é importante aludir que, na capital

Boa Vista encontra-se o Unico hospital geral de referéncia para adultos que
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oferece assisténcia de média e alta complexidade pelo Sistema Unico de Saude
(SUS) a todos os 15 municipios do estado, populacdo de fronteiras e divisas e
populacdo indigena. Nesse sentido, essa instituicAo se mostra de grande
importancia como unidade de saude estabelecendo alto fluxo de atendimento e
alta taxa de ocupacao de leitos em todas as suas clinicas, sobretudo, nas UTIs.
Considerando tal fluxo, esse espaco de atencdo a saude se mostra suscetivel
para a ocorréncia de infeccdo hospitalar e, portanto, monitoramento e
caracterizacdo, do ponto de vista dos agentes infecciosos, é estratégico para o
estado.

Considerando este contexto, buscou-se aqui realizar a caracterizacéo
dos pacientes com infeccdo hospitalar, bem como, levantar o perfil dessas
infecgcbes e, principalmente, determinar a epidemiologia molecular e os
determinantes de resisténcia de isolados clinicos de A. baumannii provenientes
do principal hospital de referéncia para adultos de Roraima, uma vez que, esta
espécie tem sido responsavel por surtos hospitalares, pelo menos durante o
periodo aqui analisado. Esses resultados agregam informacfes acerca da
disseminagéo de clones de A. baumannii e seus respectivos determinantes de

resisténcia aos carbapenémicos no pais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Determinacgdo dos aspectos epidemioldgicos das infecgbes hospitalares
e caracterizacdo genética de isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos provenientes do principal hospital geral de referéncia para

adultos em Roraima, no periodo entre 2016 e 2018.

2.2 Objetivos Especificos

Caracterizar aspectos demogréficos e clinicos dos pacientes com

infeccéo hospitalar no referido hospital;

e |dentificar as principais espécies bacterianas relacionadas aos casos de
infeccdo hospitalar;

e Determinar o perfil de resisténcia antimicrobiana dessas bactérias;

e Determinar a clonalidade dos isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos;

e Identificar genes associados a resisténcia aos carbapenémicos nos

isolados de A. baumannii resistentes a esta classe de farmacos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Tipo e local do estudo

Foi realizado um estudo epidemiolégico, de base hospitalar que
descreve a epidemiologia das infeccGes hospitalares, com foco nas infec¢des
causadas por A. baumannii, no principal hospital publico de referéncia para a
populacao adulta de Roraima.

Trata-se do Unico hospital geral de grande porte que atende
exclusivamente pelo SUS a populacdo da regido. No momento do
desenvolvimento deste estudo, a instituicdo contava com 11 unidades de
internacao, incluindo duas UTIs com 10 leitos cada, um centro cirirgico com 06
salas de cirurgias, um setor de emergéncia, um pronto atendimento e seis
unidades de internacdo médico-cirdrgicas. Além da assisténcia direta a saude,
desenvolve também atividades de ensino e pesquisa por meio de convénios com
instituicées de ensino superior do estado.

Em relacdo aos aspectos relacionados a identificacdo, tratamento,
prevencdo e controle das infeccdes hospitalares, o hospital conta com um
Servico de Controle de Infeccéo Hospitalar (SCIH) e, na ocasido desta pesquisa,
nao tinha instituido o programa de gerenciamento para uso racional de
antimicrobianos, bem como, ndo contava com um laboratério de microbiologia
em suas dependéncias. Sendo assim, toda sua demanda de amostras clinicas
para analise microbiolégica era encaminhada para o Laboratorio Central de
Saude Publica (LACEN) de Roraima, o qual funciona de segunda a sexta-feira

em horario comercial.

3.2 Coletados dados

Os dados foram coletados no SCIH da instituicdo onde a pesquisa foi
realizada e no setor de bacteriologia do LACEN durante o periodo entre 2016 e
2018.
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3.2.1 Coleta dos dados clinicos

A coleta dos dados demograficos e clinicos dos pacientes com infecgéo
hospitalar foi realizada no SCIH por meio de um instrumento adaptado da ficha
de notificagcdo de infecgao hospitalar utilizada neste setor.

Durante o periodo foram analisadas todas as fichas de notificagédo de
infeccdo hospitalar produzidas pela SCIH e foram coletadas as seguintes
variaveis: idade, sexo, causa de internacdo, setor de internacdo, tempo de
internacdo, desfecho do caso, tipo de infec¢cdo, amostra clinica coletada,
antibioticos utilizados, microrganismo identificado e perfil de resisténcia aos
antibioticos. Quando necessario, os prontuarios dos pacientes foram

consultados para complementar os dados.

3.2.2 Coleta do material microbiolégico

No setor de bacteriologia do LACEN os isolados bacterianos
provenientes dos casos de infec¢do foram obtidos a partir de col6nias puras
crescidas em placas com agar Cled (urina), agar chocolate (sangue) e agar
sangue ou MacConkey (secrecdes em geral e pontas de cateteres) a uma
temperatura de 37°C por 12 horas.

Elas foram entdo repicadas para tubos contendo TSA (Agar Triptona de
Soja) sdlido inclinado e incubadas a 37°C por 24 horas. Apds observacao de
crescimento, essas culturas foram mantidas sob refrigeracdo a uma temperatura
entre 2°C e 8°C por até trés meses, e entdo, todos os isolados foram
encaminhados ao Laboratério de Genética Molecular de Microrganismos
(LGMM) do Instituto Oswaldo Cruz (IOC).

Simultaneamente, foram coletados os dados presentes na requisi¢ao
dos exames enviados pelo hospital (idade, sexo, setor de internacdo, amostra
clinica coletada e antibiéticos utilizados) e, no resultado do exame liberado pelo
LACEN (microrganismo identificado e perfil de resisténcia aos antibioticos).

Neste laboratorio de referéncia, a identificacdo da espécie e o teste de
suscetibilidade aos antibiéticos foram realizados utilizando o sistema VITEK2®
(bioMérieux) e os resultados foram interpretados de acordo com os pontos de
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corte recomendados pelo Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI)
(2017) (121).

Os antimicrobianos testados para bactérias Gram-negativas incluiram:
amicacina (AMK), amoxicilina-acido clavulanico (AMX), ampicilina (AMP),
ampicilina-sulbactam (AMS), cefepima (FEP), cefoxitina (CFO), ceftazidima
(CAZ), ceftriaxona (CRO), cefuroxima (CXM), colistina (COS), ertapenem (ERT),
imipenem (IPN), meropenem (MEM), piperacilina-tazobactam (TZP). Para as
bactérias Gram-positivas foram testados: acido fusidico (FOF), clindamicina
(CLI), eritromicina (ERY), linezolid (LNZ), moxifloxacina (MFX), oxacilina (OXA),
rifampicina (RIF), teicoplanina (TEIl) e vancomicina (VAN). Para ambos os
microrganismos se testou: gentamicina (GEN), ciprofloxacina (CIP),

sulfametoxazol-trimetoprima (SXT) e tigeciclina (TIG).

3.3 Procedimentos no Laboratério de Genética Molecular de

Microrganismos

3.3.1 Meios de cultura e solucdes

A esterilizagdo de todos os meios de cultura foi realizada em autoclave a
120°C, um (1) atm, por 20 minutos.

BHI (Brain Heart Infusion) (Oxoid) — infusdo de solidos de cérebro de
bezerro (12,59); infusdo de solidos de coragédo de boi (5g); proteose peptona
(109); glicose (29); cloreto de sédio (59); fosfato de sddio dibasico (2,5g); pH 7,2
—7,6. Os compostos foram dissolvidos em 1 litro de &gua destilada. Para preparo
de meio sdlido, adicionou-se 1,2% de agar bacterioldgico (Oxoid).

Agar Mueller Hinton (Difco) — infusdo de carne (300g); casamino4cidos
(17,59); amido (1,59); agar (17g). Os compostos foram dissolvidos em 1 litro de
agua destilada e a suspensao foi aquecida até a dissolu¢do completa do agar.

Agar Luria Bertani — LB (SIGMA) — Cloreto de sédio (10g); extrato de
levedura (59); triptona (caseina peptona) (10g); Agar (15g). Os compostos foram
dissolvidos em 1 litro de agua destilada e a suspensédo foi aquecida até a

dissolucéo completa do agar.
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TAE 50X (Tris-acetato-EDTA) (Eppendorf) — Tris-acetato 2M; EDTA
0,05M, pH 8,3.
Salina 0,85% (p/v) — 0,85g de cloreto de sodio em 100mL de agua

destilada. Autoclavado a 120°C por 20 minutos.

3.3.2 Isolados bacterianos

Os isolados de A. baumannii utilizados neste estudo pertencem a
colecdo de culturas do LGMM/IOC, os quais foram obtidos do estoque bacteriano
proveniente de diversos espécimes clinicos coletados de pacientes com infeccéo
hospitalar internados nas diferentes unidades de internagao do principal hospital
de referéncia para adultos de Roraima, localizado na cidade de Boa Vista,
Roraima, os quais foram recuperados no periodo de outubro de 2016 a maio de
2018. O critério de selecéo inicialmente aplicado foi o fendtipo de resisténcia aos
carbapenémicos apresentados por esses isolados.

3.3.3 Manutencéo, estocagem e condicdes de estocagem dos isolados

Os estoques bacterianos foram feitos a partir de coldnias puras crescidas
em placa BHI a 37°C por 12 horas. Apds o crescimento, as colbnias obtidas
foram diretamente estocadas em meio BHI liquido acrescido de glicerol 20% a
uma temperatura de -20°C e -80°C. Concomitantemente, essas colénias também
foram repicadas em 3mL de meio BHI liquido e crescidas a 37°C com agitacao
constante de 200 oscilagdes por minuto por 12 a 18 horas. Elas foram entdo
repicadas para tubos contendo BHI sélido inclinado e incubadas a 37°C por 24
horas. Apds observacao de crescimento, essas culturas foram cobertas com 6leo
mineral previamente esterilizado e mantidas a temperatura ambiente por até seis
meses. Para obtencdo de massa bacteriana para os experimentos, foram feitos
repiques a partir do estoque para tubos contendo 3-5mL de meio BHI liquido e

incubados a 37°C por 12-18 horas com agitagéo.

3.3.4 Identificacdo dos isolados e teste de sensibilidade aos antibioticos
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Os isolados de A. baumannii previamente identificadas no LACEN/RR
foram confirmadas por sequenciamento dos genes 16S rRNA e blaoxa-s1.

O perfil de resisténcia dos isolados de A. baumannii foi previamente
determinado pelo LACEN por meio do sistema automatizado VITEK2®
(bioMérieux) e confirmada pelo método de disco difusdo em placas contendo
agar Mueller-Hinton, de acordo com as recomendacfes do CLSI (121). Neste
altimo caso, uma coldnia obtida em placa com meio BHI foi resuspensa em
solucéo salina 0,85% estéril e a densidade Optica ajustada de acordo com o
padrdo 0,5 da escala McFarland. A suspenséao obtida foi inoculada com o auxilio
de swab estéril sobre uma placa de agar Mueller-Hinton. Apés alguns minutos,
foram aplicados discos impregnados com antimicrobianos (Oxoid, Basingstoke,
UK). A cultura foi incubada a 37°C por 18 horas. Os halos de inibicdo de
crescimento bacteriano foram medidos com régua milimétrica e os isolados
foram classificados como sensiveis ou resistentes baseando-se nos tamanhos
dos diametros observados em comparacdo com os apresentados nos manuais
do CLSI (2017) (121). Os isolados foram testados para 0s seguintes
antimicrobianos: gentamicina, amicacina, tobramicina, imipenem, meropenem,
doripenem, ciprofloxacina, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam,
ticarcilina-acido clavulanico, cefotaxima (CEF), ceftazidima, cefepime,
sulfametoxazol-trimetiprina, tetraciclina e minociclina.

A CIM da polimixina B foi avaliada pela microdiluicdo em caldo com
concentracfes de antibioticos variando de 0,1 pg/ml a 64 ug/ml e interpretados
de acordo com CLSI (2017) (121).

3.3.5 Deteccao fenotipica de carbapenemases

Para a deteccdo de carbapenemases, foi utilizado o teste de Hodge
modificado conforme previamente descrito por Lee e colaboradores (2001) (122).
A superficie do meio Agar Mueller-Hinton foi inoculada com a suspensdo
padronizada (0,5 de McFarland) de Escherichia coli ATCC 25922 diluida de 1:10.
Um disco de imipenem foi colocado no centro e as amostras a serem testadas
foram semeadas em estrias perpendiculares. Apés incubacédo, a presenca de

distor¢cdo do halo do imipenem foi considerada como resultado positivo.
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3.3.6 Extracdo de DNA pelo método de choque térmico

Os isolados bacterianos foram inoculados em tubos contendo 3mL de
caldo BHI e incubados a 37°C por 12-18 horas com agitacdo, 1mL de cultura de
cada amostra foi transferido para um microtubo e centrifugado a 3000 rpm por 5
minutos. O sobrenadante foi novamente descartado e o sedimento foi
resuspenso em 500uL de salina 0,85% e centrifugado novamente a 3000 rpm
por 5 minutos. Essa operacao foi repetida mais uma vez. Por fim, o sedimento
foi resuspenso em agua milli-Q esterilizada e essa suspenséo foi submetida a
banho-maria fervente (100°C) por 10 minutos, sendo imediatamente submetida
a uma temperatura de -20°C. Esse material foi posteriormente descongelado a
temperatura ambiente e centrifugado rapidamente (14.000 rpm por 15 segundos)

e 0 sobrenadante utilizados nas reacdes de PCR.

3.3.7 Reagao em cadeia da polimerase

Os iniciadores utilizados na reacédo de PCR estédo indicados na tabela 2.
Os iniciadores desenvolvidos no LGMM foram definidos com a ajuda do

programa PRIMER3 disponivel online (http:/bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)

(123,124). Os demais iniciadores foram obtidos a partir da literatura pesquisada.
Todos os iniciadores utilizados neste estudo foram testados quanto a sua
especificidade.

Para a amplificacéo de regides especificas do genoma, a reacdo de PCR
foi realizada em um volume total de 50pL. As reagOes individuais foram
compostas de agua Milli-Q esterilizada, tampéo reacédo 1X (Promega), 3mM de
MgClI2 (Promega), 0,2 mM de cada dNTP (ultrapure dNTP set [dATP, dCTP,
dGTP e dTTP] — Amersham), 200ng de cada iniciador, 1,5U da enzima Taq DNA
polimerase | (Promega) e 3uL do DNA total obtido por choque térmico, como
descrito anteriormente. A reacgdo foi realizada nas seguintes condicfes: preé-
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguido por 39 ciclos a 94°C por 30
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C com duracgéo variando de acordo com
o tamanho do alvo, considerando a relagdo 1 minuto/1Kb.
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Para os ensaios de clonagem em sistema heterdlogo, as reagfes de
PCR foram realizadas utilizando a enzima Taq DNA Polymerase (Life
Technologies). A reacdo foi realizada nas seguintes condicdes: pré-
desnaturacdo a 94°C por 5 minutos, seguido por 39 ciclos a 94°C por 15
segundos, 52°C por 30 segundos e 68°C por 1 minuto e 20 segundos,
considerando a relacdo 1 minuto/1Kb.

A amplificacdo pela reacédo de PCR foi visualizada através da corrida de
10pL do produto de PCR em gel de agarose a 1,5% em TAE 1X.

Tabela 2 - Iniciadores utilizados neste estudo.

Sequéncia nucleotidica

Iniciadores , \ Regido alvo
(5°—-3)

IMP F GAAGGCGTTTATGTTCATAC blamp
IMP R GTAAGTTTCAAGAGTGATGC
VIM F GTTTGGTCGCATATCGCAAC blavi
VIM R AATGCGCAGCACCAGGATAG

SIM F GAAGAAGCCCAGCCAGATTT blasiis
SIMR AGCCCCCGAATAGGATTTT i
NDM F GGTTTGGCGATCTGGTTTTC blanou
NDM R CGGAATGGCTCATCACGATC i
BKC F ACATAATCTCGCAACGGGCG blaskc
BKC R TCGCCGGTCTTGTTCATCAC

GES1F GCGTTTTGCAATGTGCTC blaces
GES1R CCAGTTTTCTCTCCAACAACC

SPMF ACGTTTTCGTCGTCACAG blasp
SPMR GTCCAGGTATAACAATTTTCG

KPC F TTTGTTGCTGAAGGAGTTGG blaxec
KPC R TAGTCATTTGCCGTGCCATA

GIM-1 F ACTTGTAGCGTTGCCAGCTT blaciu
GIM-1R TATCCTCTGTATGCCCAGCA

OXA-23 F GATGTGTCATAGTATTCGTCG blaoxa.zs
OXA-23 R TCACAACAACTAAAAGCACTG i
OXA-58 F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG blaoxass
OXA-58 R CATCACCAGCTTTCATTTGC i
OXA-143 F TTTCTGTCAGTGCATGCTCA blaoxa.143
OXA-143 R CGAATAGAACCAGGCATTCC i
OXA setAF ATGAAAAAATTTATACTTCC blaoxasaio & OUtros alelos
OXA setAR TTAAATGATTCCAAGATTTTC

OXAsetB F ACAGAARTATTTAAGTGGG blaoxas: & outros alelos
OXA setBR GGTCTACAKCCMWTCCCCA

OXA58 F AAGTATTGGGGCTTGTGCTG blaoxass
OXA58 R CCCCTCTGCGCTCTACATAC i

Fonte: LGMM/IOC (2019).
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3.3.8 Eletroforese em gel de agarose

Os géis foram preparados dissolvendo a agarose em tampéao TAE 1X de
modo a obter géis com a concentracao final de 1,5%. As amostras e 1uL (1pg/uL)
do marcador de peso molecular (LKb DNA Ladder — Promega) foram acrescidos
do tampdo de amostra com o auxilio do pente. Diferentes volumes foram
aplicados no gel dependendo do experimento: foram aplicados 5uL de extracao
de DNA ou 7uL de produto de PCR. A corrida eletroforética foi feita em tampao
de corrida TAE 1X sob uma corrente de aproximadamente 80 Volts por 45 a 90
minutos. Apds a corrida, o gel foi corado em solugdo de brometo de etidio
(0,5ug/mL), observado sob luz ultravioleta e registrado em foto com equipamento
Gel Logic 112 (Kodak).

3.3.9 Determinacgéo das sequéncias nucleotidicas (sequenciamento)

Todos os fragmentos amplificados foram purificados com QIAquick PCR
Purification Kit — QIAGEN e fragmentos extraidos do gel de agarose foram
purificados com QIlAquick Gel Extraction Kit — QIAGEN. Posteriormente, o0s
produtos purificados foram utilizados como molde de DNA para a reagao de
sequenciamento de suas duas fitas com o sistema comercial BigDye Terminator
Cycle Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems — Perkin Elmer Co)
no sequenciados automatico 3730 XL (Life Technology Applied), pertencente a
Plataforma de Sequenciamento PDTIS (FIOCRUZ). Esta técnica ja esta
padronizada e vem sendo utilizada rotineiramente pelo LGMM/IOC. As analises
das sequencias foram realizadas com o auxilio dos pacotes de programas de
analise de sequencias Chromas (v.2.1.1), Segman (v.7.0.0), BioEdit (v.7.1.11) e
MEGA5 (v.5.3). As sequencias foram comparadas aquelas depositadas no
banco de sequencias GenBank.

3.3.10 Tipagem molecular e determinagcédo da clonalidade dos isolados de A.

baumannii através da Eletroforese em Gel de Campo Pulsado
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A tipagem molecular de A. baumannii foi realizada através da técnica de
PFGE descrita por Tenover e colaboradores (1995) modificada (117). Os
isolados bacterianos foram semeados em placas contendo BHI sélido ou
Pseudomonas agar base a 37° por 18 horas. Foi utilizada a técnica de
esgotamento para a obtencdo de colbnias isoladas. Trés colonias foram
inoculadas em 3mL de meio BHI e incubadas a 37° com agitacdo, até que o
crescimento atingisse uma turvacdo equivalente a escala 2 McFarland. Uma
aliguota de 500uL do crescimento bacteriano foi centrifugada e as células
obtidas homogeneizadas em 500uL de tampdo PIV. Foram adicionados a
suspensao de células 500uL de agarose low melting point (NuSieve GTC, SMC
Bioproducts) 2% em tampéao PIV a 60°C. A mistura foi distribuida em moldes e
mantida a 4°C por 10 minutos até que solidificassem. Utilizando um bisturi limpo,
0 molde de agarose solidificado foi cortado em discos de aproximadamente
3mm, que foram entéo transferidos para tubos contendo 2mL de solucéo de lise
e incubados a 37°C por 18 horas. Dessa forma, o DNA gendémico foi preparado
pelo método de lise in situ, em blocos de agarose. Em seguida, o tampao de lise
foi substituido pelo tampao ESP contendo 0,1mg/mL de proteinase K e os blocos
foram incubados a 50°C por 20 horas. Eles foram lavados com tampéo TE 4
vezes ao dia durante 6 dias consecutivos. ApOs as lavagens, os blocos de
agarose foram acrescidos de 150uL de reacado de digestdo contendo agua Milli-
Q esterilizada, tampéo da enzima 1X e 20U da enzima de restricao (normalmente
Apal), e foram incubados a 37°C por 24 horas. A reacao de digestao foi retirada
e 0s blocos de agarose derretidos em banho maria a 65-70°C. Foram aplicados
50uL do material dissolvido. Os fragmentos de restricdo foram submetidos a uma
eletroforese de campo pulsado e separados em gel de agarose a 1,4% (NA
Pharmacia) em tampédo TBE 0,5X durante 24-25 horas usando o sistema CHEF-
DR IIl System (BIO-RAD).

Os pulsos utilizados neste experimento foram: etapa 1: 5 s (N/S), 5 s
(E/W) por 4 horas; etapa 2: 8 s (N/S), 8 s (E/W) por 5 horas; etapa 3: 12 s (N/S),
12 s (E/W) por 6 horas; etapa 4: 20 s (N/S), 20 s (E/W) por 5 horas; etapa 5: 25
s (N/S), 25 s (E/W) por 3 horas; etapa 6: 30 s (N/S), 30 s (E/W) por 2 horas. Apos

a corrida o gel foi corado com solugéo de brometo de etidio, visualizado sob luz
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ultravioleta e fotografado para andlises posteriores através do equipamento
VDS.

Os isolados foram caracterizados como clonais, geneticamente
relacionados e, ndo clonais baseando-se nas diferencas observadas para o0s
perfis de macrorestricdo. Perfis que diferiram por até 3 bandas foram
considerados clonais. Aqueles padrdes de bandeamento que diferiram por até 5
bandas foram considerados geneticamente relacionados e diferencas acima de

5 bandas caracterizaram os isolados nao clonais.

3.3.11 Determinacédo do Sequence Typing pelo método de Multilocus Sequence

Typing

Os isolados de A. baumannii foram submetidos ao método de tipagem
molecular baseado em sequéncia de nucleotideos por meio de dois esquemas:
MLST-OD (relativo ao banco de dados Oxford) e MLST-IP (desenvolvido pelo
Instituto Pasteur) (40,116,125).

As sequéncias de nucleotideos foram submetidas a base de dados dos
respectivos esquemas de MLST para A. baumannii (MLST-OD,
http://pubmlst.org/abaumannii/ e MLST-IP,

http://www.pasteur.fr/recherche/genopole/PF8/mlst/Abaumannii.html) para

designacéo do numero de alelos e STs.

As sequéncias dos alelos foram analisadas e comparadas com aquelas
ja existentes no website acima descrito para a determinacao dos STs.

Levando em conta os sete genes considerados nos esquemas MLST, os
STs que compartilhavam cinco ou mais alelos idénticos foram considerados
parte do mesmo CC, de acordo com o programa de software eBURST
(http://eburst.mist.net/) (40).
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Figura 3 - Representacdo esquematica da metodologia.
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Fonte: Autoria propria.

3.4 Defini¢cbes e analise dos dados

Foi considerada como infeccéo hospitalar aquelas notificadas pelo SCIH
e/ou identificadas em um tempo maior ou igual a 48h da admissdo do paciente
no hospital (126).

Para a andlise do perfil de resisténcia bacteriana aos antibioticos utilizou-
se 0s critérios propostos por Magiorakos et al. (2011) que define MDR como
aguele isolado que ndo apresenta suscetibilidade a pelo menos um agente em
trés ou mais classes de antimicrobianos; sdo considerados XDR (do inglés —
Extensively drug resistant) os organismos que permanecem suscetiveis a
apenas uma ou duas classes e; PDR (do inglés — Pandrug resistant) é definido
como aquele isolado bacteriano que ndo apresentar suscetibilidade a todos os
agentes em todas as categorias de antimicrobianos. Para todas as trés
definicbes, foram considerados ndo suscetiveis aqueles isolados que
apresentarem resisténcia ou suscetibilidade intermediaria a um dado antibidtico,
caso contrario esse isolado foi considerado sensivel ao antibiotico testado (127).

As classes de antibidticos analisadas neste estudo foram:

aminoglicosideos (GEN, AMK e tobramicina [TOB]), cefalosporinas de 12 e 22
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geracdo (CXM), cefalosporinas de 32 e 42 geracdo (CRO, CTX, CAZ, FEP),
cefamicinas (CFO e OXA), penicilinas (AMP), penicilinas com inibidores de (-
lactamases (TZP, AMX, AMS e ticarcilina-acido clavulanico [TIR]),
CARBAPENEMICOS(ETP, IPN, MEM e doripenem [DORI]), fluoroquinolonas
(CIP e MFX), inibidores da via metabdlica do folato (STX), glicilciclinas (TIG),
polimixinas (COS), tetraciclinas (tetraciclina [TE] e minociclina [MIN])
ansamicinas (RIF), fusidanes (FOF), glicopeptideos (VAN e TEI), lincosaminas
(CLI), macrolideos (ERY) e oxazolidinonas (LNZ) (127).

Os dados foram tabulados em planilhas do programa Microsoft Excel® e
analisados com auxilio do programa estatistico Statistical Package for the Social
Science — SPSS versdao 20.0. Os dados foram apresentados por meio de
frequéncias absolutas (n) e relativas (%). Para as variaveis continuas foram
calculadas medidas de tendéncia central (média e mediana) e dispersao (desvio
padrao e intervalo interquartil). Para as variaveis categoricas utilizou-se o teste
quiquadrado (x2) de Pearson e para comparacao entre grupos utilizou-se o teste

Mann-Whitney (U). Para significAncia estatistica, foi atribuido valores de p<0,05.

3.5 Aspectos éticos

Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Roraima sob parecer n°® 1.476.575 e a coleta dos
dados e dos isolados bacterianos foram autorizados pelas respectivas
instituicbes que sediaram o estudo.
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4 RESULTADOS

4.1 Descri¢cao dos pacientes

No periodo do estudo (2016-2018) foram identificados 427 pacientes
com infeccéo hospitalar, dos quais 81,7% (n=349) adquiriram uma unica infeccao
e 18,3% (n=78) desenvolveram dois ou mais episodios durante o tempo de
internacgéao, totalizando 649 casos de IH.

Quanto aos fatores demograficos, observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre infeccdo e sexo (x?(1)=22,035; p<0,001) e
infeccéo e faixa etaria (x?(5)=72,152; p<0,001), com um excesso de casos entre
homens (61,4%; 262/427) e idosos (29,3%; 125/427). A média de idade dos
pacientes correspondeu a 46,2 (£19,3) anos.

Dentre as caracteristicas clinicas, destacam-se como principais causas
de internacdo as causas externas (34,7%; 148/427), seguida das doencas do
aparelho circulatorio (19,9%; 85/427) e respiratério (7,0%; 30/427). No que se
refere ao setor de internacdo, aproximadamente metade dos pacientes
desenvolveu infeccdo nas UTIs (48,5%; 207/427), enquanto 35,4% (151/427)
dos casos foram diagnosticados nas unidades de internacdo médico-cirargica e
16,2% (69/427) nos setores de emergéncia e pronto atendimento
(x2(2)=67,691;p<0,001). Cabe destacar ainda que em 23,9% (102/427) dos
pacientes a infeccdo foi causada por dois ou mais patdogenos
concomitantemente. A taxa de mortalidade foi de 33,3% (142/427).

A mediana do tempo de permanéncia hospitalar foi de 27 dias
(quartis=15-45) e 75,2% (321/427) dos pacientes permaneceram internados por
mais de 15 dias. Ainda no que se refere a permanéncia hospitalar, a mediana do
tempo de hospitalizacdo dos pacientes que desenvolveram duas ou mais
infeccdes foi de 88,7 dias (quartis=40-115) sendo superior a permanéncia dos
pacientes que desenvolveram uma Unica infeccdo, os quais obtiveram uma
mediana de 32,4 dias (quartis=15-37) (U=4822,00; p<0,001).

Outra analise realizada diz respeito ao uso de antibioticos previamente
a coleta de material para analise microbioldgica, a qual foi identificada em 73,5%
(314/427) dos pacientes analisados neste estudo e € demonstrada na figura 3.
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A classe dos B-lactamicos foi a mais utilizada compondo 84,4% do total das
prescricdes e foram representados principalmente pelas cefalosporinas de
amplo espectro (cefepima, ceftriaxona e ceftazidima), as quais somaram 48,4%
dos farmacos, seguido dos carbapenémicos (imipenem) com 36,0% dos
antibiéticos utilizados. As demais classes prescritas aos pacientes foram os
glicopeptideos (30,3%; n=95), representado principalmente pela vancomicina,
seguida dos aminoglicosideos (21,0%; n=66), tendo a amicacina como o farmaco
mais prescrito, as fluoroquinolonas somaram 20,1% (n=63) e foram
representadas pela ciprofloxacina e, por fim as polimixinas com 4,1% (n=13) das

prescri¢cdes, sendo a colistina a droga mais utilizada dentro desta classe.

Figura 4 - Percentual das principais classes de antibiéticos prescritas
previamente a coleta de material para analise microbiol6gica nos pacientes
com infec¢do hospitalar no principal hospital de referéncia para adultos de

Roraima. Boa Vista/RR, 2016-2018.

4.1

m Cefalosporinas = Carbapenens 1 Glicopeptideos
Aminoglicosideos ® Fluorquinolonas = Polimixinas

Fonte: dados da pesquisa (2016-2018).

4.2 Descricao das infecgbes

Dos 649 casos de infeccdo identificados no periodo do estudo, 68,7%
(446/649) foram causadas por patdgenos pertencentes ao grupo ESKAPE. No
geral, os microrganismos mais frequentemente isolados foram A. baumannii
identificado em 22,6% (147/649) dos casos, seguido por K. pneumoniae (20,5%;
133/649), P. aeruginosa (15,6%; 101/649), E. coli (11,4%; 74/649), S.
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epidermidis (6,5%; 42/649), Enterobacter spp. (5,2%; 34/649) e S. aureus (4,5%;
29/649).

Considerando a prevaléncia das infec¢bes por A. baumannii, procedeu-
se a andlise dos pacientes que desenvolveram pelo menos uma infec¢ao por
essa espécie durante o periodo de hospitalizacdo, esses dados séo

apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Fatores demograficos e clinicos dos pacientes com infec¢ao
hospitalar internados no principal hospital de referéncia para adultos de
Roraima, segundo agente etiolégico. Boa Vista/RR, 2016-2018.

Total Infecgéao por Infecgéo por
. _ A. baumannii outras espécies
Variaveis (n=427) (n=106) (n=321) p-valor
n (%) n (%) n (%)
Sexo
Masculino 262 (61,4) 71(67,0) 191 (59,5) 0170
Feminino 165 (38,6) 35(33,0) 130 (40,5) '
Faixa etaria
<19 anos 25(5,9) 9 (8,5) 16 (5,0)
20 a 29 anos 64 (15,0) 15(14,2) 49 (15,3)
30 a 39 anos 74 (17.3) 12 (11,3) 62 (19,3) 0137
40 a 49 anos 65 (15,2) 12 (11,3) 53 (16,5) '
50 a 59 anos 74 (17.3) 20(18,9) 54 (16,8)
z 60 anos 125 (29,3) 38 (35,8) 87 (27.1)
Causa de admissao
Causas externas e consequéncias 148 (34,7) 34 (32.1) 114 (35,5)
Doencas do aparelho circulatério 85 (19.9) 27 (25,5) 58 (18, 1)
Doencas do aparelho respiratorio 30 (7,0) 8(7,5) 22 (6,9)
Doencas infecciosas e parasitarias 27 (6,3) 9(8,59) 18 (5,6)
Doencas do aparelho geniturinario 26 (6,1) 2(1,9) 24 (7.5) 0,336
Enddcrinas, nutricionais e metabolicas 25(59) 5(4,7) 20 (6,2)
Doenca do sistema osteomuscular [...] 24 (5,6) 4 (3,8) 20(6,2)
Neoplasias [tumores] 21 (4,9 6(5,7) 15 (4.7)
Outras causas de internag&o 41 (9,6) 11(104) 30(9,3)
Setor de internacéo
UTI 207 (48,5) 69 (65,1) 138 (43,0)
Enfermarias 151 (35,4) 26 (24,5) 125 (38,9) 0,001
Emergéncia 69 (16,2) 11(10,4) 58 (18,1)
Tempo de internagéo
< 15 dias 106 (24,8) 29 (27 4) 77 (240) 0.486
> 15 dias 321 (75,2) 77 (72.6) 244 (76,0) '
Desfecho
Alta 198 (46,4) 23(21,7) 175 (54,5)
Obito 142 (33,3) 56 (52,8) 86 (26,8) 0,001
Transferéncia 87 (204) 27 (255) 60 (18,7)

Fonte: dados da pesquisa (2016-2018).
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Essa analise demonstrou que as infec¢gBes causadas por esse patdogeno
estiveram estatisticamente associadas ao setor de internacdo, sendo 65,1%
(69/106) destas identificadas nas UTIs (x2(2)=15,629; p<0,001) e ao desfecho
clinico, com 52,8% (56/106) de Obitos entre os pacientes que desenvolveram
pelo menos uma infeccdo por este microrganismo durante o periodo de
hospitalizacdo. Embora ndo tenha sido observado associacéo estatistica entre
infeccdo por A. baumannii e a variavel faixa etaria, cabe destacar a maior
prevaléncia dessas infecgdes entre os idosos (35,8%; 38/106).

Quanto a distribuicdo das amostras clinicas, observou-se que aquelas
provenientes do trato respiratorio foram as mais coletadas representando 42,8%
(278/649) do total, seguida das amostras oriundas de lesdes, secrecdes e
abscessos (14,6%; 95/649), ponta de cateter (14,2%; 92/649), sangue (13,4%;
87/649) e urina (10,5%; 68/649). Amostras provenientes de outros locais foram
responsaveis por 4,5% (29/649) dos casos (tabela 4).

A distribuicdo dos principais patdégenos de acordo com a amostra clinica
demonstrou que A. baumannii (31,7%; 88/278) K. pneumoniae (23,7%; 66/278)
e P. aeruginosa (21,6%; 60/278) foram os mais frequentemente isolados de
material coletado do trato respiratorio. As lesdes, secrecdes e abscessos tiveram
como principais espécies isoladas P. aeruginosa (18,9%; 18/95) e K.
pneumoniae (16,8%; 16/95). Nas pontas de cateteres, A. baumannii (31,5%;
29/92) e K. pneumoniae (19,6%; 18/92) foram 0S microrganismos
predominantes. Enquanto nas amostras clinicas provenientes de sangue e de
urina, S. epidermidis (24,1%; 21/87) e E. coli (52,9%; 36/68) foram os patdgenos

mais frequentes, respectivamente, conforme apresentado na tabela 4.
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Tabela 4 - Distribuicdo dos patdgenos isolados de amostras clinicas coletadas dos pacientes com infec¢do hospitalar internados no

principal hospital de referéncia para adultos de Roraima. Boa Vista/RR, 2016-2018.
, T.rato, . Lesdes Cateter Sangue Urina qu
Patdgeno respiratorio Cavitarios

N % N % n % n % N % n % n % n %

Outros Total

Grupo ESKAPE

A. baumannii 88 31,7 12 126 29 315 12 138 1 15 1 77 4 250 147 22,7
K. pneumoniae 66 23,7 16 16,8 18 19,6 13 14,9 17 25,0 1 7,7 2 125 133 20,5
P. aeruginosa 60 216 18 189 10 109 3 34 6 88 3 231 1 63 101 156
Enterobacter spp 15 5,4 6 6,3 7 7,6 3 34 2 2,9 0 0,0 1 6,3 34 52
S. aureus 5 18 9 95 1 11 8 92 1 15 3 231 2 125 29 45
Enterococcus faecium 0 0,0 0 0,0 1 11 0 0,0 1 15 0 0,0 0 0,0 2 0,3
Outras espécies

E. coli 12 4,3 12 12,6 4 4,3 8 9,2 36 52,9 1 7,7 1 6,3 74 11,4
S. epidermidis 2 0,7 7 7,4 8 8,7 21 241 0 0,0 2 154 2 12,5 42 6,5
S. marcescens 5 18 3 32 3 33 2 23 0 00 O 00 O 00 13 20
E. faecallis 1 0,4 5 5,3 2 2,2 1 1,1 1 1,5 0 0,0 1 63 11 1,7
S. coagulase negativo 1 04 O ©00 O 00 7 8 O 00 2 154 0O 00 10 15
P. mirabillis 6 2,2 1 1,1 2 2,2 0 0,0 0 0,0 0 0,0 0 0,0 9 1,4
Outros patogenos 77 61 6 63 7 76 9 103 3 44 0 00 2 125 44 68
Total 278 42,8 95 14,6 92 14,2 87 134 68 10,5 13 2,0 16 25 649 100,0

Fonte: dados da pesquisa (2016-2018).
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4.3 Resisténcia bacteriana aos antibiéticos

A resisténcia antimicrobiana dos patégenos Gram-negativos e Gram-positivos
sao apresentadas nas tabelas 5 e 6, respectivamente.

Para A. baumannii, os percentuais de resisténcias aos antibioticos foram
superiores a 78,2% para todas as classes testadas, exceto para as sulfonamidas
(50,0%) e para a colistina (3,5%). Dentre essas, as cefalosporinas de espectro
estendido (ceftriaxona) foram as que apresentaram o maior percentual de resisténcia
(97,1%) e as fluoroquinolonas (ciprofloxacina) as que apresentaram 0 menor
percentual (78,2%). De acordo com o teste de sensibilidade aos antibiéticos, 55,8%
(n=88) dos isolados foram considerados MDR e 30,6% (n=45) XDR. Destaca-se ainda
gue, embora os atuais critérios de definicdo de multirresisténcia as drogas nao
considerem a tigeciclina entre as espécies de Acinetobacter, aqui esse antibiético foi
testado e o percentual de resisténcia foi de 36,7%.

Os isolados de K. pneumoniae demonstraram resisténcia superior a 72,3%
em cinco das dez classes de antimicrobianos testados. Dentre as classes que
apresentaram os percentuais mais elevados estiveram as penicilinas (ampicilina) com
100,0%, seguido das cefalosporinas de 12 e 22 geracgéo (cefuroxima) com 86,6%. Para
todos os isolados de K. pneumoniae, 88,0% (n=117) apresentaram perfil de
multirresisténcia as drogas e nao foi observado fenétipos XDR.

Os fendtipos de resisténcia aos antibiéticos apresentados pelos isolados de
P. aeruginosa variou de 6,3% para as polimixinas (colistina) até 57,1% para os
carbapenémicos (imipenem), com excec¢ao das cefalosporinas de espectro estendido
(ceftriaxona) que apresentaram percentuais de resisténcia de 96,9%. No geral, 51,0%
dos isolados foram classificados como MDR.

Considerando os isolados de Enterobacter spp. os percentuais de resisténcia
mais elevados estiveram relacionados as cefalosporinas de 12 e 22 geracao
(cefuroxima) com 97,0%, seguida das cefamicinas (cefoxitina) com 96,2% e das
cefalosporinas de 32 e 42 geracao (ceftriaxona e ceftazidima) com 60,6% e 57,1% de
resisténcia respectivamente. A multirresisténcia aos farmacos testados esteve
presente em 67,7% (n=23) dos isolados desta espécie.

Dentre os patdgenos Gram-positivos destaca-se S. aureus, a resisténcia
desse isolado aos antibidticos variou de 77,3% para a classe dos macrolideos

(eritromicina) a 54,6% para a classe as cefamicinas (oxacilina). As demais classes
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testadas apresentaram percentuais de resisténcia inferiores a 50,0%, cabe destacar
gue nenhum isolado desta espécie apresentou resisténcia a vancomicina. Fenaotipo
de multirresisténcia as drogas foi observado em 44,8% (n=13) dos isolados.

Dentre os organismos que néo fazem parte do grupo ESKAPE, E. coli foi o
patbgeno Gram-negativo e S. epidermidis o Gram-positivo mais frequentemente
observado nos casos de infeccao.

Para E. coli observou-se elevados percentuais de resisténcias nas classes
das penicilinas (ampicilina) com 84,7%, nas fluoroquinolonas (ciprofloxacina) com
74,3%, seguido das cefalosporinas de 32 e 42 geracgéao (ceftazidima) e penicilinas com
inibidores de pB-lactamases (ampicilina-sulbactam) com 69,2% cada. Para S.
epidermidis, as taxas de resisténcia foram superiores a 52,4% em cinco das onze
classes testadas, os percentuais mais elevados foram observados na classe dos
macrolideos (eritromicina) com 90,5% e na classe das cefamicinas (oxacilina) com
90,0% de resisténcia. Quanto aos perfis de multirresisténcia aos farmacos, os isolados
de E. coli apresentaram fenétipo MDR em 75,7% (n=56) dos casos e o0 percentual de
S. epidermidis multirresistente as drogas foi de 88,1% (n=37). A figura 4 apresenta o
percentual dos principais patdgenos e seus respectivos perfil de resisténcia as drogas.

Em analise geral 73,3% (313/427) dos pacientes desenvolveram infeccéo por

patogenos com perfil MDR e XDR.

Figura 5 - Percentual dos principais patdgenos provenientes dos casos de infeccao
hospitalar no principal hospital de referéncia para adultos de Roraima, segundo perfil
de resisténcia as drogas, Boa Vista/RR, 2016-2018.
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Fonte: dados da pesquisa (2016-2018).
SENS: sensivel; MDR: multidrug resistant; XDR: extensively drug resistant.
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Tabela 5 - Percentual de antibiéticos testados e resisténcia aos antibiéticos dos isolados Gram-negativos pertencentes ao grupo
ESKAPE mais E. coli provenientes dos casos de infeccéo hospitalar no principal hospital de referéncia para adultos de Roraima, Boa

Vista/RR, 2016-2018.

Agente A. baumannii (n=147) K. pneumoniae (n=133) P. aeruginosa (n=101) Enterobacter spp (n=34) E. coli (n=74)
Antimicrobiano % T % NS %T % NS %T % NS % T % NS % T % NS
GEN 98.6 81.4 100.0 42.9 98.0 34.3 100.0 294 97.3 37.5
AMK 8.2 83.3 98.5 14.5 99.0 25.0 100.0 8.8 97.3 9.7
CXM NT NT 95.5 86.6 NT NT 97.1 97.0 98.7 67.1
CRO 93.9 97.1 95.5 85.8 97.0 96.9 97.1 60.6 96,0 63.4
CAZ 90.5 88.0 85.7 86.0 85.2 48.8 82.4 57.1 52.7 69.2
FEP 95.2 82.1 99.3 84.9 100.0 41.6 97.1 42.4 91.9 64.7
CFO NT NT 79.7 48.1 NT NT 76.5 96.2 28.2 52.7
AMP 100.0 95.2 97.0 100.0 NT NT NT NT 97.3 84.7
TZP 99.3 85.6 97.7 72.3 99.0 50.0 97.1 455 94.6 21.4
AMX NT NT 19.6 80.8 NT NT 14.7 100.0 46.0 44.1
APS 89.1 82.4 83.5 83.8 NT NT NT NT 52.7 69.2
ERT NT NT 91.7 32.0 NT NT 97.1 15.2 91.9 10.3
IPN 91.2 82.8 87.2 31.9 83.2 57.1 85.3 20.7 54.1 15.0
MEM 98.0 81.3 94.7 32.5 96.0 50.5 100.0 17.6 96.0 8.5
CIP 96.6 78.2 96.2 78.1 100.0 39.6 100.0 235 94.6 74.3
STX 10,8 50,0 NT NT NT NT NT 25.0 39.2 65.5
TIG 87,1 36,7 80.5 43.0 NT NT 82.4 28.6 33.8 0.0
COS 39.5 35 48.1 0.0 47.5 6.3 44.1 6.7 514 7.9

Fonte: dados da pesquisa (2016-2018).

T: testado; NT: ndo testado; NS: ndo suscetivel; GEN: gentamicina; AMK: amicacina; CXM: cefuroxima; CRO: ceftriaxona; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; CFO:

cefoxitina; AMP: ampicilina; TZP: piperacilina-tazobactam; AMX: amoxicilina-acido clavulanico; APS: ampicilina-sulbactam; ERT: ertapenem; IPN: imipenem; MEM:

meropenem; CIP: ciprofloxacina; STX: sulfametoxazol-trimetoprima; TIG: tigeciclina; COS: colistina.
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Tabela 6 - Percentual de antibiéticos testados e resisténcia aos antibiéticos dos isolados Gram-positivos pertencentes ao grupo
ESKAPE mais S. epidermidis provenientes dos casos de infec¢do hospitalar no principal hospital de referéncia para adultos de Roraima,
Boa Vista/RR, 2016-2018.

Agente S. aureus (n=29) S. epidermidis (n=42) E. faecium (n=02)
antimicrobiano %T %R %T % R % T %R
GEN 89.7 154 100.0 35.7 100.0 50.0
RIF 100.0 17.2 100.0 52.4 NT NT
OXA 75.9 54.5 95.2 90.0 NT NT
CIP 72.4 19.1 97.6 68.3 100.0 100.0
MFX 72.4 19.1 97.6 65.8 100.0 100.0
STX 75.9 9.1 100.0 45.2 NT NT
FOF 62.1 0.0 88.1 16.2 NT NT
VAN 75.9 0.0 100.0 0.0 100.0 50.0
TEI 79.3 0.0 100.0 11.9 100.0 50.0
TIG 75.9 0.0 100.0 0.0 100.0 0.0
CLI 72.4 47.6 100.0 88.1 NT NT
ERY 75.9 77.3 100.0 90.5 100.0 100.0
LNZ 72.4 0.0 100.0 0.0 100.0 50.0

Fonte: dados da pesquisa (2016-2018).
T: testado; NT: ndo testado; NS: ndo suscetivel; GEN: gentamicina; RIF: rifampicina; OXA: oxacilina; CIP: ciprofloxacina; MFX: moxifloxacina; STX: sulfametoxazol-

trimetoprima; FOF: acido fusidico; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina; TIG: tigeciclina; CLI: clindamicina; ERY: eritromicina; LNZ: linezolid.
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4.4 Caracterizacdo genética dos isolados de A. baumannii

Dentre os microrganismos recuperados durante o periodo de coleta dos dados
A. baumannii recebeu destaque por sua elevada ocorréncia, por seu fenétipo XDR e,
por ser responsavel por surtos hospitalares ocorridos nas UTIs do principal hospital
para adultos de Roraima (informagdes da SCIH). Diante da extrema relevancia clinica
deste patégeno neste cenario, procedeu-se com a analise fenotipica e genotipica dos
isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos recuperados durante
outubro de 2016 a maio de 2018.

Neste intervalo de tempo, 101 cepas de A. baumannii recuperadas de casos
de infeccdo hospitalar, provenientes de pacientes ndo repetidos foram analisadas no
LGMM, desses 101 isolados, 27 eram resistentes aos carbapenémicos. A
identificagcdo da espécie foi confirmada para todos os 27 isolados por meio do
sequenciamento dos genes 16S rRNA e blaoxa-sa.

As andlises fenotipicas realizadas no LGMM demonstraram que todos os
isolados apresentaram fenotipo XDR, uma vez que eles foram sensiveis somente as
polimixinas (COS) e as tetraciclinas (TE e MIN). Todas as cepas foram positivas no
teste de Hodge modificado indicando produgdo de [-lactamases do tipo
carbapenemase.

Analises de PFGE e MLST demonstraram que os surtos foram causados por
trés linhagens XDR que ocorreram concomitantemente no hospital no referido
periodo, essas linhagens foram atribuidas ao ST1PAS/ST109°*F (Clone C; 33,3%;
n=9), ST79PAS/ST758°%F (Clone A; 44,5%; n=12) e ST78PAS/ST944°%XF (Clone B;
22,2%; n=6) e corresponderam aos CI-1, CI-5 e CI-6, respectivamente.

Dentre os genes investigados observou-se que todos os 27 isolados de A.
baumannii carreavam genes codificadores de carbapenemases do tipo OXA, sendo
que 77,8% (n=21) carreavam blaoxa-23 € 22,2% (n=6) carreavam blaoxa-72. Verificou-
se ainda que blaoxa-23 foi 0 gene codificador de carbapenemase identificado entre os
isolados de A. baumannii pertencentes aos ST1PAS/ST109°%F e ao ST79PAS/ST7580%F
e estavam associados a elementos de insercdo, os quais foram encontrados
downstream ISAbal e ISAba3, respectivamente. Ja os isolados atribuidos ao
ST78PAS/IST944°%XF carreavam o0 gene blaoxa72 0s quais eram desprovidos de
elementos de insercdo. A tabela 7 apresenta as caracteristicas epidemioldgicas,

fenotipicas e genotipicas dos isolados de A. baumannii analisados neste estudo.
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As andlises de PFGE também demonstraram que esses clones estavam
disseminados pelo hospital, uma vez que, o CI-1 e o CI-5 foram identificados em
quatro setores (UTI, emergéncia e duas enfermarias médico-cirurgicas) e o CI-6 foi
identificado em dois setores (UTI e emergéncia) durante o periodo analisado. Esses
resultados sugerem a transmissédo cruzada de CRAB entre pacientes internados
nessas unidades, bem como, a transmisséo cruzada ocorrida durante a transferéncia

desses da emergéncia para a UTI e da UTI para as enfermarias meédico-cirurgicas.
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Tabela 7 - Caracteristicas epidemioldgicas, fenotipicas e genotipicas de isolados de A. baumannii XDR pertencentes aos Clones
Internacionais em surtos ocorridos no principal hospital de referéncia para adultos de Roraima. Boa Vista/RR, 2016-2018.

Cepa _ Data PFGE MLST (IC) Setor Amostra clinica Atividade ISAba -blaoxa
isolamento carbapenemase

AB4332 Oct/16/16 B ST78 (IC-6) UTI Secregéo traqueal + OXA-72

AB4353 Oct/21/16 A ST79 (IC-5) UTI Ponta de cateter + ISAba3-OXA-23
AB5262 Dec/21/16 B ST78 (IC-6) UTI Ponta de cateter + OXA-72

AB5375 Dec/29/16 B ST78 (IC-6) Emergéncia Secrecao traqueal + OXA-72

AB49 Jan/03/17 C ST1 (IC-1) UTI Ponta de cateter + ISAbal-OXA-23
AB77 Jan/05/17 A ST79 (IC-5) Outras Secrecao de ferida + ISAba3-OXA-23
AB715 Feb/12/17 A ST79 (IC-5) Emergéncia Aspirado brénquico + ISAba3-OXA-23
AB1077 Mar/08/17 A ST79 (IC-5) UTI Secrecao traqueal + ISAba3-OXA-23
AB1113 Mar/08/17 A ST79 (IC-5) UTI Liquor + ISAba3-OXA-23
AB283 Apr/25/17 C ST1 (IC-1) UTI Secregéo traqueal + ISAbal-OXA-23
ABO8 Aug/31/17 B ST78 (IC-6) UTI Sangue + OXA-72

AB65 Sep/26/17 C ST1 (IC-1) Outras Tecido 6sseo + ISAbal-OXA-23
AB81 Oct/02/17 Al ST79 (IC-5) UTI Secrecao traqueal + ISAba3-OXA-23
ABO04-RR5 Jan/01/18 Al ST79 (IC-5) UTI Sangue + ISAba3-OXA-23
ABO7-RR5 Jan/14/18 C ST1 (IC-1) Outras Sangue + ISAbal-OXA-23
AB28-RR5 Jan/17/18 A ST79 (IC-5) UTI Secrec¢éo traqueal + ISAba3-OXA-23
AB37-RR5 Jan/19/18 A ST79 (IC-5) UTI Secrecgéo traqueal + ISAba3-OXA-23
AB40-RR5 Jan/19/18 C ST1 (IC-1) UTI Secrecéo traqueal + ISAbal-OXA-23
AB39-RR5 Jan/21/18 C ST1 (IC-1) UTI Secrecéo traqueal + ISAbal-OXA-23
AB51-RR5 Jan/26/18 A ST79 (IC-5) UTI Secrecao traqueal + ISAba3-OXA-23
ABO7-RR6 Apr/23/18 C ST1 (IC-1) Outras Secregéo de ferida + ISAbal-OXA-23
ABO04-RR6 Apr/25/18 A ST79 (IC-5) UTI Ponta de cateter + ISAba3-OXA-23
ABO06-RR6 Apr/26/18 C ST1 (IC-1) UTI Abscesso hepético + ISAbal-OXA-23
ABO01-RR6 Apr/29/18 B ST78 (IC-6) uTI Ponta de cateter + OXA-72

ABO05-RR6 Apr/29/18 A ST79 (IC-5) Outras Ponta de cateter + ISAba3-OXA-23
ABO02-RR6 May/03/18 C ST1 (IC-1) Emergéncia Secrecéo traqueal + ISAbal-OXA-23
AB03-RR6 May/15/18 B ST78 (IC-6) UTI Secrecgéo traqueal + OXA-72

Fonte: dados da pesquisa (2016-2018).
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5 DISCUSSAO

O aumento de condi¢Bes que proporcionam a internacdo de individuos em
situacbes criticas de saude juntamente com a elevada ocorréncia de bactérias
multirresistentes aos antibiéticos em ambiente hospitalar vem impactando diretamente
nas taxas de infeccdo adquiridas nesses ambientes. Como consequéncia, tem-se o
aumento da morbimortalidade, o prolongamento do tempo de internacao e a elevacao
dos custos relacionados a assisténcia, atribuindo as IRAS especial relevancia para a
saude publica mundial, fato este ja bastante consolidado na literatura
(11,13,18,128,129).

Nessas circunstancias, a determinacao do perfil epidemiolégico das infec¢cbes
hospitalares é fundamental, principalmente nos setores criticos dos diferentes
servicos de saude. Tendo em vista que, caracteristicas do paciente e da infeccdo que
este desenvolve podem influenciar diretamente nas altas taxas de resisténcia e
disseminacdo de bactérias MDR, o conhecimento desses aspectos pode orientar a
implementacdo de medidas de prevencao e controle direcionadas a esse publico
(130,131).

Considerando a relevancia dessas condicdes e a importancia de conhecé-las,
a primeira parte deste estudo teve como objetivo caracterizar alguns aspectos da
epidemiologia das infeccbes hospitalares no principal hospital de referéncia para
adultos do estado de Roraima, com base em dados secundarios coletados no SCIH e
nos prontuarios dos pacientes do referido hospital e nos resultados dos exames
microbiolégicos emitidos pelo setor de bacteriologia do LACEN.

Quanto as caracteristicas demogréficas, aqui observou-se um excesso de
casos de infeccdo entre homens e entre pacientes com idade avancada. Esses
resultados demonstram que o sexo e 0s extremos de idade sdo caracteristicas
préprias do paciente que o predispdem ao desenvolvimento de infeccdo hospitalar
(132).

Esse fato provavelmente pode ser justificado pelo perfil da demanda do
hospital, uma vez que, trata-se da Unica instituicdo de grande porte que atende
exclusivamente pelo SUS, sendo referéncia para toda a populagéo adulta e idosa do
estado de Roraima, como ainda para parte da populacdo oriunda das regides de
fronteira e divisas. Sendo assim, recebe todos os casos graves decorrentes,

principalmente de causas externas de morbidade que neste estudo representou
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34,7% do total das causas de admissao. Dentre as causas externas destaca-se 0s
politraumatismos e o0s traumatismos cranioencefalicos, 0s quais acometem
principalmente os homens. Quanto aos idosos, estes geralmente sdo encaminhados
ao hospital procedentes de outras instituicbes de salde e da rede ambulatorial em
decorréncia de complicacdes relacionadas as doencas crbnicas, principalmente
relacionadas aos aparelhos cardiocirculatério e respiratorio, 0s quais computaram
26,9% das causas de admisséo neste estudo (132—-135).

Ainda quanto a faixa etaria, embora tenha-se registrado uma média de idade
de 46,2 anos, quase metade da populacédo (46,6%) foi composta por individuos acima
de 50 anos de idade. A maior vulnerabilidade as infec¢cdes neste publico esta
relacionada com a perda gradual das funcdes imunoldgicas e mudancas na resposta
inflamatdria que ocorrem com o avancar da idade. Associado a isso tem-se ainda as
complicacBes relacionadas as doencas crbnicas, altamente prevalente entre os
idosos, as quais requerem procedimentos médicos especiais para seu tratamento, a
exemplo de terapia com corticosteroides, hemodidlises, cirurgias e internacdes em
UTls (21,132,134,136,137).

Em termos de fatores extrinsecos, pode-se mencionar a internagdo em UTIs
e o tempo de hospitalizacéo (21). Pacientes sob cuidados intensivos sofrem alteracao
de suas barreiras naturais devido a gravidade da doenca de base e as intervencfes
terapéuticas as quais sdo submetidos durante seu periodo de hospitalizacdo, além
das caracteristicas dos agentes infecciosos nesses setores que também contribuem
para o aumento das taxas de infeccdo hospitalar nessas unidades (22).

O elevado namero de internacfes em UTI (48,5%) aqui encontrado confirmam
a gravidade dos casos, com necessidade de tratamento intensivo e de diversos
procedimentos invasivos, 0s quais aumentam o risco de infeccéo e consequentemente
de desfechos desfavoraveis, conforme relatado por estudos prévios
(133,134,138,139). Destaca-se ainda as UTIs como o local onde as taxas de
resisténcia bacteriana aos antibiéticos sao geralmente mais altas quando comparados
com outros setores hospitalares, tornando a escolha do tratamento um desafio para a
equipe de saude (140,141).

O tempo de hospitalizagdo € outro fator que esté intimamente relacionado as
IRAS, pois quando prolongado contribui para a sua ocorréncia (21,134) e a ocorréncia
das IRAS também colabora para o prolongamento do tempo de internagéo, esse ciclo
vicioso eleva o risco de mortalidade hospitalar e os custos dos cuidados prestados na
instituicdo (142).
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Na presente pesquisa, observou-se um elevado tempo de hospitalizacéo,
demonstrado por uma mediana de 27 dias de internacéo e pelos 75,2% de pacientes
internados por mais de 15 dias. Outros estudos também reportam elevado tempo de
permanéncia hospitalar entre pacientes com IRAS, com tempo de internacgéo de 27,2
dias (134) podendo chegar até 40 dias (143). A permanéncia hospitalar superior a 15
dias também ¢é relatada e varia de 65,8% (131) a 66,4% (134) dos casos.

Outra variavel agqui analisada se refere ao niumero de infeccdes desenvolvidas
por paciente durante o tempo de internacdo, evidenciando-se que 18,3% dos casos
adquiriram duas ou mais infec¢des durante o periodo analisado. Observou-se ainda
uma diferenca estatisticamente significativa entre o tempo de internacdo dos
pacientes que adquiriram duas ou mais infeccbes, sendo superior ao tempo de
permanéncia daqueles que desenvolveram apenas uma infecgdo. Refor¢cando a
relacdo entre tempo de internacdo e desenvolvimento de infecg&o hospitalar (144).

Outro ponto a ser realcado se refere ao niumero de patégenos causadores da
infeccédo, neste estudo 23,9% dos individuos adquiriram infeccéo causada por dois ou
mais patégenos concomitantemente. Resultado superior ao encontrado por Savage e
colaboradores (2016) no qual 14,7% dos casos de infec¢do também foram causados
por mais de um microrganismo e proximo ao registrado por Sahu et al. (2016) quando
esse percentual foi de 28% (126,145). J4 o estudo de Guimardes e colaboradores
(2011) o qual analisou somente os casos de 6bitos relacionados a infecgédo hospitalar,
identificou um elevado percentual (63,7%) de infec¢cdes causadas por mais de um
organismo (133) demonstrando que o numero de patdégenos causadores da infeccao
pode contribuir para a ocorréncia de desfechos desfavoraveis em decorréncia da
gravidade do caso e da limitada opc¢éao terapéutica a depender do perfil de resisténcia
do agente causador da infeccao.

A utilizacdo de antibiéticos previamente a coleta de amostra clinica para
analise microbioldgica foi identificada na maioria (73,5%) dos pacientes deste estudo,
sendo as cefalosporinas e 0s carbapenémicos as classes de antibiéticos mais
prescritas durante o periodo analisado. Os antibiéticos compdem o grupo de
medicamentos mais prescritos em ambiente hospitalar e, estima-se que de 20-50%
das prescri¢cdes desses medicamentos nos hospitais ocorram de forma inapropriada,
contribuindo para o surgimento e disseminacdo de bactérias resistentes as drogas
(146). Ademais, vale mencionar que o uso prévio desses farmacos, é frequentemente
reportado na literatura como um fator de risco para aquisi¢ao de infecgéo, em especial

para aquelas causadas por A. baumannii MDR (147). Silva e colaboradores (2018)
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evidenciaram elevados percentuais (82,9%) de utilizacdo prévia de carbapenémicos
e demonstraram que a exposicao antecipada as cefalosporinas resultou em um risco
seis vezes maior de aquisicdo de infeccdo por A. baumannii produtora de OXA-23
(131). Diante deste contexto, estratégias que promovam o0 uso racional de
antimicrobianos sao fortemente recomendadas para reduzir a alta taxa de prescricao
desses farmacos e promover o uso apropriado de antibiéticos em ambiente hospitalar
(146).

Ainda com base na analise dos dados secundarios (SCIH e LACEN),
observou-se que as amostras clinicas mais coletadas para analise microbiolégica
foram aquelas provenientes do trato respiratorio (42,8%). Em termos de topografia das
infeccbes, dados da SCIH demonstram que no periodo analisado (2016-2018) as
infeccdes do trato respiratério foram as mais frequentes, sendo a PAV o tipo de
infeccdo respiratoria mais notificada.

Assim como outros tipos de infeccdo hospitalar, as PAVs estdo associadas
aos procedimentos invasivos, no caso a intubacéo orotraqueal. E ainda considerada
um marcador da qualidade da assisténcia, uma vez que é passivel de prevengéo por
meio de adocao de pacote de intervengdes que considera o custo, a facilidade de
implantacéo e de adeséao trazendo impacto significativo na reducéo dessas infeccbes
e, por isso é uma estratégia fortemente indicada por organizacdes nacionais e
internacionais (1,148,149).

No entanto, as PAVs ainda séo altamente prevalentes no Brasil, posto que,
aproximadamente 90% das infec¢Bes hospitalares correspondem a pneumonia em
pacientes intubados (1,12). A mortalidade geral atribuida a este tipo de infeccao é alta
podendo atingir taxas que variam de 20% a 60% (1,148). Além da alta mortalidade, a
PAV prolonga o tempo de permanéncia hospitalar entre 4 a 12 dias e 0s custos com
os cuidados excedem US$ 40.000 por episodio (1,133,150,151).

Em termos de agentes etiolégicos, constatou-se que 68,7% das infeccdes
hospitalares no hospital do estudo foram causadas pelos patégenos atribuidos ao
grupo ESKAPE, com predominio dos bacilos Gram-negativos, A. baumannii, K.
pneumoniae e P. aeruginosa. Este panorama €é semelhante ao apontado por
pesquisas que vem demonstrando taxas cada vez mais altas de infec¢gbes causadas
pelas espécies do referido grupo de patdogenos (152), a exemplo do estudo realizado
em um hospital da Guatemala onde 51,6% dos casos de infeccdo de corrente
sanguinea (ICS) foram causadas por esses patégenos (153), bem como, estudos

realizados em Roma e no México, onde as taxas de infeccéo por patégenos do grupo
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ESKAPE corresponderam a 61,7% e 64,5% dos casos, respectivamente (28,29).
Destaca-se também que nestas pesquisas houve predominio dos bacilos Gram-
negativos (28,29,153), assim como observado no presente trabalho.

A literatura demonstra que varias espécies bacterianas sdo capazes de
causar infecgbes em pacientes hospitalizados, no entanto, o grupo ESKAPE merece
atencao particular (26,27), pois, por meio de mutacdo genética e da aquisicao de
elementos genéticos moveis, esses microrganismos desenvolveram mecanismos de
resisténcia contra oxazolidinonas, lipopeptideos, macrdélideos, fluoroquinolonas,
tetraciclinas, B-lactamicos, combinagdes de [-lactdmicos com inibidores de (-
lactamases e antibidticos considerados como a ultima linha de defesa, incluindo
carbapenémicos e glicopeptideos e até mesmo as polimixinas (53). E para controlar a
incidéncia de infeccbes causadas por esses patégenos, estudos de vigilancia em
diferentes cendrios sdo necessarios para estabelecer diretrizes hospitalares
especificas para uma terapia empirica eficaz (29).

Nos EUA os patdgenos atribuidos a este grupo compdem quase metade das
espécies responsaveis por infeccdes de corrente sanguinea e estdo associados a
maiores periodos de permanéncia hospitalar, ao aumento do custo da assisténcia e
as elevadas taxas de mortalidade em comparacdo com patdgenos ndo-ESKAPE.
Diante do constante aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos e do alto custo
do tratamento da sepse, é fundamental que a identificacdo rapida de infeccbes
causadas por esses organismos deva ser uma das principais prioridades dos servigos
de saude (154).

Na América Latina o cenario apresentado por esses patdégenos parece ser
mais grave, considerando que as espécies pertencentes ao grupo ESKAPE além de
liderarem as causas de infeccdo também tendem a demonstrar taxas mais altas de
resisténcia antimicrobiana em comparacdo com EUA e paises europeus (155) e os
bacilos Gram-negativos representam uma proporcdo significativamente maior de
agentes etioldgicos causadores de infeccbes hospitalares na regido latino-americana
quando comparados com os EUA e o Canada, com percentuais ainda mais elevados
guando essas infec¢cbes sédo causadas por Acinetobacter spp. e P. aeruginosa (156).

No Brasil, estudo realizado em hospitais localizados em Goias e no Para
reportaram que os patdégenos do grupo ESKAPE foram detectados em 51,8% das
amostras, sendo representados principalmente por A. baumannii, S. aureus,
Enterobacter sp. e P. aeruginosa, sendo essas cepas provenientes tanto de amostras

clinicas provenientes de pacientes quanto de superficies inanimadas, nesta Ultima a
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coleta foi realizada apés limpeza e desinfec¢cdo (157). Em hospitais maranhenses
registrou-se um elevado percentual de cepas Gram-negativas atribuidas a este grupo
de patdégenos, dentre elas estavam A. baumannii (43,1%), K. pneumoniae (25,2%) e
P. aeruginosa (14,1%) (158), dados semelhantes aos encontrados no presente
estudo.

De acordo com ANVISA (2016) K. pneumoniae e A. baumannii sdo os
organismos Gram-negativos mais frequentemente notificados entre as ICSRC nas
UTlIs brasileiras, sendo este ultimo o principal microrganismo com perfil de resisténcia
aos carbapenémicos (159).

Os ESKAPE, com destaque para os Gram-negativos, sdo considerados um
problema para os pacientes hospitalizados, em especial para aqueles sob cuidados
intensivos, que pelo fato de estarem criticamente doentes e imunocomprometidos
estdo vulneraveis a graves infec¢des bacterianas. Ademais, espécies dentro deste
grupo sao altamente prevalentes nos hospitais, sendo resistentes a diferentes classes
de antibioticos, seja pela sua resisténcia intrinseca ou, principalmente em decorréncia
da resisténcia adquirida ao longo do tempo por meio de elementos genéticos méveis
(26,28).

Para tentar minimizar este problema, a OMS vem emitindo alertas sobre a
progressiva resisténcia bacteriana as drogas, em particular para as infeccbes
relacionadas a assisténcia a saude, tendo em vista que 70% dessas infec¢des sédo
causadas por bactérias resistentes as principais classes de antibioticos disponiveis
para uso clinico, reforcando a necessidade de pesquisas para desenvolvimentos de
novos antibiéticos com o intuito de tentar combater o problema da falta de drogas
capazes de combater os crescentes mecanismos de resisténcia aos antibibticos
desenvolvidos pelos patégenos do grupo ESKAPE (53,160-162).

Dentre esses organismos, neste estudo destaca-se A. baumannii que durante
os dois anos analisados foi responséavel por 22,6% das infec¢cdes nosocomiais, sendo
isolado principalmente de amostras provenientes do trato respiratorio, esteve
estatisticamente associado ao setor de internacdo (UTI) e ao desfecho do caso (6bito).

Esses dados demonstram que o cenario apresentado em Roraima vai ao
encontro daquele descrito por outros estudos os quais reportam A. baumannii como
um dos principais microrganismos responsaveis por infec¢cdes hospitalares,
principalmente aquelas relacionadas ao trato respiratorio, a exemplo da PAV, sendo
isolado principalmente nas UTIs e contribuindo para o maior tempo de hospitalizagao

e para o aumento das taxas de mortalidade (143,163,164).
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O sucesso de A. baumannii em causar diferentes tipos de infeccdes
nosocomiais, em especial nas UTIs, se deve a varios fatores, dentre os quais
destacam-se sua capacidade de resistir a dessecacéao e sobreviver por longo periodo
em superficies inanimadas, essa persisténcia parece contribuir para a sua
transmissdo, a qual inclui pacientes colonizados, equipamentos e instrumentos
meédicos contaminados, bem como, as maos dos profissionais de saude. Isso pode
facilitar a disseminacédo de clones intra e inter-hospitalar, como também, a disperséo
desses em ambito nacional e internacional, levando a ocorréncia de surtos (165-167).

Em termos de resisténcia, a analise dos antibiogramas emitidos pelo LACEN
demonstrou que A. baumannii apresentou um elevado percentual (86,4%) de
fendtipos de multirresisténcia as drogas (MDR: 55,8%; XDR: 30,6%), com taxas de
resisténcia superiores a 78,2% para todas as classes de antibiéticos testadas, exceto
para a colistina (3,5%) e sulfametoxazol-trimetoprima (50,0%) e, embora a tigeciclina
nao esteja incluida nos critérios atuais de classificacao de resisténcia as drogas (127)
esta apresentou taxas de resisténcia de 36,7%. Esse panorama demonstra que a
maioria dos agentes causadores de infeccdo em Roraima, em especial A. baumannii,
sdo representados por agueles para 0s quais a resisténcia a multiplas drogas reduz
as opcoes terapéuticas (29).

A resisténcia de A. baumannii a multiplas drogas € uma notavel caracteristica
desta espécie e estd relacionada a sua capacidade de aquisicdo de genes e
desenvolvimento de diferentes mecanismos de resisténcia aos antibioticos que,
juntamente com o0s ja intrinsecos a espécie, sao responsaveis por este fenotipo
(33,165).

O estudo para monitoramento das taxas de resisténcia antimicrobiana
(SMART) avaliou a atividade in vitro de isolados de A. baumannii coletados de 48
paises localizados na seis regibes globais (Africa, Asia, Europa, América Latina,
Oriente Médio e América do Norte) durante os anos de 2011 a 2014 e identificou que
apesar de algumas variacdes regionais, a suscetibilidade desse organismo as drogas
€ baixa em todos os locais analisados. Quanto ao perfil MDR dessas cepas observou-
se altas taxas em todas as regifes, mesmo na América do Norte, local com os
menores percentuais de multirresisténcia. A resisténcia foi mais elevada nas UTIs do
que nas enfermarias, embora essas Ultimas apresentaram percentuais
preocupantemente altos, especialmente na Europa e no Oriente Médio (168). O

impacto desfavoravel nas taxas de mortalidade em pacientes com infec¢gdes causadas
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por essa espécie com opc¢des terapéuticas limitadas sdo uma preocupagdo mundial e
tem sido o foco de muitas investigacfes atualmente (28,143).

Com base no cenario levantado a partir da analise dos dados secundarios,
desenvolveu-se a segunda etapa deste estudo que descreveu a epidemiologia
molecular e caracterizou os determinantes de resisténcia de 27 isolados de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos, coletados durante outubro de 2016 a
maio de 2018, recuperados de pacientes nao repetidos, os quais foram responsaveis
por surtos persistentes no principal hospital de referéncia para adultos de Roraima
durante o periodo do estudo. Esses resultados deram origem ao artigo intitulado:
“Acinetobacter baumannii infections in Amazon Region driven by extensively drug
resistant international clones, 2016-2018” publicado na Revista Memoarias do Instituto
Oswaldo Cruz em novembro de 2019 (Apéndice A).

Os 27 isolados de CRAB aqui analisados apresentaram como caracteristicas
resisténcia as todas as demais classes de antibioticos testadas, exceto para
polimixinas e tetraciclinas, determinando assim um fenétipo XDR (127), bem como, a
producdo de carbapenemase foi detectada em todos os isolados, por meio do teste
de Hodge modificado.

A. baumannii vem recebendo destaque ao longo das ultimas décadas por
apresentar resisténcia a todas as classes de antibioticos disponiveis, caracterizando-
0 como um patdégeno com extensivo perfil de resisténcia as drogas (33,165). Esse
contexto é critico, tendo posto que, atualmente, os carbapenémicos sédo os antibiéticos
de dltima escolha para o tratamento de infec¢cdes causadas por A. baumannii MDR.
E, com o aumento de relatos de casos de CRAB restam poucas opcdes terapéuticas
disponiveis para tratamento dessas infec¢des (169).

O numero de estudos publicados reportando a ocorréncia de CRAB vem
aumentando consideravelmente ao longo das ultimas duas décadas, passando de um
anico relato em 2000 (170) para mais de 266 em 2018, destacando a sua
disseminagéo global (42).

O continente europeu concentra diversos relatos de A. baumannii resistentes
aos carbapenémicos, dentre os quais pode-se destacar estudos que apontam
elevados percentuais (96,9%) de resisténcia a esses farmacos dentre os isolados
analisados com importante perfil de resisténcia a multiplas drogas, MDR (32%), XDR
(34%) e PDR (31%) de acordo com estudo realizado na Grécia, Italia e Espanha (171).

Ainda na Italia outro estudo revelou que 56,6% dos isolados de A. baumannii
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apresentavam perfil XDR e importantes percentuais de resisténcia aos
carbapenémicos (165).

Achados semelhantes também sdo observados no Ird, onde 96,8% dos
isolados de A. baumannii analisados ndo apresentavam sensibilidade ao imipenem
(172) e 93% apresentavam perfil MDR (173).

Andlise de dez anos (2004-2014) realizada nas principais cidades
economicamente desenvolvidas e densamente povoadas da China demonstrou o
rapido aumento da resisténcia de isolados de A. baumannii ao imipenem de 16,4%
em 2004 para 71,4% em 2014 e destacou que as taxas de nao suscetibilidade desse
organismo a outros agentes antimicrobianos permaneceram altas (>56,4%) durante o
periodo analisado (174). Ainda na Asia, uma pesquisa nacional longitudinal realizada
em Taiwan constatou que, apesar de estaveis, os percentuais de CRAB permanecem
elevados ao longo do periodo estudado, com percentuais de 65,4% em 2010, 76,5%
em 2012 e 65,5% em 2014. E, além da resisténcia aos carbapenémicos, altas taxas
de resisténcia a fluoroquinolonas, piperacilina-tazobactam e gentamicina também
foram observadas (175).

Apesar dos poucos dados sobre a ocorréncia de A. baumannii resistentes aos
antibioticos na Africa (168) relatos apontam que a suscetibilidade desse organismo ao
meropenem, cefepime e piperacilina-tazobactam € inferior a 30%, de acordo estudo
realizado na Africa do Sul entre 2004-2011 (168,176). Uma revis&o reporta que em
toda Africa Oriental, apenas duas pesquisas realizadas em Uganda relataram a
existéncia de P. aeruginosa (21%) e A. baumannii (55%) produtoras de
carbapenemases isolados em ambiente hospitalar (177). JA em Harare, Zimbabue
observou-se um aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos, a exemplo de A.
baumannii que apresentava taxas de resisténcia aos carbapenémicos inferiores a 2%
em 2012 passando para 15,4% em 2017. Além disso, observou-se um aumento de
organismos prioritarios a exemplo de A. baumannii resistente aos carbapenémicos
(178).

Quanto a América Latina, a distribuicdo dos estudos que analisam a
epidemiologia molecular de A. baumannii é bastante heterogénea e, dentre a ampla
gama de resisténcia apontada por essas pesquisas, essa parece ser a regido onde as
taxas de CRAB estao entre as mais elevadas do mundo, com 0s percentuais mais
baixos nos paises da Ameérica Central e os mais elevados na América do Sul, a

exemplo da Argentina e Brasil (169).
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Esses estudos confirmam os elevados percentuais de CRAB com perfil XDR,
a exemplo de pesquisas realizadas em Lima, no Peru e em diferentes cidades do
Chile, os quais evidenciaram altas taxas de resisténcia aos carbapenémicos (97,5% e
62%) e elevados percentuais de cepas MDR (52,5% e 57%), XDR (46,3% e 31%) e
PDR (1,2% e 3%), respectivamente (179,180). Outro estudo, realizado em 10 cidades
argentinas, analisou 100 isolados de A. baumannii coletados em 2016 e identificou
gue todos foram resistentes aos carbapenémicos e que apesar das grandes distancias
que separam as regides estudadas, ndo foi observado diferengas importantes na
epidemiologia molecular (carbapenemases e clones predominantes) na populagéo de
CRAB (181).

Quanto ao Brasil, um dos paises da América Latina com o maior nimero de
estudos publicados sobre epidemiologia molecular de A. baumannii (169), observa-se
importantes percentuais de resisténcia aos carbapenémicos variando de 76,8% a
91,9% (143,164) e com perfil XDR que alternam de 60,7 a 78,3% (182,183).

No geral, pode-se dizer que a epidemiologia global dos patégenos Gram-
negativos resistentes aos carbapenémicos aponta para taxas de CRAB cada vez mais
elevadas, com 40 a 70% dos isolados responsaveis por infecgbes adquiridas em UTIs.
A exemplo dos EUA onde as taxas de CRAB em ICSRC e ITU-AC correspondem a
47% e 64%, respectivamente. Na Europa em 2017, as taxas de ICS por CRAB foram
de 33,4%, e em alguns paises, particularmente aqueles no sul e leste europeu, a
resisténcia aos carbapenémicos foram superiores a 80%. A prevaléncia de CRAB é
igualmente alta em outras partes do mundo, incluindo a América do Sul (40-80%) e
Asia (40-60%) (184).

Dados recentemente apresentados pelo “SENTRY Antimicrobial Surveillance
Program”, o qual analisou 13.752 isolados identificados como pertencentes ao
complexo Acinetobacter calcoaceticus-A. baumannii (Acb) coletadas de centros
médicos localizados na Asia-pacifico (16,9%), Europa (32,9%), América Latina
(24,5%) e América do Norte (25,6%), demonstrou que esses microrganismos
apresentaram suscetibilidade reduzida a maioria dos antibiéticos testados e auséncia
de antibiéticos com capacidade de inibir o crescimento bacteriano em todos 0s
isolados deste complexo. Observou-se também elevada ocorréncia de isolados XDR
com 0sS maiores percentuais observados na Europa (66,4%) seguido da América
Latina (61,5%). Enfatizou ainda que as taxas de suscetibilidade aos antibidticos

cairam continuamente nos periodos de 2009-2012 e 2013-2016, sendo que as taxas
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de suscetibilidade aos carbapenémicos atingiram seus pontos mais baixos na América
Latina (13,7% e 14,4%) e na Europa (22,2% e 23,7%) (185).

Diante deste contexto mundial, a prescricdo dos carbapenémicos para
tratamento de infecgBes por CRAB e por outros BGN resistentes a esses farmacos
deixa de ser uma opcao e o uso de drogas como as polimixinas e a tigeciclina vem
sendo utilizadas como uma alternativa terapéutica, uma vez que, esses patégenos
comumente exibem baixos niveis de resisténcia aos referidos medicamentos
(109,186). A minociclina também vem apresentando atividade satisfatéria, em
especial, contra clones de A. baumannii MDR produtores de OXA-23 (187). Em todas
as regides geograficas, vem observando-se que a colistina seguida da minociclina sdo
0s antibioticos mais ativos contra Acb (185) e, além da alta susceptibilidade em
isolados de A. baumannii, esses antibioticos parecem ndo ser afetados pela
resisténcia dessas cepas aos carbapenémicos (188).

Embora altas taxas de resisténcia as polimixinas em isolados de A. baumannii
vem sendo relatadas desde 2007 (189), no presente estudo todos os isolados foram
sensiveis a colistina e a minociclina concordando com afirmacdes prévias, as quais
demonstram que no Brasil a suscetibilidade desse patégeno as polimixinas ainda
permanece alta (156,187), fazendo desse farmaco uma opcéo para o tratamento de
infeccbes por A. baumannii no pais (164). A minociclina vem sendo defendida como
uma opcao terapéutica alternativa para o tratamento de infecgbes por A. baumannii
MDR por apresentar boa atividade tanto em isolados produtores de OXA-23 (187)
como também naqueles produtores de MBL (77), no entanto, apesar do seu potencial,
a formulacéo intravenosa desse medicamento ainda ndo esta disponivel no Brasil
(77,187).

Apesar da tigeciclina ndo estar entre os antibiéticos avaliados para
classificacdo dos perfis de resisténcia MDR, XDR e PDR de acordo com o0s atuais
critérios de classificacdo, por ndo apresentar pontos de corte especificos para
Acinetobacter spp. (127), estudos tém avaliado sua atividade em isolados clinicos de
A. baumannii e os resultados encontrados alteram desde relatos de sua boa atividade
(190,191) com niveis relativamente baixos de resisténcia (164,183) a percentuais de
resisténcia mais elevados variando de 30,9% (143), 43,9% (131) até 100% de
resisténcia (182).

Ainda que a tigeciclina ndo seja indicada para tratamento da PAV e ICS,
Tavares e colaboradores (2019) avaliaram sua atividade em isolados recuperados

dessas ultimas para fins de vigilancia e, ndo foi observado resisténcia dessas cepas
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a este farmaco (183). Apesar das controvérsias, estudos que reportam a boa atividade
da tigeciclina sugerem seu uso como uma droga alternativa para o tratamento de
infeccdes de pele, tecidos moles, meningites e infec¢des intraventriculares causadas
por cepas de A. baumannii MDR e XDR resistentes aos carbapenémicos, embora sua
implementagéo isoladamente ou em combinagdo com outros antibioticos continue
sendo motivo de debate e mais estudos devem ser realizados para demonstrar seus
efeitos terapéuticos (164,183,192).

ApGs a determinacgdo do perfil de resisténcia dos 27 isolados de CRAB, a
proxima etapa deste estudo descreve a estrutura populacional dessas cepas, bem
como, seus respectivos determinantes de resisténcia aos carbapenémicos.

A estrutura populacional de A. baumannii consiste em varias linhagens bem
diferenciadas (193) com destaque para a elevada prevaléncia dos CI (1, 2 e 3)
relatados em vérias regides cosmopolitas do mundo (40,41,116). Dentre esses clones,
neste estudo identificou-se a ocorréncia do ClI-1 (ST1PAS/ST109°%F), pertencente ao
CC1PAS/CC109°%F, aqui representado pelo gendtipo C, o qual compds 33,3% de todos
os isolados analisados. Este clone é caracterizado por apresentar uma ampla
distribuicdo internacional, sendo reportado por estudos realizados em mais de 30
paises em diferentes continentes, associado a surtos hospitalares e apresentando um
perfil de multirresisténcia as drogas (40).

No Brasil, o CI-1 esta bem estabelecido e tornou-se um dos clones
predominantes no pais. No periodo entre 2003-2004 e 2007-2008 foi identificado em
Curitiba (194) e no Rio de Janeiro (195), respectivamente. Nos anos subsequentes,
isolados de A. baumannii atribuidos ao CI-1 continuaram sendo identificados nas
regides sul (Santa Catarina), sudeste (Sao Paulo, Rio de Janeiro e Minhas Gerais),
centro-oeste (Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias) e nordeste (Rio Grande do
Norte) (131,143,183,187,196-199). E, além da prevaléncia do Cl-1 em amostras
clinicas de pacientes hospitalizados, destaca-se ainda sua identificacdo em material
coletado de superficies inanimadas em ambiente hospitalar (167). Esses dados
demonstram a ampla disseminagéo do ClI-1, fazendo dele o clone mais disseminado
em hospitais brasileiros (131,143), assim como observado em outras regides do
mundo.

No entanto, embora tenha sido observada a presenca do CI-1 em Roraima,
nado foi identificado isolados do ClI-2 (CC2PAS/CC92°%F) que, além de ser altamente
prevalente em outros paises, seu primeiro relato na América Latina ocorreu em um

hospital de Curitiba entre os anos 2002 e 2005. Apesar do CI-2 ter sido uma das
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principais causas de infeccdo quando emergiu no Brasil, surpreendentemente
persistiu por pouco tempo e foi substituido por outros clones bem sucedidos
localmente (194,200). Essa informacéo pode ser confirmada por estudos posteriores,
0S quais nao relatam a ocorréncia do CI-2 (194,195,201,202) fato este também
evidenciado por Camargo e colaboradores (2016), uma vez que entre as 71 cepas de
CRAB coletados em 23 diferentes cidades no estado de Sao Paulo, foi identificado um
elevado percentual (25%) de cepas do CI-1 e nenhum isolado do CI-2 (203). No
entanto, Pagano e colaboradores (2019) relataram a ocorréncia do Cl (1 e 2) nos
isolados de A. baumannii em Porto Alegre, no periodo entre 2013-2014 alertando para
a emergéncia desses clones no sul do Brasil (204).

Além do CI-1, neste estudo também foi identificado a ocorréncia do CI-5
(ST79PAS/ST758°%F), pertencente ao CC79PAS, o qual correspondeu ao gendtipo A e
representou a maioria dos isolados de CRAB aqui analisados (44,5%). Isso demonstra
que, apesar da literatura apontar para a ocorréncia mundial de infeccfes causadas
pelos CI (1, 2 e 3), estudos vem sugerindo que esse parece ndo ser o caso da América
Latina, pois, embora exista uma quantidade consideravel de informacGes de
sequéncias gendmicas geradas para os isolados de A. baumannii, essas informacoes,
em geral, sdo provenientes dos EUA e de paises europeus e asiaticos (40,55,193).

Para o continente latino-americano vem se observando a ocorréncia de outros
clones internacionais como principais causas de infecgdes nosocomiais por A.
baumannii (193), com destaque para o CI-5 que vem sendo frequentemente relatado
na regidao e referido como um worldwide clonal lineages — WW5 por Higgins e
colaboradores (2009), uma vez que, em seu estudo, esse clone foi 0 segundo maior
grupo identificado, composto quase que inteiramente por isolados provenientes das
Américas (Norte, Central e Sul) e, portanto, considerado um clone pan-americano
(55).

Concordando com esses dados, o CI-5 foi um dos clones mais prevalentes
em hospitais de Buenos Aires, pelo menos entre 1992-2009, sendo que os CI-1 e CI-
2 nao foram encontrados durante o periodo de coleta dos isolados (205). O CI-5
(ST79PAS) também foi o clone predominante no Paraguai e em Mendoza na Argentina,
além de ter sido detectado em isolados esporadicos no Equador, de acordo com o
estudo de Rodriguéz e colaboradores (2016) que determinou a epidemiologia
molecular de CRAB recuperados de nove hospitais ndo relacionados localizados em

seis paises sul americanos nos anos de 2013 e 2014 (206).
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O cenario brasileiro parece seguir o padrao latino-americano, uma vez que,
varios estudos apontam a ocorréncia de infec¢cées nosocomiais causadas por isolados
de A. baumannii relacionados a diferentes CCs, com destaque para o CC79PAS
(ST79PAS). Conforme reportado por Cieslinski et al. (2013) em que os 46 isolados de
CRAB coletados de oito hospitais paranaenses durante o periodo entre 2009-2011
estavam relacionados a diferentes clones internacionais, dentre eles o CI-5 (207).

Estudo em ambito nacional, realizado com 155 isolados de A. baumannii
provenientes de 11 estados pertencentes as cinco regides do Brasil no periodo entre
2008-2011 destacou a disseminacgédo nacional do CI-5 (ST79PAS/CC79 PAS), uma vez
gue este foi encontrado em 7 dos 11 estados participantes da pesquisa (Alagoas,
Goias e Distrito Federal, Espirito Santo, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de
Janeiro e Rio Grande do Norte) (196). Fato também observado no estudo que avaliou
46 isolados de A. baumannii provenientes de infeccbes de corrente sanguinea em
nove hospitais das cinco regides brasileiras entre abril e agosto de 2014, dentre os
clones identificados destacou-se a ocorréncia o CI-5 (ST79745) demonstrando sua
disseminacgéo nas diferentes regides do pais (191).

Relatos recentes demonstram a persisténcia a longo prazo desse clone
endémico tendo em vista que esse foi o grupo clonal mais importante e disseminado
em duas UTIs de um hospital terciario de ensino localizado na cidade de
Dourados/MS, sendo detectado ao longo de todo o periodo do estudo (2013-2015),
associado a varios fatores de risco e a altas taxas de mortalidade em pacientes
internado nas UTIs (131).

A caracterizacdo da estrutura populacional de isolados de A. baumannii
também foi realizada em hospitais de Porto Alegre, em dois periodos distintos, durante
o primeiro surto de CRAB (2007-2008) e cinco anos depois, quando o CRAB alcancou
niveis endémicos (2013-2014). Dentre os varios CCs identificados nos dois periodos,
destaca-se a ocorréncia dos clones de alto risco pertencentes ao CC79 que estavam
relacionados ao primeiro surto de CRAB e persistiram até 2014 (204).

De acordo com a literatura apresentada, Roraima parece seguir o padréo
latino-americano e brasileiro, uma vez que, dois dos trés clones identificados no
hospital analisado estdo entre os mais prevalentes na regido (Cl-1 e CI-5). Porém,
neste estudo, identificou-se um terceiro clone, aqui representado pelo gendtipo C, que
totalizou 22,2% dos isolados analisados sendo atribuido ao CI-6 (ST78PAS/ST9440%F),

Este clone também corresponde a uma linhagem pandémica de alto risco que

desde 2006 vem sendo identificada em paises europeus, a exemplo da Italia (208),
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Russia (209), Grécia (210) e Alemanha (211), bem como, na Asia (212) e em paises
do continente americano, EUA (213) e Guiana Francesa (214). Trata-se de um clone
extensivamente resistente as drogas, incluindo os carbapenémicos, com sensibilidade
apenas a colistina. Além disso, é predominantemente isolado de amostras
provenientes do trato respiratorio e sangue, de pacientes internados em unidades de
terapia intensiva, com longo periodo de hospitalizacéo (208,210,213,214).
Curiosamente, considerando o Brasil, o CI-6 parece estar restrito a esse
cenario clinico na regido Amazoénica, uma vez que, até o momento, ndo ha relato de
sua ocorréncia no pais e € descrito pela primeira vez neste estudo, embora esteja
envolvido com surtos em todo o mundo had mais de uma década (40,208). Esses
achados reforcam a persisténcia temporal e espacial e o potencial de disseminacao
dessas trés linhagens pandémicas (Cl - 1, 5 e 6), uma vez que eles também foram
identificados em um cenario clinico da regido Amazénica, pelo menos durante o
periodo entre 2016-2018. Para melhor visualizacdo do cenario nacional, a figura 6
apresenta a distribuicdo geografica dos principais clones internacionais de A.

baumannii identificados no Brasil.

Figura 6 - Representacdo geografica da distribuicdo dos principais clones
internacionais de A. baumannii no Brasil.

Fonte: Azevedo et al. (2019); Chagas et al. (2014); Cieslinski et al. (2013); Martins et al. (2013); Pagano
et al. (2019); Provasi Cardoso et al. (2016); Schimith et al. (2010); Silva et al. (2018); Tavares et al.
(2019); Vasconcellos et al. (2017) e dados desta pesquisa (2016-2018).
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Quanto aos determinantes de resisténcia de A. baumannii aos
carbapenémicos, este usualmente é mediado por B-lactamases de Classe D
pertencente a familia OXA, codificados pelos genes blaoxa-23-iike, blaoxa-ss-iike, blaoxa-
24-ike, blaoxa-143iike € blaoxa-23sike (215). Dentre o0s genes codificadores de
carbapenemases encontrados no Cl-1 estao blaviv-4, blaoxa-23-ike € blaoxa-ss-iike (40) €
no CI-5, blaoxa-23 (196). Concordando com os resultados deste estudo, no qual o gene
blaoxa-23 foi encontrado em 77,7% dos isolados, sempre associado a sequéncias de
insercéo ISAba e esses isolados foram atribuidos aos ClI-1 e ao CI-5.

O gene blaoxa-23, em associagcdo com as sequéncias ISAba, é uma das CHDL
mais difundidas entre A. baumannii em hospitais brasileiros e tem sido disseminado
no pais pelas linhagens pandémicas de alto risco atribuidas aos CC1PAS (ClI-1),
CC79PAS (CI-5) e CC15PAS (131,169,187,191,196,216).

Entretanto, a maioria desses estudos concentra-se em contextos clinicos
localizados em cidades densamente povoadas, com destaque para a regiao sul, onde
o primeiro isolado de A. baumannii produtor da enzima OXA-23 foi descrito (217) e
estudos subsequentes, também desenvolvidos no sul do pais, 0s quais reportam a
disseminacéo de CRAB produtor de OXA-23 (218), bem como, sua associagdo com
outros clones (ClI-4 e CI-7) (207). A ocorréncia de CRAB produtor de OXA-23 também
€ descrita na regido sudeste, tanto em ambiente hospitalar (182,183,201,203), como
fora dele, destacando a importancia da vigilancia ambiental dessas bactérias que
podem ser fontes potenciais de genes de resisténcia aos antibiéticos de relevancia
clinica e a necessidade urgente de adocao de medidas drasticas de controle sanitario
tanto doméstico quanto hospitalar (216).

Corroborando com os estudos supracitados, foi demonstrado aqui que 0s
isolados pertencentes aos CC1PAS (ST1/CI-1) e CC79PAS (ST79/CI-5) produtores de
OXA-23 também sdo prevalentes em um ambiente clinico da regido Amazonica,
reforcando a disseminacdo dessas cepas de norte a sul do Brasil. Da mesma forma,
verificou-se que blaoxa-23 foi 0 gene codificador de carbapenemase mais prevalente
entre esses clones e foi associado a ISAba, encontrados downstream ISAbal (Cl-1)
e ISAba3 (CI-5), o que explica a resisténcia aos carbapenémicos observadas nessas
cepas.

Os elementos IS desempenham um importante papel na mobilizacdo e
expressao de B-lactamases do tipo OXA, em especial nas oxacilinases encontradas
nas espécies de Acinetobacter, nas quais esses elementos sdo frequentemente

identificados em associa¢cdo com genes codificadores dessas enzimas. Considerando
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A. baumannii, ISAbal € a sequéncia de inser¢cdo mais prevalente e parece ser
encontrada exclusivamente nessa espécie, apesar de ser comum a ocorréncia de
ISAba3, principalmente associada ao gene blaoxass geralmente com uma copia
upstream e uma copia downstream aos genes codificadores de B-lactamases
formando um transposon composto (34,82).

Considerando a ocorréncia de CHDL no Brasil, ha pouco menos de uma
década, apenas dois grupos dessas enzimas, OXA-23 e OXA-143, tinham sido
identificados em isolados clinicos de A. baumannii em hospitais brasileiros (219,220).
E as elevadas taxas de resisténcia dessa espécie aos carbapenémicos eram
atribuidas a disseminacéao de clones produtores de OXA-23 (196).

No entanto, a enzima OXA-72 B-lactamase, uma variante do tipo OXA-24/40,
que foi identificada pela primeira vez em isolados de A. baumannii recuperados na
Tailandia em 2004 vem sendo descrita em varios paises (211), incluindo paises latino-
americanos, a exemplo da Colémbia, Equador e México, bem como, o Brasil (221).
Esse fato demonstra o aumento da diversidade de grupos de CHDL relatados
mundialmente levantando uma preocupacdo com o potencial de disseminagao dessa
carbapenemase (222).

Quanto ao Brasil, A. baumannii produtor de OXA-72 passou a ser descrito em
2011, entre um isolado clinico coletado em 2007 (219) e entre dois isolados coletados
em hospitais localizados em S&o Paulo durante os anos 2004-2008 (88).

A partir de entdo, a ocorréncia de OXA-72 entre A. baumannii passou a ser
reportada por estudos desenvolvidos em hospitais de ensino no Recife (223) e em
cidades das regides sul e sudeste do Brasil, sendo que, nessas ultimas os isolados
estavam associados, principalmente aos CC15PAS (ST180 e ST890) e CC7 PAS (ST79
e ST730), os quais sdo altamente endémicos no Brasil (183,191,224,225). E agora,
A. baumannii produtor da enzima OXA-72 é relatado, pela primeira vez, fora de uma
regido metropolitana, em um cenario clinico localizado na regido norte do Brasil
estando associado ao CI-6 (ST78PAS).

A figura 7 apresenta a distribuicdo dos principais genes codificadores de

CHDL em isolados de A. baumannii no Brasil.
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Figura 7 - Representacdo geografica da distribuicdo dos principais genes
codificadores de CHDL em isolados de A. baumannii no Brasil.

® blagxs

® blagka 7

Fonte: Azevedo et al. (2019); Camargo et al. (2016); Chagas et al. (2014); De S& Cavalcanti et al.
(2013); Pagano et al. (2017); Provasi Cardoso et al. (2016); Silva et al. 2018; Tavares et al. (2019);
Vasconcelos et al. (2015) e dados desta pesquisa (2016-2018).

Embora no presente estudo, os isolados atribuidos ao CI-6 apresentaram a
producdo de enzimas do tipo OXA-72 como mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos, relatos prévios demonstram que esse clone apresenta uma ampla
diversidade genética. Em sua primeira descricdo na lItalia, concluiu-se que o CI-6 se
disseminou com sucesso entre as diferentes enfermarias de um hospital e foi
selecionado devido a presenca do gene blaoxa-ss, carreado por plasmideos (208). No
entanto, estudos subsequentes demonstraram a associacdo do CI-6 com 0s genes
blaoxa-23 (214) e blaoxa-24/40-ike (209-211,213).

Diferentemente das outras B-lactamases do tipo OXA encontradas em
Acinetobacter spp., 0s genes blaoxa-24/40-ike raramente sao detectados em associagéo
com IS (82). De fato, aqui 0 gene blaoxa-72, presente em isolados clinicos de A.
baumannii atribuidos ao CI-6, foi identificado flanqueado por locais de ligacédo
XerC/XerD.

Esse fato foi previamente descrito por D’Andrea e colaboradores (2009), uma

vez que, ao analisarem o contexto genético do gene blaoxa-24/40 isolado de um paciente
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internado em um hospital do norte da Italia em setembro de 2000, ndo identificaram
estruturas tipicamente envolvidas na sua mobilizacdo. No entanto, blaoxa-2440 foi
carreado em um modulo de DNA inserido entre repeticdes invertidas conservadas
homélogas aos locais de ligagdo XerC/XerD que, em outros plasmideos, flanqueiam
maodulos de DNA de diferentes tamanhos e composicdes, sugerindo que a mobilizagédo
desses genes de resisténcia se deva a um novo mecanismo de recombinacao sitio-
especifico (226).

Dois estudos posteriores realizados em um mesmo hospital de Madri durante
um grande surto ocorrido entre 2006-2008, identificaram que a resisténcia aos
carbapenémicos em clones de A. baumannii e A. calcoaceticus estava relacionada ao
gene blaoxa-24140, 0 qual foi identificado flanqueado por locais de ligacdo XerC/XerD
localizados em diferentes plasmideos (227,228).

Varios relatos subsequentes reforcam a hipétese de que mesmo na auséncia
de ISAba o gene blaoxa-72 tem contribuido para a resisténcia aos carbapenémicos ao
demonstrarem que o sitio de ligac&o do tipo XerC/XerD esta envolvido nha mobilizacao
desse a partir de diferentes plasmideos em Acinetobacter spp. (175,222,229-232).

Os diversos estudos aqui referenciados relatam a presenca do gene blaoxa-72
em diferentes Acinetobacter spp., STs, plasmideos e paises, incluindo o Brasil. Esses
dados epidemiol6gicos demonstram o potencial de mobilizacdo desse gene e a sua
associacdo com locais de ligagdo homélogos aos reconhecidos pelas recombinases
XerC/XerD pode explicar a heterogeneidade de contextos genéticos (diferentes
plasmideos) nos quais blaoxa-72 vem sendo encontrado.

Estudos que analisem a epidemiologia molecular de A. baumannii, sejam em
ambito local ou nacional, sdo Uteis quando se pretende determinar a relacdo clonal
entre isolados dessa espécie e assim estabelecer a dindmica de transmissao das
infeccbes causadas por esses organismos, bem como, para monitorar a disseminacgao
de diferentes clones epidémicos e seus determinantes de resisténcia aos antibibticos.
Esses resultados podem guiar medidas de prevencéo e controle dessas infecgoes
(116).

Sendo assim, por meio de PFGE e MLST, foi possivel estabelecer a
epidemiologia molecular de CRAB em um importante hospital de Roraima. Com base
nos resultados, tem-se registro da ocorréncia de 3 grupos clonais (A, B e C) atribuidos
a 3 clones internacionais (5, 6 e 1), respectivamente, 0os quais circulam, pelo menos,
em quatro setores deste hospital (UTI, emergéncia e duas enfermarias médico-

cirdrgicas), durante o periodo entre 2016-2018.
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Esses resultados indicam a disseminagdo intra-hospitalar de CRAB,
provavelmente ocorrida por meio de transmissdo cruzada entre 0os pacientes nos
referidos setores, bem como, durante a transferéncia desses da emergéncia para a
UTI e da UTI para as unidades de internacdo médico-cirurgicas. Fato este ja descrito
previamente (214).

Considerando que caracteristicas préprias de A. baumannii, como sua
capacidade de resistir a dessecacao e sobreviver por longo tempo em superficies
inanimadas contribuem para sua transmissao, a qual pode ocorrer por meio de
pacientes colonizados, equipamentos e instrumentos médico-hospitalares
contaminados e pelas méaos dos profissionais de saude (165-167). Se faz urgente,
além da aplicacédo de medidas efetivas de esterilizacdo e desinfeccdo de materiais e
equipamentos, bem como, a garantia de adesdo dos profissionais as técnicas
assépticas e aos bundles de prevencdo, estratégias que tenham como objetivo a
identificacdo de pacientes colonizados por CRAB, principalmente nos setores de
emergéncia e nas UTIs e a aplicacdo de precaucao de contato desses antes de sua
transferéncia para outros setores sao de grande importancia para interromper a
disseminagéo intra-hospitalar e evitar a transmissao inter-hospitalar desses clones na
regiao (214).

Cabe destacar ainda a necessidade da implementacdo de programas de
gerenciamento do uso de antimicrobianos em ambientes hospitalares e comunitarios
com vistas a reduzir a morbimortalidade e os custos associados com resisténcia
bacteriana as drogas, bem como, para garantir a alta qualidade e eficacia das opcdes
terapéuticas oferecidas a populacdo (233). O conjunto das medidas supracitadas
ajudardo a minimizar o surgimento e a persisténcia de cepas de A. baumannii

adaptadas ao ambiente hospitalar (234).
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6 PERSPECTIVAS

Pesquisas com o0 objetivo de determinar a prevaléncia das infeccbes
hospitalares, bem como, os fatores de risco associados a aquisicdo destas
infeccbes, com base em dados primarios serdo realizadas, a fim de
complementar os resultados obtidos na primeira etapa deste estudo;
Pesquisas relacionadas ao uso de antibioticos em ambiente hospitalar serdo
realizadas juntamente com o Servigo de Prevencéo e Controle de Infeccao do,
com vistas a levantar informagdes para a implantagdo do programa de
gerenciamento do uso de antibidticos;

Monitoramento das bactérias causadoras de infec¢éo hospitalar nos principais
hospitais de referéncia de Boa Vista e seus respectivos perfis de resisténcia
continuardo a ser realizados com o propésito de identificar alteragcbes na
epidemiologia local dos agentes causadores dessa infec¢cdo, como também
analisar a possivel disseminagédo dos clones de A. baumannii, identificados
neste estudo, em outras instituicdes hospitalares de Boa Vista/RR.
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7 CONCLUSOES

Esse estudo desvendou, pela primeira vez, o contexto epidemioldgico das
infeccbes hospitalares, com destaque para epidemiologia molecular das infecgbes
causadas por A. baumannii, em um importante hospital de Boa Vista, Roraima, cidade
localizada na regidao Amazonica.

No geral, as infecgbes hospitalares acometeram, principalmente, homens,
idosos, pacientes internados nas UTIs e pacientes com longo periodo de internacao.
Essas infec¢cdes foram causadas, predominantemente, por patdogenos atribuidos ao
grupo ESKAPE, com destaque para os bacilos Gram-negativos, em especial A.
baumannii. Sendo as infec¢Bes por este Ultimo patdégeno associadas a setor de
internacao (UTI) e desfecho do caso (6bito).

A andlise dos 27 isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos,
responsaveis por surtos hospitalares no periodo entre 2016 e 2018, demonstrou que
todas as cepas eram produtoras de carbapenemases e apresentavam perfil
extensivamente resistente as drogas, com sensibilidade apenas as polimixinas e as
tetraciclinas.

Verificou-se que as infecces por CRAB foram causadas concomitantemente
por trés clones internacionais (1, 5 e 6), sendo o CI-6 relatado pela primeira vez no
Brasil aqui neste estudo.

O gene blaoxa-23 foi detectado em todos os isolados atribuidos ao Cl-1 e CI-5,
sempre associado a sequéncias de insercdo do tipo ISAbal e ISAba3,
respectivamente. Enquanto as cepas do IC-6 carreavam o gene blaoxa-72, flanqueados
por locais de ligacdo XerC/XerD.

O cenéario apresentado em Boa Vista assemelha-se ao observado em outras
regides cosmopolitas do mundo, uma vez que, os surtos hospitalares foram causados
por clones internacionais, os quais sdo mundialmente disseminados. Tal situacao
provavelmente se deve a capacidade de persisténcia e sobrevivéncia de A. baumannii
em ambientes hospitalares, juntamente com a transmissdo pessoa a pessoa e a

mobilidade humana global.
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Acinetobacter baumannii infections in Amazon Region driven
by extensively drug resistant international clones, 2016-2018

Raquel Vosges Caldart', Erica L Fonseca®/*, Fernanda Freitas?, Luiza Rocha’®, Ana Carolina Vicente®
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BACKGROUND Acinetobacter baumannii 1s a leading cause of nosocomial infections. This species 1s characterised by the pres-
ence of pandemic lineages (International Clones) that present a broad antimicrobial resistance profile.

OBJECTIVE To perform the molecular epidemiology of carbapenem-resistant 4. baumannii from a clinical setting in the Amazon
Basin. and to characterise their antimicrobial resistance determinants.

METHODS The genetic relationship of carbapenem-resistant 4. baumannii were assessed by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) and multilocus sequence typing (MLST). Class A, B and D B-lactamase genes were screened by polymerase chain
reaction (PCR) and sequencing. The antimicrobial susceptibility profile was obtained by Disc-diffusion method and minimum
inhibitory concentration (MIC) determination.

FINDINGS All carbapenem-resistant 4. bawmannii strains belonged to three international clones, IC-1, IC-5 and IC-6, the latter
recently reported by the first time in Brazil The major determinant of carbapenem resistance in IC-1 and IC-5 strains was

bla,, ,;. associated with IS4bal and IS4ba3, respectively, while IC-6 harboured the bla g, .,

COMCLUSIONS The 4. bawmannii epidemiology in Brazilian Amazon Region was unknown. It was demonstrated that 4.
baumannii XDR international clones were responsible for nosocomial infections 1n Boa Vista during 2016-2018. revealing that
the epidemiological scenario of 4. baumannii infections in Amazon Region resembles those from the cosmopolitan regions
worldwide.

Key words: international clone - extensively drug resistance - Acinetobacter baumannii - Amazon Region - bla_

Acinefobacter baumannii has emerged in recent
years as a leading cause of nosocomial infections asso- bla

OXA Family, such as bla,, ... bla_, bla
and bla

Y A-58-like OXA-
16,7 -
XAl oxanss- 67 In Brazil, the carbapen

]

ciated with a longer hospital stay and higher mortality, emt
representing a public health problem of major concern
worldwide ¥ 4. baumannii presents the long-term abil-
1ty to survive on inanimate surfaces, and this persistence
seems to contribute to its person-to-person transmission,
intra- and inter-hospital outbreak spread, and national
and international clonal dissemination® Additionally,
this species is characterised by remarkable capabilities
for the acquisition of antibiotic resistance genes (ARGs).
@ High-risk pandemic lineages, named international
clones (ICs), presenting high capacity to persist in clini-
cal environments and a broad antimicrobial resistance
profile have been associated with outbreaks in several
cosmopolitan regions around the world

Carbapenem resistance 1s a major therapeutic con-
cern in 4cinetobacter and it 1s usually mediated by car-
bapenem-hydrolysing class D B-lactamase (CHDL) from

dei: 10.1590/0074-02760190232

Financial support: CMPq, Instituto Oswaldo Cruz (grant).
+ Corresponding author: ericafon@ioc. fioscruz.br

@ https:/jorcid.org/0000-0002-5029-7389

Received 04 July 2019

Accepted 06 Movember 2019

em resistance rates are around 80.7%® as a consequence
of bla_,, ,, dissemination by some pandemic lineages,
such as those from CC15, CC79 and CC1 (international
clone IC-1).*'*"" The bla__, .. is frequently found down-
stream the IS4bal sequence, which accounts for its
mobilisation and supports its overexpression due to the
presence of a strong promoter 512

The epidemiology of clinical 4. baumannii and its
antibiotic resistance determinants are concentrated
densely populated cosmopolitan cities from the South
and Southeast Brazilian regions % Considering that
Brazil is a country with continental dimensions and with
contrasting demographical features, it 1s crucial to gamn
msights about the epidemiological scenario and the dy-
namics of carbapenem resistance in other geographical
regions outside these cosmopolitan sites.

This study aimed to determine the molecular epide-
miology of carbapenem-resistant 4. baumannii strains
from a clinical setting of the North region, and to charac-
terise their carbapenem resistance determinants.

MATERIALS AND METHODS

Clinical data, bacterial strains and antimicrobial
susceptibility test - The General Hospital of Roraima
(GHR), placed in Boa Vista, is a 281-bed tertiary health-
care medical unit, the largest in Roraima, which includes
general wards, two intensive care units (ICUs) with 10
beds each, surgical centre and emergency.
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From October, 2016 to May, 2018, 101 4. baumannii
1solates were recovered from nosocomial mfections cases
of non-repetitive inpatients. From 101 isolates, 27 were
resistant to carbapenem and these strains were character-
1sed as described below (Table). Species identification was
performed with the automated VITEK2, and confirmed
by sequencing the 16S tRNA and the bla_, . genes.

The antibiotic susceptibility profile was determined
by disc-diffusion method according to clinical and labo-
ratory standards institute (CLSI) guidelines ™ for the
following antibiotics: gentamicin, amikacin, tobramy-
cin, imipenem, meropenem, doripenem, ciprofloxacin,
ampicillin/sulbactam, piperacillin/tazobactam, ticarcil-
lin/clavulanic acid, cefotaxime, ceftazidime, cefepime,

trimethoprim/sulphamethoxazole, tetracycline and
minocycline. The minimum inhibitory concentration
(MIC) of polymyxin B was assessed by the broth micro-
dilution with antibiotic concentrations ranged from 0.1
nug/mL to 64 pg/mL. The current definition criteria for
classifying 4. baumannii antimicrobial resistance was
applied @ The carbapenemase production was assessed
by the modified Hodge Test .09

Genotyping by pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) and multilocus sequence typing (MLST) - The
clonal relationship among the carbapenem-resistant A.
baumannii strains was establish by the in situ lysis tech-
nique, 1n agarose blocks as described previously and di-
gested with 30U Apal restriction enzyme. PFGE banding

TABLE

Epidemiological, phenotypic and genotypic features of the XDR Acinetobacter baumannii mternational clones
found 1n General Hospital of Roraima, Boa Vista

Isolation Carbapenemase

Strains date PFGE MLST (IC) Ward Clinical specimen activity ISdba -blay,,
AB4332 Oct/16/16 B ST78(IC-6) Icu Tracheal secretion + 0XA-72
AB4353 Oct/21/16 A ST79(IC-5) Icu Catheter tip + 1S4ba3-0XA-23
AB5262 Dec/21/16 B ST78(IC-6) Icu Catheter tip + 0XA-72
ABS5375 Dec/29/16 B ST78(IC-6) Traumatology Tracheal secretion + OXA-72
AB49 Jan/03/17 C ST1 (IC-1) ICU Catheter tip + 1S4bal-OXA-23
ABT7 Jan/05/17 A ST79(IC-5) others hospital wards Wound secretion + 15.4ba3-0XA-23
ABT715 Feb/12/17 A ST79(IC-5) Emergency Bronchial aspirate + 1SA4ba3-0XA-23
AB1077 Mar/08/17 A ST79(IC-5) Icu Tracheal secretion + 154ba3-0XA-23
AB1113 Mar/08/17 A ST79(IC-5) Icu Cerebrospinal fluad + 15.4ba3-0XA-23
AB283 Apr/25/17 C ST1 (IC-1) ICU Tracheal secretion + 1S4bal-OXA-23
ABOS Aug/31/17 B ST78(IC-6) Icu Blood + 0XA-72
ABG65 Sep/26/17 C ST1(IC-1) others hospital wards Bone tissue + 154bal-OXA-23
ABS1 Oct/02/17 Al ST79(IC-5) ICU Tracheal secretion + 1S4ba3-0XA-23
ABO4-RR5  Jan/01/18 Al ST79(IC-5) Icu Blood + 154ba3-0XA-23
ABO7-RR5  Jan/14/18 C ST1(IC-1) others hospital wards Blood + 1S4bal-OXA-23
AB28-RR5 Jan/17/18 A ST79(IC-5) Icu Tracheal secretion + 15.4ba3-0XA-23
AB37-RR5  Jan/19/18 A ST79(IC-5) Icu Tracheal secretion + 1S.4ba3-0XA-23
AB40-RR5  Jan/19/18 C ST1 (IC-1) ICU Tracheal secretion + 1S4bal-OXA-23
AB39-RR5  Jan/21/18 C ST1 (IC-1) Icu Tracheal secretion + 1S4bal-OXA-23
ABS1-RRS5  Jan/26/18 A ST79(IC-5) ICU Tracheal secretion + 1S.4ba3-0XA-23
ABOT-RR6  Apr/23/18 C ST1(IC-1} others hospital wards Wound secretion + 1S4bal-OXA-23
ABO4-RR6  Apr/25/18 A ST79(IC-5) Icu Catheter tip + 15.4ba3-0XA-23
ABO6-RR6  Apr/26/18 C ST1 (IC-1}) IcCU Hepatic abscess + 1S4bal-OXA-23
ABO1-RR6  Apr/29/18 B ST78(IC-6) Icu Catheter tip + 0XA-72
ABO5-RR6  Apr/29/18 A ST79(IC-5) others hospital wards Catheter tip + 1SA4ba3-0XA-23
ABO2-RR6 May/03/18 C ST1 (IC-1) Emergency Tracheal secretion + 1S4bal-OXA-23
ABO3-RR6  May/15/18 B ST78 (IC-6) Icu Tracheal secretion + 0XA-72

ICU: intensive care unit; MLST (IC): multilocus sequence typing (international clone); PFGE: pulsed-field gel electrophoresis.
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patterns were analysed and compared visually. Isolates
were considered to be clonal when the maecrorestriction
DNA patterns differed by fewer than three bands 07

The MLST was performed using the Oxford an Pas-
teur schemes (https:/pubmlstorg/abaumanni/) avail-
able in the 4. baumannii MLST website (https:/pubmlst.
org/abaumannii/) *'® Clonal complexes (CCs) were con-
sidered when sequence types (STs) shared five or more
identical alleles taking into account the seven genes that
are considered in the MLST schemes.®

Detrection of carbapenem resistance genes by poly-
merase chain reaction (PCR) and sequencing - The
presence of genes encoding class A (bla_, ., bla ., bla,
xc)- class B (blay ., bla bla_, . bla bla

IMP? VIMT SPM? SIM-17
blay,,,), and class D (blagy ;5 DAy, 1y g0 b'raoxa-
spame P10y a 2augume a0d Blag., o -3 B-lactamases with
carbapenemase activity was detected by PCR and se-
quencing in the carbapenem-resistant isolates as previ-
ously deseribed (920.21.22.23.24)

The presence of the ISAbal upstream the bla_ ,
genes was also investigated @

RESULTS AND DISCUSSION

The phenotypic analysis revealed that all carbapenem-
resistant strains (n = 27) presented the XDR phenotype,
since they were susceptible only to polymixin B, mino-
cycline and tetracycline (Table). All strains were positive
for the Modified Hodge Test, indicating carbapenemase
production.

PFGE and MLST analyses demonstrated the con-
comitant occurrence of three XDR lineages in HGR
from 2016 to 2018. The STIP5/ST109%*F (Clone C; n
= 9), ST79%5/ST758%%F (Clone A: n = 12) and ST78%3/
ST944%F (Clone B; n = 6), corresponded to the high-
risk pandemic International Clone I (IC-1), International
Clone V (IC-5) and International Clone VI (IC-6), re-
spectively (Table)@%28%352%) Dreyious studies had al-
ready reported the dissemination and the high preva-
lence of multidrug resistant 4. bawmannii from CC1
(ST1/IC-1), CC15 (ST180) and CC79 (ST79/IC-5) in Bra-
zil ®1%10 Here, 1t was demonstrated that CC1 and CC79
are also prevalent in a clinical setting from the Amazon
Region (Table). Interestingly, considering Brazil, the
IC-6 seems to be restricted, so far, to this clinical setting
in the Amazon Region ¥ although it has been involved
with outbreaks worldwide since 2006.5°% These find-
ings stress the spatial temporal persistence and dissemi-
nation potential of these three pandemic lineages, since
they also occurred in the Brazilian Amazon Region, at
least, during 2016-2018.

The bla_, .., in association with IS.4ba sequences, 1s
one of the most widespread CHDL among A. baumannii
in Brazil, and it has been disseminated in the country by
the high-risk pandemic lineages from CC1 (IC-1), CC79
(IC-5) and CC15. However, most of these studies focused
on clinical settings placed in the Southeast and South
regions of Brazil @101129 Similarly, we verified that bla-
oxans; Was also the most prevalent carbapenemase gene
among IC-1 and IC-5 XDR 4. baumannii from Boa Vista
(Table), and that it was found downstream ISAbal and

Mem Inst Oswaldo Cruz, Rlo de Janelro, Vol. 7174, 2019 3|4

ISA4ba3, explaining the observed carbapenem resistance
in IC-1 and IC-5 strains, respectively. Instead, the IC-6
strains carried the carbapenemase bla__, _ gene flanked
by XerC/XerD binding sites *® However, in spite of that,
it was previously demonstrated that, even in the absence
of IS4ba sequences, bla_, .. had contributed to the car-
bapenem resistance %V

In conclusion - This study unraveled, by the first
time, the epidemiological context of 4. baumannii infec-
tions in a city from the Amazon Region. This scenario
resembled that observed in cosmopolitan regions around
the world, since it was verified that the nosocomial in-
fections that occurred in Boa Vista from 2016 to 2018
was concomitantly caused by three XDR international
clones, IC-1, IC-5 and IC-6, the latter only recently re-
ported i Brazil (more precisely, in Boa Vista city). Such
situation 1s probably due to the 4. baumannii long-term
ability to persist and survive in hospital environments,
together with the person-to-person transmission and the
global human mobility. Therefore, these findings pro-
vided a more complete picture concerning the impor-
tance of high-risk pandemic clones in the international
dissemination of resistance, reinforcing the need of an
epidemiological tracking of 4. baumannii XDR strains
and its associated carbapenemase coding genes even
outside densely populated cosmopolitan regions.
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Objectives: The extensively drug-resistant ( XDR ) Acinetobacter baumannii international clone VI (IC-6) has
been identified worldwide since 2006. This study reports the emergence of IC-6 in the Brazilian Amazon
region and reveals the particular genomic features considering its mobilome and resistome.

Methods: A total of 32 carbapenem-resistant A. baumannii strains recovered from Boa Vista city (Roraima,
Brazil) in 2016 were characterised by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) and multilocus sequence
typing (MLST). The whole genome sequences of the Brazilian IC-6 strains were obtained. The mobilome
and resistomne were assessed by in silico analyses.

Results: PFCE and MLST demonstrated that the 32 A bamumannii strains belonged to four clones. One XDR
clone corresponded to the high-risk pandemic IC-6 lineage from 5T944%*(78"* The IC-6 resistome was

Keywords:
International clone
Acinetobocter baunannii

Resistome
Mobilome composed of aadAS, aac(3")-la, aph(3 )-la, armA, aadB, msrE, blapgy.q, 1S15DV=blacr pma15=15 1501V,
Bl s blagya.so. 15Aba ] =blaane. 152, blacca 72, gacE AT and sull, Mobilome prediction revealed that blagy s 72 was

embedded in a 15.5-kb plasmid and that it was flanked by putative XerC/D-binding sites, possibly involved
in blaoxa 72 mobilisation. Several resistance genes were in a 48-kb multidrug resistance genomic island
inserted in the chromosome, which also harboured genes involved in host pathogenicity and adaptive
traits. Interestingly, the Brazilian strains shared the blagys 72 and blaery s s With I0-6/5T9449% 7P
recovered in a distinct spatiotemporal context, pointing to an epidemiological link among them.
Conclusion: This study highlights the importance of surveillance of XDR A_ baumannmii strains, even outside
of densely populated cosmopolitan regions, to reveal the epidemiology of pandemic lineages, stressing
their threat to public health.
© 2019 International Society for Antimicrobial Chemotherapy. Published by Elsevier Ltd. All rights
reserved.

Extensively drug-resistant

1. Introduction adhesion/invasion, favouring its diffusion and persistence [3].

Since 2006, IC-6 has been identified in European countries (ltaly,

Acinetobacter baumannii pandemic lineages, named interna-
tional clones, are spread across continents, causing outbreaks and
presenting multidrug-resistant phenotypes. International clone V1
(IC-6) belongs to the carbapenem-resistant A. baumannii ST944™
787 [Oxford/Pasteur multilocus sequence typing (MLST) scheme]
[1,2] and presents high biofilm-forming ability, increased resis-
tance to desiccation and an enhanced capacity for host cell

* Corresponding author. Present address: Laboratdrio de Genética Molecular de
Micror ganismos, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil.
E-mail address: ericafon@ioc. ocruzbr (EL Fonsea)

https: | /doiorg /101016 jgac 2019.06.014

Russia, Greece and Germany), Asia (Kuwait) and North and South
America (the USA and French Guiana) [1,4-9].

In the context of surveillance of carbapenem-resistant A
baumannii infections in a hospital from the Brazilian Amazon
region, we verified the occurrence of the pandemic 1C-6/ST944%(
787 lineage and revealed particular genomic features considering
its mobilome and resistome.

2. Materials and methods

A total of 32 nosocomial carbapenem-resistant A. baumannii
strains were recovered from distinct inpatients, biological material

2213-7165/© 2019 International Society for Antimicrobial Chemotherapy. Published by Elsevier Ltd, All rights reserved.

117



EL Fonseca et al/journal of Global Antimicrobial Resistance 20 (2020) 18-21 19

and wards of the General Hospital of Roraima (Boa Vista, Roraima,
Brazil) in 2016. Following identification using an automated
VITEK® 2 system, the species was confirmed by sequencing of 165
rRNA and the blagys s gene, which is a genetic marker of this
species. The strains were genotyped by pulsed-field gel electro-
phoresis (PFGE) and MLST following the Oxford and Pasteur
schemes (https://pubmilstorg/abaumannii/) as described previ-
ously [1].

Antimicrobial susceptibility testing was performed by Etest
(bioMérieux, Marcy-I'Etoile, France) on Mueller-Hinton agar for
gentamicin, amikacin, tobramycin, imipenem, meropenem, doripe-
nem, ciprofloxacin, ampicillin/sulbactam, piperacillin/tazobactam
(TZP), ticarcillin/clavulanic acid, cefotaxime, ceftazidime, cefepime,
trimethoprim/sulfamethaxazole (SXT), tetracycline and minocy-
cline. The minimum inhibitory concentration {MIC) of polymyxin B
was assessed by the broth microdilution method with antibiotic
concentrations ranging from 0.1-64 pg/mL Contemporary inter-
pretive criteria from the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)wereapplied in all cases [10]. Carbapenemase production was
verified by the modified Hodge test.

Whole-genome sequencing was performed on an Illumina
HiSeq 2500 sequencer (Illumina Inc., San Diego, CA, USA) using a
Nextera XT paired-end run with a 500-bp insert library at the High-
Throughput Sequencing Platform of the Oswaldo Cruz Foundation
(FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brazil).

In silico antimicrobial resistance gene (ARG) prediction and
plasmid searches were performed using the Comprehensive
Antibiotic Resistance Database (CARD), plasmidSPAdes and Plas-
midFinder (https://cge.cbs.dtudk/services(). The plasmid topology
(linear or circular) was verified in silico as previously described
[11].

Genomic island prediction was assessed by IslandViewer web
server  htep: //www.pathogenomics.sfu.cafislandviewer/) and GIP-
Sy software  (http://www.bicinformatics.org/groups/?group-
id=1180http:/ fwww.bioinformatics.org/groups/?groupid=1180),
and insertion sequence (15) elements were searched and classified
according to the 1Sfinder database (http:/fwww-is.biotoulfr).

3. Results and discussion

The PFGE profile demonstrated that the 32 A. baumannii strains
belonged to four clones: clone A (n=5); clone B (n=15); clone C
(n=9); and clone D (n=3). Clones B, Cand D were assigned as new
STs by MLST. Interestingly, clone A belonged to ST944%+([7gP=
which corresponds to the high-risk pandemic IC-6 lineage.

According to the current resistance definition criteria [12], all
five IC-6 strains presented an extensively drug-resistant (XDR)
phenotype since the strains were susceptible only to polymyxin B
and tetracyclines (tetracycline and minocycline) (Table 1). The
remaining 27 strains were resistant or multidrug-resistant [12],
with the highest resistance rates to meropenem, TZP and SXT.

To perform an in-depth characterisation of the Brazilian IC-6
strains, two strains were submitted to high-throughput sequenc-
ing. The genome sequences are found under the GenBank
accession nos. RILVO0D00000 (AB4332) and RILWO0000000
(AB5375).

Resistome mining of the Brazilian IC-6 genomes identified
genes conferring resistance to aminoglycosides [aadAS, aac(3" )-lia,
aph({3')-la, armA and aadB], macrolides (msrE), p-lactams and
Carhapenems {b!ﬂTEM.', b!ﬂq_—r_\(.M_us, biﬂm.gu, biﬂm.ﬁz and
blagys72), disinfectant compounds (gacEA1) and sulfonamides
(sul1) (Table 2).

The blagxa-on gene, identified in the same chromosomal region
both in strains AB4332 and AB5375, is a variant of the intrinsically-
encoded blagys s; family, which is a genetic marker of A. baumannii
species. No 1SAba sequence was found associated with this gene.

Table 1
Susceptibility profile of five Brazilian Acinetobacter boumannii from the interna-
tonal clone VI (1C-6) lineage.

Antimicrobial agent MIC (pg/mL)*
Gentamicin =256
Amikacin =256
Tobramycin >1024
Lt e fvsim =32
Mer openem =32
Doripene m 16
Ciprofloxacin =32
Ampicillin/sulbactam )
Fiperacillin/tazobactam =256
Ticarcillinfclavulanic add =256
Cefotaxime =256
Ceftazidime =256
Cefepime =256
Trimethoprim|sulfamethoxazole >32
Tetracycline 1
Minocycline 075
Polymyxin B 1

MIC, minimum inhibitory concentration.
* MICs were deter mined by Etest, exce pt for polymyxin B which were determined
by broth micodilution.

On the other hand, the blaapcisz gene, also found in the
chromosome, was preceded by 1SAbal (Table 2). Curiously, this
allele presents amino acid substitutions (Asp220 and Gly320) that
have been previously demonstrated to be involved in extension of
the enzyme substrate specificity and acquisition of carbapenemase
activity [13]. Therefore, the cephalosporin and carbapenem
resistance observed in the Brazilian IC-6 strains can be also a
consequence of the overexpression of blaapc sz driven by 1SAbal
[14].

The blacrxm.nis gene was flanked by two IS15DIV elements
(Table 2). However, it was not possible to determine whether the
1S15DIV-blacmm-ns-1S1501V was located on a plasmid or on the
chromosome since the assembled contigs were too small. IS15D0V
belongs to the 1S6 family and has previously been identified
flanking the blaypnis gene carried by a plasmid in a clinical
Escherichia coli strain [15] as well as upstream of blacnem-is in
Klebsiella pneumoniae clinical strains [16].

In silico analyses for plasmid prediction and topology
determination revealed that a 15.5-kb contig corresponded to a
circular plasmid carrying the conjugal transfer gene trad and the
virB6 gene as well as genes coding for the RelE/ParE toxin-
antitoxin system. Moreover, this plasmid harboured blagys.72,
which was not associated with any IS element. Interestingly, it was
previously demonstrated that blagga. 7z contributes to carbapenem
resistance even in the absence of 154ba sequences [17-19].

Several studies have previously reported the presence of blagya.
72 in different plasmids, STs, Acinetobacter spp. and countries,
including Brazil [18-20]. These epidemiological data demonstrate
the mobilisation potential of blagy a7z. The blagg a7z gene has been
associated with binding sites homologous to those recognised by
XerC/XerD recombinases [17,19,20], which could explain the
heterogeneity of genetic contexts (different plasmids) in which
blagys.-72 has been found. In fact, the blagg .72 gene identified here
was flanked by the same XerCfXerD putative binding sites
previously reported in association with blagygs. 7z harboured by
an 8.9-kb plasmid found in an IC-2 strain recovered from Italy in
2004 [17].

Besides the plasmid carrying bldgys.72, in silico mobilome
mining revealed the presence of a 48-kb multidrug resistance
genomic island (MDR GI) where the majority of the aforemen-
tioned ARGs were identified, including aadAS5, aac(3")-lla, aph{3')-
Ia, armA, aadB, msrE, blaygg.,, gacEAT and sull. Interestingly,
several of these ARGs were flanked by ISs, which could account for
their mobilisation and expression. This MDR GI, which was

118



20 El Fonseca et al/fournal of Global Antimicrobial Resistance 20 (2020) 18-21

Table 2

Epidemiological, phenotypic and genotypic features of international clone VI (IC-6) ST944™78%* Acinstobacier baunannii genomes.

Strain Isolation year Isolation data lsolate MLST Antimicrobial resistance genesmutations
(ward/hospital|country) source (Oxford| Pasteur )
AB4332° 16 0ct. 2006 TRM/HGR/Brazil Tracheal 5T944/78 blacresas, blame 7z, 15150IV-blacne s 115151500V, 15Abal-blaanc.15z, aadAS,
secretion aoc( 3" J-lla, aph{3}-la, armA, eodB, msrE, blorea, gacEA L sull, GyrA
(Serf3Lleu), ParC (SerB0Leu)
ABS375* 29 Dec 2006 ICU/HGR [Brazil Tracheal STH4/78 blacsen an, blacoc 72, 1S1SDIV-blacne s 115-1S1500V, 154 bal -blaanc 152, aadAS,
secretion aac( 3" J-lla, aphy3)-la, armA, oodB, msrE, blorgy . goacEA L sull, GyrA
(Ser83Leu), FarC (Ser80Leu)
AB3909 11 May 2007  Italy Bronchial 5T944/78 aadB, sull, aph{3}-la, by a0, 154bal-blayne =5, MOR, blages sz, ant(3"}-11,
aspirate GyrA (SerB3Leu), ParC (SerB0Leu)

MLST, multilocus sequence typing: TRM, traumatology umit; HGR, General Hospital of Roraima; ICU, inténsive e unit

“ 1solates from the current study.

embedded in the chromosome, also harboured phage-related and
adhesion/biofilm formation genes (big-1 and bap) from the
intimin/invasin protein family, which are involved in host cell
attachment/invasion. Genes related to adaptive traits (mutT), DNA
repair (umuD), stress tolerance ( nirD) and pathogenicity (mgtC, pilB
and peptidase-coding genes) were also present

The genomic features of the unique Italian IC-6 genome (strain
3909 recovered in 2007) available in GenBank (accession no.
GCA_DDD189695.2) [1] was also assessed in order to compare it
with the Brazilian IC-6 genomes (recovered in 2016). They shared
the ARGs aadB, sull, aph{3')-la, blaanc.ys2 and blagya oo as well as
the adaptation-related mutT, nirD, mgtC, pilB and peptidase-coding
genes. Exceptions were umuD, blagxa7> and blacrcm-ns, which
were exclusively found in 1C-6 Brazilian genomes. In this case,
blacry w-ns and blagys 72 could have been acquired by the Brazilian
IC-6 strains by mobilisation events mediated by IS15D1V and XerC/
D, respectively. Fluoroquinolone resistance-associated mutations
were also observed in GyrA (Ser83Leu) and ParC (SerS80Leu)
deduced proteins of Brazilian and Italian genomes (Table 2).

Spatiotemporal heterogeneity of the OXA-type genes in IC-6
strains identified in several countries since 2006 has been
observed. The blagyass gene characterised the ST944°%)78P
strains recovered between 2006-2010 in Italy [1], being posteri-
orly replaced by blaggs. 23 in that same country. This allele was the
same as identified among the IC-6 strains circulating in French
Guiana between 2008-2014 [9]. However, different from the 1C-6
strains occurring in the aforementioned countries that harboured
blagys.sg or blagygs 23, the OXA carbapenemase gene identified in
IC-6 from the USA (2009), Kuwait (2011-2012), Russia (2012-
2015), Germany (2013) and Greece (2015) [4-8] was blagy .72 from
the blagxa-40-1ikejoxa-za-ike family, as found in the Brazilian strains
described in the current study. The Brazilian strains also shared
blacrea-ns with 10-6/5T944% | 787 from Russia/Germany and the
USA [4,68]. However, the blormep.ns found in Brazil was
associated with 1S15DIV, whilst in strains from Russia/Germany
it was associated with ISEcp! [6]. Therefore, these results
altogether indicated that the Brazilian IC-6/5T944% 787 strains
would have arisen due to gainfloss of mobile genetic elements
harbouring such ARGs.

This study revealed the emergence of the IC-6/5T944°78"* in
a clinical setting of Boa Vista (Roraima, Brazil), which has been
persisting for =1 year. Interestingly, these Brazilian strains shared
the blaoxar and blocsem.ns genes with 1C-6/ST944%% 787
strains recovered in a distinct spatiotemporal context (USA,
2009; Russia, 2016) [4,6,8], which points to a direct epidemiologi-
cal link among them. Moreover, besides the XDR phenotype, the
Brazilian IC-6 strains presented genetic determinants related to
adaptive traits, adhesion and biofilm formation, which corrobo-
rates the high biofilm growth capability that characterises this
lineage and contributes to its spread and persistence globally [3].

Therefore, this study highlights the importance of epidemio-
logical surveillance of XDR A. baumannii strains even outside of
densely populated cosmopolitan regions in order to reveal the
dispersion/occurrence of such high-risk pandemic lineages owing
to their exceptional versatility and threat to public health.
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