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Resumo

Acinetobacter  calcoaceticus-baumannii  (ACB) sdo patodgenos
oportunistas responsaveis por infec¢cdes do trato respiratorio, infeccbes de
feridas e bacteremia em pacientes internados em unidades de terapia
intensiva. Esses microrganismos tornaram-se um problema nas unidades de
assisténcia a saude devido a sua capacidade de adquirir e acumular
determinantes de resisténcia a antimicrobianos, sendo responséaveis por altas
taxas de resisténcia aos principais antimicrobianos utilizados terapeuticamente.
Desta forma, esse estudo teve por objetivo determinar a suscetibilidade a
antimicrobianos, assim como detectar determinantes de resisténcia em
isolados clinicos de ACB. Para isso, foram utilizados 200 isolados clinicos,
resistentes aos carbapenémicos, pertencentes ao complexo ACB, coletados de
um hospital em Porto Alegre, Brasil, no periodo de janeiro de 2012 a maio de
2015. Para determinar a suscetibilidade a antimicrobianos, 16 farmacos foram
utiizados na técnica de disco-difusdo, assim como foi determinada a
concentracéo inibitéria minima (CIM) para polimixina B € meropenem por meio
da técnica de microdiluicdo em caldo. Adicionalmente, a CIM para polimixina B
foi determinada em 17 isolados, empregando diferentes métodos em
comparacao com a microdiluicdo em caldo, adotada como referéncia. Os genes
blaoxa-23, blaoxas1, blaimp € blanom, bem como os integrons de classe 1 e 2
foram detectados por PCR. Um total de 82,5% dos isolados foram extremely
resistant (XDR) e 17,5% foram multidrug resistant (MDR). Quarenta e seis
padrées de n&o-suscetibilidade foram encontrados entre os isolados, sendo

que polimixinas, tetraciclinas e aminoglicosideos foram as classes com maior



taxa de suscetibilidade. Na determinacdo de CIM para polimixina B com
diferentes métodos, very major errors e major errors foram encontrados em E-
test, e major errors em diluicdo em agar, quando comparados com o método de
referéncia. A microdiluicio em caldo suplementado com polissorbato 80
mostrou reducdo de duas ou mais diluicbes na maioria dos isolados (82,3%).
Os genes blaoxa23 e blaoxasi foram encontrados em 100% dos isolados,
enquanto 49% apresentaram blaimp. O gene blanom ndo foi encontrado nos
isolados analisados. Integrons de classe 1 foram encontrados em 68% dos
isolados e integrons de classe 2 em 88%. O elevado percentual de isolados
XDR, assim como a deteccéo de importantes determinantes de resisténcia e a
alta taxa de integrons encontrada, reforcam a preocupagcdo com
microrganismos do complexo ACB e sua disseminagdo nas unidades de

assisténcia a saude.

Palavras-chave: Acinetobacter; gene blaoxa-23; oxacilinases; integrons;

polimixina B.



Abstract

Acinetobacter calcoaceticus-baumannii  (ACB) are opportunistic
pathogens responsible for respiratory tract infections, wound infections, and
bacteremia in intensive care units patients. These microorganisms became a
problem in health care units due to their ability to acquire and accumulate
resistance determinants. They are resistant to important antibiotics commonly
used to treat infections caused by them. Thus, this study aimed to determine
the antimicrobial susceptibility and detect resistance determinants in clinical
ACB isolates. For this, 200 clinical ACB isolates, resistant to carbapenems,
were collected from a hospital in Porto Alegre, Brazil. To determine
susceptibility to antimicrobial agents, 16 antimicrobials were used in the disk
diffusion technique and the minimum inhibitory concentration (MIC) for
polymyxin B and meropenem was performed by broth microdilution.
Additionally, MIC for polymyxin B in 17 isolates was determined using different
methods in comparison with broth microdilution, adopted as reference method.
The presence of blaoxa-23, blaoxa-s1, blaive and blanom, as well as class 1 and 2
integrons, were detected by PCR. A total of 82.5% were extremely resistant
(XDR) and 17.5% were multidrug resistant (MDR). Forty-six non-susceptibility
patterns were found among the isolates, with polymyxins, tetracyclines, and
aminoglycosides being the classes with higher rate of susceptibility. When
different methods to determining MIC for polymyxin B were evaluated, very
major errors and major errors were found in E-test and major errors in agar
dilution, as compared with the reference method. The broth microdilution with
polysorbate 80 showed a reduction of two or more dilutions in most isolates
(82.3%). The blaoxa-2s and blaoxa-s1 genes were found in 100% of the isolates,
while 49% harbored blave. The blanom gene was not found in any isolate. Class
1 and class 2 integrons were found in 68% and 88% of the isolates,
respectively. The high percentage of XDR isolates, as well as the detection of
important resistance determinants and the high rate of integrons found,
reinforce the concern regarding ACB microorganisms and their spread in health

care units.

Keywords: Acinetobacter; blaoxa-2s gene; oxacilinases; integrons;

polymyxin B.
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1.1 Introducéo

Acinetobacter spp. sdo identificadas como cocobacilos Gram-
negativos, ndo fermentadores de acuUcares e oxidase negativos (1). Este
género compreende 43 espécies (2), sendo que as mais importantes
clinicamente, devido as similaridades genéticas e fenotipicas, que dificultam a
diferenciacdo, encontram-se agrupadas em um complexo denominado A.
calcoaceticus-baumannii  (ACB): A. pitti (anteriormente denominada
genoespécie 3), A. nosocomialis (anteriormente genoespécie 13TU), A.
calcoaceticus e A. baumannii (3,4). Dentre 0os microrganismos pertencentes ao
complexo ACB, A. baumannii tem se destacado por seu impacto clinico, apesar
das espécies A. pittii e A. nosocomialis também serem responsaveis por causar
infeccbes em humanos e carrear resisténcia a antimicrobianos. Entretanto, A.
calcoaceticus é considerado um microrganismo ambiental (1,5). Desta forma, a
identificacdo correta dessas espécies é de relevancia e tem sido bastante dificil
devido as similaridades com o0s outros membros do complexo ACB e aos
laboratérios clinicos geralmente utilizarem métodos fenotipicos com este
propasito (4).

As alternativas para a identificacdo desses microrganismos tém se
baseado em métodos moleculares, tais como o sequenciamento do gene RNAr
16S, que apresenta limitagcbes por este gene ser bastante conservado para
identificar todas as espécies de Acinetobacter; o sequenciamento parcial do
gene rpoB; e a multiplex PCR tendo como alvo diferentes segmentos do gene
gyrB (6-8). A espectrometria de massas, MALDI-TOF MS (Matrix-assisted
Laser Desorption/lonization Time-of-flight Mass Spectrometry) também vem

12



sendo cada vez mais explorada para a identificacdo dos membros do complexo
ACB, tendo apresentado resultados satisfatorios (9,10). Estudo realizado por
Sousa et al. (11) mostrou que MALDI-TOF MS combinada a ferramentas
quimiométricas foi capaz de identificar as espécies do complexo ACB com
sucesso. O espectrometro Vitek MS plus atualmente é utilizado para a
identificacdo de bactérias, porém os bancos de dados que ele possui ndo
permitem a identificagdo dos microrganismos do complexo ACB. Com isso,
Pailhoriés et al. (12) criaram um banco de dados para utilizar junto ao Vitek MS
plus que permite a identificacdo de trés espécies do complexo ACB, porém
ainda n&o esta validado para uso em diagnaostico clinico.

O complexo ACB tornou-se um motivo de preocupacdo mundial nas
unidades de saude, sendo responsavel pelo aumento de morbidade e
mortalidade de pacientes internados em unidades de terapia intensiva (UTIs)
(13). Estes microrganismos sobrevivem por longos periodos no ambiente
hospitalar, especialmente pela sua sobrevivéncia ao dessecamento e
capacidade de formar biofilme, o que favorece novas infec¢des (14,15). Muitos
fatores de risco para a infeccdo por esses patdégenos tém sido descritos, tais
como excesso de manipulacdo poOs cirurgia; uso de cateter intravascular,
ventricular ou urinario e tubos endotraqueais; procedimentos invasivos
realizados por longos periodos e exposi¢do a antimicrobianos de alto espectro
(16). Sendo assim, estes microrganismos sdo considerados patégenos
oportunistas responsaveis por causar infeccbes do trato respiratorio, como
quadros de pneumonias associadas a ventilagdo mecanica, infeccbes de

feridas e bacteremia, principalmente em pacientes internados em UTlIs (1).
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Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), é estimado que A.
baumannii seja a causa de 2% a 10% de todas as infec¢cdes causadas por
bactérias Gram-negativas nos Estados Unidos e na Europa (17). Segundo
boletim da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), em 2014,
Acinetobacter spp. foram responsaveis por 12,9% das bacteremias associadas
a cateter em pacientes adultos internados em UTIs (18). Outro estudo realizado
pelo Braziian SCOPE (Surveillance and Control of Pathogens of
Epidemiological Importance), onde foram avaliados casos de bacteremia em
regides diferentes do Brasil, Acinetobacter spp. foram o quarto patégeno mais
encontrado, com um percentual de 11,4% (19). Acinetobacter spp. também tém
sido implicadas em bacteremia em pacientes que passaram por transplante de
orgaos (20,21). Bacteremia em pacientes com cancer hematologico também
tem sido descrita, atté mesmo causada por isolados com altas taxas de
resisténcia a antimicrobianos (22,23). No sul do Brasil, no ano de 2011, a
prevaléncia de Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos em
bacteremia foi de 17,3%; 10,6% em infeccdo de sitio cirargico; 34,5% em
pneumonia, e 17,7% em infec¢bes do trato urinario (24).

Os quadros de infeccbes causadas por Acinetobacter spp. sdo ainda
agravados pela capacidade destes microrganismos em adquir facilmente
determinantes de resisténcia, o que possibilita o desenvolvimento de isolados
resistentes aos principais antimicrobianos utilizados na terapia contra infeccoes
causadas por esses patdégenos (25). A aquisicdo de determinantes de
resisténcia nestes microrganismos deve-se a sua suscetibilidade a

modificacdes genéticas, incluindo aquelas proporcionadas pela transferéncia
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de plasmideos e transposons, 0 que pode ser potencializado quando estes
elementos carreiam integrons (26).

Os integrons séo elementos genéticos moveis que tém a capacidade de
capturar genes, sendo caracterizados pela presenca de trés elementos: um
gene que codifica para uma integrase (intl), um sitio de recombinacéao (attl) e
um promotor (P) (27). Dentre as diversas classes de integrons descritas, trés
delas sdo mais encontradas em isolados clinicos (classes 1, 2 e, mais
raramente, a 3) (28). Os integrons de classe 1 sdo os mais encontrados em
bactérias Gram-negativas, sendo bastante prevalentes em Acinetobacter spp.
Esta classe de integrons possui uma estrutura contendo regibes 5 e 3
conservadas e uma regido variavel. Na regido 5’ conservada se encontra a
integrase 1 e o sitio de recombinacdo; a regido varidvel é composta por
diferentes cassetes génicos; e a regido 3’ conservada apresenta, comumente,
0 gene qacEAL e o gene sull, que codificam para resisténcia aos compostos
quaternarios de amébnia e as sulfonamidas, respectivamente. Dentre o0s
diferentes cassetes génicos encontrados na regido variavel, 0s mais
prevalentes, em Acinetobacter spp., tém sido relacionados a resisténcia a
aminoglicosideos e ao trimetoprim. Além disso, a regido variavel dessa classe
de integrons encontrada em isolados clinicos também pode carrear genes que
codificam para as principais metalo-B-lactamases (MBLs; associadas a
resisténcia a B-lactamicos) (29).

Os integrons de classe 2 estédo associados a familia do transposon Tn7,
contendo um sitio de recombinacdo attl2 e um promotor Pc. A integrase 2
apresenta uma identidade menor do que 50% com a integrase 1, e néo

apresenta funcionalidade devido a presenca de um codon interno de parada
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(30). A regiao conservada 3’ contém o0s genes tnsA, tnsB, tnsC, tnsD e tnskE,
responsaveis pela mobilidade deste integron através da insercao preferencial
em um unico local no cromossomo bacteriano (31). Além dos genes
supracitados, o integron de classe 2 carreia cassetes génicos, que incluem
mais comumente os genes dfrAl, satl e aadAl, que sédo determinantes de
resisténcia ao trimetoprim, estreptotricina e estreptomicina/espectinomicina,
respectivamente (30). Integrons de classe 2 sGo menos prevalentes que os de
classe 1, sendo que a maior incidéncia dessa classe, em Acinetobacter spp., é
encontrada na América do Sul (32,33).

Devido ao aumento do numero de casos de infeccbes causadas por
cepas resistentes a inUmeros antimicrobianos, surgiu a necessidade de uma
classificagdo dos microrganismos de acordo com seu perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos. Entretanto, existe uma grande variabilidade nos critérios
adotados para definir resisténcia a mdultiplos farmacos (34). Atualmente, os
critérios propostos por Magiorakos et al. (35) tém sido bastante utilizados em
estudos com microrganismos do complexo ACB (6,36—38). Essa classificacéo
divide os isolados em trés grupos, avaliando a n&o suscetibilidade frente a
diversos agentes antimicrobianos separados em nove categorias. Define-se
como MDR (resistente a multiplos farmacos) os isolados ndo suscetiveis a um
ou mais antimicrobianos em trés ou mais categorias, XDR (extensivamente
resistentes a farmacos) quando forem suscetiveis a duas ou menos categorias
de antimicrobianos, e PDR (pan-resistentes a farmacos) quando ndo foram
suscetiveis a todos os antimicrobianos testados.

Dentro deste contexto, o tratamento das infec¢cdes causadas pelo

complexo ACB é considerado um desafio para a clinica médica e vem sofrendo
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mudancas ao longo dos anos (39). Desde a década de 1970, foram relatados
inimeros casos associados com cepas de Acinetobacter spp. resistentes a
aminoglicosideos, fluoroquinolonas e cefalosporinas , levando ao uso dos
carbapenémicos. Atualmente, devido a resisténcia aos carbapenémicos, as
polimixinas e a tigeciclina tém constituido opcdes terapéuticas nas infeccdes
causadas por Acinetobacter spp. (40). Alternativamente, associacdes de
antimicrobianos vém sendo empregadas em casos de Acinetobacter spp. MDR
e XDR. Sinergismo entre polimixina e carbapenémico, colistina e glicopeptideo,
colistina e rifampicina, colistina e minociclina, assim como minociclina e
meropenem foi descrito, sendo que as combinacdes de polimixinas com
carbapenémicos e de polimixinas com rifampicina demonstraram sinergismo
até em isolados resistentes as polimixinas (41,42).

Os carbapenémicos sdo [-lactamicos, que atuam ligando-se
covalentemente as proteinas ligantes de penicilinas (PBPs) presentes na
parede celular bacteriana, impedindo a sua sintese. Como o0 processo de
formacdo da parede bacteriana envolve constante autélise e sintese de
peptideoglicano, apenas a autolise se mantem, enfraquecendo a parede celular
e gerando uma ruptura celular por conta da pressdo osmatica (43). Entretanto,
atualmente, a resisténcia aos carbapenémicos é amplamente descrita em
varios paises, inclusive no Brasil (44,45). Em boletim divulgado pela ANVISA,
dos isolados de Acinetobacter spp. responsaveis por bacteremias associadas a
cateter, 79,3% eram resistentes aos carbapenémicos no ano de 2014, 80,7%
em 2013 e 77,1% em 2012 (18). Desses isolados, em 2014, a regidao sul foi

responsavel pela terceira maior taxa de resisténcia aos carbapenémicos

(77,8%) (18). Em um estudo realizado por um programa de vigilancia em
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antimicrobianos (SENTRY), na América Latina, foi relatado um aumento nas
taxas de resisténcia ao imipenem, onde na Argentina, as taxas que eram de
6,4% nos anos de 1997-1999 passaram a 84,9% nos anos 2008-2010, o
mesmo tendo ocorrido no Brasil (de 12,6% para 71,4%) e no Chile (0,0% para
50%) (46). Outro estudo, em hospitais da cidade de Porto Alegre revelou uma
alta incidéncia de A. baumannii MDR (47).

Microrganismos do complexo ACB tém apresentado muitos mecanismos
de resisténcia a antimicrobianos, tais como reducdo da permeabilidade da
membrana externa, perda de porinas, alteracdes nos sitios de ligacdo dos
antimicrobianos, hiperexpressdo de bombas de efluxo e produgdo de [-
lactamases (25,48). As B-lactamases sao as principais enzimas envolvidas em
resisténcia a B-lactamicos em bactérias Gram-negativas. Ambler descreveu a
divisdo destas enzimas em quatro classes (A, B, C e D), baseando-se nas suas
sequéncias de nucleotideos e aminoacidos (49). As B-lactamases da classe A
de Ambler, conhecidas como [-lactamases de espectro estendido (ESBLS),
caracterizam-se como serina-B-lactamases, hidrolisam cefalosporinas e séo
inibidas por &cido clavulanico e tazobactam (50). Relatos de ESBLs em
Acinetobacter spp. sdo pouco frequentes se comparados a outras -
lactamases, porém algumas, como GES, VEB, PER e KPC, tém sido descritas
nestas espécies (51-54).

As MBLs, ou B-lactamases da classe B de Ambler, contém ions de zinco
em seu sitio ativo, e sdo mais frequentemente encontradas em Acinetobacter
spp. do que as de classe A e C. Estas enzimas tém uma forte capacidade de
hidrolise de todos os B-lactamicos, com excecdo do aztreonam. As MBLs sdo

inibidas pelo acido etilenodiaminotetracético (EDTA), mas ndo sao afetadas
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pelos inibidores de serina-B-lactamases (acido clavulanico e tazobactam)
(55,56). Apesar de serem produzidas intrinsicamente por microrganismos como
Stenotrophomonas maltophilia e Bacillus cereus, também s&o identificadas
como MBLs adquiridas, jA& que muitos genes que codificam essas enzimas
foram identificados em elementos genéticos moveis e tém sido relatados em
microrganismos patogénicos como Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
spp. (57-60). Os tipos de MBLs mais importantes clinicamente encontrados em
Acinetobacter spp. sdo: IMP (imipenemase) e VIM (Verona imipenemase). O
gene blaivp foi detectado pela primeira vez em isolados clinicos de P.
aeruginosa, no Japao, em 1991 (59). Ja em A. baumannii, genes que codificam
para IMP-2 foram descritos no ano de 2000, na ltalia, fazendo parte de um
integron de classe 1 (60). Desde entdo, a presenca de genes que codificam
diversos tipos desta enzima, em diferentes paises, tem sido relatada (61-65).
Enzimas VIM constituem o maior grupo de MBLs encontradas, compreendendo
mais de 40 variantes (29). A primeira variante descrita foi VIM-1 em P.
aeruginosa e, posteriormente, outras variantes foram disseminadas em
microrganismos como Klebsiella pneumoniae e Escherichia coli (66—68). Em
Acinetobacter spp., estas enzimas foram relatadas em alguns paises europeus
e asiaticos e na América do Sul (64,69-73). A MBL SIM-1 (Seul imipenemase)
é codificada pelo gene blasim-1, que foi encontrado como parte de um integron
de classe 1, em isolados de Acinetobacter spp. da Coreia do Sul, sendo
também descrito na China (74-76). Até entdo, é a MBL menos frequentemente
descrita em Acinetobacter spp., ndo tendo sido detectada no Brasil. Além disso,
outra MBL denominada NDM (New Dehli metalo-B-lactamase), com duas

variantes NDM-1 e NDM-2, tem sido reportada em Acinetobacter spp. em
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diversos paises, como China, india, Jap&o, Franca, Egito, Canada, e também
no Brasil (77-84).

Dentre as B-lactamases, as pertencentes a classe D de Ambler,
conhecidas como enzimas hidrolisantes de carbapenémicos (CHDLsS) ou
oxacilinases (OXAs), sdo consideradas um dos mais importantes
determinantes de resisténcia a carbapenémicos em Acinetobacter spp. (85).
Carbapenemases da classe D ndo s&o inibidas por acido clavulanico,
tazobactam, sulbactam ou EDTA, porém sua atividade pode ser inibida in vitro
por cloreto de sédio. Os genes que codificam para essas enzimas podem estar
inseridos em integrons, assim como estar associados a sequéncias de insercao
e transposons, sendo encontrados tanto no cromossomo, quanto em
plasmideos. Atualmente, as oxacilinases podem ser divididas em seis grupos:
OXA-23-like, OXA-24/40-like, OXA-51-like, OXA-58-like, OXA-143-like e OXA-
48-like (86). O primeiro grupo identificado em Acinetobacter spp. foi 0 OXA-23-
like em estudo realizado na Escécia e, desde entdo, esta enzima tem sido
detectada em vérias regiées do mundo, demonstrando um grande potencial de
disseminagédo. No Brasil, o gene blaoxa-2s € 0 mais relatado dentre os que
codificam B-lactamases (45,87), podendo estar associado a trés transposons
Tn2006, Tn2007 e Tn2008 (88,89). A OXA-23 tem capacidade de hidrolise
maior para imipenem do que para meropenem, e, ao contrario de outras
CHDLs pode, sozinha, determinar resisténcia aos carbapenémicos (86). O
maior grupo de oxacilinases compreende a OXA-51-like, codificada pelo gene
blaoxa-s1-ike, que € considerado cromossdémico e foi, inicialmente, detectado na
Argentina (90). Esse gene era utilizado como alvo para identificar A. baumannii

(91), ja que se acreditava que era intrinseco somente nesta espécie, porém,
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esse gene foi detectado em A. nosocomialis e Acinetobacter genoespécie close
to 13TU, descaracterizando essa propriedade (92,93). Dentre as enzimas OXA-
51-like, as propriedades cinéticas foram estudadas nas variantes OXA-51 e
OXA-69, identificando que essas enzimas tém uma capacidade fraca de
hidrélise frente aos carbapenémicos. Porém, a presenca da sequéncia de
insercdo ISAbal, upstream aos genes blaoxasiiike, leva a superexpressao
destes genes, aumentando as concentragdes inibitérias minimas (CIM) para os
carbapenémicos (86,94,95).

Considerando a disseminada resisténcia aos carbapenémicos no
complexo ACB, as polimixinas A e E tém sido amplamente empregadas no
tratamento de infecgbes causadas por estes microrganismos (40). Estes
farmacos agem como detergentes catidnicos, interagindo com o lipidio A do
lipopolissacarideo (LPS) e causando uma instabilidade na membrana externa
dos microrganismos. Além disso, pode induzir a producao de radicais hidroxila
e causar a morte celular rapida (96). Casos de resisténcia a esses
antimicrobianos ja foram descritos, estando associados, em A. baumannii, a
perda ou modificacdo de LPS e ao sistema PmrAB. Este sistema atua com dois
componentes responsaveis por controlar a expressao do gene pmrC, que atua
na sintese do LPS, sendo a mutacdo do gene pmrB responsavel pela
sensibilidade reduzida as polimixinas (97). Entretanto, recentemente, na China,
resisténcia a colistina mediada por plasmideo contendo o gene mcr-1, que
codifica para a proteina MCR-1 com atividade de fosfoetanolamina transferase,
foi descrita em E. coli isolada de amostras de carne, animais e humanos. Esse
gene também ja foi encontrado em outras enterobactérias oriundas de outros

paises, como Dinamarca, Africa, Italia e Alemanha (98-103).
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A avaliagdo da CIM para as polimixinas tem sido alvo de investigacoes,
considerando que os métodos atuais padronizados pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) apresentam variabilidade nos resultados quando
avaliados em Acinetobacter spp., P. aeruginosa e enterobactérias (104—106).
Na técnica de microdiluigho em caldo, o antimicrobiano, que possui
caracteristicas policatibnicas, se adere ao material da microplaca utilizada
(geralmente poliestireno), tornando-se parcialmente indisponivel, o que pode
levar a valores falsamente elevados. Alguns estudos exploraram essa hipotese
realizando esse método com a adicdo de um surfactante (Tween 80), que
atuaria ligando-se ao plastico da microplaca, impedindo a aderéncia do
antimicrobiano, o que proporcionaria, entdo, uma maior disponibilidade de
antimicrobiano no meio para atuar no microrganismo e, consequentemente,
gerar resultados fidedignos no método de microdiluicdo. Com isso, 0s
resultados destes estudos demonstram valores de CIMs diminuidos quando
utilizado o Tween 80 (107,108). A CIM para as polimixinas também tem sido
determinada através da utilizacdo de fitas contendo concentracdes crescentes
do farmaco, como as fitas de E-test, que, em alguns casos, tém proporcionado
valores menores que os encontrados na microdiluigdo em caldo. A CIM
também pode ser avaliada através de diluicio em &gar, que quando
comparada a microdiluicdo em caldo, pode resultar em valores mais elevados

(106,109).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo Geral

Caracterizar a suscetitibilidade a antimicrobianos em isolados clinicos do

complexo A. calcoaceticus-baumannii resistentes aos carbapenémicos.

1.2.2 Objetivos Especificos

1.2.2.1 Determinar a suscetibilidade a farmacos antimicrobianos
em isolados clinicos do complexo A. calcoaceticus-baumannii,
previamente caracterizados como resistentes aos carbapenémicos,

através da técnica de difusédo de discos em agatr;
1.2.2.2 Determinar a concentracao inibitéria minima de meropenem

e polimixina B em isolados clinicos do complexo A. calcoaceticus-

baumannii resistentes aos carbapenémicos;

1.2.2.3 Detectar os genes que codificam para as p-lactamases
blaive, blanowm, blaoxas1 e blaoxa-2s em isolados clinicos do complexo A.

calcoaceticus-baumannii resistentes aos carbapenémicos;

1.2.2.4 Detectar a presenca de integrons das classes 1 e 2 em
isolados clinicos do complexo A. calcoaceticus-baumannii resistentes aos

carbapenémicos;
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Capitulo 2

Artigo Cientifico

Antimicrobial susceptibility and detection of carbapenem
resistance determinants in clinical Acinetobacter

calcoaceticus-baumannii complex isolates

Artigo cientifico submetido ao periédico cientifico International Journal of
Antimicrobial Agents, publicado pela Elsevier.

Fator de impacto: 4.097

Guia dos autores: http://www.elsevier.com/journals/international-journal-

of-antimicrobial-agents/0924-8579/guide-for-authors
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3.1 Consideracgdes finais

A resisténcia a antimicrobianos constitui um problema global de saude
publica (110) que necessita de atencao continua por de todos os profissionais
envolvidos na assisténcia a salde. Microrganismos pertencentes ao complexo
ACB, principalmente A. baumannii, sdo responsaveis por infeccdes de dificil
tratamento, geralmente em pacientes internados em UTIs, estando entre os
patébgenos que frequentemente causam infec¢cdes e conseguem escapar dos
efeitos dos antimicrobianos em todo o mundo (47,111,112). A dificuldade de
tratamento das infec¢des por esses patdgenos esta associada, principalmente,
a capacidade que os mesmos possuem de adquirir mecanismos de resisténcia,
0 que faz com que cada vez mais sejam encontrados fenétipos MDR, XDR e,

até mesmo, PDR (25).

Quarenta e seis diferentes perfis de suscetibilidade a antimicrobianos
foram encontrados nos isolados avaliados neste trabalho, sendo mais
frequentemente encontrado o de n&o-suscetibilidade a pelo menos um
antimicrobiano de todas as categorias testadas, exceto polimixina B. Esses
dados geraram uma caracterizacdo de XDR para 82,5% dos isolados, e MDR
em 17,5%, demonstrando o quao dificil € o tratamento para as infeccBes

ocasionadas por microrganismos do complexo ACB.

Dentre os determinantes de resisténcia investigados, blaoxa-2s foi
encontrado em todos os isolados, mostrando a sua disseminacdo no hospital
de origem dos isolados, e também corroborando com o que vem sendo

relatado mundialmente (88,113). A grande maioria dos isolados investigados
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nesse estudo apresentaram integrons de classe 1 e 2, ou pelo menos uma das
classes, 0 que indica que esses isolados ndo s6 sdo capazes de adquirir
determinantes de resisténcia, como também sdo facilmente capazes de
transmiti-los. A caracterizacdo dos integrons de classe 1 mostrou que aqueles
que tiveram a regido variavel amplificada foram dividos em quatro grupos de
acordo com o tamanho dos fragmentos amplificados e investigados quanto ao
seu conteudo. Genes que codificam resisténcia a aminoglicosideos e
trimetoprim, assim como outro de fungdo nao identificada foram encontrados. O
contetdo completo dos fragmentos maiores ja amplificados, bem como novas
reacbes de amplificacbes empregando métodos que possam determinar o
conteddo de regifes varidveis ndo amplificadas neste trabalho serdo avaliados

futuramente.

Embora altos percentuais de resisténcia a antimicrobianos tenham sido
detectados, a maioria dos isolados foi suscetivel a doxiciclina, minociclina e
polimixina B. A polimixina B constitui a principal alternativa para o tratamento
de infec¢des causadas por Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos,
o que reforca a importancia da correta determinacdo da CIM para este
antimicrobiano. Neste trabalho, constatou-se que a adicdo do surfactante
polissorbato 80 mostrou diferenca na interpretacdo dos resultados,
provavelmente devido a caracteristica policatidnica da polimixina B, que a torna
capaz de se ligar ao poliestireno da microplaca utilizada nas microdiluicdes
(106,108,109). Infere-se que o surfactante atua impedindo a ligacdo do
antimicrobiano a microplaca, consequentemente o liberando em maior
quantidade no meio de cultivo para interacdo com o inéculo. Na comparacao da

técnica de E-test com o método de referdncia adotado neste trabalho
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(microdiluicdo em caldo), foram encontrados dois major errors (ME) e um very
major error (VME), os valores em sua maioria apresentaram-se diminuidos no
E-test, consistindo uma discrepancia de 58,8%. Mesmo com valores
diminuidos, uma alta taxa de categorical agreement (CA) foi verificada. Estudos
anteriores relatam valores diminuidos quando testados isolados suscetiveis,
assim como altas taxas de VME, com valores baixos de essential agreement
(EA) (106,109). A presenca de MEs e VMEs é preocupante em virtude desta
técnica ser amplamente utilizada nos laboratorios clinicos, o que
consequentemente pode levar ao uso inadequado do farmaco e consequente
falha terapéutica. Na diluicio em &gar, sete ME foram encontrados na
comparacao com o meétodo de referéncia, com valores de CA e EA de 58,8%.
Valores levemente aumentados tém sido, de modo geral, encontrados em CIMs
avaliadas através de diluicdo em &gar (109,114). Essa variabilidade entre os
resultados demanda uma nova padroniza¢cdo das técnicas para a avaliacdo de
CIM para as polimixinas, visto que cada vez mais Acinetobacter spp. XDR sé&o
encontrados, exigindo o uso de polimixinas como tratamento para infec¢des

causadas por eles.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam a capacidade que
microrganismos do complexo ACB possuem de adquirir mecanismos de
resisténcia, evidenciando as altas taxas de nao-suscetibilidade aos principais
antimicrobianos utilizados terapeuticamente. Os dados gerados podem
embasar novas estratégias terapéuticas e também evidenciar a importancia
das medidas preventivas frente a microrganismos que carreiam determinantes
de resisténcia em ambiente hospitalar. Considerando que os isolados coletados

neste trabalho pertencem a um mesmo hospital, sendo a sua maioria de UTI,
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faz-se importante a investigacdo da relacdo genética dos mesmos, o que
constitui uma perpesctiva deste trabalho, que sera realizada através de técnica

de PFGE (Pulsed Field Gel Eletrophoresis).
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