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RESUMO

As bactérias Gram-negativas nao fermentadoras, como Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii, estdo amplamente disseminadas no ambiente e estdo cada vez
mais associados a infecgcdes nosocomiais graves. O uso extensivo e indiscriminado de
antibioticos tem contribuido para um aumento do nimero de infecgbes causadas por A.
baumannii e P. aeruginosa resistentes a uma grande variedade de agentes
antimicrobianos, incluindo B-lactamicos. O objetivo deste trabalho foi avaliar caracteristicas
fisiologicas e moleculares da resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa e A.
baumannii isolados em um hospital terciario. A partir de estudos com amostras clinicas de
pacientes admitidos num hospital terciario foram isolados, em 2012, A. baumannii (n=44) e
P. aeruginosa (n=28) resistentes aos carbapenémicos e em 2013, P. aeruginosa (n=19) e
A. baumannii (n=44) com igual fendtipo. As amostras bacterianas recuperadas em 2012
foram submetidas a testes de susceptibilidade aos antimicrobianos. Marcadores genéticos
relacionados com a sintese de [(-lactamases blaoxa-23, blaoxa24, blaoxasi, blaoxass €
blapxa-143 foram testados por PCR. A partir das linhagens isoladas no estudo de 2013,
testes fisiolodgicos foram realizados para avaliar a atividade hemolitica, estresse oxidativo,
tolerancia aos biocidas, formacédo de biofime e determinacdo da resisténcia aos
antimicrobianos. Marcadores genéticos relacionados com a sintese de [B-lactamases
(ampC, b|aKpc, b|as||v|, b|a||v|p, b|aspM.1, b|av||\/|, b|aG||\/|, b|aox/_\ e b|aNDM-1), sistemas de efluxo
(adeB, mexB, mexD, mexF e mexY) e perda de porina (oprD) foram pesquisados por PCR.
Foram analisados dados epidemiolégicos de todos os pacientes avaliados. No estudo de
2012, a polimixina B foi a Unica droga eficaz para todos os isolados. Os marcadores
genéticos foram observados apenas em isolados de Acinetobacter. O gendtipo mais
frequente observado foi blaoxazz+blaoxas:’ (45,5%), seguido por blaoxas: /blaoxa-143”
(41%). Os genes blapxa24 € blapxass ndo foram detectados. Uma elevada taxa de
mortalidade foi observada (> 70%) entre os pacientes. No estudo de 2013, idade
avancgada, predominio de individuos internados em UTI, uso de dispositivos médicos
invasivos, como cateter venoso, tratamento anterior com fluoroquinolonas ou 3-lactamicos
em combinagdo com um inibidor da B-lactamase e estadia prolongada no hospital foram
fatores predisponentes para infecgcdo por estes microrganismos. Colistina demonstrou
atividade, in vitro, contra todas as amostras bacterianas avaliadas. Tigeciclina foi também
efetiva para linhagens de A. baumannii. P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos nao
foi capaz de produzir hemolisinas. Essas linhagens foram menos tolerantes ao estresse
oxidativo e alguns biocidas, mas mostraram um aumento da capacidade de formacédo de
biofilme em relacdo aos isolados sensiveis. Os principais mecanismos de resisténcia
presentes em linhagens de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos foi sintese de
oxacilinases (OXA-23, OXA-51 e OXA-143), auséncia de oprD e presenca de bomba de
efluxo (AdeABC). Em P. aeruginosa foram encontrados genes para bombas de efluxo
(MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM), blaspm.1, além de auséncia de
oprD. Estes resultados confirmam a dificuldade de manejo terapéutico de pacientes com
infeccbes associadas a microrganismos multirresistentes, com impacto direto na
mortalidade e controle epidemiolégico dessas linhagens nos centros de saude.

Palavras chaves: resisténcia, Acinetobacter, Pseudomonas, carbapenémicos, porina,
efluxo, carbapenemases



ABSTRACT

The non-fermenting Gram-negative bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter baumannii are widespread in the environment and are increasingly
associated with severe nosocomial infections. Extensive and indiscriminate use of
antibiotics has contributed to an increased number of infections caused by A. baumannii
and P. aeruginosa that are resistant to a wide variety of antimicrobials, including B-lactams.
This study aimed to evaluate physiological and molecular characteristics of carbapenem
resistance in P. aeruginosa and A. baumannii. From studies with clinical samples from
patients admitted to a tertiary hospital, were isolated in 2012 A. baumannii (n=44) and P.
aeruginosa (n=28) resistant to carbapenems and in 2013, P. aeruginosa (n=19) and A.
baumannii (n=44) with similar phenotype. The bacterial samples recovered in 2012 were
submitted to antibiotic susceptibility testing. Genetic markers related to B-lactamases
synthesis blaOXA.23, bIaOXA.24, bIaOXA.51, bIaOXA-58 and b|ao)(A-143 were screened by PCR.
From strains recovered in the 2013 study, physiological tests were performed to evaluate
hemolytic activity, oxidative stress, biocides tolerance and biofilm formation, besides
determination of antimicrobial resistance patterns. Genetic markers related to B-lactamases
synthesis (ampC, b|aKpc, b|as||\/|, b|a|Mp‘ b|asp|\/|-1, bIaV|M, bIaGW., bIaOXA and b|aNDM.1), efflux
systems (adeB, mexB, mexD, mexF and mexY) and loss of porin (oprD) were screened by
PCR. Epidemiological data about all of these patients were analyzed. In the 2012 study,
polymyxin B was the only effective drug for all isolates. Genetic markers were observed
only in Acinetobacter isolates. The most frequent genotype observed was blagxa.23 /blaoxa.
51+ (45,5%), followed by b|ao)(A_51+/b|ao)(A_143+ (41%) The genes b|ao)(A_24 and b|ao)(A_58 were
not detected. High mortality rate (> 70%) between the pacients was observed. In a
prospective study, advanced age, predominance of individuals hospitalized in ICU, use of
invasive medical devices, such as venous catheter, previous treatment with
fluoroquinolones or B-lactams in combination with B-lactamase inhibitor and prolonged stay
in hospital were predisposing factors for infection by these microorganisms. Colistin has
shown activity, in vitro, against all assessed bacterial samples. Tigecycline was also
effective for strains of A. baumannii. Carbapenem-resistant P. aeruginosa was not able to
produce hemolysin. These strains were less tolerant to oxidative stress and some biocides,
but they showed increased ability of biofilm formation in relation to susceptible isolates.
The major mechanisms of carbapenems resistance present in A. baumannii strains was
oxacilinases synthesis (OXA-23, OXA-51 and OXA-143), oprD absence and efflux pump
presence (AdeABC). In P. aeruginosa was found genes encoding efflux pumps (MexAB-
OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-OprM) and blaspu-1; besides oprD absence.
These results confirm the difficulty of therapeutic management of patients with infections
associated with multidrug resistant microorganisms, with direct impact on mortality and
epidemiological control of multidrug-resistant strains in health centers.

Key words: resistance, Acinetobacter, Pseudomonas, carbapenems, porine, efflux,
carbapenemases
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1 INTRODUCAO

Um dos principais problemas de saude publica, na atualidade, € a escassez de
alternativas terapéuticas para tratamento de infeccdes nosocomiais causadas por
bactérias multirresistentes. Isto se deve, principalmente, a pouco empenho e
investimento no desenvolvimento e sintese de novos farmacos e a alta capacidade
adaptativa das bactérias diante da pressdo seletiva exercida por diversos
antibidticos.

Pesquisas recentes destacam o importante papel das bactérias Gram negativas
nao fermentadoras de glicose no panorama da resisténcia multipla. Dentre essas
bactérias, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii sdo aquelas de
maior relevancia clinica, pois sdo frequentemente isoladas em laborat6rios de
microbiologia clinica e responsaveis por elevados indices de mortalidade.

Os  B-lactamicos  (penicilinas, cefalosporinas, = carbapenémicos e
monobactamico) séo inibidores ativos da sintese da parede celular e, mesmo
associados ou ndo aos inibidores de B-lactamases (acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam), constituem a principal classe de antimicrobianos utilizada na prética
médica.

Os carbapenémicos sédo drogas de escolha para o tratamento de infeccdes
hospitalares graves motivadas por bactérias multirresistentes e o0s principais
mecanismos expressos por linhagens de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii, incluem a produgdo de [-lactamases, alteracBes nas proteinas de
membrana externa (porinas) e bombas de efluxo. Os mais relevantes, no entanto,
sdo decorrentes da producdo de B-lactamases adquiridas, incluindo serina-3-
lactamases, como KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase) as MBL (metalo-
beta-lactamases) (NDM — New Delhi metalo-beta-lactamase, IMP - imipenemase,
VIM — Verona imipenemase, GIM — German imipenemase, SIM - Seoul
imipenemase e SPM — Sao Paulo metalo-beta-lactamase) e as OXA'’s (oxacilinases).

Outra caracteristica importante observada em linhagens de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii, que as fazem, provavelmente, ser
consideradas como patégenos nosocomiais de sucesso € a versatilidade metabdlica
gue os tornam aptos para sobreviver por longos periodos de tempo em superficies

bidticas e abidticas, tolerando a desseccdo e outras condicbes hostis; e a
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capacidade de expressar inumeros fatores de viruléncia importantes para
estabelecer uma infeccéo. A habilidade de formacé&o de biofilme € um dos fatores de
viruléncia mais importantes no contexto da resisténcia aos antimicrobianos e
desinfetantes, principalmente no ambiente hospitalar.

Assim, o conhecimento da epidemiologia, da dinamica de disseminacédo e
circulacdo dos marcadores genéticos de resisténcia a drogas, associado a
informacbes sobre expressdo de fatores de viruléncia, constituem um dado de
relevancia clinica, pois possibilita a instauragdo de uma terapia antimicrobiana mais
adequada, bem como a adocdo de medidas eficazes que visem a prevencao e
desaceleracao da perda gradativa desses farmacos do nosso arsenal terapéutico.

Assim, dando sequéncia a linha de pesquisa “Epidemiologia da resisténcia e
resposta bacteriana aos antimicrobianos”, do Laboratério de Fisiologia e Genética
Molecular Bacteriana, com este trabalho, pretende-se avaliar o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos, investigar a expressao de fatores de viruléncia,
bem como determinar os mecanismos genéticos de resisténcia aos carbapenémicos
em linhagens de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii isoladas de
espécimes clinicos de pacientes internados num hospital terciario, em Juiz de Fora,
MG. As informagbes geradas poderdo contribuir para a construcdo de bancos de

dados para vigilancia epidemioldgica a cerca da resisténcia bacteriana a drogas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 INFECCAO HOSPITALAR

Infeccdo hospitalar (IH) € considerada, conforme Portaria 2.616, de 12 de
maio de 1998, do Ministério da Saude, véalida até o momento, como toda infec¢éo
gue se desenvolve apdés a internacdo ou € produzida por microrganismos adquiridos
durante a hospitalizacdo do paciente ou quando da realizagdo de procedimentos
invasivos neste tipo de instituicdo, sendo excluidas as infec¢des que ja estavam
presentes ou em periodo de incubacdo antes da admissdo. Tais infec¢cdes podem
ser de origem enddgena, quando sdo causadas pela microbiota do paciente, ou
exdgena “quando resultam da transmissdo a partir de fontes externas ao paciente”
(GARNER et al., 1988; BRASIL, 1998; BRACHMAN, 1998; FERNANDES, 2000).

O termo IH vem sendo substituido nos ultimos anos pela expresséo
“Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saude” (IRAS), no qual a prevencgéo e o
controle das infec¢cbes passam a ser considerados para todos os locais onde se
presta o cuidado e a assisténcia a saude. Sendo assim, o hospital ndo é o unico
local onde se pode adquirir uma infeccao, podendo existir o risco em procedimentos
ambulatoriais, servicos de hemodialise, casas de repouso para idosos, instituices
para doentes crbnicos, assisténcia domiciliar (“home care”) e clinicas odontoldgicas.
No entanto, para estudos restritos ao ambiente hospitalar, o termo IH é ainda aceito
(MEDEIROS, WEY e SILVA, 2005).

A IH é reconhecida mundialmente como um importante problema de saude
publica, devido a sua relacdo com o aumento da mortalidade, incapacidade fisica
temporaria ou permanente, 0 que ocasiona grandes custos diretos e indiretos. Esta
também relacionada com o grau de desenvolvimento dos hospitais e de seus
equipamentos, uso indiscriminado de antimicrobianos, causando impacto humano,
econdmico e social (SANTOS, 2004; KLEVENS et al., 2007; DING et al., 2009).

A incidéncia de IH difere de um pais para outro, assim como de uma
instituicdo para outra, e depende de fatores como o publico alvo de atendimento,
porte dos hospitais, especialidades médicas disponiveis, condi¢cdes de higiene e
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eficacia de programas de controle de IH implementados (FOGLIA, FRASER e
ELWARD, 2007; JERASSY et al., 2006; ROSENTHAL et al., 2010).

Estima-se que em paises desenvolvidos, ocorram IH em cerca de 2 a
18% dos pacientes internados, podendo chegar até cerca de 21 a 54%, quando
consideram-se os pacientes internados em UTI (MACHADO, 2001). Outros estudos
relataram taxas de 5 a 10% em pacientes adultos, enquanto em alas pediatricas, as
taxas sao de aproximadamente 15% (MIREYA et al., 2007; PITTET et al., 2008).

No Brasil, dados sobre IH ainda sao subnotificados, gerando dificuldade na
obtencao de taxas reais de infeccdo (NOGUEIRA et al., 2009). Desta forma, estima-
se que a incidéncia nacional de IH atinja uma taxa superior a 720.000 casos por ano
e, que destes, 20% dos pacientes (144.000) evolua para 6bito (MARTINS et al.,
2008; SOUSA et al., 2009; OLIVEIRA & BETTCHER, 2010).

Pneumonia € a mais comum e mais grave infeccdo adquirida em ambiente
hospitalar, embora outras manifesta¢des clinicas também ja tenham sido relatadas,
como infeccdes de trato urinario, sepse, infec¢des de sitios cirargicos, dentre outras
(DIJKSHOORN et al., 2007; OLIVEIRA, KOVNER e SILVA, 2010).

Existem pacientes que apresentam condicbes que predispdem ao
desenvolvimento da IH, quando comparados aos demais. Dentre estas, estao
aguelas inerentes ao préprio individuo (idade prematura ou avancada, doenca de
base - diabetes, insuficiéncia renal, cancer, disturbios cardiacos - imunossupressao);
estadia prolongada em hospital, procedimento médico invasivo (cateter venoso,
sonda urinaria, traqueostomia) e terapia prévia com antimicrobianos (SIROY et al.,
2005; FOGLIA, FRASER e ELWARD, 2007; SLAMA, 2008; CEZARIO et al., 2009;
PARKINS et al., 2010; WIBBENMEYER et al., 2010).

Embora fungos, virus e parasitas sejam reconhecidos como agentes de IH, as
bactérias sdo os principais responsaveis por infec¢cdes adquiridas neste ambiente
(SANTOS, 2004). Um dos grandes problemas, no meio hospitalar, é a emergéncia
de bactérias com perfil de resisténcia a multiplos antimicrobianos, pois resulta em
gastos financeiros, indices de mortalidade e tempo de hospitalizacdo ainda mais
elevados que quando comparados a infec¢bes causadas por bactérias da mesma
espécie que ndo apresentam essa caracteristica (FOGLIA, FRASER e ELWARD,
2007).

A escassez de alternativas terapéuticas para combater infeccdes nosocomiais

severas causadas por bactérias multirresistentes € motivada pelo pouco
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investimento, por parte das industrias farmacéuticas, para o desenvolvimento de
novos farmacos antimicrobianos e pela alta versatilidade adaptiva das bactérias de
relevancia clinica, perante a pressdo seletiva exercida por diversos antibidticos
(LIVERMORE e WOODFORD, 2006; KRESSER, BELSEY e ROVINI, 2007).

Trabalhos apontam Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii
como espécies bacterianas frequentemente envolvidas em casos de surtos de IH,
exibindo resisténcia, tanto intrinseca quanto adquirida, a varias classes de
antibiéticos (DIJKSHOORN et al.,, 2007; SLAMA, 2008; OLIVEIRA, KOVNER e
SILVA, 2010; CHOLLEY et al., 2011; GALES, et al., 2012).

2.2 ANTIMICROBIANOS R-LACTAMICOS

Os antimicrobianos sdo substancias com baixo peso molecular capazes
de provocar alteragbes que promovem a morte (bactericida) ou inibicdo do
crescimento e da reproducdo bacteriana (bacteriostatico). Sdo véarios os seus
mecanismos de agdo: inibicdo da sintese da parede celular, alteracdo da
permeabilidade da membrana citoplasmatica, além de interferéncia na replicacao do
DNA e na sintese protéica (MURRAY et al., 2004; RANG et al., 2004).

Os B-lactamicos representam a classe de antimicrobianos mais variada e
mais amplamente utilizada na rotina médica (BERTONCHELI e HORNER, 2008).
Sua ampla utilizacdo deve-se principalmente ao fato de possuirem alta toxicidade
seletiva, boa acdo antimicrobiana e atividade modulada de acordo com as
caracteristicas moleculares do anel B-lactamico. Atuam como inibidores da sintese
da parede celular bacteriana, estrutura vital para estes microrganismos e inexistente
nas células humanas, o que a torna o foco de atencdo para o desenvolvimento de
novas drogas (SAMAHA-KFOURY e ARAJ, 2003).
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Figura 1: Estrutura quimica dos principais B-lactamicos. Fonte: Samaha-Kfoury & Araj (2003)
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De acordo com sua estrutura molecular, os compostos B-lactamicos sdo
divididos em 4 grupos: penicilinas, cefalosporinas, monobactamico e
carbapenémicos (Figura 1 e Quadro 1). A base da estrutura molecular destas
substancias € um anel B-lactamico, que € essencial para 0 mecanismo de acéo
dessas drogas na parede celular bacteriana (Figura 1) (LIVERMORE e WILLIAMS,
1996). Tal anel também é o alvo de atuagao das enzimas (B-lactamases) envolvidas
na resisténcia bacteriana a estes compostos. A estrutura quimica destes farmacos
vem sendo frequentemente manipulada, para se obter maior atividade e mais

aplicacoes terapéuticas (SAMAHA-KFOURY e ARAJ, 2003).
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Quadro 1. Drogas B-lactdmicas em uso na terapia antimicrobiana. Fonte: Samaha-Kfoury & Araj
(2003); CLSI (2015)

Penicilina G, penicilina V

Penicilinas resistentes a penicilinase: meticilina, nafcilina, oxacilina, cloxacilina

Penicilinas Aminopenicilinas: ampicilina, amoxicilina

Carboxipenicilinas: carbenicilina, ticarcilina

Ureidopenicilinas: mezlocilina, piperacilina

12 Geracdo: cefazolina, cefalotina, cefalexina

22 Geracdao: cefuroxima, cefaclor, cefamandol, cefamicinas (cefotetan,

cefoxitina)

Cefalosporinas : : : —
32 Geracao: cefotaxima, ceftriaxona, cefpodoxima, ceftizoxima, cefoperazona,

ceftazidima

42 Geracao: cefepime, cefpirome

Monobactamico | Aztreonam

Carbapenémicos | Imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem

As penicilinas constituem um dos grupos mais importantes entre o0s
antibidticos B-lactamicos. A primeira penicilina foi descoberta por Alexander Fleming
em 1928 e, uma década mais tarde, através de pesquisas conduzidas por Florey,
Chain e Abraham, tornaram-se agentes terapéuticos sistémicos (BRUNTON, LAZO e
PARKER, 2006). As penicilinas mais antigas, como a benzilpenicilina, sdo obtidas de
culturas de Penicillium chrysogenum, enquanto as mais recentes sdo semi-
sintéticas, obtidas por incorporacdo de grupamentos quimicos ao anel B-lactamico
(RANG, DALE e RITTER, 2001). A penicilina G e a penicilina V sdo, de modo geral,
bastante ativas contra cocos Gram-positivos, apesar de demonstrarem-se ineficazes
contra algumas linhagens de Staphylococcus aureus, sendo rapidamente
hidrolisadas por penicilinases. Em contrapartida, penicilinas resistentes a
penicilinases, como meticilina, oxacilina e cloxacilina sao consideradas alternativas
de escolha para o tratamento de infec¢bes por Staphylococcus aureus produtores de
penicilinases. Penicilinas como ampicilina e amoxicilina constituem um grupo de
drogas com acdo melhorada sobre bactérias Gram-negativas, como Haemophilus
influenzae e representantes da familia Enterobacteriaceae, tais como Escherichia
coli e Proteus mirabilis (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2006).

As cefalosporinas sdo agentes antimicrobianos semi-sintéticos derivados do
fungo Cephalosporium acremonium (ROCHA et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2009).
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Do ponto de vista clinico, € comum agrupar esses compostos em quatro geragoes,
de acordo com algumas caracteristicas estruturais e microbiolégicas afins (MELLA et
al., 2001). As cefalosporinas de primeira geracdo, como cefalexina, cefalotina e
cefazolina apresentam boa atividade sobre cocos Gram-positivos, como S. aureus
sensivel a meticilina, Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumoniae. No
entanto, carecem de atividade sobre Enterococcus spp. Sua atividade sobre bacilos
Gram-negativos € limitada a linhagens de E. coli, Klebsiella spp e P. mirabilis ndo
produtores de [B-lactamases (MELLA et al., 2001). As cefalosporinas de segunda
geracdo, como cefuroxima e cefoxitina, exibem uma atividade ligeiramente
aumentada contra microrganismos Gram negativos, mas muito menos ativas do que
0s agentes de terceira geracdo (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2006). Apresentam
como caracteristica marcante a sua atividade sobre H. influenzae, Moraxella
catarrhalis, Neisseria meningitidis e Neisseria gonorrhoea. Apresentam também
maior atividade sobre enterobactérias resistentes a cefalotina, como linhagens
de Enterobacter, Serratia, Citrobacter, Providencia e Proteus, quando comparada as
de primeira geracdo. A terceira geracao inclui cefalosporinas de amplo espectro de
acao, como ceftriaxona, ceftazidima e cefotaxima. Apesar de normalmente serem
menos ativas do que as de primeira geragdo contra cocos Gram positivos, exibem
atividade muito maior contra as enterobactérias, incluindo linhagens produtoras de [3-
lactamases classicas (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2006). As cefalosporinas de
guarta geragcao, como cefepime, possuem um maior espectro de acdo quando
comparadas as de terceira geracgao.

O monobactamico, aztreonam, € usado principalmente como uma alternativa
aos aminoglicosideos para o tratamento de infec¢des por bactérias Gram negativas,
em especial as enterobactérias, como E. coli e Klebsiella spp, e P. aeruginosa. Séo
comumente utilizados em infec¢des urinérias, cutaneas, respiratérias, especialmente
aguelas nosocomiais, intra-abdominais, ginecoldgicas e septicemia (HELLINGER e
BREWER, 1999; GALES et al., 2012).

Os carbapenémicos, como imipenem e mais recentemente doripenem, foram
instituidos como alternativas terapéuticas para combater infeccdes nosocomiais
graves, provocadas, principalmente por bactérias Gram negativas multirresistentes,
como aquelas produtoras de ESBL (beta-lactamase de espectro estendido). A
presenga do anel B-lactamico da a estas substancias a propriedade de agir com

elevada poténcia contra cocos e bacilos Gram positivos e Gram negativos, aerébios


http://mayoclinproc.highwire.org/search?author1=W+C+Hellinger&sortspec=date&submit=Submit

24

e anaerobios (BRUNTON, LAZO e PARKER, 2006; OLIVEIRA et al., 2009). No
entanto, apesar de boa atividade bactericida, sua utilizac&o clinica deve ser restrita,
uma vez que o0s carbapenémicos podem induzir a resisténcia em bacilos Gram
negativos, reduzindo drasticamente as opc¢des terapéuticas (OLIVEIRA et al., 2009).

Importantes compéndios oficiais (EUCAST/2013 e CLSI/2014) recomendam o
uso clinico de determinados antimicrobianos B-lactamicos, como cefalosporinas de
terceira e quarta geracdo (ceftazidima e cefepime, por exemplo), imipenem,
meropenem e piperacilina-tazobactam como opc¢des para tratamento de infeccbes
causadas por P. aeruginosa e A. baumannii. Ampicilina-sulbactam €& também

recomendado para A. baumannii.

2.3 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS R-LACTAMICOS

A medida que os diferentes agentes de presséo seletiva, como os saneantes
e as drogas antimicrobianas sao introduzidos no ambiente, os microrganismos
respondem, podendo se tornar resistentes a eles. Algumas espécies bacterianas sédo
consideradas naturalmente resistentes aos antimicrobianos (resisténcia intrinseca).
Outras, sob exposicao continuada a estes compostos, podem apresentar resisténcia
adquirida, decorrente do desenvolvimento de novos mecanismos de defesa. Estes
mecanismos adquiridos resultam em alteracdes na fisiologia celular e na estrutura
microbiana devido a alteragBes genéticas (WITTE, 2000; O'BRIEN, 2002).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e outros compostos pode se
apresentar sob diferentes fendmenos bioquimicos. Do ponto de vista genético, a
resisténcia pode ser mediada por genes cromossomicos (via mutagcdes ou alteracdes
na expressao génica), por genes situados em elementos extracromossomais, tais
como plasmideos ou, ainda, em elementos moéveis do proprio genoma, como 0S
transposons e os integrons (ODELSON et al., 1987; RANG et al., 2004; SERRANO,
2005). Desta forma, estas modalidades de resisténcia, tanto a mutacdo
(cromossdmica) quanto a transferivel (via elementos extracromossomais/mdéveis)
podem estar presentes na mesma bactéria.

Os principais mecanismos bacterianos de resisténcia aos farmacos [-
lactamicos descritos na literatura séo: (i) alteracdo do sitio ativo da droga na

bactéria: os B-lactdmicos sdo capazes de se ligar a PBP’s (Proteinas ligadoras de
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penicilinas) que sdo alvos ativos especificos na bactéria. Se esse sitio (PBP’s) for
alterado, o quimioterapico ndo pode efetivar a ligacéo e torna-se ineficiente contra o
microrganismo; (ii) alteragdo da permeabilidade da membrana: a alteracdo na
expressao dos canais de porina modifica a penetragcdo e consequentemente a agéo
de diferentes antibiéticos; (iii) efluxo ativo de antibiéticos: propriedade de expulsar
ativamente os antibioticos para fora da célula, contribuindo para uma concentracao
inadequada da droga e, consequentemente, acdo néo efetiva (bomba de fluxo); (iv)
producdo de enzimas capazes de inativar a droga, tais como as B-lactamases, que
sdo enzimas capazes de catalisar a hidrolise de amidos, amidinas e outras ligacfes
C-N, separando a base do substrato (Quadro 2) (PEREZ et al.; 2007; PFEIFER,
CULLIK e WITTE, 2010).

Quadro 2. Classes de B-lactamases com atividade hidrolitica frente aos carbapenémicos. Fonte:
Ambler et al., 1991

Classe Principais enzimas carbapenemases
A KPC
B (MBL) IMP, VIM, SIM, SPM, NDM, GIM
D (OXA) OXA-23, OXA-24, OXA-51, OXA-58, OXA-143

Outras enzimas como ESBL (tipo CTX-m, SHV e TEM) e ampC (classe C de
Ambler), de origem cromossdmica e/ou plasmidial, apresentam atividade hidrolitica
restrita as penicilinas, cefalosporinas e monobactamico, sem atuacédo frente aos
carbapenémicos (AMBLER et al., 1991).

O uso extensivo de antimicrobianos B-lactamicos cada vez mais frequente
tem ocasionado pressdo seletiva, evidenciando, deste modo, as bactérias multi-
resistentes. Tal fenbmeno possui impacto direto na escolha da terapia
antimicrobiana mais adequada, contribuindo para o insucesso terapéutico e por

vezes, a morte do paciente acometido por este tipo de infeccéo.

2.4 Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii € uma bactéria pertencente a familia Moraxellaceae

(GIAMARELLOU et al.,, 2008), com caracteristica morfo-tintorial compativel com
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cocobacilo Gram negativo. Apresenta colbnias com caracteristicas semelhantes as
de Enterobacteriaceae, pois em agar sangue forma colénia branco-acinzentada e
em agar MacConkey colonia levemente rosada, cremosa ou mucéide (PELEG et al.,
2008).

E uma bactéria ubiqua, aerébia estrita, catalase positiva, oxidase negativa,
nao fastidiosa, ndo fermentadora de glicose, que pode ser facilmente recuperada de
diversas fontes, como solo, agua, produtos alimentares e artigos medicos
(TOMARAS et al., 2003; PELEG et al., 2008).

O género Acinetobacter compreende 23 espécies nomeadas e 11 espécies
com denominacgdes provisorias (NEMEC et al., 2010). A espécie A. baumannii é o
representante mais importante, sendo considerado o patégeno mais relevante para
as instituicbes de saude (PELEG et al., 2008). Causa uma variedade de IH
oportunistas, incluindo infeccbes de trato urindrio e respiratorio, circulagédo
sanguinea, pele, tecidos moles e pneumonia associada a ventilacdo mecanica,
especialmente em individuos internados em unidade de tratamento intensivo
(GORDON & WAREHAM, 2010).

Acinetobacter baumannii possui requisitos nutricionais simples, sendo capaz
de adaptar-se a amplas faixas de temperatura e pH, diferentes niveis de salinidade e
umidade (IACONO et al.,, 2008). Neste contexto, varios estudos evidenciam
Acinetobacter baumannii sobrevivendo em superficies de equipamentos de
aspiracdo, colchdes, travesseiros, umidificadores, grades de cama, dentre outros
sitios hospitalares (PATERSON, 2006; TORRES et al., 2010).

A identificacdo de espécies bacterianas pertencentes ao género
Acinetobacter baseada apenas em esquemas compostos por provas fenotipicas é
geralmente insuficiente. A utilizacdo de técnicas e métodos de biologia molecular
para a correta caracterizacdo das espécies deste género € recomendada.
(DIJKSHOORN et al., 2007). A identificacdo da espécie A. baumannii pode ser
realizada pela deteccdo da presenca do gene blaOXA-51. Este marcador ocorre
naturalmente no cromossomo desta espécie, sendo caracterizado como um gene
intrinseco (TURTON et al., 2006).

Relatos da presenca de microrganismos de relevancia epidemioldgica, por
longos periodos, em superficies secas, e particularmente naquelas que podem ser
tocadas com as maos de profissionais de saude, enfatizam o potencial do ambiente

como possivel reservatério de infeccdes (OBASI et al.,, 2009; GORDON e
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WAREHAM, 2010). Essa bactéria pode também ser encontrada colonizando a pele
de pessoas sadias (SCHRECKENBERGER et al., 2007).

Infeccbes nosocomiais causadas por A. baumannii sdo dificeis de tratar,
devido a resisténcia intrinseca apresentada frente a drogas antimicrobianas e
desinfetantes, como triclosan e clorexidina (WISPLINGHOFF et al., 2007). O
microrganismo possui habilidade de aderir e formar biofilmes em superficies bidticas
ou abidticas, como marca-passo, catéter intravenoso e urinario, valvulas cardiacas,
reservatérios de agua, dentre outros instrumentos (TOMARAS et al., 2003; HALL-
STOODLEY et al., 2004). Outros importantes fatores de viruléncia encontrados em
linhagens desta espécie sdo: habilidade em captar o ferro do meio ambiente,
sobrevivendo em condi¢cdes deficitarias deste elemento, producdo de capsula
polissacaridica e de estruturas relacionadas a aderéncia, como as fimbrias
(WROBLEWSKA et al., 2008; SMANI et al., 2012).

Outra caracteristica marcante € a capacidade surpreendente de adquirir
marcadores genéticos de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos:
tetraciclinas, fluoroquinolonas, aminoglicosideos, maioria dos B-lactamicos, incluindo
carbapenémicos (DIJKSHOORN et al., 2007; PELEG et al., 2008; SHAHCHERAGHI
et al., 2011).

Carbapenémicos sdo consideradas drogas de escolha para tratamento de
infeccdes motivadas por bactérias Gram negativas multirresistentes. Entretanto, a
resisténcia de A. baumannii a estas drogas tem aumentado em todo o mundo nas
ultimas décadas (CORREA et al.,, 2012; OPAZO et al.,, 2012; MEDEIROS &
LINCOPAN, 2013). Surtos hospitalares envolvendo A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos apresentam grande impacto clinico e epidemiolégico, e tém sido
amplamente descritos na literatura (DIJKSHOORN et al., 2007; PELEG et al., 2008;
PEREZ et al., 2010).

Os principais mecanismos de resisténcia aos carbapenémicos descritos em
A. baumannii sdo: inativacdo enzimatica pela hidrélise do anel [B-lactamico,
alteracbes nas proteinas ligadoras de penicilina (PBP), alteracbes de
permeabilidade, principalmente perda de porina e atividade de bombas de efluxo,
gue promovem a diminui¢do da concentragdo do antimicrobiano no interior da célula
(PEREZ et al., 2007).

O sucesso das enzimas carbapenemases entre os isolados de A. baumannii

resistentes aos carbapenémicos é baseado no fato de que os genes codificadores



28

das mesmas estarem frequentemente associados a elementos genéticos moéveis
como plasmideos, integrons e transposons. Assim, estas estruturas atuam como
protagonistas na disseminacéo horizontal dessas enzimas entre diferentes linhagens
da mesma espécie ou de espécies distintas (PEREZ et al., 2007).

A. baumannii produz B-lactamases capazes de inativar penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos. Carbapenemases do tipo KPC, classe A de
Ambler, sdo codificadas por plasmideos e foram descritas inicialmente em isolados
de Klebsiella pneumoniae, dai a denominagéao “KPC”. Ha relatos de outras espécies
de enterobactérias produtoras de KPC, como Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa. No entanto, sdo raros os relatos de achados clinicos de A. baumannii
produtor de KPC (OLIVER, 2004). Entretanto, estudo recente detectou o gene blaxpc
nesta bactéria, obtido de espécimes clinicos distintos, de pacientes em hospitais de
Porto Rico (ROBLEDO et al., 2010). Este tipo de enzima confere resisténcia a todos
os B-lactamicos, mas raramente séo inibidas pelo acido clavulanico.

Outras enzimas ja foram descritas em A. baumannii, como VEB, SHV e CTX-
m. Porém, estas [-lactamases ndo sdo capazes de hidrolizar carbapenémicos
(PEREZ et al., 2007).

As MBL (classe B de Ambler) constituem carbapenemases de grande
importancia epidemioldgica, considerando seu carater emergente no que se refere a
resisténcia aos B-lactamicos. Os genes codificadores destas enzimas encontram-se
presentes em plasmideos ou integrons. Apresentam habilidade de hidrolizar todos os
B-lactamicos, com excecgdo do aztreonam e requerem 0 elemento zinco como co-
fator para exercer atividade, e por isso, sao inibidas por compostos quelantes de
cations bivalentes, como EDTA (OLIVER, 2004).

Atualmente séo reconhecidas seis classes de MBL de interesse clinico: IMP,
VIM, SPM, GIM, SIM e NDM. A primeira MBL a ser caracterizada foi IMP-1, em
Pseudomonas aeruginosa, no Japado em 1988. Atualmente estas enzimas tém sido
descritas ndo somente em Pseudomonas aeruginosa, mas também em outras
espécies da familia Enterobacteriaceae e A. baumannii (WALSH, 2005; FALLAH et
al., 2011).

Ha relatos de variantes de MBL em A. baumannii em diversas areas
geograficas, como IMP-1 na Itélia, Brasil, Japao, Ird e Coréia do Sul; IMP-2 na Italia
e no Japao; IMP-4 em Hong Kong; IMP-5 em Portugal; IMP-6 no Brasil e IMP-11 no
Japao (POIREL e NORDMAN, 2006; TOGNIM et al., 2006; PEYMANI et al., 2011).
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VIM-2 no Ird e na Coréia e SIM-1 na Coréia (LEE et al., 2005; PEYMANI et al.,
2011).

Embora pouco frequente, A. baumannii produtor de NDM tem sido isolado de
alguns paises como Alemanha, China e Egito (CHEN et al., 2011; KAASE et al.,
2011; PFEIFER et al., 2011). No Brasil, os achados de NDM foram restritos a
enterobactérias, como Enterobacter cloace, Morganella morgannii e Providencia
retgeri (CARVALHO-ASSEF et al., 2013; ROZALES et al., 2014).

As cefalosporinases do tipo AmpC (classe C de Ambler) de origem
cromossomal estdo presentes em A. baumannii, o que lhes confere resisténcia a
penicilinas, cefalosporinas de reduzido e amplo expectro, com excec¢ao de cefepime
e carbapenémicos, que permanecem sensiveis (PEREZ et al., 2007).

Carbapenemases do tipo oxacilinases (classe D de Ambler) hidrolisam
oxacilina mais eficientemente que benzilpenicilina, além das outras penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos. A atividade das oxacilinases frente aos
carbapenémicos € menos efetiva que as MBL (POIREL e NORDMAN, 2006).
Embora identificados primeiramente em plasmideos, tem sido demonstrado que
muitas espécies de bactérias Gram negativas possuem naturalmente em seus
genomas genes que codificam estas oxacilinases (POIREL et al., 2010).

Mais de 250 tipos de oxacilinases ja foram descritos, 0s quais apresentam
grande variedade nas propriedades bioquimicas e no expectro de acdo. Enquanto
algumas oxacilinases sao capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de
primeira e segunda geragao, outras sao capazes de hidrolisar cefalosporinas de
terceira a quarta geracdo e outras apresentam atividade hidrolitica frente aos
carbapenémicos (PICAO et al., 2009).

Avaliando a identidade entre as sequencias de aminoacidos das variantes de
OXA'’s é possivel caracterizar cinco subgrupos ja descritos em A. baumannii: OXA-
23-like (OXA-23, OXA-27, OXA-49 e OXA-73), OXA-24-like (OXA-24, OXA-25, OXA-
26, OXA-40 e OXA-72), OXA-51-like (OXA-51, OXA-65, OXA-69, OXA-68), OXA-58-
like (OXA-58, OXA-96 e OXA-97) e OXA-143-like (PELEG et al., 2008; HIGGINS et
al., 2009; POIREL et al., 2010).

Todos estes grupos estdo relacionados com resisténcia adquirida aos
carbapenémicos, com excecdo de OXA-51-like, que é composto por enzimas
intrinsecas em A. baumannii, e essa condicdo é muito empregada para

caracterizacdo taxondmica desta espécie. Enzimas OXA-51-like apresentam



30

importancia na resisténcia aos carbapenémicos quando possuem o elemento de
insercdo IsAbal junto ao gene codificador desta enzima, ocorrendo a
hiperexepressao e contribuindo assim para o fenotipo de menor susceptibilidade a
este tipo de antimicrobiano (TURTON et al., 2006; CHAULAGAIN et al., 2012).

OXA-23 foi descrito pela primeira vez na Escécia em 1985. Desde a ultima
década, essa enzima tem sido detectada em varios paises, como Tunisia, Bulgaria,
Turquia, Italia, Portugal e Brasil (MANSOUR et al., 2008; STOEVA et al., 2008;
ANSALDI et al., 2011; GARLANREZEC et al., 2011; CHAGAS et al., 2014)

No Brasil, a resisténcia aos carbapenémicos em isolados clinicos de A.
baumannii mediada por enzimas do tipo OXA é a mais prevalente (CHAGAS et al.,
2014). A. baumannii produtor de OXA-23 é o mais frequente, tendo sido relatado em
diversos estados, como Sao Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Santa Catarina
(CARVALHO et al., 2009; SCHIMITH-BIER et al., 2010; MEDEIROS e LINCOPAN,
2013).

Embora a sintese de enzimas seja o mecanismo molecular de resisténcia
aos carbapenémicos mais comum em espécies de Acinetobacter, outros
mecanismos também podem estar associados (PEREZ et al., 2007; CARVALHO et
al., 2009; SCHIMITH-BIER et al., 2010; MEDEIROS e LINCOPAN, 2013).

Assim, compreender a contribuicdo dos canais de porinas para a resisténcia
aos carbapenémicos em A. baumannii permanece um desafio. Estudos apontam a
presenca de isolados com reduzida expressao de proteinas de membrana com 37,
44 e 47 kDa e aumento da expressao de cefalosporinases de classe C contribuindo
para o fendétipo de resisténcia aos carbapenémicos (PEREZ et al., 2007).

Bombas ou sistemas de efluxo representam um fendmeno Uunico de
resisténcia simultanea a varias classes diferentes de antimicrobianos. Essas bombas
medeiam a expulsdo de componentes téxicos para a célula bacteriana, incluindo
antimicrobianos. Distintas familias de bombas de efluxo presentes em véarias
espécies bacterianas tém sido identificadas. Considerando A. baumannii, a principal
bomba de efluxo € AdeABC, que confere resisténcia aos aminoglicosideos,
tetraciclinas, eritromicina, cloranfenicol, beta-lactamicos, fluoroquinolonas,
trimetropim e brometo de etidio. A hiperexepressdo de AdeABC também pode
conferir alto nivel de resisténcia aos carbapenémicos, em especial se em conjunto
com a producdo de oxacilinases (VILA, MARTI e CESPDES, 2007; PEREZ et al.,
2007).
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A resisténcia de A. baumannii aos carbapenémicos é também explicada pela
reduzida expressao de PBP-2, como foi descrito em pesquisa realizada na Espanha.
Estas amostras apresentaram perda de PBP-2 e producdo de beta-lactamase,
ilustrando a interac@o entre varios mecanismos distintos de resisténcia contra uma
Unica classe de antimicrobiano (FERNANDEZ-CUENCA, 2003)

A deteccéo rapida e efetiva de isolados de A. baumannii multirresistente é
crucial para o estabelecimento da terapia antimicrobiana apropriada, além de
contribuir para prevenir a disseminacao destas linhagens nos hospitais.

Poucas sdo as opcdes terapéuticas para o tratamento de infeccbes
nosocomiais por A. baumannii resistente aos carbapenémicos. Polimixinas (B e
E/colistina) e tigeciclina tém sido as drogas de escolha (KARAH et al.,, 2012).
Entretanto, achados laboratoriais de resisténcia a estes antimicrobianos ja tém sido
relatados (PEREZ et al., 2010; MOHAMED e RAAFAT, 2011).

2.5 Pseudomonas aeruginosa

O género Pseudomonas € caracterizado por bacilos Gram negativos, retos
ou levemente curvos, aerobios estritos, moveis por meio de flagelos, ndo fermentam
a glicose e produzem pigmentos hidrossoluveis, capazes de se difundirem nos meios
de cultura (HILL, HENRY e SPEERT, 2007). Este género compreende um grande
namero de espécies, aproximadamente 213, sendo P. aeruginosa a principal de
interesse clinico e também um dos mais importantes patdogenos causadores de IH
(EUZEBY, 2014).

P. aeruginosa encontra-se amplamente distribuida na natureza e no
ambiente hospitalar. Apresenta necessidades nutricionais minimas, além de
tolerancia a condi¢cdes fisicas variadas (temperatura e pH), o que favorece sua
sobrevivéncia em superficies por periodos prolongados. Podem estar presentes em
alimentos (especialmente frutas e vegetais frescos) e colonizar a pele de seres
humanos saudaveis e outros sitios Umidos do corpo, incluindo orofaringe, mucosa
nasal, axilas e perineo (HOUANG et al., 2001; KARLOWSKY et al., 2003).

As caracteristicas fenotipicas empregadas para a identificacdo laboratorial
desta espécie bacteriana sdo baseadas em aspectos morfoldgicos da célula, tipo de

flagelo, utilizacdo de carbono como &cidos orgéanicos, polialcéois e aminoacidos,
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capacidade de crescimento em diferentes condicfes, resisténcia a alguns
antimicrobianos e producéo de enzimas extracelulares (PEIX, RAMIREZ-BAHENA,
VELAZQUEZ, 2009).

As infeccdes hospitalares causadas por P. aeruginosa geralmente envolvem
trato respiratdrio e urinario, feridas, pneumonia, cateteres e até mesmo sepse. Os
principais fatores predisponentes a estas infeccfes sdo: permanéncia prolongada
em unidades de terapia intensiva, procedimentos invasivos, uso extensivo de
antimicrobianos, em especial fluoroquinolonas, e existéncia de doencas de base
(PENA et al., 2009).

Inimeros fatores de viruléncia estdo presentes em linhagens de P.
aeruginosa, como fimbrias ou pilli, flagelos (altamente imunogénicos) (KIPNIS,
SAWA e WIENER-KRONISH, 2006), exopolissacarideo (EPS), importante da
patogénese dos quadros de fibrose cistica, habilidade de formacao de biofilmes em
superficies, contribuindo para cronicidade dos processos infecciosos (HENTZER et
al., 2001), além da sintese da fatores de viruléncia extracelulares, como elastases,
protease alcalina, fosfolipase C e hemolisinas (JAFFAR-BANDJER et al., 1995).

Os carbapenémicos tém sido antimicrobianos de escolha para o tratamento
de IH causadas por bacilos Gram negativos devido ao amplo de espectro de acéo e
a sua grande estabilidade frente a maioria das beta-lactamases. Entretanto, tem se
tornado frequente o relato de Pseudomonas aeruginosa com susceptibilidade
reduzida frente a estas drogas (NEVES et al., 2011; MIYAWAKI et al., 2012).

O aumento da frequéncia de IH por Pseudomonas aeruginosa resistente
aos carbapenémicos compromete muito a selecdo da adequada terapia a ser
instituida, favorecendo ao aumento significativo das taxas de morbidade e
mortalidade (NEVES et al., 2011). Geralmente, essas infeccbes sao de dificlil
tratamento, devido a resisténcia natural desta espécie a varios antimicrobianos, bem
como sua habilidade em adquirir mecanismos adicionais de resisténcia a diversas
classes de antimicrobianos e saneantes (BONOMO e TOLMASKY, 2007).

P. aeruginosa € intrinsicamente resistente a varios agentes antimicrobianos,
em virtude da baixa permeabilidade de membrana, expresséo constitutiva de varias
bombas de efluxo com substratos especificos e ocorrréncia natural de B-lactamases
do tipo AmpC cromossomal (LIVERMORE, 2001; MESAROS et al.,, 2007). O

espectro de resisténcia natural desta bactéria inclui penicilina G, aminopenicilinas e
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suas associagdes com inibidores de [-lactamases, além de cefalosporinas de
primeira e segunda geracdo (STRATEVA e YORDANOV, 2009; CLSI, 2014).

A perda de sensibilidade das linhagens de P. aeruginosa aos
carbapenémicos pode ser decorrente da perda de porinas (canais localizados na
membrana externa que permitem a difusdo passiva de solutos hidrossolaveis),
presenca de PBP com baixa afinidade por estas drogas, superexpressao de bombas
de efluxo e/ou hidrélise enzimatica (TOMAS et al., 2010; NEVES et al., 2011).

Em P. aeruginosa, diferentes porinas podem ser encontradas, cada qual com
sua funcdo, como OprC, OprD, OprE, OprF. A presenca de OprD, também
denominada porina D2, tem sido amplamente investigada, uma vez que a sua
auséncia ou mesmo a expressao reduzida do gene oprD, codificador desta porina,
tem contribuido enormemente para a resisténcia aos carbapenémicos (YOSHIHARA
et al.,, 1996; LIVERMORE, 2001). Fisiologicamente, a principal funcdo da porina
OprD é permitir a entrada de carbapenémicos, ainda que ndo de outros beta-
lactamicos (YOSHIHARA et al., 1996). No Brasil, trabalhos ressaltam a relevancia de
alteracbes na expressao de OprD no fendtipo de P. aeruginosa multirresistente
(TOMAS et al., 2010; XAVIER et al., 2010).

A maioria dos mecanismos de protecdo bacteriana contra o ingresso
indesejado de moléculas prejudiciais a célula é governada por um mecanismo de
transporte ativo para o exterior da ceélula, por meio de um sistema denominado
bomba de efluxo. A principal funcdo das bombas de efluxo presentes em P.
aeruginosa é exportar substancias téxicas ou metabdlitos secundarios, assim como
a excrecdo de moléculas sinalizadoras que governam a comunicagéo celular. Os
antimicrobianos estao entre estes compostos e a extrusao dos mesmos compromete
de forma significativa a eficacia terapéutica (PEARSON et al., 1999; NEVES et al.,
2011).

Entre as bombas de efluxo caracterizadas em P. aeruginosa, a expressao de
guatro sistemas (MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e MexXY-OprM) foi
relatada entre isolados clinicos e relacionados com o fenétipo de resisténcia multipla
a drogas (QUALE et al.,, 2006; CABOT et al., 2011). Cada bomba de efluxo tem
afinidade por um substrato antimicrobiano e as fluoroquinolonas sao substratos
universais para todas as bombas do tipo Mex (LLANES et al., 2011).

As bombas de efluxo sdo codificadas por elementos genéticos localizados

em cromossomos e também em plasmideos, o que facilita a propagacédo destes



34

genes, contribuindo para resisténcia adquirida e intrinseca, respectivamente,
permitindo a esta espécie de bactéria persistir em ambientes hostis, inclusive na
presenca de antimicrobianos e saneantes (POOLE, 2005).

Responsaveis pelos elevados indices de resisténcia aos carbapenémicos no
Brasil (aproximadamente 41,3%) as MBL’s tém sido alvo de estudo em todo o
mundo (MENDES et al., 2005; SCHEFFER et al., 2010). Com exce¢ao do
aztreonam, essas enzimas degradam todos os [-lactamicos, incluindo as
associacbes com inibidores de beta-lactamase, como tazobactam, clavulanato e
sulbactam (NEVES et al., 2011).

Em isolados de P. aeruginosa produtores de MBL no Brasil, tem sido
relatada a presenca de IMP e VIM. Porém, o principal problema se concentra em
linhagens produtoras de SPM-1, que parecem ser endémicas e responsaveis por
altos niveis de mortalidade (GALES et al., 2003; GASPARETO et al., 2007; XAVIER
et al., 2010).

Embora constitua um achado raro no Brasil, ha relatos de GIM e NDM-1 em
isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa em outros paises (CASTANHEIRA et
al., 2004; JOVCIC et al., 2011).

Mesmo sendo de ocorréncia incomum, oxacilinases com atividade hidrolitica
frente aos carbapenémicos em isolados clinicos de P. aeruginosa, como OXA-23,
OXA-40, OXA-48 e OXA-58 (MARTINEZ, POIREL e NORDMAN, 2009), a presenca
de variantes deste grupo com espectro de acdo reduzido (ndo atuam sobre
imipenem ou meropenem), como as de grupo | (OXA-5, OXA-7, OXA-10, OXA-13 e
suas derivadas), Il (OXA-2, OXA-3, OXA-15 e OXA-20), Ill (OXA-1, OXA-4, OXA-30
e OXA-31), IV (OXA-9) e V (LCR-1) tem sido reportada com frequéncia (SOROUR,
WALI e EL-HODAKY, 2008).

Mesmo sem atividade hidrolitica frente aos carbapenémicos, ESBL (beta-
lactamase de espectro estendido), como CTX-m e GES, e AmpC cromossomal tém
sido encontradas em linhagens de P. aeruginosa exibindo fendtipo de
multirresisténcia, quando associadas a superexpressao de bombas de efluxo e/ou
perda de porinas (TOMAS et al., 2010; CABOT et al., 2011).

Achados clinicos de P. aeruginosa produtores de carbapenemase do tipo
KPC tem se tornado frequente em diversos paises como China, Coldmbia e Estados
Unidos (VILLEGAS et al., 2007; GE et al., 2011; POIREL et al., 2011). No Brasil, ha
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relatos de Pseudomonas putida e Pseudomonas aeruginosa produtoras de KPC-2
(ALMEIDA et al., 2012).

Polimixinas tém sido apontadas como alternativas para combater infec¢oes
causadas por P. aeruginosa multirresistente (SARDELIC et al., 2012). Entretanto,
tais farmacos apresentam nefro e neurotoxicidades e podem apresentar resisténcia
durante o tratamento, levando a falha terapéutica (RICE, 2006).

Logo, a correta identificacdo laboratorial a cerca do(s) fendmeno(s)
responsavel(eis) pelo fendtipo de resisténcia aos carbapenémicos em bacilos Gram
negativos, como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii, € uma

urgéncia clinica e epidemiolégica.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Avaliar caracteristicas fisiologicas e moleculares relacionadas a viruléncia e

resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter baumannii e Pseudomonas

aeruginosa, isolados pelo servico de microbiologia do Laboratério Cortes Villela,

situado num hospital terciario, na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar aspectos clinicos-epidemiolégicos de infeccbes envolvendo Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, entre os
pacientes internados em um hospital terciario de Juiz de Fora - MG, nos anos de
2012 e 2013;

Avaliar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos de
isolados obtidos durante o ano de 2012 e a ocorréncia de marcadores genéticos

codificadores de oxacilinases dos tipos blapxa-23, blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss €

blaoxa-143;

Isolar amostras de Acinetobacter baumanii e Pseudomonas aeruginosa de
pacientes internados no mesmo hospital, durante o ano de 2013, e determinar
seu perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas de interesse clinico-

microbiologico;

Avaliar caracteristicas de viruléncia (atividade hemolitica, tolerancia ao estresse
oxidativo e aos biocidas de uso hospitalar, capacidade de formacéo de biofilme)
nas bactérias isoladas resistentes ou ndo aos carbapenémicos durante o ano de
2013;
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Pesquisar, por meio da técnica de PCR, genes associados a sintese de f-
lactamases (blakpc, blanpm, blaoxa, blawe, blaym, blagw, blasu, blaspm, ampC), a
expressao de sistemas de efluxo ativo (adeB, mexB, mexD, mexF e mexY) e
perda de porina (oprD) nas linhagens bacterianas isoladas durante o ano de
2013, com fendtipo de resisténcia aos carbapenémicos, obtidas de pacientes

internados neste mesmo hospital;

Estabelecer correlagbes entre a presenca de marcadores genéticos relacionados
a resisténcia aos carbapenémicos e fatores de viruléncia nas linhagens

bacterianas isoladas.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Este € um estudo descritivo, observacional e transversal. Foram avaliados
espécimes clinicos de pacientes hospitalizados, de ambos os sexos, independente
da idade, atendidos por um servigo de microbiologia clinica em um hospital terciario,
em Juiz de Fora, MG, nos anos de 2012 e 2013.

Este estudo encontra-se em conformidade com a legislacdo vigente sobre
pesquisa cientifica envolvendo seres humanos (resolucdo CNS 196/96) e foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFJF (parecer 346/2011, protocolo
2587.327.2011) (Anexo 1).

O referido hospital é do tipo geral e conta com aproximadamente 120 leitos,
incluindo unidade de terapia intensiva (adulto e neonatologia), unidade coronariana,
enfermarias, centro cirirgico e atendimento ambulatorial. Dispde de servigos de
clinicas especializadas e servicos de diagnostico, com atendimento restrito a rede
privada.

Os espécimes clinicos, obtidos para exames laboratoriais microbiolégicos
compreendendo cultura e antibiograma, de acordo com requisicdo médica, foram
semeados em meios de cultura especificos, a saber: (i) urina em agar Cled/BD-
Difco; (ii) secrecao traqueal em &gar Sangue e adgar MacConkey/BD-Difco; (iii) ponta
de cateter e demais materiais bioldégicos em agar Sangue e caldo Tioglicolato/BD-
Difco). Todos os meios de cultura assim semeados foram incubados a 35°C por até
48 horas em estufa bacteriolégica, conforme recomendacdes contidas em manual de
padronizacao técnica para servico de microbiologia clinica da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria do Brasil (ANVISA, 2004).

Foram incluidos neste trabalho isolados clinicos de Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa resistentes ao imipenem e/ou meropenem, obtidos de
diferentes materiais biolégicos. Entretanto, foi considerada apenas uma amostra ndo
replicada de cada bactéria por paciente. A amostragem foi realizada por

conveniéncia, de forma aleatéria (Figura 2).
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Figura 2. Delineamento experimental
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4.2 IDENTIFICACAO BACTERIANA

Todas as espécies bacterianas isoladas foram identificadas pelo sistema Vitek
2 Compact® (BioMerieux/Franca), por meio do cartdo GN, de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Para controle de qualidade, foram incluidas as amostras de referéncia
Enterobacter cloacae ATCC 700323 e Stenotrophomonas maltophila ATCC 17666,

conforme orientacdes do fabricante.

4.3. ESTUDO ANO 2012

4.3.1 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

As amostras bacterianas isoladas foram submetidas ao teste de
susceptibilidade a drogas pelo médoto de disco-difusdo, de acordo com protocolos
do CLSI (2012), com excecao da avaliacdo da tigeciclina (JONES et al., 2007).

Foram testadas drogas, como: amicacina (30ug), gentamicina (10ug),
ciprofloxacina (5ug), piperacilina-tazobactam (100/10ug), ceftazidima (30ug),
cefepime (30ug), meropenem (10ug) e imipenem (10ug) para P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. Discos de antimicrobianos adicionais de sulfazotrim (25ug),
tetraciclina (30ug), ampicilina-sulbactam (10/10ug), tigeciclina (15ug) e polimixina B,
foram testados contra Acinetobacter spp., e aztreonam (30ug) para P. aeruginosa.
Os discos de antimicrobianos utlizados foram obtidos comercialmente
(Laborclin/Brasil, com excec¢ao da tigeciclina: Oxoid/EUA). Tiras de E-test foram
utilizadas para avaliar polimixina B (BioMerieux/Franca). As linhagens de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia
coli ATCC 35218 e Staphylococcus aureus ATCC 25923 foram utilizadas como
amostras de referéncia no controle da qualidade para os discos de antimicrobianos
utilizados, conforme recomendacéo dos protocolos do CLSI/2012.

As linhagens bacterianas de referéncia empregadas para fins de controle de

gualidade foram mantidas congeladas a -20°C, em caldo TSB — Triptic Soy Broth
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(BD-Difco/Brasil) acrescido de glicerol 10% (Vetec/Brasil), de acordo com o Termo
de Cooperacédo Técnica numero 37 (ANVISA/2006).

4.3.2 EXTRACAO DE DNA BACTERIANO

Para a obtenc&do de DNA gendmico, as amostras bacterianas foram cultivadas
em caldo TSB (BD-Difco/Brasil), por 24 horas, a 35°C. A seguir, 1 mL da cultura foi
utilizado para extracdo de DNA gendmico total, usando-se o kit Wizard Genomic
DNA Purification (Promega Corporation/lUSA), de acordo com as instrucbes do
fabricante. A quantificagdo do DNA bacteriano extraido foi realizada por meio de
espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Wilmington — DE, USA) e
visualizacdo em gel de agarose 2% (Invitrogen/Brasil). O DNA foi estocado em

freezer a —20°C, para posteriormente ser utilizado como DNA molde em PCR.

4.3.3 IDENTIFICACAO DOS GENES blaoxa ENTRE AS BACTERIAS

RESISTENTES AOS CARBAPENEMICOS POR PCR

As andlises por PCR foram realizadas utilizando oligoiniciadores especificos
para amplificacdo dos genes blapxa23, blaoxa24, blaoxasi, blaoxass € blaoxa-143
(Tabela 1). As reacbes foram realizadas em volumes de 25uL, contendo
aproximadamente 10ng de DNA molde (1 pL), 12,5 yL de Gotaq Green Master Mix
2X (Promega Corporation/USA), 10 uM dos iniciadores (1 pyL de cada iniciador) e 9,5
ML de agua ultrapura. As condi¢cbes de amplificacdo foram ajustadas de acordo com
a literatura, e as reagOes realizadas em termociclador automatizado (Bioer
Genepro/USA). Os amplicons esperados foram observados em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etidio. Como padrdo de peso molecular, foi utilizado o
marcador de 100 bp DNA ladder (Life Technologies Inc./EUA).

O controle negativo destes testes foi realizado a partir de reacbes sem DNA
molde e como controle positivo, foram utilizadas amostras da colecéo de culturas do
Laboratério de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana para os marcadores
blaoxa-23, blaoxas1 € blaoxa-143. Para os demais genes pesquisados foram realizados

ensaios de sequenciamento de amplicons selecionados numa amostragem de 10%
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das reacOes especificas de cada um dos marcadores. Para as reacdes do
sequenciamento, foram utilizados os produtos de PCR de cada gene estudado em
duas réplicas. As reacbes foram processadas em equipamento ABI 3730 DNA
analyser (Applied Biosystems/USA).

Tabela 1: Oligoiniciadores utilizados neste estudo e tamanho dos fragmentos

) Amplicon )
Gene Sequéncia Referéncia
(bp)
blakpc 5-TGTCACTGTATCGCCGTC-3’ 1011 Yigit et al., 2001
5-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC-%
blagpm.1 5-CCT ACA ATC TAA CGG CGA CC-¥ 649 Gales et al., 2003
5-TCG CCG TGT CCA GGT ATA AC-%
blaypm-1 5-GGTTTG GCGATC TGG TTT TC-3 621 Nordmann et al., 2011
5-CGG AAT GGC TCATCACGATC-3
blaoxa-1 5-AGC CGT TAA AAT TAA GCC C-3 908 Danel et al., 1995
5-CTT GAT TGA AGG GTT GGG CG-¥
blagxa-2 5-GCC AAA GGC ACG ATAGTT GT-3 701 De Champs et al., 2002
5-GCG TCC GAG TTG ACT GCC GG-3’
blaoxa-10 5-TCT TTC GAG TAC GGC ATT AGC-3’ 760 Naas et al., 2000
5-CCA ATG ATG CCC TCACTT TCC-¥
blapxa.23 5-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA-3 501 Woodford et al., 2006
5-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3
blapxa.24 5-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA-3 246 Woodford et al., 2006
5-AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT-3’
blagxa-s1 5-TAATGC TTT GAT CGG CCT TG-3’ 353 Woodford et al., 2006
5-TGG ATT GCACTT CAT CTT GG-3’
blagxa-ss 5-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG-3’ 599 Woodford et al., 2006
5-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3
blagxa-143 5-TGG CAC TTT CAG CAG TTC CT-3 149 Higgins et al., 2010
5-TAA TCT TGA GGG GGC CAA CC-3’
blajyp 5-GGA ATA GAG TGG CTT AAY TCT C-¥ 188 Ellington et al., 2007
5-CCA AAC YAC TAS GTT ATC T-3
blaym 5-GAT GGT GTT TGG TCG CAT A-3 390 Ellington et al., 2007
5-CGA ATG CGC AGC ACC AG-¥
blagm 5-TCG ACA CAC CTT GGT CTG AA-3 477 Ellington et al., 2007
5-AAC TTC CAACTT TGC CAT GC-3’
blagm 5-TAC AAG GGA TTC GGC ATC G-3 570 Ellington et al., 2007
5-TAATGG CCT GTT CCC ATG TG-3’
mexB 5-GTG TTC GGC TCG CAG TAC TC-3 244 Yoneda et al., 2005
5-AAC CGT CGG GAT TGA CCT TG-3
mexD 5-CGA GCG CTATTC GCT GC-3’ 165 Xavier et al., 2010
5-GGC AGT TGC ACG TCG A-%
mexF 5-CGC CTG GTC ACC GAG GAAGAG T-3 255 El Amin et al., 2005
5-TAG TCC ATG GCT TGC GGG AAG C-3’
mexY 5-CCG CTACAACGG CTATCC CT-3 250 Yoneda et al., 2005
5-AGC GGG ATC GAC CAG CTT TC-%¥
oprD 5-"TCC GCA GGT AGC ACT CAG TTC-3 191 Savli et al., 2003
5-AAG CCG GAT TCATAG GTG GTG-¥
ampC 5-CTG TTC GAG ATC GGC TC-3’ 166 Xavier et al., 2010
5-CGG TAT AGG TCG CGA G-3
adeB 5-AAC GGA CGACCATCT TTG AGT ATT-3 90 Peleg et al., 2007

5-CAG TGT TCC ATT TCA CGC AT-3
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4.3.4 REVISAO DOS PRONTUARIOS DOS PACIENTES

Os prontuarios meédicos dos pacientes com isolados de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos foram
avaliados.

Dados como idade, sexo, espécime clinico, unidade de internacdo e evolugéo
clinica dos pacientes foram considerados.

Estas informacfes foram pesquisadas diretamente em prontuarios
eletrénicos, sendo utilizada planilha igualmente eletronica para registro destes
dados.

4.4 ESTUDO ANO 2013

4.4.1 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

Para as amostras isoladas entre janeiro e dezembro de 2013, o perfil de
susceptibilidade a drogas antimicrobianas foi determinado de forma semi-
quantitativa, pelo sistema Vitek 2 Compact® (BioMerieux/Franga), por meio do cartéo
N239, de acordo com as instrucfes do fabricante.

Foram testadas as seguintes drogas: amicacina, gentamicina, ciprofloxacina,
colistina, piperacilina-tazobactam, ceftazidima, cefepime, ertapenem, meropenem,
imipenem, ampicilina, ampicilina-sulbactam, cefoxitina, ceftriaxona, cefuroxima e
tigeciclina.

Para controle de qualidade, foram incluidas as amostras de referéncia
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218, Klebsiella pneumoniae
ATCC 700603 e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

As linhagens de Pseudomonas aeruginosa (n=19) e Acinetobacter baumannii
(n=44) resistentes aos carbapenémicos foram mantidas em agar Mueller Hinton (BD-

Difco/Brasil) inclinado, em temperatura ambiente, para experimentos posteriores.

4.42 AVALIACAO FISIOLOGICA DE HABILIDADES BACTERIANAS

ASSOCIADAS A AGRESSAO
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4.4.2.1 AVALIACAO DA HABILIDADE DE FORMACAO DE BIOFILMES

A avaliacdo da habilidade de formacdo de biofilme pelas amostras foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por ANDRADE (2010). A partir de
um pré-indculo de cultura de 24 horas em caldo TSB (BD-Difco/Brasil) de todas as
linhagens bacterianas, 400 uL de cultura foram utilizados para uma diluicdo em 4 mL
de meio que, depois de homogeneizado, foram aplicados em pocos de placas de
poliestireno de 96 pogos de fundo chato (200 pL).

As placas foram tampadas e incubadas em estufa bacterioldgica por 24
horas, a 35°C. Apds o periodo de crescimento, foi retirado o caldo de cultivo com o
auxilio de uma pipeta esterilizada e os pocos foram lavados com solucdo salina
(NaCl 0,85%) esterilizada (Arboreto/Brasil). Foram adicionados 300 yL de metanol e
as placas incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos. Logo apods, o
metanol (Vetec/Brasil) foi removido e as placas deixadas destampadas em
temperatura ambiente por 5 minutos, para evaporacdo de metanol residual. Em
seguida, foram acrescentados 250 uL de cristal violeta (0,1%) (Newprov/Brasil) e as
placas novamente incubadas em temperatura ambiente por 15 minutos. ApOs esse
periodo, as placas foram lavadas com &gua destilada para retirar o excesso do
corante ndo incorporado nas células bacterianas.

O corante incorporado foi extraido pela adigcdo de 300 pL de uma solugao de
etanol/acetona (8:2) (Vetec/Brasil). O sistema foi deixado em repouso por 15
minutos tampado. Apés este periodo, foi feita a leitura do corante solubilizado em
leitor de placas (Thermo Scientific/Brasil) com filtro de 596nm. Assim, a absorbancia
foi equivalente a densidade de bactérias aderentes, e o0s resultados foram
registrados como uma média de quatro réplicas.

As amostras de Pseudomonas aeruginosa isoladas, neste estudo, sensiveis a
todos os antimicrobianos, recuperadas no mesmo periodo, foram utilizadas como

controle negativo (n=25).

4.4.2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE HEMOLITICA

A avaliacdo da atividade hemolitica foi realizada de acordo com metodologia

descrita por QUIBLIER e colaboradores (2011). Suspensao bacteriana compativel
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com escala de 0,5 MacFarland de cada isolado bacteriano a ser testado foi
transferida com auxilio de uma micropipeta automatica, em um volume de 250 pL,
para replicador de Steers. As amostras foram carimbadas na superficie de placas
contendo agar (BD-Difco/Brasil) suplementado com 5% de sangue de carneiro (Agar
sangue) (Ebefarma/Brasil), com o replicador de Steers. As placas foram incubadas a
35°C por 24 horas.

A observacdo de uma zona clara ou esverdeada ao redor do crescimento
bacteriano indica B e a- hemdlise, respectivamente. Auséncia de halo representa
auséncia de hemolise e, consequentemente, auséncia de atividade hemolitica.

Os testes foram realizados em duplicata. As amostras de P. aeruginosa
isoladas sensiveis a todos os antimicrobianos, isoladas no mesmo periodo, foram

utilizadas como controle negativo (n=25).

4.4.2.3 AVALIACAO DA TOLERANCIA AO ESTRESSE OXIDATIVO

O estudo da tolerdncia ao estresse oxidativo foi avaliado segundo
metodologia proposta por SANTOS (2009). Pré-indculos bacterianos foram obtidos
em caldo TSB (BD-Difco/Brasil) (3mL) apds serem cultivados por 24 horas, a 35°C.
As culturas foram centrifugadas (6.000 x g, 10min) em condi¢cdes asseépticas, e a
massa celular lavada 3x em salina tamponada, para a remocao de residuos do meio
de cultura. Em seguida, as massas celulares foram suspendidas em salina e a
concentracdo bacteriana ajustada para 10° UFC/mL (escala de MacFarland 0,5).

As suspensOes bacterianas foram uniformemente espalhadas sobre a
superficie de placas contendo agar Mueller Hinton (BD-Difco/Brasil), com o auxilio
de um swab. Na sequéncia, um disco de papel filtro padronizado (Cecon/Brasil) foi
disposto no centro de cada placa e inoculado com 5uL de solugdo de perdxido de
hidrogénio 30%. ApOs 24 horas de crescimento a 35°C, os halos de inibicdo gerados
em torno dos discos de papel foram medidos.

Os testes foram realizados em duplicata. As amostras de P. aeruginosa
isoladas sensiveis a todos os antimicrobianos, isoladas no mesmo periodo, foram

utilizadas como controle negativo (n=25).
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4.4.2.4 AVALIACAO DA TOLERANCIA AOS BIOCIDAS

O estudo da tolerancia aos biocidas foi realizado através de adaptacédo da
metodologia da técnica disco-difusdo, preconizada pelo CLSI (2014).

In6culo de cada amostra bacteriana estudada foi obtido seguindo o padréao de
turbidez 0,5 da escala de MacFarland. As suspensfes bacterianas foram
uniformemente espalhadas sobre a superficie de placas contendo agar Mueller
Hinton (BD-Difco/Brasil), com o auxilio de um swab. Na sequéncia, um disco de
papel filtro padronizado (Cecon/Brasil) foi disposto no centro de cada placa e
inoculado com 5uL de solugao de hipoclorito de sodio 1%, 1,5%, 2% (Start/Brasil),
solucdo de alcool 70% (Ciclo farma/Brasil), quaternario de aménio (Diversey/Brasil),
sabdo antisséptico (triclosan 0,5%) (Premisse/Brasil) e peroxido de hidrogénio 4,25%
(Diversey/Brasil), diluido 1:16, conforme instrucdo de uso do fabricante. Apos 24
horas, de crescimento a 35°C, os halos de inibicdo gerados em torno dos discos de
papel foram medidos.

Os testes foram realizados em duplicata. As amostras de P. aeruginosa
isoladas sensiveis a todos os antimicrobianos, isoladas no mesmo periodo, foram

utilizadas como controle negativo (n=25).

4.5 EXTRACAO DE DNA BACTERIANO

Para a obtenc&do de DNA gendmico, as amostras bacterianas foram cultivadas
em caldo TSB — Triptic Soy Broth (BD-Difco/Brasil), por 24 horas, a 35°C. A seguir, 1
mL da cultura foi utilizado para extracdo de DNA gendmico total, usando-se o kit
Wizard Genomic DNA Purification (Promega Corporation/USA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A quantificacdo do DNA bacteriano extraido foi realizada
por meio de espectrofotometria (NanoDrop, Thermo Fisher Scientific, Wilmington —
DE, USA) e visualizagdo em gel de agarose 2% (Invitrogen/Brasil). O DNA foi
estocado em freezer a —20°C, para posteriormente ser utilizado como DNA molde
em PCR.
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4.6 IDENTIFICACAO DOS MARCADORES GENETICOS POR PCR

As analises por PCR foram realizadas utilizando oligoiniciadores especificos
para amplificacdo de genes que codificam enzimas B-lactamases, bombas de efluxo
e porina (Tabela 1). As reagdes foram realizadas em volumes de 25uL, contendo
aproximadamente 10ng de DNA molde (1 pL), 12,5 yL de Gotag Green Master Mix
2X (Promega Corporation/USA), 10 uM dos iniciadores (1 pL de cada iniciador) e 9,5
ML de agua ultrapura. As condi¢cbes de amplificagdo foram ajustadas de acordo com
a literatura, eas reacbOes realizadas em termociclador automatizado (Bioer
Genepro/USA). Os amplicons esperados foram observados em gel de agarose 0,8%,
corado com brometo de etidio. Como padrdo de peso molecular, foi utilizado o
marcador de 100 bp DNA ladder (Life Technologies Inc./EUA).

O controle negativo destes testes foi realizado a partir de reacbes sem DNA
molde e como controle positivo, foram utilizadas amostras da colecéo de culturas do
Laboratorio de Fisiologia e Genética Molecular Bacteriana para os marcadores
blaoxa-2s, blaoxasi, blaoxa-143, blakpc, blaspm1 € blayw. Para os demais genes
pesquisados foram realizados ensaios de sequenciamento de amplicons
selecionados numa amostragem de 10% das reacdes especificas de cada um dos
marcadores. Para as reacdes do sequenciamento, foram utilizados os produtos de
PCR de cada gene estudado em duas réplicas. As reacdes foram processadas em
equipamento ABI 3730 DNA analyser (Applied Biosystems/USA).

4.7 REVISAO DOS PRONTUARIOS DOS PACIENTES

Os prontuarios medicos dos pacientes com isolados de Pseudomonas
aeruginosa e Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos foram
avaliados.

Varidveis como idade, sexo, espécime clinico, tempo (em dias) de
hospitalizacdo antes do isolamento do(s) microrganismo(s) estudado(s), uso prévio
de antimicrobianos e de dispositivos médicos invasivos (cateter venoso, sonda

vesical, tragueostomia, ventilagdo mecanica), motivo da internagdo (traumatismo,
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complicagdo clinica, neurolégica ou cirurgica), duragdo (em dias) da internacdo e
taxa de mortalidade intra-hospitalar associada a infeccdo ou colonizagao por estas
bactérias foram consideradas.

Estas informacdes foram pesquisadas diretamente em prontuarios
eletrénicos, sendo utilizada planilha igualmente eletronica para registro destes

dados.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado, teste t de Student (Excel 2013/Microsoft®), para comparacgao entre
médias da capacidade de formacédo de biofilme, tolerancia ao estresse oxidativo e a
acao de biocidas, considerando-se valores de p < 0,05 para as analises.

A andlise da correlagdo entre a resisténcia aos carbapenémicos e a presenca
de fatores de viruléncia entre os microrganismos estudados, foi avaliada calculando-
se Odds ratio (OR) (DJRHutchon®) (BLAND e ALTMAN, 2000).
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5 RESULTADOS

5.1 ESTUDO ANO 2012

Durante o periodo estudado, foram isoladas 183 amostras de Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa a partir de urina, sangue, secrecao traqueal
e catéter. Das bactérias isoladas, 44 amostras de A. baumannii e 28 de P.
aeruginosa foram resistentes aos carbapenémicos, oriundas de 72 pacientes,
distribuidos da seguinte forma, de acordo com a sua unidade de internagéo: CTI
(n=42; 58,4%), enfermaria (n=17; 23,6%), unidade coronariana (n=12; 16,6%) e UTI
neonatal (n=1; 1,4%). Os dados epidemiologicos, amostras clinicas e taxa de
mortalidade intra-hospitalar associada a colonizacéo e/ou infec¢cdo por A. baumannii
e P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos estdo apresentados na tabela 2.

Considerando os pacientes com quadro infeccioso associado a Acinetobacter,
a idade média foi de 69,6 anos (intervalo de 11 dias a 96 anos de idade); 21 (47,7%)
amostras bacterianas foram isoladas de pacientes do sexo feminino, enquanto 23
(52,3%) foram isoladas de individuos do sexo masculino. Pacientes com quadro
infeccioso por Pseudomonas apresentaram idade média de 71,7 anos (intervalo de
30 a 92 anos). Vinte (71,5%) linhagens bacterianas foram isoladas de pacientes do
sexo feminino e 8 (28,5%) de individuos do sexo masculino.

No periodo avaliado, as principais amostras clinicas encaminhadas para cultura
microbiolégica foram aspirado traqueal, seguido de urina e cateter. A taxa de
mortalidade intra-hospitalar dos pacientes foi expressiva, sendo responséavel por
77,2% e 78,5%, respectivamente, dos casos associados a colonizacéo e/ou infec¢ao

por Acinetobacter e Pseudomonas.
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Tabela 2: Aspectos clinicos-epidemioldgicos dos pacientes com quadro infeccioso por A. baumannii
e/ou P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, hospitalizados entre janeiro e dezembro de 2012

Bactérias resistentes aos carbapenémicos

Parametros epidemiol6gicos A. baumannii P. aeruginosa
(n=44) (n=28)
Sexo: n (%)
Masculino 23 (52,3) 8 (28,5)
Feminino 21 (47,7) 20 (71,5)
ldade: n (%)
0-20 anos 1(2,2) 0 (0)
21-40 anos 3 (6,8) 2(7,1)
41-60 anos 6 (13,6) 3(10,7)
> 61 anos 34 (77,4) 23 (82,1)
Espécimes clinicos: n (%)
Urina 5 (9,20) 13 (31,7)
Sangue 5(9,2) 2 (4,8)
Secrecao traqueal 34 (63,2) 17 (41,6)
Ponta de cateter 7 (13) 6 (14,6)
Lavado broncoalveolar 1(1,8) 0 (0)
Ulcera 1(1,8) 2 (4,8)
Secrecao abdominal 1(1,8) 0 (0)
Implantes ortopédicos 0 (0) 1(2,5)
Unidade de internacao: n (%)
Enfermaria 6 (13,6) 11 (39,3)
UTI 30 (68,2) 12 (42,9)
uc 7 (16,0) 5(17,8)
UTI-Neo 1(2,2) 0 (0)
Evolucéo do paciente: n (%)
Alta 10 (22,8) 6 (21,5)
Obito intra-hospitalar 34 (77,2) 22 (78,5)

Todas as amostras bacterianas estudadas (n=72) foram resistentes a
ceftazidima, cefepime, imipenem e meropenem. Com relacdo as linhagens de

Acinetobacter (n=44), resisténcia também foi observada para ciprofloxacina (n=44;
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100%), piperacilina-tazobactam (n=44; 100%), gentamicina (n= 39; 88,7%),
ampicilina-sulbactam (n=37; 84,1%), amicacina (n= 34; 77,3%), tetraciclina (n=19;
56,8%) e sulfazotrim (n=19; 56,8%). Em Pseudomonas (n=28), resisténcia também
foi observada para ciprofloxacina (n=26; 92,8%), aztreonam (n=26; 92,8%),
amicacina (n=18; 64,2%), piperacilina-tazobactam (n=13; 46,%) e gentamicina (n=6;
21,5%). Resisténcia a tigeciclina e polimixina B ndo foi observada em Acinetobacter.

Pseudomonas ndo exibiu resisténcia, in vitro, a polimixina B (Tabela 3).

Tabela 3: Perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas entre os isolados de A. baumannii e P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, durante o ano de 2012

Antimicrobianos A. baumannii (n=44) P. aeruginosa (n=28)
R (%) S (%) R (%) S (%)
Imipenem 100 0 100 0
Meropenem 100 0 100 0
Ampicilina-sulbactam 84,1 15,9 - -
Piperacilina-tazobactam 100 0 46,4 53,6
Ceftazidima 100 0 100 0
Cefepime 100 0 100 0
Aztreonam - - 92,8 7.2
Amicacina 77,3 22,7 64,2 35,8
Gentamicina 88,7 11,3 21,5 78,5
Tetraciclina 56,8 43,2 - -
Sulfazotrim’ 56,8 43,2 - -
Ciprofloxacina 100 0 92,8 7,2
Tigeciclina 0 100 - -
Polimixina B 0 100 0 100

* Drogas antimicrobianas néo testadas contra ambas espécies bacterianas, considerando resisténcia
intrinseca; R: resisténcia, incluindo resisténcia intermediaria; S: sensibilidade

Pelo menos um dos marcadores genéticos relacionados com a sintese de

oxacilinases (blapxa-23, blapxa-s1 0U blapxa-143) foi detectado em todas as linhagens de
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Acinetobacter avaliadas em 2012: blapxa-23 (n=25; 56,8%), blaoxas: (n=40; 91%) e
blaoxa.143 (N=19; 43,2%). O genotipo blaoxa-2s blaoxa.s:” foi 0 mais frequente (45,5%),
seguido por blagxas:‘/blapxa.143*, observado em 41% das amostras bacterianas. Foi
observado o gendtipo blapxa23’ em 9% das bactérias isoladas. Os marcadores
genéticos blapxa-24 € blaoxa-ss ndo foram detectados em nenhuma das amostras de
Acinetobacter. Em relagao aos isolados de P. aeruginosa, nenhum dos marcadores

genéticos pesquisados foram encontrados (Tabela 4).
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Tabela 4. Caracteristicas fenotipicas e genotipicas de A.baumannii e P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos isolados de pacientes hospitalizados
entre janeiro e dezembro de 2012

Origem dos isolados

Bactéria Fendtipo de resisténcia Genotipo (genes blapxa)
Unidade (n; %) Més (n)

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,TS blaoxa-2s UTI(1; 2,2) NOV (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,TS,TE blaoxa23 UTI(1; 2,2) NOV (1)
MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT,AB,TS,TE blaoxa 23 UTI(1; 2,2) DEZ (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB,TS,TE blaoxa 23 ENFM (1; 2,2) DEZ (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM, CP, PT, AB,TS,TE  blaoxas: UTI(1; 2,2) FEB (1)
MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AB blaoxa.23, blaoxas: ENFM (1; 2,2) ABR (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,CP,PT,AB blaoxa.23, blaoxas: UTI(1; 2,2) NOV (1)
A. baumannii  MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT,AB blaoxa.23, blaoxa-si UTI (1; 2,2) ABR (1)
(n=44) MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT,TS blaoxa-23, blaoxa-st UTI(1; 2,2) DEZ (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,TS blaoxazs, blaoxas: UTI (2; 4,54) JA%'\C')((ll))
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB blaoxa.zs, blaoxas: UTI (2; 4,54) R ((11))
MP,IP,TZ,PM,AK,CP,PT,AB,TS blaoxa.23, blaoxa.s: UC (1; 2,2) MAR (1)
MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AB,TS,TE blaoxa.23, blaoxa.s: UC (1; 2,2) JUN (1)
MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AB,TS,TE blaoxa.23, blaoxa.s: ENFM (1; 2,2) MAR (1)

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT, TS, TE blaoxa-23, blaoxa-s1 UTI-N (1; 2,2) SET (1)
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MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TS blaoxa-23, blaoxas1 ENFM (1; 2,2) ABR (1)
ABR (1)
MAI (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TS b|ao)(A.23, blao)(A-51 UTI (5, 11,36) JUL (1)
SET (1)
ouT (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB,TS,TE blaoxa-23, blaoxas: UC (2; 4,54) MAR (2)
MP,|P,TZ,PM,CP,PT b|ao)(A_51, b|ao)(A_143 UTI (1; 2,2) DEZ (1)
MP,|P,TZ,PM,CP,PT,AB b|ao)(A_51, bIaOXA_143 ucC (1; 2,2) ouT (1)
MP,|P,TZ,PM,AK,CP,PT,AB b|ao)(A.51, bIaOXA-143 UTI (1; 2,2) ouT (1)
MP,|P,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB b|ao)(A.51, bIaOXA-143 ENFF (1; 2,2) JUL (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB blaoxas1, blaoxa-143 UC (2; 4,54) JUL (2)
JUL (4)
_ AGO (1)
MP,|P,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB b|ao)(A_51, b|ao)(A_143 UTI (9, 20,45) SET (2)
ouT (2)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB,TE blaoxa-s1, blaoxa-143 ENFF (1; 2,2) NOV (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TS blaoxa-s1, blaoxa-143 UTI (1; 2,2) ABR (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB,TS,TE blaoxa-s1, blaoxa-143 UTI (1; 2,2) OouT (1)
MP,IP, TZ,PM,AK,GM, CP, PT, AB b|ao)(A_23, b|ao)(A_51, bIaOXA_143 UTI (1; 2,2) AGO (1)
MP,IP,TZ,PM Nd* UTI (1; 3,57) MAI (1)
i iirggg)]osa MP.,IP,TZ,PMAT Nd* ENFF (1;357)  MAI (1)
MP,IP,TZ,PM,CP,AT Nd* ENFF (1:3,57)  AGO (1)
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MP,IP, TZ,PM,GM,CP Nd* UTI (1; 3,57) JUN (1)
MP,IP,TZ,PM,PT,AT Nd* UTI (1; 3,57) ABR (1)
ENFM (1, 3,57) SET (1)
*
MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AT Nd ENFF (1: 3,57) OUT (1)
ABR (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP Nd* ENFF (2; 10,71) MAI (1)
AGO (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP Nd* UTI (1; 3,57) ABR (1)
ENFF (1; 3,57) FEV (1)
*
MP,IP, TZ,PM,AK,GM,CP,AT Nd ENFM (2: 3,57) OUT (1)
MAI (1)
* -
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,AT Nd UC (3; 10,71) JUL (2)
JUL (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,AT Nd* UTI (3; 10,71) OUT (1)
NOV (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT Nd* UTI (1; 3,57) JAN (1)
. JAN (1)
*
MP,IP, TZ,PM,GM,CP,PT,AT Nd UTI (2; 7,14) SET (1)
MP,IP, TZ,PM,GM,CP,PT AT Nd* ENFF (2; 7,14) JUL (1)
i) ) i) ) ) ) i) ) ) OUT (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT AT Nd* UC (2; 7,14) MAI (1)
T AGO (1)
MP,IP, TZ,PM,AK,GM,CP,PT AT Nd* UTI (2; 7,14) JUL (1)
) ) i) ) ) ) ) ) ) ) OUT (1)
Nd* Genes codificadores de oxacilinases (blapxa-23, blaoxa-24, blaoxa-si, blapxa-ss e blaoxa-143) nao detectados.
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5.2 ESTUDO ANO 2013

Durante o periodo estudado, foram isoladas 129 amostras de Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa (n=77 e n=52, respectivamente). Das
bactérias isoladas, 44 amostras de A. baumannii e 19 de P. aeruginosa foram
resistentes aos carbapenémicos, oriundas de 63 pacientes. Aspirado traqueal foi o
material biolégico de onde se isolou com maior frequéncia as bactérias de interesse
(53,9%), seguido de catéter e urina, 19,0% e 12,7%, respectivamente. Entre 0s
pacientes (n=63), a média de idade detectada foi de 72,5 anos (intervalo de 7 a 95
anos). Em relagdo ao sexo, 25 (39,7%) linhagens foram isoladas de pacientes
pertencentes ao sexo feminino e 38 (60,3%) ao sexo masculino. Aproximadamente
78% destes individuos estavam hospitalizados em unidades de tratamento intensivo:
UTI, UC ou UTI-N (Tabela 5).

Catéter venoso, sonda vesical e ventilagdo mecéanica foram os dispositivos
médicos invasivos mais comuns nos pacientes que apresentaram
infeccao/colonizacdo pelas bactérias de interesse desse trabalho. Durante o periodo
da internacao, o uso prévio de drogas [B-lactamicas em associacéo com inibidores de
B-lactamase, como ampicilina-sulbactam e  piperacilina-tazobactam, e
fluoroquinolonas, como ciprofloxacina e levofloxacina, foi frequente entre os
individuos com diagnostico de quadro infeccioso por A. baumannii e/ou P.
aeruginosa resistente aos carbapenémicos. Neste trabalho, 0 motivo ou causa de
internacdo foi distribuido em categorias, conforme descrito na literatura (MEDEIROS,
YABUMOTO e MOTTA, 2008). O principal motivo de internagdo dos pacientes com
infecg@o hospitalar causada pelas bactérias de interesse nesse trabalho foi doenca
ou complicacéo clinica. Casos de traumatismo ndo foram detectados nesse estudo.
A proporcdo de obito intra-hospitalar foi variavel, conforme o agente etioldgico: A.
baumannii: 72,7% e P. aeruginosa: 47,3%. O tempo de hospitalizacdo dos individuos
avaliados foi de aproximadamente 45 dias até o desfecho (6bito intra-hospitalar ou

alta).
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Tabela 5. Aspectos clinicos-epidemioldgicos dos pacientes com quadro infeccioso por A. baumannii
e/ou P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos, hospitalizados entre janeiro e dezembro de 2013

Parametros clinicos-epidemiolégicos

Bactérias resistentes aos
carbapenémicos

A. baumannii  P. aeruginosa
(n=44) (n=19)
!I)uragéo (em dias} da .hos,pi.tali.za(;éo antes do 24,8 (5-112) 25,5 (7-90)
isolamento bacteriano: média (intervalo)
Duracao (em dias) da hospitalizacdo: média (intervalo) 44,9 (8-116) 46,5 (15-116)
Motivo da hospitalizacédo: n (%)
Traumatismo 0 (0) 0 (0)
Complicacéao clinica 29 (65,9) 14 (73,7)
Complicacao neurolégica 12 (27,2) 2 (10,5)
Complicacgéao cirurgica 5(11,3) 4 (21,0)
Sexo: n (%)
Masculino 25 (56,8) 13 (68,4)
Feminino 19 (43,2) 6 (31,6)
Idade: n (%)
0-20 anos 1(2,2) 1;5,2
21-40 anos 2(4,4) 1;5,2
41-60 anos 5(11,3) 1;5,2
> 61 anos 36 (82,1) 16; 84,4
Espécimes clinicos: n (%)
Aspirado traqueal 28 (63,7) 6 (31,7)
Catéter 9 (20,4) 3 (15,8)
Urina 3(6,8) 5 (26,3)
Sangue 3(6,8) 1(5,2)
Outros 1(2,3) 4 (21,0)
Unidade de internagéo: n (%)
UTI 23 (52,2) 10 (52,6)
ucC 14 (31,8) 1(5,2)
UTI-Neo 1(2,2) 0 (0)
Enfermaria 6 (13,8) 8 (42,2)
Uso de dispositivos invasivos: n (%)
Catéter 41 (93,2) 13 (68,4)
Sonda vesical 41 (93,2) 15 (78,9)
Traqueostomia 18 (40,9) 9 (47,3)
Ventilagdo mecanica 37 (84,1) 13; 68,4
Uso prévio de antimicrobianos: n (%)
B-lactamico/inibidor de B-lactamase 33 (75) 10 (52,6)
Cefalosporinas 8 (18,2) 2 (10,5)
Carbapenémicos 13 (29,5) 5 (26,3)
Fluoroquinolonas 24 (54,5) 7 (36,8)
Aminoglicosideos 8 (18,2) 5 (26,3)
Sulfazotrim 1(2,2) 2 (10,5)
Evolucéo do paciente: n (%)
Alta 12 (27,3) 19 (52,7)
Obito intra-hospitalar 32 (72,7) 9 (47,3)
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De acordo com o manual CLSI (2014), considerando-se a ocorréncia de
resisténcia bacteriana intrinseca a determinadas drogas, ndo foram considerados
resultados da susceptibilidade ao ertapenem, ampicilina-sulbactam, ampicilina,
cefoxitina e tigeciclina para P. aeruginosa, e ertapenem, ampicilina e cefoxitina para
A. baumannii (Tabela 6).

Todas as amostras bacterianas estudadas foram sensiveis a acdo da
colistina, e dentre as amostras de A. baumannii, todas demonstraram sensibilidade a
tigeciclina. Foi observado 100% de resisténcia para ciprofloxacina. Igual resultado foi
obtido para as drogas [B-lactamicas ceftazidima e cefepime.

Tabela 6: Perfil de susceptibilidade a drogas antimicrobianas entre os isolados de A. baumannii e P.
aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, durante o ano de 2013

Antimicrobianos A. baumannii (n=44) P. aeruginosa (n=19)
R (%) S (%) R (%) S (%)
Imipenem 100 0 100 0
Meropenem 100 0 100 0
Ampicilina-sulbactam 46,7 53,3 - -
Piperacilina-tazobactam 93,4 6,6 78,9 21,1
Ceftazidima 100 0 100
Cefepime 100 0 100
Ceftriaxona * 100 0 - -
Cefuroxima * 100 0 - -
Amicacina 46,7 53,3 42,0 58,0
Gentamicina 51,1 48,9 22,2 77,8
Ciprofloxacina 100 0 100 0
Tigeciclina 0 100 - -
Colistina 0 100 0 100

* Drogas antimicrobianas néo testadas contra ambas espécies bacterianas; R: resisténcia, incluindo
resisténcia intermediaria; S: sensibilidade

A avaliacdo das -caracterisiticas fisiologicas bacterianas relacionadas a
agressao entre as amostras de P. aeruginosa sensiveis e resistentes aos
carbapenénicos evidenciou um comportamento desigual entre as duas condi¢cdes
(Tabela 7).
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A avaliacdo das caracteristicas fisiologicas associadas a agressao nao foi
realizada para os isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, pois
durante o ano de 2013 nao foram isoladas linhagens sensiveis a estas drogas,
impossibilitando assim estas analises.

As linhagens de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos apresentaram
maior namero de células bacterianas coradas e agregadas a superficie da placa de
poliestireno, comparativamente ao grupo controle (P. aeruginosa sensivel aos
carbapenémicos). Desta forma, pode-se afirmar que estas amostras apresentaram
maior habilidade de formagao de biofilme in vitro.

A avaliacdo da resposta in vitro frente ao estresse oxidativo das linhagens
bacterianas isoladas, mediante uma solucdo de peroxido de hidrogénio 20%,
demonstrou que as amostras de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos
apresentaram menor tolerancia, quando comparadas ao grupo controle, apoés leitura
em 24 horas. Considerando-se a habilidade hemolitica, em condi¢des in vitro de
cultivo, as amostras de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos nao
demonstraram halo de hemolise apods leitura em 24 horas de incubacdo em agar

suplementado com sangue de carneiro.

Tabela 7. Avaliacdo da habilidade de formacao de biofilme e tolerdncia ao estresse oxidativo de P.
aeruginosa sensivel e resistente aos carbapenémicos

P. aeruginosa

Resistente aos  Valor
carbapenémicos ~ dep

e o Grupo controle
Caracteristica fisiologica b

(n=25) (n=19)
Média (+ desvio padréo)
Formacéao de biofilmes (OD 596nm) 0,88 (£ 0,64) 1,60 (+ 1,08) 0,003

Estresse oxidativo (halo inibicdo, mm) 35,28 (x 4,53) 40,1 (x 5,96) 0,002

Com relacdo a tolerancia aos biocidas, a tabela abaixo demonstra que a
maioria das variagbes dos halos de inibicdo ao redor dos discos de papel
impregnados com 0Ss compostos quimicos testados nao foi significativa, com
excecdo de peroxido de hidrogénio na diluicdo de uso e sabado antisséptico (triclosan

0,5%), em que houve diferencas significativas (Tabela 8) (p < 0,05).



Tabela 8. Avaliacdo da tolerancia
resistentes aos carbapenémicos
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aos biocidas entre isolados de P. aeruginosa sensiveis e

Diametro do halo de inibigdo (mm)

P. aeruginosa Valor de
. Grupo controle resistente p
Biocida R N
(n=25) aos carbapenémicos
(n=19)
Média (+ desvio padréo)
Hipoclorito de sddio 1% 9,30 (£ 5,92) 10,2 (£ 1,31) 0,258
Hipoclorito de sddio 1,5% 13,8 (+ 8,35) 13,6 (£ 2,87) 0,456
Hipoclorito de sédio 2% 16,6 (x 10,7) 16,6 (= 3,40) 0,495
Quaternario de amdnio 18,4 (+ 6,23) 16,7 (x 3,41) 0,142
Peréxido de hidrogénio diluido 7,63 (£ 3,14) 16,6 (x 5,12) <0,01
Sabéo antisséptico 6,15 (= 0,77) 16,9 (£ 5,18) <0,01

Todas as amostras avaliadas pela metodologia analitica utilizada néo

demonstraram halo de inibicdo frente & solugdo de alcool 70% (inclusive grupo

controle).

A avaliacdo da interferéncia da resisténcia bacteriana aos carbapenémicos

na expressdo de caracteristicas bacterianas relacionadas a agresséo foi realizada

utiizando a analise de correlacdo com a determinacdo da razdo de Odds ratio,

considerando-se as amostras de P. aeruginosa resistentes e sensiveis.

A tabela 9 demonstra que houve correlacdo positiva entre resisténcia aos

carbapenémicos e habilidade de formacéo de biofilmes, tolerancia ao quaternario de

amonio e ao hipoclorito de sédio 2%.
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Tabela 9. Correlacdo entre caracteristicas fisiolégicas e tolerancia a biocidas e resisténcia a
carbapenémicos em linhagens de P. aeruginosa isoladas em um hospital terciario

Parametros avaliados Odds ratio?® (Intervalo)
o Estresse oxidativo® 0,28 (0,07-1,02)
Caracteristicas fisiologicas . L
Formacéo de biofilme 6,68 (1,73-25,82)
Hipoclorito de sédio 1% 0,04 (0,005-0,38)
Hipoclorito de sddio 1,5% 0,46 (0,13-1,55)
Tolerancia aos biocidas Hipoclorito de sédio 2% 1,48 (0,44-4,90)
Quaternéario de aménio 2,85 (0,81-10,01)

Perdxido de hidrogénio diluido 0,03 (0,06-0,20)

% 0dds ratio com 95% de intervalo de confianca: OR = 1, auséncia de correlacdo; OR > 1, correlacéo
positiva; OR < 1, correlacdo negativa; ® Estresse oxidativo pela exposicédo bacteriana ao perdxido de
hidrogénio 20%

Considerando a distribuicdo dos marcadores genéticos de resisténcia, entre
todas as amostras de P. aeruginosa e A. baumanii avaliadas, os genes blakpc,
blajwe, blayiv, blasm, blagm, blanpm, blaoxa-1, blaoxao2s € blapxass néo foram

detectados pela metodologia utilizada neste estudo (Tabela 10; Figura 2).

Tabela 10. Frequéncia de deteccao dos genes associados a resisténcia aos carbapenémicos

Frequencia de deteccéo n (%)

Marcadores genéticos

P. aeruginosa (n=19) A. baumannii (n=44)
blaspm-1 5 (26,3) 0
b|aOXA-23 0 36 (81,8)
blaoxa-s1 0 44 (100)
bIaOXA-143 0 6( 13,6)
adeB 0 39 (88,6)
mexB 9 (47,3) 0
mexD 9 (47,3) 0
mexF 11 (57,9) 0
mexY 13 (68,4) 0
ampC 4 (21) 0
oprD 9 (47,3) 0
blaoxa-2 2 (10,5) 0
b|aOXA_1o 2 (10,5) 0
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Figura 3. Conjunto de eletroforegramas representativos da amplificagdo dos diferentes marcadores moleculares avaliados neste estudo: A - blagpy.; (649pb);
B - oprD (191pb); C - ampC (166pb); D - adeB (90pb); E - blapgxa.» (700pb); F - blagxa.10 (760pb); G - mexB (244pb); H - mexD (165pb); | - mexF (255pb); J -
mexY (250pb); K - blagxa.23 (501pb); L - blagxa-143 (149pb); M - blagxas: (353pb). PM — Marcador de peso molecular (pb).




63

Dentre os isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, foi
possivel diferenciar 5 grupos genotipicos distintos, com maior incidéncia de blapxa-
23 Iblaoxas: /adeB (72,7%). O gene blaoxas: foi encontrado em todos os isolados,
confirmando a identidade da espécie A. baumannii.

Dentre as linhagens de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, foram
detectados 14 perfis genotipicos diferentes, com maior frequéncia de mexY™: 16,8%.
Duas amostras bacterianas foram negativas para todos os genes pesquisados. Os
genes codificadores de bombas de efluxo foram identificados em 15 amostras. Entre
as amostras avaliadas, cinco exibiram o marcador genético de MBL SPM-1.

O detalhamento dos gendtipos, bem como a distribuicdo temporal das

amostras bacterianas e seu local de isolamento sdo apresentados na tabela 11.
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Tabela 11. Caracteristicas fenotipicas e genotipicas de A. baumannii e P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos isolados de pacientes hospitalizados
entre janeiro e dezembro de 2013

Origem das amostras

Espécie - oA i
bacteriana Fendtipo de resisténcia Genotipo Unidade Més
(n/%) (n)
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AB, GM, AK blapxa-s1, blaoxa-143, adeB UTI-N (1/2,2) MAR (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM, AK b|aOXA.51, bIaOXA.143, adeB ucC (1/2,2) FEV (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AK blaoxa.s1, blaoxa 4s, adeB UC (2/4.4) ?55 ((i))
MP, IP, TZ, PM, CP, PT b|aOXA-51, bIaOXA.143, adeB UTI (1/2,2) AGO (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM, AK b|aOXA_51, b|ao)(A_143 ENFF (1/2,2) MAR (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AB, AK blapxas1, adeB UTI (1/2,2) FEV (1)
. MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AB blaoxas:, adeB UTI(1/2,2)  FEV (1)
A. baumannii
(n:44) MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AB b|aOXA.23, blaOXA-sl UTI (1/2,2) NOV (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM b|ao)(A_23, bIaOXA_51 uc (1/2,2) AGO (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, AB, PT, GM blaoxa-23, blaoxa-s1 UTI (1/2,2) DEZ (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, GM blaoxa 23, blaoxas: ENFM (1/2,2)  FEV (1)
UC (1/2,2)  JAN (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AB, GM, AK b|ao)(A_23, b|aOXA_51, adeB ENEM (1/2,2) JAN (1)
UTI (3/6,6) MAR (1)
JUN (1)
MP, |P, TZ, PM, CP, PT, GM, AK b|aOXA.23, blaOXA.sl, adeB JUL (1)
ENFF (1/2,2) JUN (1)
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UTI (4/8,8)  MAR (1)

MAI (2)

MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AB, AK b|ao)<A-23, blaQXA-sl, adeB JUN (1)
UC (2/4,4) SET (1)

DEZ (1)

UTI(1/2,2)  JUN (1)

MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AK blapxa-23, blaoxa-s1, adeB UC (1/2,2) ouT (1)
UC (1/2,2) MAI (1)

MP, IP, TZ, PM, CP, PT, AB, GM blaoxa-23, blaoxa-s1, adeB ENFM (1/2,2) OUT (1)
UTI (4/8,8)  JUL (1)

SET (2)

OUT (1)

MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM b|aOXA-23, bIaOXA.51, adeB ENFM (1/2,2) JUN (1)
UC (3/6,6) MAI (1)

JUN (1)

JUL (1)

UTI (4/8,8) MAI (1)

OUT (1)

MP, IP, TZ, PM, CP, AB, PT b|aOXA.23, blaOXA.sl, adeB NOV (1)
DEZ (1)

UC (1/2,2)  DEZ (1)

MP, IP, TZ, PM, CP, PT blaoxa.zs, blaoxas1, adeB UTI(1/2,2)  AGO (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, AB, GM b|aOXA.23, blaOXA.sl, adeB ucC (1/2,2) DEZ (1)
MP, IP, TZ, PM, CP b|ao)(A_23, b|aOXA_51, adeB UTI (1/2,2) NOV (1)
P. MP, IP, TZ, PM, CP, GM mexB, mexD, mexF, mexY, ampC, oprD ENFF (1/5,26) AGO (1)
?r?:rligl)nosa MP, IP, TZ, PM, CP, GM, AK mexB, mexD, mexF, mexY, ampC, oprD UC (1/5,26) SET (1)
MP, IP, TZ, PM, CP, GM, AK mexB, mexD, mexF, mexY, oprD UTI(1/5,26)  FEV (1)
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MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM, AK
MP, IP, TZ, PM, CP, GM, AK
MP, IP, TZ, PM, CP, GM

MP, IP, TZ, PM, CP

MP, IP, TZ, PM, CP, GM, AK
MP, IP, TZ, PM, CP, GM

MP, IP, TZ, PM, CP, GM

MP, IP, TZ, PM, CP

MP, IP, TZ, PM, CP, GM, AK
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM
MP, IP, TZ, PM, CP, GM, AK
MP, IP, TZ, PM, CP, GM

MP, IP, TZ, PM,

MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM
MP, IP, TZ, PM, CP, PT, GM, AK
MP, IP, TZ, PM, CP, GM

mexY
mexyY
mexyY

mexyY, oprD

mexB, mexD, mexF, mexY, ampC
mexB, mexD, mexF, oprD, bla
mexB, mexD, mexF, oprD,

mexB, mexD, mexF, oprD, bla

bla

OXA-10

mexB, mexD, mexF, mexY, oprD, bla

mexB, mexD, mexF, mexY, oprD, bla

mexyY, blagp,, ;

oprD, bla

SPM-1

mexB, mexD, mexF, mexY, oprD, bla

Nd*
Nd*

SPM-1

SPM-1,

SPM-1,

bla

ampC

OXA-2

UTI (1/5,26)
ENFM (1/5,26)
UTI (1/5,26)

UTI (1/5,26)

UTI (1/5,26)
ENFM (1/5,26)

UTI (1/5,26)

UTI (1/5,26)

UTI (1/5,26)
ENFF (1/5,26)

UTI (1/5,26)
ENFF (1/5,26)
ENFF (1/5,26)

UTI (1/5,26)
ENFM (1/5,26)
ENFM (1/5,26)

ABR (1)
JUN (1)
JUN (1)
DEZ (1)
JUN (1)
SET (1)
JUN (1)
SET (1)
FEV (1)
NOV (1)
FEV (1)
SET (1)
MAI (1)
OUT (1)
JUL (1)
MAI (1)

*Nd: ndo detectado



67

6 DISCUSSAO

A evolucgdo constante observada nos microrganismos, inclusive nas bactérias,
tem gerado uma diversidade de mecanismos de resisténcia, e tem como finalidade a
adaptacao as diferentes pressoes seletivas ocorridas no meio ambiente, seja intra ou
extra-hospitalar (MUGNIER et al., 2010). O aumento de pacientes colonizados ou
infectados por bactérias multirresistentes em ambiente nosocomial tornou-se um
problema mundial de saude publica. Estes quadros infecciosos estdo associados
com altas taxas de morbidade e mortalidade, bem como internacdo prolongada e
custos excessivos (HULSCHER et al., 2010).

No presente estudo foram avaliadas 88 linhagens de A. baumannii e 47
linhagens de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, obtidos a partir de
espécimes clinicos de pacientes internados em um hospital terciario de Juiz de Fora,
Minas Gerais, durante os anos de 2012 e 2013.

Idade avancgada, predominio de individuos hospitalizados em UTI, uso de
dispositivos médicos invasivos, como catéter venoso, sonda vesical e ventilagao
mecanica, emprego prévio de antimicrobianos, como fluoroquinolonas ou pB-
lactdmicos em associagdao com inibidor de B-lactamase, existéncia de alguma
doenca de base (patologia clinica) e estadia prolongada em hospital foram fatores
predisponentes ao aparecimento de infeccdo/colonizagdo por microrganismo
multirresistente, nos pacientes estudados, durante o ano de 2013, corroborando
dados de outras pesquisas (MARRA et al., 2006; PENA et al., 2009; PEREZ et al.,
2010; ACOSTA et al., 2011; HAMMAMI et al., 2011; CHAULAGAIN et al., 2012 e
PIPER e KAPLAN, 2012).

Diferentes indices de mortalidade encontrados em relatos de individuos
portadores de infeccdo por linhagens de A. baumannii e P. aeruginosa resistentes
aos carbapenémicos sédo descritos na literatura. Perez e colaboradores (2010)
encontraram 35,3% para A. baumannii. Hammami e colaboradores (2011)
detectaram 5% de Obito entre os pacientes com infeccdo por P. aeruginosa
multirresistente. Este trabalho, no entanto, registrou indices de ébito intra-hospitalar
mais elevados, comprovando a dificuldade de sucesso terapéutico.

Aspirado traqueal foi o espécime clinico com maior frequéncia de detecgéo

das bactérias analisadas neste trabalho. Esse achado é reflexo do emprego da
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ventilagdo mecéanica como suporte clinico aos pacientes avaliados, contribuindo para
0 estabelecimento de um quadro infeccioso. Nowak, Paluchowska e Budak (2012)
também isolaram bactérias resistentes aos carbapenémicos com maior frequéncia
em aspirado traqueal (74% das amostras).

A analise do perfil de susceptibilidade a drogas, revelou auséncia de linhagem
pan-resistente. As polimixinas B ou E (colistina) se mostraram ativas, in vitro, frente
as amostras bacterianas avaliadas de P. aeruginosa, constituindo-se assim, em
possiveis opcdes terapéuticas para estes casos. Resultado similar foi observado
para tigeciclina nos isolados de A. baumannii. Haduch (2008), Mohamed e Raafat
(2011), John e Balagurunathan (2011) e Sardelic (2012) e colaboradores também
encontraram 100% de sensibilidade frente a esses antimicrobianos. Morovat e
colaboradores (2009) observaram que 8,8% das linhagens de A. baumannii se
apresentaram resistentes a polimixina B e tigeciclina (linhagens pan-resistentes),
consideradas drogas de ultima escolha.

Todas as amostras bacterianas avaliadas no estudo prospectivo foram
resistentes a ciprofloxacina. Varias pesquisas, nacionais e internacionais, mostram
resultados semelhantes (HADUCH, et al., 2008; HAMMAMI et al., 2011; JOHN e
BALAGURUNATHAN, 2011; CORREA et al., 2012; NOWAK, PALUCHOWSKA e
BUDAK, 2012). O uso prévio, e por vezes extensivo de fluoroquinolonas, em
ambiente hospitalar, como observado neste trabalho, e mesmo na comunidade,
pode contribuir de forma significativa para selecionar um ambiente para bactérias
multirresistentes (PENA et al., 2009). A literatura aponta a ciprofloxacina e as demais
quinolonas como substratos para diversas bombas de efluxo (QUALE et al., 2006;
LLANES et al.,, 2011). Logo, a deteccdo de MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-
OprN, MexXY-OprM em isolados neste trabalho podem também contribuir para o
fenotipo de resisténcia a estes antimicrobianos.

As alteragcdes causadas pelo uso extensivo de antimicrobianos podem
interferir de forma significativa nas propriedades de antigenicidade, no processo de
adeséao a superficies, na producéo de enzimas e exotoxinas e, consequentemente,
na viruléncia, potencializando ou diminuindo a patogenicidade dos microrganismos
(DINIZ et al., 2003). Estudo regional recente realizado pelo nosso grupo de pesquisa
(PEREIRA et al., 2015) evidenciou relacdo entre resisténcia aos carbapenémicos
(fenotipica e genotipica) com expressdo de fatores de viruléncia, como a producao

de biofilmes, tolerancia a biocidas e ao estresse oxidativo em linhagens de Klebsiella
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pneumoniae, obtidas de pacientes hospitalizados. Tal achado pode ser considerado
como um fator complicador para o controle de infeccdo hospitalar e tratamento de
individuos acometidos por infecgdes causadas por microrganismos com este perfil.

Neste trabalho, linhagens de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos,
isoladas em 2013, ndo se mostraram capazes de produzir hemolisinas com a
metodologia analitica empregada. Entretanto, trata-se de um teste fenotipico, em
gue a expressao do fendmeno pode ser inibida ou ndo induzida, conforme as
condi¢cbes ambientais (QUIBLIER et al., 2011).

Os biofilmes sdo comunidades microbianas complexas que se aderem a
superficies bidticas ou abidticas, envoltas por matriz extracelular polimérica
(STEENACKERS et al., 2012) e podem, de alguma forma, estar relacionado com a
patogenicidade (NAVES et al., 2008; SANDAL et al., 2007). Acredita-se que as
bactérias possuam uma alta capacidade de adesdo e formacgdo de biofilmes em
superficies de materiais hidrofébicos, como o plastico, material utilizado amplamente
na confeccdo de equipamentos empregados nas instituicbes hospitalares
(STEENACKERS et al., 2012). Assim, pode-se formar um reservatorio de patdégenos
nestas estruturas, aumentando o risco de contaminacdo na sua manipulagéo,
ocasionando problemas de saude publica (SHI e ZHU, 2009; VESTBY et al., 2009).

Nossos resultados mostraram que os isolados de P. aeruginosa resistentes
aos carbapenémicos apresentam-se com maior habilidade de formar biofilme em
relacdo aos isolados sensiveis, 0 que permite sugerir que estas bactérias tenham
maior relacdo com a resisténcia/persisténcia hospitalar frente aos mecanismos de
controle de populacdo microbiana. Desta forma, € compreensivel que aspirado
tragueal e catéter venoso sejam 0s materiais biolégicos com maior frequéncia de
isolamento observada neste trabalho.

Embora néo tivesse sido possivel avaliar a habilidade de formacéo de biofilme
em A. baumannii, a literatura revela esta propriedade nesta espécie bacteriana,
quando isolada de espécimes clinicos (BANO et al., 2008; LEE et al., 2008).

A baixa sensibilidade dos microrganismos aos antimicrobianos, em especial
aos carbapenémicos, pode ndo estar apenas associada a mecanismos moleculares
especificos, mas pode estar relacionada com a formacéo dos biofilmes bacterianos,
gue conferem importantes vantagens aos microrganismos, como tolerancia a
oxidacdo, a acdo dos antibidticos e aos varios desinfetantes (biocidas) de uso
hospitalar ( WOODFORD et al., 2011).
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A correlacdo negativa obtida entre resisténcia aos carbapenémicos e
tolerancia ao estresse oxidativo, bem como a acdo de alguns desinfetantes, em
amostras de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos, sugere que elas sejam
menos tolerantes ao estresse oxidativo e a acdo desses biocidas (hipoclorito de
sédio a 1l e 1,5% e o perdoxido de hidrogénio diluido). Logo, o uso desses compostos
para fins de controle de populacdo microbiana, no cenario hospitalar, permanece
encorajado.

Por outro lado, o teste revelou que para hipoclorito de sodio 2% e o
guaternario de amobnio, as linhagens de P. aeruginosa resistentes aos
carbapenémicos foram mais tolerantes que o grupo controle. Assim, a acao biocida
destes compostos € afetada ou tem correlacdo com a resisténcia aos
carbapenémicos, sugerindo restricbes ao uso dos mesmos em instituicbes
hospitalares, sobretudo naquelas em que vigora altas frequéncias de deteccao de P.
aeruginosa multirresistentes.

Para o sabéo antisséptico a base de triclosan, utilizado para higiene das maos
de visitantes e equipe clinica do hospital avaliado, ndo foi possivel aplicar o teste
estatistico de OR. Linhagens de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos
exibiram halos de inibicdo frente a este biocida maiores que o grupo controle,
sugerindo melhor acdo bactericida deste composto frente as linhagens
multirresistentes que para aquelas consideradas sensiveis as drogas
antimicrobianas de interesse médico. O triclosan € um composto de atuacdo nao
especifica sobre a estrutura e funcbes da membrana plasmatica (CHEN et al., 2009).
Estudos apontam este biocida como substrato para inUmeras bombas de efluxo,
como MexAB-OprM, MexCD-OprJ e MexEF-OprN, comuns em P. aeruginosa
(CHUANCHUEN et al., 2001). Neste trabalho, um nimero expressivo de linhagens
de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos (n=15) exibiu pelo menos uma
destas bombas. Desta forma, é possivel que o fendtipo ndo tenha sido expresso,
ainda que houvesse presenca de genes codificadores de bombas de efluxo nestas
mesmas amostras. Porém, observa-se que o grupo formado por P. aeruginosa
sensivel aos carbapenémicos se mostrou, in vitro, menos tolerante a acao deste
composto. Logo, o uso do sabdo a base de triclosan, disponibilizado para uso no
hospital estudado, ndo foi capaz de inibir a disseminagdo destes microrganismos,
gue embora ndo exibam fendtipo de resisténcia aos carbapenémicos, podem

adquirir fragmentos génicos codificadores de resisténcia, sugerindo a necessidade
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de alteracdo do composto quimico utilizado para higiene das maos, bem como
orientacao e treinamento dos profissionais e visitantes acerca deste procedimento.

Considerando a solucéo de alcool 70%, todas as amostras avaliadas nao
demonstraram halo de inibigdo. Este achado, entretanto, ndo descaracteriza o efeito
bactericida deste composto frente as bactérias avaliadas, pois deve-se considerar o
seu carater volatil, em associacdo com sua capacidade de degradacao ao longo do
tempo. Outras técnicas analiticas devem ser consideradas para se avaliar, de forma
precisa, a eficacia do &lcool como agente biocida. O uso do alcool 70% como
composto antisséptico ou desinfetante possui agdo imediata (ANVISA, 2004). Logo,
uma metodologia que empregue leitura em 24 horas pode néao refletir a realidade
desta substancia como biocida.

Bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras de glicose (BGNNF) podem
apresentar diferentes mecanismos moleculares de resisténcia intrinseca e adquirida
a uma grande variedade de antimicrobianos rotineiramente empregados na terapia,
tais como as penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas
(PEREZ et al., 2007; SCHEFFER et al., 2010). A emergéncia de isolados clinicos de
BGNNF, resistentes a multiplas classes de antimicrobianos, incluindo os
carbapenémicos, nas ultimas décadas, tem sido observada em todos os continentes
(HADUCH et al., 2008; PELEG et al., 2008; STRATEVA e YORDANOV, 2009).

Em nosso trabalho, a sintese de enzimas B-lactamases (oxacilinases) foi um
mecanismo molecular de resisténcia aos carbapenémicos presentes nas linhagens
de Acinetobacter estudadas, tanto em 2012 quanto em 2013.

O gene blapxa-s1 possui fraca atividade de lise frente aos carbapenémicos,
mas a regulacdo de sequéncias de inser¢cdo (como ISAbal), pode afetar a
expressdo de genes proximos, produzindo um forte efeito de carbapenemase
(TURTON et al., 2006b; CHAULAGAIN et al., 2012). Nao foi objetivo desta pesquisa
avaliar a presenca de elementos de insercao.

Além disso, a deteccdo de blapxasy € de grande valia na correta
caracterizacdo da espécie A. baumannii (TURTON et al., 2006a). Logo, o achado
deste gene em 91% e 100% das amostras de Acinetobacter, em 2012 e 2013,
respectivamente, qualifica a performance do sistema Vitek 2 Compact®
(bioMerieux/Franca) em identificar esta espécie bacteriana.

Foi possivel observar, neste trabalho, um aumento na taxa de deteccdo do

gene blaoxa-2z €m linhagens de Acinetobacter nos anos avaliados (56,8% em 2012
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para 82,0% em 2013). Este gene tem sido detectado, desde a Ultima década, em
varios paises, como: Grécia, Tunisia, Bulgéaria, Coréia do Sul, Itlia, China, Espanha,
Polbnia, Portugal, Chile, inclusive no Brasil (MANSOUR et al., 2008; YANG et al.,
2009; ANSALDI et al., 2011; CORREA et al., 2012; LIAKOPOULOS et al., 2012,
MANAGEIRO et al., 2012; NOWAK, PALUCHOWSKA e BUDAK, 2012; OPAZO et
al., 2012; ESPINAL et al., 2013; JIANG et al., 2013).

No Brasil, a emergéncia e disseminacdo de OXA-23 tém sido relatada em
vérios estados, como Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e Rio Grande
do Sul, representando um importante de mecanismo de resisténcia aos
carbapenémicos entre isolados clinicos de A. baumannii (CARVALHO et al., 2009;
CORREA et al., 2012; CHAGAS et al., 2014).

O gene blapxa-143 foi identificado pela primeira vez no Brasil, em um isolado
clinico de A. baumannii multirresistente, em um estudo multi-céntrico (HIGGINS et
al., 2009; MEDEIROS e LINCOPAN, 2013). Trata-se de um determinante genético
de resisténcia ainda pouco estudado e restrito ao Brasil (MEDEIROS e LINCOPAN,
2013; TOWNER et al., 2011). Diferentes indices de prevaléncia deste gene tém sido
encontrados. Este trabalho encontrou 43,2% em 2012 e 13,6% em 2013 de blaoxa-
143. Werneck e colaboradores (2011) e Antbnio e colaboradores, no mesmo ano,
reportaram, em hospitais brasileiros, frequéncias de 8,4% e 58,3%, respectivamente,
deste mesmo marcador.

Das amostras de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos, 88,6%
apresentaram gene para a bomba de efluxo adeB. Esta bomba de efluxo opera,
guando super-expressa, de forma sinérgica com baixa permeabilidade de
membrana, expulsando aminoglicosideos, B-lactamicos e quinolonas, dentre outros
compostos. Logo, este achado poderia contribuir para a resisténcia cruzada
observada, neste trabalho, para drogas, como ciprofloxacina e piperacilina-
tazobactam.

Embora nao foi observado neste estudo resisténcia a tigeciclina, ha relatos de
sensibilidade diminuida ou mesmo falha terapéutica durante o tratamento devido a
atividade do sistema de efluxo AdeABC para este antimicrobiano (HORNSEY et al.,
2010).

A observacdo de 14 perfis genotipicos distintos nas linhagens de P.
aeruginosa, isoladas em 2013, sugere-se auséncia de disseminacgdo clonal. Sete

linhagens exibiram mais de 3 mecanismos moleculares de resisténcia aos
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carbapenémicos. Esse dado confirma trabalhos anteriores, que associam sistemas
de efluxo, expressdo aumentada de ampC e alteracdo de porinas (oprD) como
mecanismos moleculares responsaveis pela resisténcia aos p-lactamicos, sobretudo
aos carbapenémicos, em isolados clinicos de P. aeruginosa (QUALE et al., 2006;
TOMAS et al., 2010; XAVIER et al., 2010; CABOT et al., 2011).

Neste trabalho, os testes moleculares empregados para avaliar a presenca de
bombas de efluxo, ampC e oprD foram baseados na identificacdo de genes por
PCR, e ndo em analise de expressdo. Quale (2006), Vila, Marti e Céspedes (2007),
Hornsey (2010), Tomas (2010) e Xavier (2010), em estudos similares a este,
observaram que a expressdo aumentada dos genes que codificam bombas de efluxo
e ampC, e a expressao diminuida de oprD, contribuem para o fendtipo de resisténcia
aos carbapenémicos. Considerando que estes marcadores sdo de origem
cromossbmica, associa-se a auséncia de bombas de efluxo e ampC com possivel
mutacdo ou falha analitica, considerando que estas amostras estdo disponiveis em
colecdo, podendo sofrer alteracdo ambiental. Por outro lado, a auséncia do gene
codificador da porina OprD pode estar associada a alteracdes de permeabilidade e
assim, contribuir para o fen6tipo de resisténcia aos carbapenémicos.

A Unica MBL detectada neste estudo foi SPM-1 (26,3%), durante o ano de
2013. Este determinante genético foi primeiramente identificado no Brasil e, até o
momento, raros sdo os achados deste gene em outros paises (MARTINEZ, POIREL
e NORDMANN, 2009; SALABI et al., 2010). No Brasil, varios sdo os relatos de
infecgdo hospitalar por P. aeruginosa portadora de SPM-1 (GALES et al., 2003;
MARRA et al., 2006; GASPARETO et al., 2007; FRANCO et al., 2010; SCHEFFER
et al., 2010).

Para as amostras de P. aeruginosa que se mostraram resistentes ao
imipenem/meropenem no teste fenotipico e negativas para os genes pesquisados, é
possivel que possuam outros mecanismos de resisténcia, tais como alteracdo de
outras porinas e/ou outros sistemas de efluxo e/ou sintetizem outras enzimas que
nao aquelas avaliadas neste estudo.

Marcadores genéticos encontrados em A. baumannii ndo foram identificados
em P. aeruginosa e vice-versa. Esse dado sugere auséncia de mobilidade de
fragmentos génicos relacionados com resisténcia aos carbapenémicos entre as

espécies bacterianas avaliadas.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando o cenario atual, em que a disseminacdo de bactérias
multirresistentes tem limitado as opcdes terapéuticas para o combate as infeccbes
hospitalares, o conhecimento sobre os mecanismos de resisténcia as drogas
antimicrobianas bem como sua epidemiologia sdo de extrema importancia para se
tracar estratégias de tratamento mais eficientes e medidas adequadas ao controle de
infeccdes. Dessa forma, existe a necessidade de responsabilizacdo ética, técnica e
social dos gestores de saude no sentido de prover as condi¢cdes para a educacao
continuada de profissionais da area sobre o uso racional de antimicrobianos, o que
poderia minimizar os impactos da resisténcia. Além disso, é necessario
planejamento e implementacdo de medidas especificas e bem estabelecidas, que
envolvam, por exemplo, 0 uso de agentes biocidas mais eficazes nos processos de
limpeza, desinfeccédo e esterilizagdo dos equipamentos e ambientes hospitalares,
além da criacdo de rotinas padronizadas para a insercdo, manutencao e retirada de
cada dispositivo invasivo (catéter venoso central, ventilacdo mecanica, etc).

Numa abordagem contemporéanea, € de se esperar que o fenbmeno da
resisténcia bacteriana possa estar relacionado a alteracdes nos perfis de expressao
génica bacteriana, com reflexos no potencial agressor desses microrganismos, bem
como na sua persisténcia nos ambientes dos quais deveriam ser removidos.

Assim, estudos prospectivos devem ser incentivados nos diferentes servigos
de saude para a coleta de dados epidemioldgicos regionais, que possam fomentar
politicas de saude publica. Dado o elevado indice de morbidade e mortalidade das
infecgbes associadas a A. baumannii e P. aeruginosa multirresistentes, seu controle
criterioso nos ambientes de saude poderia ser considerado como importante acdo de

promocao da saude.
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CONCLUSOES

Idade avancada, predominio de individuos hospitalizados em UTI, uso de
dispositivos médicos invasivos, emprego prévio de antimicrobianos, como
fluoroquinolonas ou B-lactamicos em associacdo com inibidor de B-lactamase,
existéncia de alguma doenca de base e estadia prolongada em hospital foram
fatores predisponentes ao aparecimento de infeccdo/colonizacdo por

microrganismo multirresistente.

A multirresisténcia observada em todas as amostras de A. baumannii e P.
aeruginosa com fenoétipo de resisténcia aos carbapenémicos confirma a
dificuldade de manejo terapéutico de pacientes com infeccfes associadas a
estes microrganismos. Tigeciclina pode representar opcdo terapéutica para
controle de A. baumannii, enquanto as polimixinas podem ser utilizadas para
o controle de A. baumannii e P. aeruginosa circulantes na regido de Juiz de
Fora/MG.

Os isolados de P. aeruginosa resistentes aos carbapenémicos apresentam
maior tolerancia a alguns biocidas de uso hospitalar, o que poderia causar
impacto direto no controle epidemioldgico deste microrganismo nos centros

de saude.

A maior habilidade de formacg&o de biofilmes dos isolados de P. aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos pode contribuir para sua persisténcia no
ambiente hospitalar e para o desfecho das infeccbes associadas,
considerando-se hospedeiros imunodeprimidos e a evolugdo das doencas

infecciosas.

As carbapenemases do tipo oxacilinases (OXA-23, OXA-51 e OXA-143) nao
estdo associadas as linhagens de P. aeruginosa isoladas neste trabalho,

embora a multirresisténcia possa estar associada a outros mecanismos, tais
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como bombas de efluxo MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN, MexXY-

OprM, sintese de SPM-1 e auséncia de oprD.

e A producgao das oxacilinases, tais como OXA-23, OXA-51 e OXA-143, parece
estar bem disseminada entre as linhagens de A. baumannii, além da presenca

de bomba de efluxo adeB e auséncia de oprD.
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Abstract

Introduction: The non-fermenting Gram-negative bacteria, such as Pseudomonas aeruginosa
and Acinetobacter baumannii are widespread in the environment and are increasingly
associated with severe nosocomial infections. Extensive and sometimes indiscriminate use of
antibiotics in hospitals has contributed to an increased number of infections caused by A.
baumannii and P. aeruginosa that are resistant to a wide variety of antimicrobials, including
B-lactams. This study aimed to isolate and identify carbapenem-resistant Acinetobacter spp.
and P. aeruginosa from hospitalized patients, to determine their antimicrobial susceptibility
patterns, and to screen for blapxa-23 blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss and blapxa-143 genes among
the isolated bacteria. Methodology: Antimicrobial resistance patterns were performed using
the disc-diffusion method. Genetic markers related to carbapenem resistance were screened
by PCR. Results: Carbapenem-resistant Acinetobacter spp. (n=44) and P. aeruginosa (n=28)
samples were isolated from patients admitted into a tertiary hospital. Polymyxin B was the
only effective drug for all isolates. Considering the oxacillinase genes screening, genetic
markers were observed only in Acinetobacter isolates. The most frequent genotype observed
was blaOXA-23+/b|ao)(A.51+ (455%), followed by b|ao)(A.51+/b|ao)(A.143+ (41%) The oxacillinase
genes blapxa-24 and blapxa-ss were not detected. High mortality rates (> 70%) were observed.
Conclusions: The data suggest the need for rational use of antimicrobials associated with
early diagnosis of multi-drug resistant bacteria, especially considering non-fermenting Gram-
negative rods, which are widespread in Brazilian hospitals. The findings of blagy,.s1 strains
may suggest the occurrence and spread of non A. baumannii species throughout our
hospitals. Effective implementation of surveillance programs in hospitals are needed to reduce
infectious and resistant intra and interspecies bacteria.

Key words: Pseudomonas, Acinetobacter, carbapenem-resistant bacteria

Running Title: Carbapenem-resistant Gram negative bacteria
Introduction

The non-fermenting Gram-negative (NFGN) bacteria are widely distributed in the
environment and are highly associated with severe opportunistic nosocomial infections,
mainly in immunocompromised patients [1,2]. The NFGN are resistant to most available
antimicrobial drugs, mainly due to their ability to acquire resistance genes through horizontal
transfer but also to their ability to persist in the open environment for long periods on
nosocomial surfaces [3].

The clinical relevance of multi-drug resistant NFGN-associated infection is
characterized by their opportunistic nature and their laborious and costly treatment and
management, with high morbidity and mortality rates [4]. These infections are frequently
found in intensive care patients with pneumonia symptoms associated with mechanical
ventilation, bacteremia introduced by central venous catheter, or urinary tract infection [5].

NFGN bacteria may display different mechanisms of intrinsic and acquired resistance to
a large number of antimicrobials routinely employed in medical therapy, such as, penicillins,
cephalosporins, aminoglycosides, and fluoroquinolones. Carbapenems are still the drugs of
choice to treat infections associated with the drug-resistant NFGN bacteria [2,6].
Nevertheless, carbapenem-resistance among Pseudomonas and Acinetobacter has emerged
and become widespread, demanding increased efforts to treat infection with chemotherapy;
using polymyxin B and tigecycline, the last therapeutic option [5,7,8].

Among the NFGN bacteria, Pseudomonas and Acinetobacter are the main drug-resistant
groups associated with nosocomial infections and are well known for their ability to express
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several drug-resistant mechanisms, such as; production of p-lactamases and altered surface
porins and efflux pumps. B-lactamases production constitutes the major NFGN resistance
mechanisms from the epidemiological viewpoint, including production of serine and metallo-
B-lactamases, which is related to the carbapenems resistance [9].

Serine-p-lactamases (such as, class D p-lactamases) are also known as oxacillinases or
OXA-type B-lactamases and display a variable hydrolytic activity against the B-lactam drugs.
So far, 121 different variants of oxacillinases have been described, 45 of which have
hydrolytic activity on carbapenems [10]. Of these, blapxa genes are important genetic and
epidemiological markers that confirm identification of carbapenem-resistant NFGN bacteria.
OXA-23, a clavulanic acid-resistant oxacillinase, is a plasmid-coded enzyme, which
hydrolyzes broad-spectrum cefalosporins, aztreonam, and feebly hydrolyzes imipenem and
meropenem [11]. OXA-24 is associated to bacteria resistance against third and fourth
cephalosporin generations as well as carbapenems. In most cases, these microorganisms are
multiresistant and sensitive to polymyxin B and colistin [12-15]. OXA-51 is a
chromosomally-coded oxacillinase present in the Acinetobacter baumannii species with a
distinct hydrolytic action on carbapenems, i.e., slow imipenem hydrolysis and non-
meropenem inactivation [16,17]. OXA-58 was first described in 2003 in A. baumanni, and
rapidly spread to the other countries [18-24]. This enzyme is associated to resistance against
carbapenems, third and fourth cephalosporin generations, and monobactams [25]. OXA-143 is
still little studied and restricted to Brazil. It was identified in a clinical isolate of multiresistant
A. baumanni [26-29]. B-lactamase OXA-143 hydrolyze penicillins and carbapenems but not
significantly hydrolyze expanded-spectrum cephalosporins, as observed with other
carbapenem-hydrolyzing class D-p-lactamase [26].

Knowledge on the occurrence, distribution, and antimicrobial susceptibility of
oxacillinase-producing bacteria may be highly relevant to help prevent a misuse of
antimicrobial agents and guide a suitable therapy. Thus, this study was focused on the
epidemiological characteristics, antimicrobial susceptibility patterns and genetic screening for
oxacillinase genes in carbapenem-resistant Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter spp.,
isolated from patients admitted in a Brazilian tertiary hospital between January and December
of 2012.

Methodology

Study design, patients and bacteria collection

This is a cross-sectional study based on routinely collected data from patients admitted
into a Brazilian tertiary hospital in Juiz de Fora, Minas Gerais, between January 1% and
December 31%, 2012. None of the sampled patients were diagnosed with infectious diseases
by the time of admission. The hospital is a 120 beds private institution, which includes
general and specialized surgical unities, adult, infant and neonatal intensive care unities,
nursery unit, coronary care unit, male, female and infant wards, outpatient care, diagnostic
centre including clinical analysis and pathological anatomy laboratories. The Ethics
Committee of the Federal University of Juiz de Fora (Certificate no. 346/2011) approved this
study. Bacterial samples isolated from clinical specimens were sent to the hospital’s clinical
pathology laboratory (mainly urine, blood, tracheal secretion and catheter tip cultures) in
accordance with the guidelines described by the Brazilian Health Surveillance Agency [30].

After initial bacteria were isolated from monomicrobial cultures, all the presumptively
identified NFGN rods were identified using the Vitek 2 System (BioMerieux, France);
Acinetobacter spp. and P. aeruginosa were selected for further studies, as described below.
Patients’ demographic and clinical characteristics were recovered from corresponding medical
records.
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Antimicrobial susceptibility patterns

Antimicrobial susceptibility assays were performed on Mueller—Hinton agar (BD-
Difco), using the disc-diffusion method. Growth inhibition zones were interpreted according
to the Clinical and Laboratory Standards Institute [31] with the exception of tigecycline [32].

Antimicrobial disks of amikacin (30ug), gentamicin (10ug), ciprofloxacin (5ug),
polymyxin B (300U), piperacillin-tazobactam (100/10ug), ceftazidime (30ug), cefepime
(30ug), meropenem (10ug), and imipenem (10ug) were tested against P. aeruginosa and
Acinetobacter spp.. Additional disks of sulphazotrim (25ug), tetracycline (30ug), ampicillin-
sulbactam (10/10ug) were tested against Acinetobacter spp., and an additional disk of
aztreonam (30ug) was tested against P. aeruginosa. All the antimicrobial discs were of
commercial grade (Laborclin Ltda, Brazil). Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Escherichia coli ATCC 25922, Escherichia coli ATCC 35218 and Staphylococcus aureus
ATCC 25923 were used for quality control.

Screening of blapxa genes among the carbapenem-resistant bacteria

For the isolated imipenem and meropenem-resistant Acinetobacter spp. and P.
aeruginosa strains, polymerase chain reactions were carried out targeting the blapxa-23,
blaoxa-24, blaoxa-s1, blaoxa-ss and blapxa-143 genes coding for oxacillinases enzymes. The
genetic screening was performed using primers and conditions previously described [26,33].

Briefly, bacterial genomic DNA were extracted from 1 ml of overnight cultures in
Tryptic Soy Broth (BD-Difco, Brazil) using the Wizard Genomic DNA Purification Kit
(Promega Corporation, USA) following the manufacturer’s instructions. The DNA extracts
were quantified using NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, USA) and stored at -20°C, to be
used as templates in polymerase chain reactions (PCR). The primer sequence, amplicon size
and amplification conditions are described in table 1. All the PCR experiments were
performed in duplicate. The expected amplicons were visualized in 1.5% agarose gel stained
with ethidium bromide. The 1kb DNA ladder was used as molecular weight standard (Life
Technologies, USA). Positive controls for PCR reactions were carried out by sequencing
randomly selected amplicons comprising 10% of the total reactions. The PCR products were
sequenced in an ABI Prism 3730 DNA sequencer (Applied Biosystems, USA).

Patient chart review

We reviewed the medical records of the hospital-admitted patients whose carbapenem-
resistant P. aeruginosa and Acinetobacter spp. were isolated. The following demographic and
clinical data were retrieved: age, sex, clinical specimens for microbiological culture, patient
admission unit and mortality attributable to the infection by carbapenem-resistant NFGN
isolates.

Results

Over the sampled period, NFGN were isolated from 183 hospital admitted patients,
including urine, blood, tracheal secretion and catheter tip cultures (49 non-replicated isolates
of Acinetobacter spp. and 134 isolates of P. aeruginosa). Of the isolated bacteria, 44 samples
of Acinetobacter spp. and 28 samples of P. aeruginosa were carbapenem-resistant,
representative of 72 patients, distributed as follows, according to their admission unit:
intensive care unit (n=42, 58.4%), male and female wards (n=17, 23.6%), coronary care unit
(n=12, 16.6%) and neonatal intensive care unit (n=1, 1.4%).

The sociodemographic data, clinical specimens, and the mortality associated with the
colonization and infection by carbapenem-resistant NFGN isolates are presented in table 2.
Considering the Acinetobacter-associated patients, the mean patient age was 69.6 years old
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(ranging between 11 days old and 96 years old); 21 (47.7%) bacterial strains were isolated
from female patients, while 23 (52.3%) strains were isolated from males. Pseudomonas-
associated patients had an mean age of 71.7 years old (ranging from 30 to 92 years old); 20
(71.5%) bacterial strains were isolated form female patients and 8 (28.5%) were isolated from
males. Overall, the main clinical specimen for microbiological culture was tracheal secretion
followed by urine and catheter tip. Unfortunately, the patients’ mortality rate was high,
accounting for 77.2% of the cases associated with Acinetobacter colonization and infections
and 78.5% of the cases associated with Pseudomonas colonization and infections.

All the studied bacterial samples were resistant to ceftazidime, cefepime, imipenem and
meropenem. With regards to the Acinetobacter strains, resistance was also observed against
ciprofloxacin (100%), piperacillin-tazobactam (100%), gentamicin (87.1%), ampicillin-
sulbactam (83.4%), amikacin (77.8%), tetracycline (55.6%), and sulphazotrim (55.6%). As
for Pseudomonas strains, resistance was also observed against ciprofloxacin (90.2%),
aztreonam (90.2%), amikacin (63.4%), piperacillin-tazobactam (34%) and gentamicin
(19.5%). Resistance to tigecycline and polymyxin B was not observed in Acinetobacter and
Pseudomonas did not appear resistant to polymyxin B (Table 3).

At least one of the genetic markers related to oxacillinases blapxa-23, blaoxa-s1, or
blapxa-143 Was detected in all Acinetobacter strains recovered in this study. The genotype
blapxa-23 blapxasi” was the most frequently observed (45.5%), followed by blagxa-

51 Iblapxa-ss’, observed in 41% of the bacterial strains. The genotype blapxa-s” Was observed
in 9% of the isolated bacteria. The genetic markers blapxa-24 and blapxa.ss Were not observed
in any of the Acinetobacter samples. With regards to the P. aeruginosa isolates, none of the
genetic markers were observed (Table 4).

Discussion

As long as antimicrobial resistance against carbapenems in nosocomial strains of
Acinetobacter and Pseudomonas is being reported worldwide, monitoring the drug
susceptibility patterns in health-care associated bacteria is extremely important to guide the
clinical management and chemotherapy of NFGN infections [2,7,8]. In this regard,
appropriate laboratory handling of clinical specimens and microbiological procedures is also
necessary. In this study, imipenem and meropenem susceptibility were considered for
characterizing carbapenem-resistant Acinetobacter and Pseudomonas. Although there is a
phenotypic screening method widely performed (Hodge test), according to the CLSI
guidelines, this is only recommended for carbapenem-resistance screening among
enterobacteria [31].

According to the literature, colonization and infection by multiresistant bacteria,
especially Pseudomonas and Acinetobacter, is an important and predictive factor for intra-
hospital patient death, mainly of immunocompromised individuals [14,34,35]. Our results
corroborate data in the literature; high mortality was observed among patients from whom
multidrug-resistant P. aeruginosa and Acinetobacter spp. were isolated.

The mean age of patients harboring Acinetobacter spp. strains was 69.6 years old and
the gender distribution was 47.7% female, whereas for patients harboring Pseudomonas, the
mean age was 77.1 years old and 71.5% were female. Similar age range and gender associated
with carbapenem-resistant Acinetobacter was previously reported [14] as was a similar patient
age range in cases of Pseudomonas isolation [35]. Our data may reflect the actual scenario of
patients admitted to the evaluated tertiary hospital with high risks of NFGN colonization and
infection [34].

Tracheal aspirate was the main clinical specimen associated with multidrug resistant
Acinetobacter and Pseudomonas, followed by catheter, blood, and urine for Acinetobacter
isolation and urine for Pseudomonas. So far, in Brazil, blood and catheter are among the most
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frequent clinical specimens associated with carbapenem-resistant NFGN bacteria isolation,
followed by respiratory tract secretions, and urine [6,36].

With regards to the antimicrobial susceptibility patterns observed for the isolated
carbapenem-resistant NFGN bacteria, a recent study on imipenem-resistant A. baumannii in
hospital samples pointed to a result similar to that found in our study, i.e., 100% resistance to
ciprofloxacin and piperacillin-tazobactam [37]. Data from a national study carried out by
others also corroborate these findings [38]. However, these data revealed a high frequency of
isolates that were sensitive to tetracycline (approximately 85%), which, however, were
different from our results that amounted to 44.4%. As long as therapeutic options for treating
multi-resistant Acinetobacter spp. strains are quite limited, our results support the
effectiveness of polymyxin B and tigecycline [37-39].

Considering P. aeruginosa, as the isolation of carbapenem-resistant strains has been
growing increasingly in Brazilian hospitals, literature data corroborate our findings, in which
resistance was observed against piperacillin-tazobactam, ceftazidime, cefepime, aztreonam
and ciprofloxacin, but no resistance was observed against polymyxin B [6,8,34,37]. In this
context, our results may support, in regional scale, the reports by the SENTRY program,
which pointed out polymyxin B as an alternative drug against multidrug-resistant P.
aeruginosa [40].

All isolates found in the present study were characterized as A. baumannii by using the
automatized method Vitek 2 Compact. However, this method is not able to distinguish the
Acinetobacter baumannii species from the remaining bacteria such as A. pitii, A.
nosocomialis, and A. calcoaceticus [17]. Facing methodological limitations, the Acinetobacter
strains were referred as Acinetobacter spp. According to the literature, as long as blapxa-s1 IS
an intrinsic gene to A. baumannii. its screening would be of interest as an additional tool to
confirm the species identification. The blapxa-s1 is associated with low expression levels, but
hyper expression may occur by the insertion of other genetic elements and also be associated
with porin permeability alterations and efflux pumps expression [17]. In this study, although
we would suggest that blagxa-s:” strains are not A. baumannii, additional molecular evaluation
should be performed to confirm these Acinetobacter spp. identification.

The oxacillinase gene blapxa-23 has been detected all over the world and has also been
pointed out as the predominant carbapenemase among Acinetobacter species in some
geographic regions, such as, Europe, Australia, Singapore, Americas, Asia, and Africa. This
suggests it has already been widely disseminated [41]. In Brazil, Acinetobacter strains
harboring blaoxa-23 have been reported in Porto Alegre (RS), Rio de Janeiro and Niterd6i (RJ),
Belo Horizonte (MG) and S&o Paulo (SP) [14,37,42-45]. In this study the data may support
the OXA-23 epidemiology in Brazil, as 61.1% of the Acinetobacter strains were blagxa-23".

As observed in other Brazilian hospitals, OXA-143 was also observed in this study. In
this country, blapxa-143 has been reported in frequencies ranging between 8.4 and 76%
[29,46,47]. With regards to OXA-24 and OXA-58, although all Acinetobacter strains in this
study were blapxa-24 and blapxa-ss, international literature suggests these oxacillinases well
spread among A. baumannii clinical isolates [13-15,28].

In this study, the results may suggest that oxacillinase type carbapenemases were not
associated to the P. aeruginosa isolates, once no blapgxa” strains were observed. According to
the literature, in the absence of enzymes with carbapenem hydrolytic activity such as
oxacillinases, carbapenem-resistance in NFGN bacteria may be associated to several other
mechanisms, which include synthesis of metallo-p-lactamases, increased expression of
chromosome-encoded AmpC, reduced outer-membrane porin expression and efflux systems
overexpression [48-50].
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Conclusion

Despite that empirical chemotherapy is not routinely prescribed to carbapenem-resistant
NFGN rods associated infections, regional data is highly important to monitor bacteria
epidemiology and infectious spread into hospitals and community. As pointed out above, it is
important to enforce a rational use of antimicrobials together with effective practices of
microbial and environmental control, including correct identification of bacteria strains that
are resistant to several classes of antimicrobials. Although additional methods were not
employed to confirm the species identification of Acinetobacter isolates, the findings of
blagxa-s1” Strains may suggest that non-A. baumannii species are emerging as opportunistic,
multi-drug-resistant bacteria, currently resistant to carbapenem drugs in Brazilian hospitals.
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Table 1: Primers used, expected amplicons, and polymerase chain reaction (PCR) conditions.

Amplicon

Target Primer sequence (5'-3") size (pb) PCR conditions References
bla F-5°-GAT CGG ATT GGA GAA CCA GA-3’ 501 26
OXA23  R-5-ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT-3’
bla F-5°-GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA-3’ 246 26
OXA24  R-5’-AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT-3’ 05°C. 5 min: 30
°C,5min; 30X
bla F-5-TAA TGC TTT GAT CGG CCT TG-3’ 353 (95°C, 1 min; 52°C, 26
OXASl  R-5°-TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG-3’ 1 min; 72°C, 1 min);
72°C,10min T
bla F-5"-AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG-3’ 509 26
OXA%8  R-5°-CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC-3
bla F-5°-TGG CAC TTT CAG CAG TTC CT-3’ 149 23
OXA1S  R-5*-TAATCT TGA GGG GGC CAA CC-3’
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Table 2: Patient’s sociodemographic and clinical data related to carbapenem-resistant
Acinetobacter spp. and Pseudomonas aeruginosa isolates in a tertiary hospital between

January and December of 2012.

Epidemiological parameters

Carbapenem-resistant bacteria

Acinetobacter spp.

Pseudomonas aeruginosa

(n=44) (n=28)
Gender (n; %)
Male 23;52.3 8; 28.5
Female 21; 47.7 20; 71.5
Age (n; %)
0-20 years 1;2.2 0;0
21-40 years 3;6.8 2;7.1
41-60 years 6; 13.6 3;10.7
> 61 years 34;77.4 23; 82.1
Clinical specimens (n; %)
Urine 5;9.2 13; 31.7
Blood 5;9.2 2;4.8
Tracheal secretion 34; 63.2 17;41.6
Catheter tip 7;13 6; 14.6
Bronchoalveolar lavage 1,18 0;0
Ulcer 1;1.8 2;4.8
Abdominal secretion 1;1.8 0;0
Orthopedic implants 0;0 1;25
Patient admission unit (n; %)
Male and female ward 6; 13.6 11; 39.3
Intensive care unit 30; 68.2 12;42.9
Coronary care unit 7;16.0 5;17.8
Neonatal intensive care unit 1,22 0;0
Patient evolution (n; %)
Discharged 10; 22.8 6; 21.5
Death 34;77.2 22; 78.5
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Table 3: Antimicrobial susceptibility patterns of the carbapenem-resistant Acinetobacter spp.
and Pseudomonas aeruginosa isolated in a tertiary hospital between January and December of
2012.

Antimicrobials Acinetobacter spp. (n=44) P. aeruginosa (n=28)
R (%) S (%) R (%) S (%)
Imipenem 100.0 0 100.0 0
Meropenem 100.0 0 100.0 0
Ampicillin-sulbactam ~ 83.4 16.6 - -
Piperacillin-tazobactam 100.0 0 44.0 56.0
Ceftazidime 100.0 0 100.0 0
Cefepime 100.0 0 100.0 0
Aztreonam - - 90.2 9.8
Amikacin 77.8 22.2 63.4 36.6
Gentamicin 87.1 12.9 19.5 80.5
Tetracycline ~ 55.6 44.4 - -
Sulphazotrim” 55.6 44.4 - -
Ciprofloxacin 100.0 0 90.2 9.8
Tigecycline ™ 0 100.0 - -
Polymyxin B 0 100.0 0 100.0

* Antimicrobial drugs not tested against both bacterial species; R: resistance including
intermediate resistance; S: sensitivity.
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Bacteria

Resistance phenotype

Genotype (blapxa type genes) Unit (n; %)

Acinetobacter spp.
(n=44)

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,TS
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT, TS, TE
MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT,AB, TS, TE

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TS, TE
MP,IP,TZ,PM,AK,GM, CP, PT, AB,TS,TE

MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AB

MP,IP,TZ,PM,AK,CP,PT,AB
MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT,AB
MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT, TS

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,TS
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB

MP,IP,TZ,PM,AK,CP,PT,AB, TS
MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AB, TS, TE
MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AB, TS, TE
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT, TS, TE
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB,TS
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB,TS

OXA-23
OXA-23
OXA-23
OXA-23
OXA-51
OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51

OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51

OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51

OXA-23, OXA-51
OXA-23, OXA-51

Sampling
Months (n)
ICU (1; 2.2) NOV
ICU (1; 2.2) NOV
ICU (1; 2.2) DEC
MWAR (1;2.2) DEC
ICU (1; 2.2) FEB
MWAR (1;2.2)  APR
ICU (1; 2.2) NOV
ICU (1; 2.2) APR
ICU (1; 2.2) DEC
ICU (2; 4.54) JUN (1)
AUG (1)
ICU (2; 4.54) FEB (1)
APR (1)
CCU (1; 2.2) MAR
CCU (1; 2.2) JUN
MWAR (1;2.2) MAR
NICU (1; 2.2) SEP
MWAR (1;2.2) APR
ICU (5; 11.36) APR (1)
MAY (1)
JUL (1)
SEP (1)

OCT (1)
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MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TS, TE OXA-23, OXA-51 CCU (2; 4.54) MAR (2)
MP,IP,TZ,PM,CP,PT OXA-51, OXA-143 ICU (1; 2.2) DEC
MP,IP,TZ,PM,CP,PT,AB OXA-51, OXA-143 CCU (1;2.2) OCT
MP,IP,TZ,PM,AK,CP,PT,AB OXA-51, OXA-143 ICU (1; 2.2) OCT
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB OXA-51, OXA-143 FWAR (1; 2.2) JUL
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB OXA-51, OXA-143 CCU (2; 4.54) JUL (2)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB OXA-51, OXA-143 ICU (9; 20.45) JUL (4)
AUG (1)
SEP (2)
OCT (2)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TE OXA-51, OXA-143 FWAR (1; 2.2) NOV
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TS OXA-51, OXA-143 ICU (1; 2.2) APR
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AB, TS, TE OXA-51, OXA-143 ICU (1; 2.2) OCT
MP,IP,TZ,PM,AK,GM, CP, PT, AB OXA-23, OXA-51, OXA-143 ICU (1;2.2) AUG
MP,IP,TZ,PM, nd* ICU (1; 3.57) MAY
MP,IP,TZ,PM,AT nd FWAR (1;3.57) MAY
MP,IP,TZ,PM,CP,AT nd FWAR (1;3.57) AUG
MP,IP,TZ,PM,GM,CP nd ICU (1; 3.57) JUN
MP,IP,TZ,PM,PT AT nd ICU (1; 3.57) APR
P. aeruginosa (n=28) MP.IP.TZPM,CP PT AT nd MWAR (1;3.57) SEP
FWAR (1;3.57) OCT
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP nd FWAR (3;10.71) APR (1)
MAY (1)
AUG (1)
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP nd ICU (1; 3.57) APR
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,AT nd FWAR (1;3.57) FEB
MWAR (1; 3.57) OCT




MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,AT

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,AT

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT
MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT,AT

MP,IP,TZ,PM,GM,CP,PT,AT
MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AT

MP,IP,TZ,PM,AK,GM,CP,PT,AT

nd

nd

nd
nd

nd

nd

nd

CCU (3; 10.71)

ICU (3; 10.71)

ICU (1; 3.57)
ICU (2; 7.14)

FWAR (2; 7.14)
CCU (2; 7.14)

ICU (2; 7.14)
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MAY (1)
JUL (2)
JUL (1)
OCT (1)
NOV (1)
JAN

JAN (1)
SEP (1)
JUL (1)
OCT (1)
MAY (1)
AUG (1)
JUL (1)
OCT (1)

*Oxacilinase type genes (blapxa ) not detected. MP (Meropenem), IP (Imipenem), TZ (Ceftazidime), PM (Cefepime), AK (Amikacin),
GM (Gentamicin), CP (Ciprofloxacin), PT (Piperacillin-Tazobactam), AB (Ampicillin-Sulbactam), TE (Tetracycline), TS (Trimethoprim-
Sulfamethoxazole), AT (Aztreonam), FWAR (Female Ward), MWAR (Male Ward), ICU (Intensive Care Unit), CCI (Coronary Care
Unit), NICU (Neonatal Intensive Care Unit). JAN: January; FEB: February; MAR: March; APR: April; JUN: June; JUL: July; AUG:

August; SEP: September; OCT: October; NOV: November; DEC: December
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Outras atividades realizadas durante o periodo:

1.

Apresentacdo de trabalho no Seminario de Iniciacdo Cientifica da
Universidade Federal de Juiz de Fora: Avaliacdo de marcadores de
resisténcia a antimicrobianos em linhagens de Acinetobacter baumannii
e Pseudomonas aeruginosa resistentes aos carbapenémicos. Juiz de
Fora, MG, dezembro de 2015.

Apresentacdo de trabalho no Seminario de Iniciacdo Cientifica da
Universidade Federal de Juiz de Fora: Aspectos fisiolégicos e moleculares
da viruléncia e resisténcia aos carbapenémicos em Klebsiella e
Enterobacter, isoladas em um hospital terciario. Juiz de Fora, MG,
dezembro de 2015.

Apresentagcdo de trabalho no 28° Congresso Brasileiro de Microbiologia:
Carbapenem resistance and virulence characteristics in Acinetobacter
baumannii and Pseudomonas aeruginosa isolated from a tertiary
hospital. Florianépolis, SC, outubro de 2015.

Participacdo em banca examinadora do Trabalho de Concluséo de Curso da
académica do curso de Farmacia ALINE AUGUSTA SAMPAIO FERNANDES,
INTITULADO: Pesquisa de marcadores genéticos de resisténcia em
amostras de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa
resistentes aos carbapenémicos. Julho de 2015.

Participacdo na co-orientagdo do estudante de mestrado RITO SANTO
PEREIRA, intitulado: Aspectos fisiologicos e moleculares da resisténcia
aos carbapenémicos em Klebsiella pneumoniae e Enterobacter
aerogenes, com implicacdo na viruléncia bacteriana. Novembro de 2014.

Apresentacdo de trabalho no Seminario de Iniciacdo Cientifica da
Universidade Federal de Juiz de Fora: Aspectos fisiolégicos e moleculares
da viruléncia e resisténcia aos carbapenémicos em bastonetes Gram
negativos, isolados em um hospital terciario. Juiz de Fora, MG, outubro de
2014.

Apresentacdo de trabalho no 27° Congresso Brasileiro de Microbiologia:
Avaliacdo fenotipica e genotipica da producao de carbapenemases em
enterobactérias isoladas de um hospital terciario. Natal, RN, outubro de
2013.



