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Quem de vocés, por mais que se preocupe,
pode acrescentar uma hora que seja a sua vida?
Por que vocés se preocupam com roupas?
Vejam como crescem os lirios do campo. Eles
ndo trabalham nem tecem. Contudo, eu digo
que nem Salomado, em todo o seu esplendor,
vestiu-se como um deles. Se Deus veste assim
a erva do campo, que hoje existe e amanha ¢
langada ao fogo, ndo vestird muito mais a
vocés, homens de pequena fé? Portanto, nao se
preocupem, dizendo: 'Que vamos comer?' ou
'Que vamos beber?' ou 'Que vamos vestir?
Pois os pagdos ¢ que correm atrds dessas
coisas; mas o Pai celestial sabe que vocés
precisam delas. Busquem, pois, em primeiro
lugar o Reino de Deus e a sua justiga, e todas
essas coisas serdo acrescentadas a vocés.
Portanto, ndo se preocupem com o amanha,
pois o amanhd trard as suas proprias
preocupagdes. Basta a cada dia o seu proprio
mal.

Mateus 6, 27-34



RESUMO

Acinetobacter spp. abrange patdgenos oportunistas considerados de grande interesse do ponto
de wvista clinico. Acinetobacter baumannii, principal representante do género, ¢
frequentemente descrita como causadora de infec¢des relacionadas a assisténcia a satude. Por
possuirem resisténcia antimicrobiana intrinseca a diversas drogas e propensdo a adquirir
mecanismos exogenos de resisténcia, esses microrganismos comprometem a qualidade dos
sistemas de satide a nivel global. Tendo em vista a necessidade de vigilancia sobre esse
patogeno para a elaboragdo de medidas de contencdo de surtos hospitalares, o objetivo deste
estudo foi determinar o perfil fenotipico e genotipico de resisténcia em isolados clinicos de
Acinetobacter spp. de um hospital de Mossor6-RN. Um total de 48 isolados identificados
como Acinetobacter spp. e resistentes a pelo menos um carbapenémico, bem como seus
respectivos dados, foram coletados entre 2019 e 2023. Para confirmar a identificagdo dos
isolados foi realizada a deteccdo do gene blaoxa-si, intrinseco de A. baumanii. O perfil de
resisténcia foi determinado por meio do Teste de disco-difusdo em agar (Kirby-Bauer). Os
genes de carbapenemases foram identificados através da técnica de PCR. Foi possivel
observar que a maioria dos isolados foi oriunda de aspirado traqueal e fragmento de lesdo.
Além das altas taxas de resisténcia para os carbapenémicos e cefalosporinas, foram detectadas
altas taxas de resisténcia acima de 70% para todas as outras classes testadas. O gene de
resisténcia mais prevalente foi o blapxa-23. Também foram detectados os genes blaxpc, blaviw,
blanp, blaxpm € blaoxa-143. Em alguns isolados foi detectado mais de um gene codificante de
carbapenemases. Portanto, esses dados reafirmam que Acinetobacter spp. € um género
bacteriano disseminado em ambientes hospitalares que apresenta alta capacidade de obtengao
de mecanismos de resisténcia a diversos antimicrobianos, tornando cada vez mais escassas as
alternativas terapéuticas para o tratamento. Por isso, medidas de vigilancia e contengao desses
patogenos sao necessarias.

Palavras-chave: Acinetobacter spp., Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a saude,
Resisténcia antimicrobiana



ABSTRACT

Acinetobacter spp. encompasses opportunistic pathogens considered of great clinical interest.
Acinetobacter baumannii, the main representative of the genus, is often described as a cause
of healthcare-associated infections. Due to their intrinsic antimicrobial resistance to various
drugs and propensity to acquire exogenous resistance mechanisms, these microorganisms
compromise the quality of healthcare systems globally. Considering the need for surveillance
of this pathogen to develop measures for containing hospital outbreaks, the objective of this
study was to determine the phenotypic and genotypic resistance profile in clinical isolates of
Acinetobacter spp. from a hospital in Mossor6-RN. A total of 48 isolates identified as
Acinetobacter spp. and resistant to at least one carbapenem, along with their respective data,
were collected between 2019 and 2023. To confirm the identification of the isolates, the
blapxa-s1 gene, intrinsic to 4. baumannii, was detected. The resistance profile was determined
through the agar disk diffusion test (Kirby-Bauer). Carbapenemase genes were identified
using the PCR technique. It was observed that most isolates originated from tracheal aspirate
and lesion fragments. In addition to high resistance rates for carbapenems and cephalosporins,
high resistance rates above 70% were detected for all other tested classes. The most prevalent
resistance gene was blaoxa-23. The genes blaxpc, blaviv, blamp, blanpm, and blaoxa-143 were
also detected. Multiple isolates were found to have more than one carbapenemase-encoding
gene. Therefore, these data reaffirm that Acinetobacter spp. is a widespread bacterial genus in
hospital environments with a high capacity to acquire resistance mechanisms against various
antimicrobials, making therapeutic alternatives increasingly scarce. Hence, surveillance and
containment measures for these pathogens are necessary.

Keywords: Acinetobacter spp., Healthcare-associated infections, Antimicrobial resistance
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1 INTRODUCAO

As Infecgdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sdo um desafio para os
sistemas de satde em todo o mundo. Essas infecgdes comprometem a qualidade dos servigos
de assisténcia a satde, ameacam a seguranga dos pacientes e sdo capazes de elevar as taxas de
morbimortalidade (FERREIRA et al, 2020). A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) classifica como IRAS, além das infeccdes hospitalares, todas as infecg¢des
adquiridas por pacientes que estdo recebendo servicos de assisténcia a satide em clinicas e
domicilios (ANVISA, 2021).

As bactérias sdo os principais microrganismos causadores de IRAS. Dentre elas,
espécies descritas como agentes patogénicos de IRAS pertencentes ao género bacteriano
Acinetobacter spp., com destaque para A. baumannii, podem elevar o risco de mortalidade em
até 40% nos pacientes imunocomprometidos (PELEG et al., 2008, CARVALHEIRA, 2021).
Esse aumento se deve a capacidade dos isolados Acinetobacter spp. de apresentar resisténcia
aos antimicrobianos geralmente prescritos pelos médicos como primeira opcdo ao tratar
doencas infecciosas, a exemplo dos carbapenémicos, o que diminui as alternativas
terapéuticas (NORDMANN, 2019).

Bactérias pertencentes a Acinetobacter spp. podem possuir resisténcia aos
antimicrobianos por mecanismos intrinsecos ou adquiridos. O mecanismo que permite a
maior dissemina¢do de resisténcia aos carbapenémicos ¢ a transferéncia horizontal de
elementos genéticos que codificam enzimas carbapenemases (RAMIREZ, 2020). Os genes
codificantes de carbapenemases mais comuns encontrados em Acinetobacter spp. sao os dos
grupos blapxa (Oxacilinase), blanpy (Nova Delhi Metallo-B-lactamase),  blapp
(Imipenemase) e blayiv (Verona imipenemase). Embora seja menos recorrente, também ¢
possivel detectar genes blaxpc (Klebsiella pneumoniae carbepenemase) (VAZQUEZ et al.,
2020).

Diante da reducao da eficacia dos antimicrobianos disponiveis no mercado sobre os
patdgenos causadores de IRAS, é preciso conhecer as suas caracteristicas fenotipicas e
genotipicas de resisténcia antimicrobiana. Dados obtidos na pesquisa de Menezes e
colaboradores (2016) levaram a conclusdo de que a falta de politicas hospitalares de
monitorizagdo de infecgdes favorece a disseminagao de IRAS. Por isso, sd3o incentivados
estudos de vigilancia para a elaboracdo de medidas efetivas de prevengdo e controle (WHO,
2017).

Desta forma, este trabalho visa caracterizar o perfil fenotipico de isolados de

Acinetobacter spp. provenientes de amostras clinicas hospitalares de Mossord-RN utilizando
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o teste de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-difusdo (BAUER et al., 1966). Além de
determinar o perfil genotipico por meio da investigagdo da presenga de genes relacionados a
resisténcia aos carbapenémicos com auxilio das técnicas de Reagdo em Cadeia da Polimerase

(PCR) e eletroforese em gel de agarose (MULLIS et al., 1986, LEE et al., 2012).

2 GESTAO DO CONHECIMENTO (GC)

2.1 Infeccdes relacionadas a assisténcia a saude (IRAS)

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sdo classificadas
como Infeccdes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) as infecgdes que acometem
pacientes em decorréncia de procedimentos de assisténcia a saude, seja nos ambientes
hospitalares, clinicos e at¢ mesmo domiciliares. Essas infec¢oes podem ser desencadeadas por
fatores enddgenos e exdgenos (ANVISA,2021b).

Em relacdo aos fatores endogenos, pode ocorrer um desequilibrio entre a microbiota
normal € 0s microrganismos invasores em pacientes imunocomprometidos, submetidos a
procedimentos invasivos ou a terapias antimicrobianas de longo periodo (SARTOR, 2021).
Quanto aos fatores exdgenos pode-se citar microrganismos vindos do ambiente como agua,
alimentos, ar, animais e superficies além dos microrganismos adquiridos do contato com
acompanhantes, profissionais da satide e outros pacientes (ANVISA, 2017).

A contaminagdo cruzada ¢ considerada uma das principais rotas de transmissdo de
IRAS. Esse tipo de contaminagdo pode ocorrer a partir do contato direto do paciente infectado
com o paciente susceptivel, por meio do compartilhamento de objetos usados em
procedimentos de assisténcia a saide que ndo foram esterilizados adequadamente e pelo
contato fisico com profissionais da saude ou visitantes contaminados (MACIEL, 2021).

As IRAS ameacam a seguranca dos pacientes, uma vez que, sdo capazes de elevar as
taxas de morbimortalidade, os custos de hospitalizagdo e o tempo de permanéncia
(FERREIRA et al., 2020). Segundo Souza et al. (2015), no Brasil, a pequena quantidade de
estudos disponiveis impossibilita dimensionar de forma precisa a magnitude do problema,
porém, ¢ possivel encontrar na literatura taxas de ocorréncia de IRAS entre pacientes
internados que remontam 13% (SOUZA et al., 2015).

Um fator que pode agravar ainda mais a situagdo de um paciente acometido por IRAS
¢ a resisténcia antimicrobiana emergente nos principais géneros de patdégenos causadores

dessas infecgdes. A resisténcia antimicrobiana nos ambientes de assisténcia a satde pode ser
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atribuida ao uso exacerbado de antimicrobianos que gera uma pressdo seletiva selecionando
0s microrganismos que possuem resisténcia intrinseca ou adquirida (SOUZA, 2021).

De acordo com Costa et al. (2019), as bactérias sdo as principais responsaveis pelas
IRAS em detrimento de fungos e virus. Os gé€neros bacterianos frequentemente descritos
como causadores de IRAS em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) sdo bactérias
oportunistas. Esta nomenclatura lhes ¢ atribuida devido a sua menor capacidade de trazer
riscos a individuos saudaveis, porém, representam um grande risco para pacientes
imunocomprometidos (LABNHOME, 2020).

Um dos grupos bacterianos de maior destaque nesse contexto ¢ o grupo de patdogenos
“ESKAPE” composto por Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, A.
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp., que por apresentarem fatores de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana foram incluidos na lista de patdgenos prioritdrios para
a pesquisa e desenvolvimento de novos agentes antibacterianos publicada pela Organizagao
Mundial de Saude (OMS) (ROSA et al., 2020).

Conforme ¢ possivel inferir com o estudo de Menezes et al. (2016) uma das principais
vulnerabilidades dos sistemas de satide que favorece a disseminagdo dessas infecg¢des ¢ a falta
de uma politica hospitalar de monitorizagdo de infec¢des hospitalares comprovado pelos
baixos indices de realiza¢do de cultura de microrganismos e antibiogramas. Por isso, ¢ preciso
realizar estudos que obtenham dados acerca das caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos
patogenos causadores dessas infec¢des, em especial os considerados “Prioridade 1 - Critica”
pela OMS, como 4. baumannii resistentes aos carbapenémicos, para a elaboracdo de medidas

adequadas para prevencao e controle de IRAS (WHO, 2017).

2.2 Caracteristicas de Acinetobacter spp.

Reconhecido como género bacteriano apenas em 1971 a partir dos estudos de Bauman
et al (1968), Acinetobacter spp., contava inicialmente com uma unica espécie descrita, a A.
calcoaceticus. Na atualidade pertencem a esse género 63 espécies bastante diversas de
microrganismos cocobacilares. Essas bactérias sdo Gram-negativas, possuem uma parede
celular composta por uma fina camada de peptidoglicano rodeada por uma membrana lipidica
externa que contribui para sua resisténcia a muitos antimicrobianos (MEGRIAN et al., 2020).
Além disso, sdo aerobios, ndo fermentadoras, imdveis, produtoras de catalases, oxidase-
negativas (PELEG et al, 2008, LPSN, 2020).

As bactérias do género Acinetobacter spp. sdo capazes de sobreviver em diversos

ambientes, podendo ser isoladas na natureza em amostras de solo, aguas residuais, vegetais e
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at¢ mesmo na pele de humanos e animais (DANDACHI, 2019). Em sua maioria os
representantes de Acinetobacter spp. nao sdo patogénicos, porém as espécies do complexo 4.
calcoaceticus-baumannii, composto por A. baumannii, A. pittii € A. nosocomialis emergiram
como patdgenos oportunistas capazes de infectar humanos (VIJAYAKUMAR, 2019).

Os representantes patogénicos de Acinetobacter spp. estdo relacionados
principalmente a IRAS (CARVALHEIRA, 2021). Devido a caracteristica de resistir longos
periodos sem contato com fontes de dgua e nutrientes, somada a aptiddao na produgdo de
biofilme e resisténcia intrinseca a alguns desinfetantes, esses microrganismos podem persistir
de trés dias a cinco meses no ambiente hospitalar, aumentando o risco de ocasionarem
infecgdes e surtos hospitalares (KRAMER et al, 2006, ROCA et al., 2012).

A transmissdo desses patdogenos ocorre por contato direto, passando do individuo
infectado ou colonizado para o individuo suscetivel, ou contato indireto, por meio de objetos
inanimados que atuam como reservatorio. Na literatura, ¢ relatado o acumulo de
Acinetobacter spp. em superficies, equipamentos de protecao individual (EPI), dispositivos e
instrumentos médicos (QUEIROZ et al., 2022).

Conforme o Virginia Department of Health (VDH), Acinetobacter spp. pode causar
pneumonias, infec¢des na corrente sanguinea € no trato urinario. Apesar da baixa
probabilidade de causarem infec¢des em pessoas sauddveis, representa um grande risco para
pessoas com doengas cronicas, sistema imune debilitado e pacientes hospitalizados.
Sobretudo os que possuem feridas abertas, usam dispositivos invasivos, ventiladores
mecanicos de suporte respiratorio ou permanecem longos periodos em ambiente hospitalar.
Os sintomas das infecgdes causadas por Acinetobacter spp. surgem entre 4 ¢ 40 dias apos a
exposicao a bactéria, embora geralmente ocorram por volta do 12° dia (VDH, 2018).

Na Europa, o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) publicou
um documento em 2019 no qual consta que Acinetobacter spp. esteve entre os 10
microrganismos mais frequentemente isolados em episdédios de infecgdo da corrente
sanguinea adquirida na UTI representando 1,9 % do total de 5.146 bactérias identificadas.

De acordo com relatorio do Boletim Seguranca do Paciente e Qualidade em Servicos
de Saude de n° 30 da ANVISA (2022), Acinetobacter spp. ocupou a segunda posi¢do entre os
microrganismos Gram-negativos mais isolados em UTI adulto para Infeccdo Primaria de
Corrente Sanguinea Laboratorial (IPCSL) no ano de 2022, levando em consideragdo os
estados brasileiros exceto Sdo Paulo, que ndo foi incluido no boletim disponibilizado pela
ANVISA. Reafirmando a importancia clinica desse grupo de microrganismos que representa

um grande desafio para profissionais e sistemas de satde.
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Dados disponibilizados National Healthcare Safety Network (NHSN) evidenciam que
dos 224 isolados de Acinetobacter spp. identificados desencadeando IRAS durante o ano de
2020, nos seis estados dos EUA que disponibilizaram dados considerados suficientes para
analise, aproximadamente 40% eram resistentes aos antimicrobianos carbapenémicos.

Em informagdes disponibilizadas pelo Laboratorio Central do Estado do Parana
(LACEN-PR), analisando isolados recebidos de hospitais de cinco estados brasileiros, foi
registrado aumento de 130% no envio de isolados de A. baumanii comparando os primeiros
trimestres de 2019 e 2021. Embora os carbapenémicos continuem sendo a primeira escolha
para o tratamento de infecgdes causadas por esses microrganismos, quase todos esses isolados
apresentaram resisténcia a esses antimicrobianos (ANVISA, 2021). Demonstrando que a
eficacia dessa classe antimicrobiana esta sendo comprometida devido ao surgimento de

resisténcia em Acinetobacter spp..

2.3 Resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp.

Os carbapenémicos sdo antimicrobianos do grupo dos p-lactdmicos que agem
interrompendo a sintese adequada do peptideoglicano, enfraquecendo assim a parede celular
bacteriana e levando a morte da bactéria (TOOKE, 2019). O uso frequente de carbapenémicos
para o tratar de infecgdes por A. baumannii gerou uma pressao seletiva que levou ao aumento
da incidéncia de resisténcia a esses antimicrobianos (SILVA et al., 2021).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos podem ser ndo enzimaticos e
enzimaticos (SILVA et al., 2021). Entre os mecanismos nao enzimaticos tem-se mutagdes que
alteram o nivel de produ¢ao ou diminuem a afinidade de ligagao de Proteinas de Ligacao a
Penicilina (PBPs); expressao diferencial de canais de porina; elevada expressao de bombas de
efluxo sendo a adeABC, composta por AdeA — proteina de fusdo de membrana; AdeB —
canal proteico da membrana interna e AdeC — canal proteico da membrana externa, a mais
estudada e que apresenta forte associagdo com a resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii (XU et al., 2019, JU et al. , 2021).

Quanto aos mecanismos enzimaticos tem-se a producao de B-lactamases, enzimas que
catalisam a hidrolise de antimicrobianos B-lactdmicos e podem ser divididas em classes A, B,
C e D pelo sistema de classificagio de Ambler com base em diferencas no mecanismo
hidrolitico. Sendo as principais relacionadas a resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii as de classe A, Be D (NORDMANN et al., 2019).

Kyriakidis e colaboradores (2021) relatam que as B-lactamases de Classe A sdo

descrita como mediadoras de resisténcia a penicilina, cefalosporinas, monobactamicos e
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carbapenémicos em A. baumannii sendo subdivididas quanto ao espectro. As de espectro
estreito sdo ativas, principalmente contra penicilinas, enquanto as de espectro estendido
(ESBLs) podem hidrolisar cefalosporinas, como ceftazidima, ceftriaxona e aztreonam. Sao
disseminadas por meio de plasmideos e outros elementos genéticos moveis sendo codificadas
por genes como blarpm.2, blaspy. As B-lactamases de classe A com capacidade hidrolitica
para os carbapenémicos sdo denominadas carbapenemases, dentre elas, KPC, ¢ uma das mais
importantes, codificada pelo gene blaxpc (KYRIAKIDIS, 2021).

Metallo-B-lactamases (MBLs), como s3o conhecidas as enzimas pertencentes a Classe
B, podem ser codificadas por DNA movel (plasmideos, integrons) e recebem esse nome por
necessitarem da presenca de zinco ou outro metal pesado para realizarem a catdlise
hidrolitica. Degradam praticamente todos os -lactamicos, com exce¢do dos monobactamicos.
Dentre as MBLs descritas em A. baumannii, tem-se NDM (Nova Delhi Metallo-p-lactamase),
IMP (imipenemases) e VIM (Verona imipenemase) (CORNAGLIA ef al., 2011; Bassetti et
al., 2020).

A classe C engloba cefalosporinases codificadas cromossomicamente intrinsecas ao A.
baumannii. Costumam conferir resisténcia significativa apenas quando superexpressas sob
influéncia de sequéncias de insercdes (IS), elementos transponiveis curtos que sdo repetidos
multiplas vezes ao longo do genoma. As IS mais importantes sao ISAbal e 1SAbal25 a
montante do gene codificador blaapc, anteriormente conhecido como blaampc (HAMIDIAN et
al., 2019; AMBROSE et al., 2022; NOEL, 2022).

Também chamadas de oxacilinases (OXA), as P-lactamases de classe D, nao sdo
inibidas pelo 4cido clavulanico, sulbactam e tazobactam, mas podem ser inibidas in vitro pelo
cloreto de sodio a uma concentragao de 100 mM. Dependem de serina, como as classes A e C.
Sdo codificadas por genes blaoxa, incluindo blaoxa-si, blaoxa-23, blaoxa-ss, blaoxa-aao €
blapxa-143 € podem ser encontrados tanto no cromossomo quanto nos plasmideos e constituem
o principal mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii. Essas enzimas
possuem muitas variantes com pequenas alteragdes nas sequéncias de aminoacidos que as
agrupam em diferentes familias, por isso a terminacdo l/ike ¢ dada ao grupo enzimatico

(GUPTA, 2022).

2.4 Distribuicao global das carbapenemases em Acinetobacter spp.
As enzimas do grupo KPC foram inicialmente relatadas em 2001 em um isolado
clinico de K. pneumoniae coletado no estado da Carolina do Norte, EUA, em 1996 (YIGIT et

al.,2001). A disseminacdo rapida e eficiente dos genes blaxpc se deve a sua localizacdo usual
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em plasmideos conjugativos (CHEN et al., 2013; HO et al., 2013). Existem numerosos relatos
de 4. baumannii carregando genes blagpc encontradas em estudos com isolados clinicos em
paises como Porto Rico, Brasil, Ird ¢ Arabia Saudita (ROBLEDO et al., 2009; RIBEIRO et
al., 2016; AZIMI et al., 2016; ALAMRI et al., 2019). Na Europa, o primeiro isolado de 4.
baumannii produtor de KPC-3 em Portugal foi identificado em um Centro Hospitalar
Universitario Tercidrio por Caneiras e colaboradores em 2018. Nos EUA, durante um estudo
que incluiu isolados de A. baumannii obtidos em seis hospitais ndo houve detec¢ao de genes
codificantes de KPC (PEREZ et al., 2010).

A enzima metalo-B-lactamase NDM foi isolada pela primeira vez na India em 2008 de
um paciente com infec¢do do trato urinario causada por K. pneumoniae (YONG et al., 2009).
O grupo de genes blanpm contém 27 variantes descritas, podem ser cromossomicos ou
plasmideais e sua transferéncia ocorre por conjugacdo, o que favorece rapida disseminacao
(WU et al., 2019). As variantes NDM-1, NDM-2, NDM-3, NDM-5 ¢ NDM-7 ja foram
detectadas em A. baumannii (WU et al., 2019, KHALID et al., 2019). Em uma pesquisa no
National Center for Biotechnology Information Pathogen Detection Browser
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens) foram encontrados 2.407 isolados produtores de
NDM-1 dos quais 240 eram isolados de A. baumannii, mostrando que esta ¢ a espécie nao
pertencente a familia Enterobacteriaceae mais recorrente em relacdo a produgcdo de NDM-1
(GROUNDWATER et al., 2016).

Na Europa, foi registrado em 2013 o primeiro surto de A. baumannii produtor de
NDM-1 em uma unidade de terapia intensiva francesa (DECOUSSER et al., 2013). Nos
EUA, em 2021, houve um surto de A. baumannii co-produtor de NDM/OXA-23 em multiplas
instalacdes hospitalares na California (HOLDEN et al., 2021). Na Colombia, apenas 3 dos
101 isolados hospitalares de Acinetobacter spp. analisados por Ovalle e colaboradores (2017)
apresentaram blanpym. As pesquisas realizadas no Oriente Médio com isolados clinicos de
Acinetobacter spp. em 2014 por Hakemi e sua equipe, no Ira, com 28 isolados, e em 2015 por
Aksoy e seus colaboradores, na Turquia, com 52 isolados, ndo detectaram nenhum isolado
portador do gene blanpwm.

Descrito inicialmente em P. aeruginosa na cidade de Verona, Itdlia e em seguida na
Franca em 1997, o grupo VIM conta com 70 variantes sendo mais recorrente em
Enterobacteriaceae (POIREL et al., 2000; BUSH, BRADFORD, 2020). Varios estudos
identificaram enzimas do tipo VIM em isolados clinicos de A. baumannii no Egito, na Arébia
Saudita e no Ira (BENMAHMOD, IBRAHIM, 2019; AMIN et al., 2019; ALAMRI et al.,

2019). As variantes mais frequentes em Acinetobacter spp. sao VIM-1 e 2, ambos foram
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detectados em estudos na Arabia Saudita ¢ no Ird, (EL-AGEERY, AL-HAZMI, 2014,
BEIGVERDI et al., 2019). Em hospitais gregos, andlises realizadas nos anos de 2004 e 2005
detectaram isolados Acinetobacter spp. que incluiam blayn.; (TSAKRIS et al., 2006). VIM 2
foi descrito em hospitais coreanos (YUM, 2002; LEE et al., 2003). Outras enzimas do tipo
VIM identificadas em 4. baumannii foram VIM-3 ¢ VIM-11 em isolados de um hospital
universitario em Taiwan (LEE et al, 2008). Na Colombia, em um estudo envolvendo 101
isolados de Acinetobacter spp. provenientes de 19 departamentos do pais, apenas 1 isolado
apresentava blayiy (OVALLE et al., 2017). Nos EUA, de acordo com os resultados de Perez
e sua equipe (2010) nenhum gene blayiv foi identificado nos isolados de A. baumannii
avaliados no estudo.

A primeira MBL do grupo IMP foi identificada em um isolado clinico de P.
aeruginosa resistente ao imipenem coletada em 1988 no Japao (WATANABE et al., 1991).
Essas enzimas sao codificadas pelo grupo de genes plasmideais blanp de rapida disseminagao
(HIRAKATA et al., 1998; KOH et al., 1999). Os primeiros relatos de enzima do tipo IMP na
Europa ocorreram em A. baumannii isolado do trato respiratério de um paciente de UTI na
Italia (CORNAGLIA et al., 1999, RICCIO et al., 2000). Também foram identificados
produtores de IMP em um estudo com isolados de A. baumannii multirresistentes
provenientes de UTI 's no Ird (AZIZI et al., 2016). No Brasil, um estudo com isolados
coletados de dois hospitais entre os anos de 2000 e 2016 mostrou espécies de Acinetobacter
spp. ndo-baumannii abrigando genes blapp (CAYO et al., 2018). Nos EUA, em um estudo
envolvendo isolados de 4. baumannii resistentes aos carbapenémicos provenientes de seis
hospitais no nordeste de Ohio coletados entre 2007 e 2008, os genes codificantes de IMP nao
foram detectados (PEREZ et al., 2010).

Em 1985 foi identificada primeira enzima OXA, atualmente denominada OXA-23,
com atividade carbapenemase em um isolado clinico de 4. baumannii na Esc6cia (DONALD
et al., 2000). Os genes blapxa-23-ike SA0 prevalentes entre isolados resistentes em varios paises
(MUGNIER et al., 2009, NIGRO, 2016). Estudos relataram a sua presenca em 39,5%, 58%,
74,5% e até 100% dos isolados de Acinetobacter spp. dos Estados Unidos, paises do Oriente
Meédio, Europa e América Latina, respectivamente (HACKEL; STONE; SAHM; 2021, AL-
SULTAN et al., 2015, MENDES et al., 2022, ALFARO et al., 2016).

O grupo OXA-24/40, ¢ um grupo de enzimas OXA que conta com menor nimero de
representantes. A primeira enzima deste grupo isolada de A. baumannii em um surto na
Espanha foi denominada OXA-24 (BOU; OLIVER; MARTINEZ-BELTRAN, 2000). Apos

uma revisdo do sequenciamento percebeu-se que OXA 24 e 40 se tratava da mesma enzima
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capaz de hidrolisar penicilinas, mas de fraca atividade contra cefalosporinas e carbapenémicos
(HAMIDIAN; NIGRO, 2019, BOU; OLIVER; MARTINEZ-BELTRAN, 2000). Estudos
relataram que genes semelhantes a blaoxa-24/40 €stavam presentes em 13%, 29,0% e 20,5% dos
isolados de Acinetobacter spp. de paises do Oriente Médio, Estados Unidos e Europa,
respectivamente (AL-SULTAN et al., 2015, HACKEL; STONE; SAHM, 2021, MENDES et
al., 2022). Na América Latina, ao analisar os perfis genéticos de resisténcia de 252 isolados
de A. baumannii em trés hospitais mexicanos genes blaoxa-24/40 €stavam presentes em 61,8%
dos isolados (ALCANTAR-CURIEL et al., 2019).

Inicialmente encontrado como uma B-lactamase mediada por cromossomo em um
isolado clinico de A. baumannii da Argentina (BROWN; YOUNG; AMYES, 2005), OXA-51
possui uma grande diversidade de variantes (EVANS; AMYES, 2014). Estudos sobre a
enzima OXA-51 também mostraram que genes semelhantes a blapxa-s1 sdo intrinsecos a A.
baumannii. As carbapenemases OXA-51 sdo consideradas fracas, mas tém sua atividade
hidrolitica potencializada e podem levar a resisténcia aos carbapenémicos quando associadas
a sequéncias de insercao ISAbal ou outros mecanismos (NIGRO; HALL, 2018, WONG et
al., 2019).

Embora o primeiro gene do grupo blapxa-ss tenha sido detectado em um plasmideo em
um A. baumannii isolado de um hospital francés a diferenca nas porcentagens de bases
nitrogenadas que compdem blapxa.ss € 0 cromossomo da espécie bacteriana A. baumannii
leva a crer que os genes blapxa.ss se originaram em outra bactéria (EVANS; AMYES, 2014,
POIREL et al.,, 2005). Relatérios descreveram uma atividade fraca em relacdo aos
carbapenémicos e a penicilina, mas sdo capazes de conferir resisténcia quando combinadas
com os mecanismos adicionais presentes em A. baumannii assim como OXA-51 (RAMIREZ;
BONOMO; TOLMASKY, 2020, HERITIER et al., 2005). Esse grupo de genes tem a
transmissao horizontal como principal mecanismo de disseminacao e rapidamente se espalhou
para outros paises.

No trabalho de Marque et al. (2005) ao analisar isolados clinicos de seis paises da
Europa continental, 52% do total de isolados de A. baumannii apresentaram genes
semelhantes a blapxa-ss. Em contrapartida, a porcentagem de isolados portadores desse grupo
de genes no Brasil encontrada por Rocha e participantes para a mesma espécie bacteriana foi
de apenas 3,6% (ROCHA et al., 2017). Nos EUA conforme dados do Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY de 2020 a 2021 dos 788 isolados clinicos hospitalares de
Acinetobacter spp. apenas um isolado continha blaoxa-ss (CASTANHEIRA; MENDES;
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GALES, 2023). Também foram encontrados isolados com resisténcia associada aos genes
blapxa-ss na Turquia e no Libano (PAGANO; MARTINS; BARTH, 2016).

O grupo de genes blapxa-143 foi identificado pela primeira vez em um plasmideo de 4.
baumannii isolado de hemocultura de um paciente em uma UTI, em 2004, no Brasil
(HIGGINS et al., 2009). As enzimas codificadas por blaoxa-143ike possuem capacidade de
hidrolisar significativamente penicilina e carbapenémicos. A sequéncia de aminoécidos de
OXA-143 apresenta 88%, 63% e 52% de semelhanca com OXA-40, OXA-23 e OXA-58,
respectivamente. Enzimas semelhantes a OXA-143 foram detectadas em paises como Brasil,
Coré¢ia, Peru e Honduras (KIM et al., 2010, GIONCO et al., 2012, MOSTACHIO et al., 2012,
ZANDER et al., 2014, GIRLICH et al., 2014, LEVY-BLITCHTEIN et al., 2018). No Oriente
Meédio, o primeiro relato de A. baumannii produtor de OXA-143 no Ird ocorreu no ano de
2017, em um estudo promovido por Zohreh e colaboradores. Nesse estudo, analisaram 97
isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos obtidos de quatro hospitais
universitarios em Qom e observaram que 14,43% continha blaoxa-143. Além disso, genes
codificantes de OXA-143 foram descritos também em Acinetobacter nao-baumannii no

estado de Indiana, EUA, e na Austria (ZANDER et al., 2014, GRISOLD et al., 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Caracterizar os isolados de Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos

provenientes de amostras clinicas hospitalares quanto ao perfil fenotipico e genotipico de

sensibilidade aos antimicrobianos.

3.2 Objetivos especificos

Analisar a prevaléncia dos isolados de acordo com os sitios de isolamento;
Mapear a prevaléncia dos isolados segundo sua localizacdo dentre as unidades
hospitalares;

Identificar o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados estudados;
Estabelecer a evolucao do perfil de resisténcia ao longo dos anos do estudo;

Detectar a presenga de genes codificantes de carbapenemases.
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4 METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo do tipo exploratorio, observacional, quantitativo e longitudinal.

4.2 Area de Estudo

A pesquisa foi realizada com isolados provenientes do laboratdrio de microbiologia do
Hospital Regional Tarcisio de Vasconcelos Maia, localizado na cidade de Mossoré/RN. Trata-
se de um hospital de grande porte, que atende casos de urgéncia e emergéncia de Mossord e
da regido do Alto Oeste do estado, abarcando mais de 60 municipios. Atualmente, possui 157
leitos, sendo 29 de Unidade de Terapia Intensiva (UTI), e centro cirirgico com quatro salas.
O atendimento ¢ realizado 24 horas por dia, para servicos de média e alta complexidades,
sendo oferecido servigcos em: clinica médica, cirtirgica e pediatrica; UPI (Unidade de
Pacientes Infectados) e UTI (Unidade de Terapia Intensiva); ortopedia e traumatologia;
cirurgia bucomaxilofacial; cirurgia geral; enfermagem; fisioterapia e terapia ocupacional;
psiquiatria e psicologia; otorrinolaringologia; neurocirurgia; neurologia; oftalmologia;
hemodialise a beira leito. Além disso, ainda ha disponivel servico de diagndstico e imagem
com: raio-X; endoscopia, ultrassonografia, tomografia computadorizada e um laboratério de
analises clinicas e microbioldgicas (BRASIL, 2023).

As cepas bacterianas foram transportadas ao Laboratorio de Microbiologia Clinica
(LABMIC) pertencente ao Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude (CCBS) da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) para processamento das analises.

4.3 Populagao de estudo
Isolados bacterianos da espécie Acinetobacter spp. identificados pelo laboratorio de
microbiologia do hospital colaborador, coletados no periodo de 2019 a 2023, com o critério

de ser resistente a pelo menos um carbapenémico.

4.4 Consideracoes Eticas
Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP), sob o

parecer de numero 4.708.190. Ademais, para assegurar e garantir a confidencialidade,
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privacidade e seguranga das informagdes, ao final da pesquisa os dados serdo armazenados

em armario fechado, sob responsabilidade do coordenador, por no minimo cinco anos.

4.5 Coleta dos isolados e dados

Os isolados utilizados na pesquisa foram recolhidos do laboratério de microbiologia
do hospital parceiro ap6s a identificagdo em relagdo ao género bacteriano e determinagdo do
perfil fenotipico de resisténcia. O periodo de coleta se estendeu entre os anos de 2019 e 2023.
Isolados bacterianos identificados como Acinetobacter spp. que apresentaram resisténcia a
pelo menos um antimicrobiano carbapenémico foram selecionados por conveniéncia.
Ressalta-se que durante a coleta foi obrigatorio o uso de Equipamentos de Protecao Individual
(EPIs) como avental, mascara e luvas para biosseguranca do pesquisador. Além disso, os
dados relativos aos isolados foram coletados dos livros de registro do laboratorio de
microbiologia do hospital parceiro, incluindo informac¢des como nimero de identificacdo do
isolado, sexo dos pacientes dos quais essas culturas foram isoladas, sitio de isolamento, a data
de coleta, setor de internagdo do paciente, o género/espécie identificado e o perfil de

resisténcia.

4.6 Processamento e armazenamento das amostras:

Ap6s a coleta, os isolados bacterianos foram levados ao Laboratorio de Microbiologia
Clinica (LABMIC) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) localizado no
prédio Biomédicas I, onde foram semeados em agar seletivo e diferencial MacConkey para
certificacdo de que ndo havia bactérias contaminantes. Em seguida, uma colonia bacteriana
era coletada com a alga bacteriologica e semeada em Agar nutriente para garantir o
crescimento dos isolados sem interferéncia de corantes.

Apds o crescimento em meio Agar nutriente as colonias eram transferidas, com o
auxilio de uma alca bacterioldgica, para microtubos de 1,5 ml contendo caldo Brain Heart
Infusion (BHI) com o criopreservador extracelular glicerol na concentragao de 20%. Todos os
procedimentos envolvendo semeio e transferéncia de microrganismos foram realizados
utilizando alcas bacteriologicas descartaveis estéreis e em uma cabine de seguranca biologica
classe 2. Os microtubos contendo os isolados foram acondicionados em caixas apropriadas e
armazenados em ultra freezer a - 80°C, conforme a Figura 1.

Cepas contendo os genes de resisténcia investigados neste estudo foram doadas por
laboratérios colaboradores do Instituto Aggeu Magalhaes-Fiocruz-PE e Universidade Federal

da Paraiba (UFPB). Essas amostras foram processadas igualmente como citado acima e



29

posteriormente, foram utilizadas como controles positivos para os experimentos de deteccao

dos genes de resisténcia, a serem mencionados.

Figura 1 - Ilustracdo dos procedimentos de coleta de dados, processamento e armazenamento

de amostras.
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hospital parceiro da pureza da amostra  sem interferéncia de corante  glicerol (20%) armazenados
em ultrafreezera - 80° C

Fonte: Autoria propria, 2023.

4.7 Testes de sensibilidade aos antimicrobianos

Os testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram executados pela metodologia de
disco-difusdo descrita por Kirby-Bauer (1966) aderindo as atualizagdes propostas pelo
Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (BrCAST, 2023), procedimento
ilustrado na Figura 2. Os antimicrobianos utilizados para o teste foram: imipenem,
meropenem, cefepime, ceftazidime, ciprofloxacino, sulfametoxazol/trimetoprim, gentamicina
e amicacina, conforme ¢ determinado pelo BrCAST (2023).

Para esse método, foram produzidos indculos padronizados na concentragao 0,5 de
McFarland ajustados visualmente com os isolados de Acinefobacter spp. em solucdo salina
(0,9%). Os in6culos foram semeados em placas de agar Mueller-Hinton usando swab estéril.
Em seguida, os discos de antimicrobianos foram depositados na superficie do dgar com uma
pinga.

As placas foram incubadas em estufa a 35 + 2°C por 18 a 20h. Periodo apds o qual
elas foram analisadas em relagdo a presenca ou auséncia de halos de inibigdo. Os halos
formados foram medidos com uma régua milimétrica, os resultados obtidos foram registrados

em uma planilha no Google Sheets e a partir da compara¢do do valor observado com pontos
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de corte preconizados pelo BrCAST (2023), os isolados foram classificados como suscetiveis,

resistentes ou intermediarios.

Figura 2 - Ilustracdo da realizacdo do teste de sensibilidade aos antimicrobianos por disco-
difusdo
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Adigdo de colbnias Comparagao visual entre Semeio do indculo em
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salina estéril (0,9%) MacFarland e o indculo com auxilio de swab

preparado esteril
Adicdo dos discos Incubagao na estufa Verificagdo do halo
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Adigdo dos discos de Incubagdo em estufa Aferigdo do halo com
antimicrobiano usando bacteriologica a 37°C auxilio de régua
uma pinga estéril por 16 a 18 horas milimétrica

Fonte: Autoria propria, 2023.

4.8 Extracio do Acido desoxirribonucleico (DNA) e deteccao dos genes de resisténcia

Para a extracdo do DNA, uma suspensdo de colonias em agua destilada estéril foi
submetida ao banho ultrassonico em dois ciclos de 30 segundos em banho ultrassdnico. Apos
isso, foi submetido a centrifugacdo a 13.000 rpm por dois minutos, e 0 DNA foi coletado do
sobrenadante (RIBEIRO, 2016).

A deteccdo dos genes codificantes de carbapenemases blaoxa-23-ikes Dlaoxa-24/40-like,
blaoxa-sidike, blaoxa-ss-ike, blaoxa-1431ike, blaxpc, blanom, blavim € blawp, foi realizada por
meio da técnica de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em um termociclador BIO-RAD
T100. Para as reagdes de amplificacdo dos genes, foram usados 12,5 pl de Master mix
GoTagq® (Promega), 1 ul de oligonucleotideo forward e 1 pl de oligonucleotideo reverse

especificos para os genes em questdo e 9,5 microlitros de dgua ultrapura e 1 pl de DNA
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molde, resultando em um volume final de 25 pl. As condi¢des de ciclagem foram ajustadas

com base na temperatura de anelamento ideal para cada par de oligonucleotideo (Tabela 1).

Tabela 1 - Oligonucleotideos utilizados para deteccdo dos genes de carbapenemases.

Tamanho
Gene alvo Sequéncia do Referéncia
fragmento

blaOXA_51_1ike F: 5>~ TAATGCTTTGATCGGCCTTG-3’ 353pb

R: 5~ TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’
blaoxa23iike F: 5~-GATCGGATTGGAGAACCAGA-3’ 501pb

HIGGINS
R: 5~ ATTTCTGACCGCATTTCCAT-3’
et al., 2010

blaoxasamo. F:5-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA-3’ 246pb
like R: 5~ AGTTGAGCGAAAAGGGGATT-3’
blaoxassike F: 5 —AAGTATTGGGGCTTGTGCTG-3’ 599pb

R: 5-CCCCTCTGCGCTCTACATAC-3’
blaoxa1ss  F: 5~-TGGCACTTTCAGCAGTTCCT-3’ 149pb

R: 5-TAATCTTGAGGGGGCCAACC-3’
blanp F: 5~-GGAATAGAGTGGCTTAAYTCTC-3’ 232pb

R: 5~ GGTTTAAYAAAACAACCACC-3’ POIREL et

al., 2011

blavim F: 5-GATGGTGTTTGGTCGCATA-3’ 390pb

R: 5~ CGAATGCGCAGCACCAG-3’
blaxpc F: 5-TGTCACTGTATCGCCGTC-3' 900pb

R: 5-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-3’ DOYLE et

al., 2012

blaxpy F: 5-GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC-3’ 782pb

R: 5’-GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT-3’

Legenda: pb - Pares de base. Fonte: Autoria propria, 2023.
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Os produtos da amplificacdo da PCR (amplicons) foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose (1,5%) corado com GelRed® (BioTium). As condi¢des de corrida foram
120V, 500mA, 150W por 60 minutos em cuba horizontal em tampao TBE 1X. Apds o

término da eletroforese o gel foi retirado da cuba, depositado sobre um transiluminador UV e
fotografado para registro dos resultados obtidos. Todas as corridas apresentavam um
marcador de peso molecular de 100pb e amostras de controle externo e positivo. Portanto, o
tamanho dos fragmentos visualizados era comparado aos fragmentos dos controles positivos,
juntamente com a comparacdo do tamanho esperado para a banda no marcador de peso

molecular. A Figura 3 ilustra os passos desta etapa.

Figura 3 - [lustracdo dos procedimentos de extragdo do DNA, das técnicas de PCR e

eletroforese e da visualizagdo das bandas obtidas.
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Fonte: Autoria propria, 2023.
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5 RESULTADOS

No total, foram inseridos neste estudo 48 isolados clinicos hospitalares com
identificacdo prévia realizada pelo laboratorio de microbiologia do hospital colaborador. Para
confirmar a identificagdo, os isolados foram submetidos a detec¢do molecular do gene blapxa-
51, intrinseco da espécie 4. baumannii, por meio da amplificacdo por PCR. Neste sentido,
todos foram positivos para a presenga do gene em questao.

Do total de isolados estudados, 73% (n=35) foi provenientes de pacientes internados
na UTI, 15% (n=7) na CM (Clinica Médica), 8% (n=4) na UPI (Unidade de Pacientes
Infectados) e 4% (n=2) em outros setores hospitalares. Esses resultados podem ser observados

no QGrafico 1.

Grafico 1 - Distribuicao dos isolados clinicos por setor hospitalar.
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Legenda: UTI - Unidade de terapia intensiva; CM - Clinica médica; UPI - Unidade de pacientes infectados.
Fonte: Autoria propria, 2023.

Em relacdo ao sitio infeccioso de origem, cerca de 60% (n=29) dos isolados eram
provenientes de amostras de secrecdo traqueal, 13% (n=6) fragmento de lesdo, 10% (n=5) de
hemocultura, 8% (n=4) de ponta cateter e 8% (n=4) de outros sitios infecciosos, como

observado no grafico 2.
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Grifico 2 - Distribuicdo de isolados de acordo com o sitio infeccioso de origem.
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Fonte: Autoria propria, 2023.

Em relagdao ao perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos (Grafico 3), foram
observadas taxas de resisténcia superiores a 70% para todos os antimicrobianos testados.
Sendo a menor porcentagem de 75% (n=36) em relacdo ao Sulfametoxazol-trimetoprim
(SUT). A porcentagem de isolados resistentes foi 79% (n=38) para Gentamicina (GEN), 96%
(n=46) para Ceftazidima (CAZ) e 98% (n=47) para Ciprofloxacina (CIP), Amicacina
(AMI), Imipenem (IMP), Meropenem (MER) e Cefepime (FEP).

Grafico 3 - Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos isolados estudados.
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Legenda: SUT - Sulfametoxazol-trimetoprim; GEN - Gentamicina; AMI - Amicacina; CIP - Ciprofloxacina;
IMP - Imipenem; MER - Meropenem; FEP - Cefepime; CAZ - Ceftazidima. Fonte: Autoria propria, 2023.
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Dentre os 48 isolados, 92% (n=44) apresentaram o gene blaoxa2; (Figura 4). Foi
detectado blapxa-143 em 4% (n=2) dos isolados, os isolados produtores de OXA-143 ndo eram
coprodutores de OXA-23. A tabela 2 mostra todos os genes detectados por bactéria de acordo
com o ano que foram isolados.

Neste estudo detectamos coproducdo de algumas carbapenemases. Em um mesmo
isolado foi detectado blanp € genes codificantes de VIM e OXA-23. O gene blayiv foi
observado em 6% (n=3), dos quais apenas um ndo era coprodutor de OXA-23. No presente

estudo ndo foram detectados isolados portadores de genes blaoxa-ss-like € blaoxa-24/40-like-

Tabela 2 - Deteccao de genes de resisténcia por ano de isolamento.

N° de isolados positivos por ano

Genes detectados 2019 2020 2021 2022 2023 Yotal

blaoxa-s1-ike 3 8 8 12 17 48
blaoxa-23-like 3 7 8 10 16 44
blaoxa-24/40-tike 0 0 0 0 0 0
blaoxa-ss-ike 0 0 0 0 0 0
blaoxa-143-tike 0 0 0 2 0 2
blakpc 0 0 0 0 1 1
blaxpm 0 0 0 0 1 1
blayvip 0 0 0 0 1 1
blayim 0 0 0 0 3 3

Fonte: Autoria prépria, 2023.

Figura 4 - Foto do gel de agarose demonstrando a presenca dos fragmentos
correspondentes ao tamanho dos genes blaoxa-s1 (353-pb) e blaoxa-23 (501-pb).

blagxa.s blagxaas

=

C- C+ 22713 10954 11109 18384 21138 C- C+ 22713 10954 11109 14647 14709 M

-—
—
b —1
b ——1
—_—
——
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-

Legenda: M: Marcador de peso molecular, C-: Controle Negativo, C+: Controle Positivo. Fonte: Autoria propria,
2023.
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6 DISCUSSAO

Apesar de todos os isolados apresentarem o gene blaoxa-si-ike que € intrinseco para A.
baumannii, a presenca dele ja foi detectada em outras espécies de Acinetobacter nao-
baumannii, como em A. nosocomialis (LEE et al., 2012), portanto, apenas a detec¢do deste
gene ndo ¢ capaz de definir a espécie. Desta forma, apesar da presenca do blaoxa-si-like SET
bastante sugestiva para A. baumannii, optou-se por nomear todos os isolados deste estudo
como Acinetobacter spp..

Relativo aos sitios de isolamento dos patdgenos estudados, o mesmo padrao de
distribui¢ao também pode ser notado no estudo desenvolvido em um hospital universitario de
Cuiaba-MT, no qual 34% dos isolados dos estudos provinham de aspirado traqueal (RICAS;
MARQUES; YAMAMOTO, 2013). E particularmente alarmante a alta frequéncia de 4.
baumannii em aspirados traqueais, uma vez que esse microrganismo tem o potencial de
causar pneumonia, agravando ainda mais o estado de saude dos pacientes (BERNARDS et al.,
2004). Além disso, o aumento do numero de intubagdes orotraqueais ocorrido durante a
pandemia favoreceu a ocorréncia de pneumonia associada a ventilagdo mecanica (PAV)
causadas por Acinetobacter spp. como pode ser visto na pesquisa de Oliveira e seu grupo
(2021) em que esse género microbiano foi responsavel por 39,1% das PAVs adquiridas por
pacientes com COVID-19.

A maior frequéncia de isolados de Acinetobacter spp. em UTIs era esperada, dada a
natureza oportunista desse patdogeno e o fato de muitos pacientes em terapia intensiva estarem
imunocomprometidos e passarem por procedimentos invasivos (ROMANELLI et al., 2009).
Além disso, dispositivos e instrumentos médicos utilizados nesse setor podem funcionar como
deposito para esse microrganismo como descrito por Queiroz e sua equipe em 2022. Uma
pesquisa realizada em um hospital escola em Pelotas, RS mostrou uma porcentagem de
isolados de Acinetobacter spp. oriundos de UTI ainda mais proxima de 80%, refor¢ando a
necessidade de medidas de vigilancia nesse setor (MILLER et al., 2022).

Nossos resultados apontam para altas taxas de resisténcia para outras drogas entre
Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos, com poucas opgoes terapéuticas
disponiveis para tratamento. Um estudo elaborado por Campos, publicado em 2022, realizado
com isolados clinicos 4. baumannii provenientes de um hospital brasileiro coletados entre os
anos de 2009 e 2018 demonstrava taxas de resisténcia significativas aos antimicrobianos
pertencentes as classes das cefalosporinas e a ciprofloxacina e registrou o aumento de 40% na

taxa de resisténcia antimicrobiano meropenem da classe do carbapenémicos (CAMPOS,
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2022). As porcentagens de resisténcia entre os antimicrobianos gentamicina e amicacina que
pertencem a mesma classe antimicrobiana, denominada aminoglicosideos, divergiram em
quase 20%, mas uma porcentagem semelhante a essa pode ser encontrada em Albuquerque et
al. (2021).

Embora a resisténcia a carbapenémicos seja critério de inclusio no estudo, a
porcentagem de resisténcia a essa classe, demonstrada no Grafico 3, ndo atinge 100% devido
a um isolado que apresentou halo de inibi¢cdo correspondente a classificagdo de resisténcia
intermedidria conforme os pontos de corte clinicos do BrCAST (2023). O farmaco que se
mostrou menos ineficaz diante dos isolados foi sufamtoxazol/trimetoprim. No entanto, na
literatura ha registo de isolados de UTI do Nordeste brasileiro apresentando 100% de
resisténcia a esse antimicrobiano (NAUE et al., 2019).

Apesar da prevaléncia de blaoxa-23-ike 1dentificada neste estudo, as taxas de deteccao
desse gene foi inferior as obtidas em estudos nos estados de Sdo Paulo, Parand e Rio de
Janeiro que detectaram a presenca do gene blapxa2; em percentuais superiores a 95%
(OLIVEIRA et al., 2019; ROMANIN et al., 2019; TAVARES et al., 2019). O Laboratorio
Central do Estado do Parand (LACEN-PR), com base em dados das regides sul e centro-oeste,
relatou o aumento no nimero de bactérias produtoras de multiplas carbapenemases durante o
periodo de pandemia (2020-2021). Embora a producao simultanea de blaxpc € blanpm seja
mais comum em K. pneumoniae € nao ocorra com frequéncia em Acinetobacter spp., neste
estudo houve detecgdo de blanpm € blaxpc em um mesmo isolado identificado pela numeragao
10954 que também apresentava OXA-23. Isolados produtores de mais de uma carbapenemase
causam infec¢des com poucas alternativas terapéuticas. Isolados produtores de KPC e NDM,
por exemplo, s3o resistentes a ceftazidima-avibactam, combinagdo antimicrobiana
desenvolvida para tratar infecgdes por bactérias resistentes (MINISTERIO DA SAUDE,
2022).

Apenas um isolado identificado numericamente como 14604 nao apresentou nenhum
dos genes de carbapenemase, exceto blaoxa-si-ike, sugerindo que este isolado pode possuir
alguma outra carbapenemase ndo investigada neste estudo, ou mesmo apresentar sequéncias
de insercdo a frente do gene blaopxa-si-iike, POIS €ssa combinacdo ja demonstrou aumentar a
capacidade hidrolitica da enzima e culminar em resisténcia aos carbapenémicos (KOBS,
2016)

Entre as MBLs, IMP costuma ser mais frequente em Acinetobacter spp. quando
compara a VIM (ABBOTT et al., 2013). Porém, detectamos trés isolados portadores do gene

blayiv. Além de uma tUnica detecgdo de gene blanp se tratava de um isolado que continha
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simultaneamente o gene blaVIM. Genes codificantes de enzimas OXA-58 ndo foram
detectados. Em trabalhos como o de Rocha e colaboradores, os resultados obtidos refor¢am a
baixa prevaléncia blapxass no Brasil (ROCHA et al, 2017). Apesar de documentadas
porcentagens superiores a 50% de deteccdo de blaoxa-24140 na América Latina, os isolados que

analisamos ndo apresentaram esse grupo de genes (ALCANTAR-CURIEL et al., 2019).
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7 CONCLUSAO

- A maioria dos isolados sdo provenientes de secrecdo traqueal de pacientes internados

nas UTTIs, sugerindo uma forte relagdo desta bactéria com esses dois fatores;

- A resisténcia aos carbapenémicos nos isolados de Acinetobacter spp. estudados foi

acompanhada com taxas altas de resisténcia para outras classes de antimicrobianos;

- Co-producdao de enzimas carbapenemases ¢ a presenca de carbapenemase menos
comuns para 4. baumannii foi detectada em alguns isolados e se tornou mais evidentes nos
anos 2022-2023, sugerindo que a utilizacdo exacerbada de antimicrobianos durante a

pandemia de COVID-19 pode ter contribuido para esse fendmeno nos anos seguintes;

- A produgdo de OXA-23 ¢ o principal mecanismo de resisténcia associado a resisténcia

aos carbapenémicos na populacao estudada;

- A deteccdo de carbapenemases foi essencial para o conhecimento dos mecanismos
circulantes no hospital de estudo, podendo contribuir para futuras ado¢des de medidas de

prevengao e tratamento apropriadas para o cenario visualizado.
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