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RESUMO

Entre as espécies do géndnetobacterA. baumannitem se destacado como um importante
patdgeno oportunista, responsavel por infeccOexiogladas a assisténcia a saude (IRAS) e
surtos hospitalares, particularmente em unidadetademento intensivo. Geralmente, esses
microrganismos acometem pacientes hospitalizadesetidos a procedimentos invasivos, ou
imunodeprimidos. Na Ultima década as cepasAdebaumanniitornaram-se rapidamente
multirresistentes a diversos agentes antimicrolsiardacilitando a disseminagdo entre o0s
pacientes e a persisténcia no ambiente hospitalatopgos periodos. Neste estudo, tivemos
como objetivos identificar isolados clinicos Alebaumannibriundos de dois hospitais puablicos
do Rio de Janeiro utilizando-se métodos conventienautomatizado, além de técnicas
moleculares. Foi também verificada a suscetibikdal®sses isolados, através de métodos
fenotipicos e genotipicos, as drogas antimicrolsiana um desinfetante & base de compostos
quaternarios de aménio (QACS). A capacidade deest@ncia em ambientes escassos de agua
foi também verificada. Dentre os 94 isolados pedates a espécik.baumanni 89 (94,7%)
isolados apresentaram o0s genes codificadores dglioages, geneblaoya2s, blaoxas: € a
sequéncia de inserc#®Abdl, concomitantemente. Foram verificados 87 (92,j8%ados de\.
baumannij que apresentaram perfil de multirresisténcia (NiDRRpresentando uma séria
preocupacado, pois a maioria deles apresentou thikdatle apenas as classes de antibi6ticos
polipeptidicos (colistina) e glicilciclinas (tigetina), e resisténcia aos carbapenémicos
(imipenem e meropenem), aos R-lactamicos (perasiie as cefalosporinas. A resisténcia aos
B-lactamicos também foi examinada fenotipicamergl producdo de enzima metalo-3-
lactamases (MBL) através do teste de difusdo emoslisontendo ceftazidima e acido 2-
mercaptopropiénico. N&o foi detectada a producaelBe em nenhum dos isolados. A analise
genotipica e fenotipica da resisténcia aos QACErm@ou que os isolados de baumanni
mais suscetiveis as drogas antimicrobianas naseagevam o gengacE1l. Em apenas 5
(5%) isolados com perfil MDR o gemgcE11, foi detectado. N&o foi possivel estabelecer uma
relacdo entre a presenca desse gene com a sustzgtébireduzida ao desinfetante. Todos os
isolados demonstraram ser sensiveis ao desinfaiéititado no estudo através do método da
Diluicdo de Uso. Em contra partida foi possivelifiGar que um isolado que apresentou todas
as caracteristicas fenotipicas e genotipicas dgé&esia aos antimicrobianos e presencga do gene
de resisténcia aos QACs foi capaz de sobrevivemat@adragésimo dia de incubacdo em
condicdes totalmente adversas, ou seja, em um afebietalmente escasso de agua. E
necessario que uma maior atencao seja direcioredaopcontrole das IRAS, buscando o uso
criterioso de drogas antimicrobianas, antisséptieodesinfetantes, para evitar a selecao,
permanéncia e disseminagdo de microrganismosae&Estno ambiente hospitalar.

Palavras-chave:Acinetobacter baumannii 2. Antimicrobianos. 3. Desinfetantes. 4.

Resisténcia. 5. Vigilancia Sanitaria



ABSTRACT

Acinetobacter baumannhas standed out among species fldometobactergenus as
an important opportunistic pathogen, responsible ifdections related to health
assistance and hospital outbreaks, particularljniensive care units. Usually, these
microorganisms affect hospitalized patients suladitto invasive procedures or the
immunosuppressed ones. In the last decalle,baumannii strains fast became
multiresistant to many antimicrobial agents, fawogithe spread between patients and
the persistence in hospital environment for longqguoks. In this study, the goal was to
identify A. baumanniiclinical isolates originated from two public hass from Rio de
Janeiro using conventional and automatized methbesides molecular techniques.
Also, antimicrobial drugs and a quaternary ammonaampound (QACSs) disinfectant
susceptibility of these isolates was investigatesingl phenotypic and genotypic
methods. Survival ability in environments with laok waterwas also investigated.
Among the ninety-four isolates belonging #. baumannii species, eighty-nine
presented oxacillinases codifying gern#agxa.23 blacas1 and the insertion sequence
ISAbdl at the same time. Eighty-seven (92,6%) baumanniiisolates presenting
multiresistant (MDR) profile were detected, représ®y a serious concern because
most of these presented susceptibility only topgagtidic (colistin) and glycylcyclines
(tigecycline) and resistance to carbapanemics @mem and meropenem), ©®
lactamics (penicillins) and to cephalosporins. BR@sice tof-lactamics was also
screened phenotypically through metglitactamases (MBL) production using disk
diffusion test containing ceftazidime and 2-merogpbpionic acid. MBL production
was not detected in none of the isolates. Genotgpit phenotypic analysis of the
resistance to QACs demonstrated that baumanniiisolates most susceptible to
antimicrobial drugs did not presentgdcEAL gene. In only 5 (5%) isolates presenting
MDR profile, qacE4l gene was detected. It was not possible to estahligblation
between the presence of this gene with reduceckeptibtity to the disinfectant. All
isolates shown to be susceptible to disinfectaatius this study through use dilution
method. On the other hand, was observed that datasthat presented all phenotypic
and genotypic antimicrobial resistance characiesisind QACs resistance gene was
able to survive until the fortieth day of incubatio total adverse conditions, in other
words, in an environment totally lack of water.idtnecessary a bigger attention in
direction to the control of infections related talth assistance, searching a rational use
of antimicrobial drugs, antiseptics and disinfetsamo avoid the selection, remaining
and spreading of resistant microorganisms in tiepital environment.

Key-words:1.Acinetobacter baumanni2. Antimicrobians. 3. Disinfetants. 4. Resistange

Sanitary Surveillance
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1 INTRODUCAO

Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS3$tituem um grave
problema de saude publica mundial. Atualmente siAwsideradas pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como “Endemia Surda”, ja qéie identificadas como o
evento adverso de maior frequéncia durante a géestale cuidados a saulde;
consequentemente aumentando a morbidade, a madalidos pacientes, os custos
sociais e econdmicos para as populacdes, sistemamitle e paises. IRAS estdo
emergindo como um dos maiores desafios para a madia atualidade (COELHO et
al., 2011).

E notdrio o crescente nimero de patégenos Grantiyussie Gram-negativos
causadores de IRAS, antes considerados comens@iBu® importantes para a
comunidade cientifica. Este fato pode ser justiiic@or diversas razdes, dentre todas
podem ser citadas duas importantes. Os avancaosldgmos e cientificos das ultimas
décadas aumentaram o tempo de vida da populacépicipndo o surgimento de
pacientes com idade avancada, aumentando assirobabgidade da existéncia de
doencgas crbnicas, acarretando condi¢cdes de imyressédo, adquirida ou induzida
associada a vasta prescricdo irracional de ant@nos, propiciando o
desenvolvimento crescente de microrganismos nesigstentes nos ultimos anos
(MARTINS, 2013).

Em 2008, Rice e colaboradores, denominaram um glaps®eis microrganismos
multirresistentes (MMR) deESKAPE bugs,que incluiu: Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus Klebsiella pneumonige Acinetobacter  baumannii
Pseudomonas aeruginogaEnterobacter Estes foram agrupados em funcédo de duas
caracteristicas comuns a todas as espécies, cagaalé sobreviver no meio ambiente
em condicOoes adversas e aquisicdo de diversos s de resisténcia a
antimicrobianos anteriormente eficazes, dificulanginda mais o tratamento do
paciente.

As espécies do géneAxinetobacteraté 1970 eram consideradas oportunistas
comensais de pouca importancia clinica, sendo églasrquando isoladas em espécimes
clinicos (HOUANG et al., 2001). No entanto, tem csifbco de atencdo das

comunidades médica e cientifica, apos diversosorelde surtos e fatores de viruléncia



12

que permitiram sua sobrevivéncia e adaptacdo ateatebmecanimos de resisténcia a
diversos agentes antimicrobianos e tipo de interagabelecida com o hospedeiro,
tornando-se um dos principais patégenos resporsgvai elevada mortalidade e

morbidade em unidades de assisténcia a saude.

1.1 GENERQAcinetobacter

O géneroAcinetobactercompreende pelo menos 29 espécies oficialmente
reconhecidas. E caracterizado por bactérias Grayativas, ndo esporulantes, nao
fermentadoras da glicose, imdveis, com metabolisrapiratorio estritamente aerobico,
catalase-positiva e oxidase-negativa (EUZEBY, 2013)

As bactérias deste génera fase de crescimento exponencial, apresentanaform
de bacilos, muitas vezes, em pares ou em cadeiesnaigrimento variavel. Ja na fase
estacionaria, em culturas mais antigas, podem emEasse como cocobacilos ou
formando filamentos. Em agar de soja triptica (T8®&ubados a 30°C, as col6nias séo
convexas, circulares, lisas, translicidas ou lageente opacas, a maioria mucoides
devido a capsula e geralmente sem pigmento. Entoetao agar MacConkey formam
colonias de coloracao levemente rosa devido a poxicacdo da lactose (MURRAY,
2007).

Por muito tempo o génekxcinetobacteifoi considerado como um representante
da familia Neisseriaceggorém atualmente € membro da familia Moraxella¢eakm
das Pseudomonadales, classe das Gammaproteohafiteridroteobacteria e reino
Bacteria). As primeiras bactérias deste géneranfasmladas em 1911 por Beijerinck
denominadas deMVicrococcuscalceaceticus desde entdo uma longa historia de
mudancas propostas por diversos autores definiramtaxonomia bastante complexa
passando por varios géneros (EUZEBY, 2013).

O termo Acinetobacterfoi proposto para o género em 1954, por Brisou e
Prevout, sendo reconhecido oficialmente em 197& Belbcomité em Taxonomia de
Moraxella, apdés a publicacdo dos resultados queiasmea as caracteristicas

bioquimicas dos microrganismos deste género pomBan e colaboradores (1968).
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A taxonomia deste género ainda esta sendo esdarpor estudos que utilizam
técnicas de reassociacdo de DNA total. E possivebém verificar através de estudos
filogenéticos, que este género é bastante hetezogénque torna ainda mais dificil a
separacdo das espécies por testes fenotipicos (YWADMRO; BOUVET,;
HARAYAMA, 1999, NEMEC et al., 2011).

Isto pode ser observado, em particular, na adogdotedno “complexo
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus{ACB), para agrupar as genoespécies
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter calcoacetjcicinetobactegenomoespécies
3 e Acinetobactergenomoespécies 13TU, que apresentam semelhangafpitemn e
genotipica entre si.

Entretanto do ponto de vista clinico, esse agruptomg inadequado, pois uma
espécie ambienta”A€inetobacter calcoaceticuge combinada com trés espécies clinicas
importantes Acinetobacter baumannii, Acinetobactegenomoespécies 3 e
Acinetobacter genomoespécies 13TU) (GERNER-SMIDT; TJERNBREG, 1993
SEIFERT, 2007).

Segundo La Scola e colaboradores (2006), a an@eeum fragmento
relativamente pequeno (400 pb ) intergénico esipedaibo genepoB, denominado zona
1 (Figura 1), apos amplificacdo por PCR, e sequenciamento, cipaz de
diferenciar/identificar 20 das 24 espécies gendsn@dstentes, por apresentar menor
similaridade entre as espécies envolvidas, sendwsidgErado um bom marcador
molecular da espéci. baumanni(LA SCOLA et al., 2006).

Figura 1. GenerpoB e regifes flanqueadoras. As linhas tracejadas il@fimas regies que identificam
as espécies do génekeinetobacteras setas os primers.
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Fonte: llustragio adaptada de LA SCOLA et al., 2006
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Em 2011, Nemec e colaboradores estudaram oitenias cpertencentes ao
“‘complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus{ACB). As cepas foram
caracterizadas por andlises denplified Fragment Length Polymorphis(AFLP),
restricdo e amplificacdo de rDNA, testes fenotipickequenciamento dos genes 16S
RNA e rpoB e Multi Locus Sequence Typ@MLST). Os resultados analisados
comprovaram que € possivel diferenciar individualimeas espécies do complexo
ACB. Assim os autores concluiram que, devido avéasieia clinica das espécies
Acinetobacter genomoespécies 3 @cinetobacter genomoespécies 13TU, novas
denominacdes poderiam ser propostas cohoinetobacter pittie Acinetobacter

nosocomialisrespectivamente.

1.2 IMPORTANCIA CLINICA DO GENEROAcinetobacterCOM ENFASE NA
ESPECIEAcinetobacter baumannii

As espécies deAcinetobacterpossuem elevada versatilidade nutricional e
metabdlica, podendo adaptar-se facilmente a difeseambientes. Varias delas tém
como principal habitat natural o solo, a agua, lastps, a pele saudavel dos seres
humanos e animais. Em humanos, o género faz parteictobiota normal da pele,
frequentemente encontrado em zonas Umidas (virdkizdgs, espacos interdigitais), no
trato gastrointestinal (boca, garganta, reto) (BERGBIE-BEREZIN; TOWNER,
1996).

As espeécies isoladas e a importancia da colonizdif@acem entre pacientes
hospitalizados e individuos saudaveis. Em ambiehtspitalares, algumas espécies
foram isoladas de objetos inanimados, tais comaramentos de Raios-X, bancadas,
leitos, ventiladores e sistemas de circulacdo dassim como isoladas das maos e de
swabs nasais do corpo clinico (GIAMARELLOU; ANTONIADOU;
KANELLAKOPOULOU,2008).

Em geral, as espécies mais frequentemente isolagl@s pacientes
imunocomprometidos forarmA. baumannii A. johnsonij A. lwoffii, A. radioresistens
Acinetobactergenomoespécies 3A( pitti) e Acinetobactergenomoespécies 13 (
nosocomialiy (BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996, TOWNER, 1997).
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Entre as espécies do génewd, baumannii,tem se destacado como um
importante patégeno oportunista, responsavel poASIRe surtos hospitalares,
particularmente em unidades de tratamento inten&iMds). Geralmente acometendo
pacientes hospitalizados submetidos a procediment@sivos, ou imunodeprimidos,
como pacientes com sindrome da imunodeficiénciaiedg (AIDS), transplantados e
em uso de neoplasicodIflA; OLIVEIRA; PAULA, 2008). Em contrapartida,
raramente causam infec¢cbes comunitérias, jA& queoposdo o0s relatos envolvendo
casos de pneumonia comunitaria causadaAptaumanniiNormalmente, os casos de
infeccbes estdo associados a comorbidades, cornoliaino, tabagismo, diabetes e
doenca pulmonar obstrutiva crénica (FALAGAS et 2008).

Em seres humano#\. baumanniipode causar infecgcbes em qualquer 6rgéo,
ocasionando meningite, septicemia, endocarditegesbss (cerebral, pulmonar e da
tiredide), infeccbes secundarias de feridas casgaolatrauma ou cirurgia, infeccdes do
trato urinario, porém a manifestacdo clinica maisiem das infec¢des é a pneumonia.
O fator predisponente mais importante para a pneiar® a capacidade de aderéncia
destas bactérias as células do epitélio respicat@ssociada a ventilagdo mecanica
(PAV) em pacientes internados em UTIs, agravancesposta clinica e aumentando o
tempo de internagéo destes pacientes (LEE et8l6)2

A. baumanniipode contaminar feridas cirurgicas e traumaticksn ale causar
infeccbes graves em tecidos conjuntivo, epiteliamescular. Estas infeccbes sao
comuns na presenca de proteses (KANAFANI; KANJ,&0Durante a guerra do
Vietnd, foi o bacilo Gram-negativo mais encontraa ferimentos trauméticos de
extremidades e mais recentemente, durante a Gdeiraque de 2003 a 2005, também
foram documentados inUmeros casos de osteomielitefeecdes de partes moles
causados pokcinetobacteem soldados americanos e britanicos (DAVIS ekaD5).

Os doentes com queimaduras graves constituem guifm de risco para a
colonizagéo e posterior infeccao pela espétiém da infeccdo cutanea e dos tecidos
moles, os pacientes queimados frequentemente degenvinfeccdes invasivas como
bacteremia e pneumonia (DAVIS et, 2005).

O trato urinario inferior de pacientes hospitalaadode ser colonizado ou
infectado porA. baumannii sobretudo naqueles com cateteres urinarios (PELEG
SEIFERT; PATERSON, 2008).
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Os recém-nascidos representam outro importanteogde@ppacientes de risco
para a bacteremia pela espécie. Surtos de sepdigamA. baumannitém ocorrido em
UTIs neonatais e aumentos persistentes da incal@weibacteremias por este agente
tém sido relatados (KANAFANI; KANJ, 2008; ANURADHARATHI; MATHUR,
2013).

O impacto clinico das IRAS causadas por estes eat@gfoi rapidamente
percebido, pois houve um aumento significativo emgo de hospitalizacdo destes
pacientes e no uso extensivo de agentes antimacrobide amplo espectro, pois o
maior problema de fato em relacdo as cepasAdebaumanniifoi tornarem-se
rapidamente multirresistentes a diversos agentesmiarobianos, tendo como
consequéncia a facil disseminacdo entre os pasienta persisténcia no ambiente
hospitalar, com dificil erradicacdo (HOWARD et 2012).

1.3 FATORES DE VIRULENCIA E PATOGENICIDADE EM. baumannii

Inimeros fatores de viruléncia que podem tornaa espécie patogénica estao
sendo intensivamente estudados nos Ultimos an@$) Gue apesar de ser um
microrganismo com baixo grau de patogenicidades po individuos saudaveis com
elevada prevaléncia de colonizacao raramente capatotogias, porém podem causar
a piora do quadro clinico ou até a morte em indiesd imunocomprometidos
(MARTINS, 2012).

Em um estudo experimental foi observado que uma deé. baumanniicerca
de 16 a 10 unidades formadoras de colénias (UFC), administrada via
intraperitoneal em camundongos sadios, ndo resudtou nenhum sinal clinico.
Entretanto, a mesma dose aplicada via intratracqgreatamundongos com pneumonia
resultou no agravamento do quadro, acarretando npm@a hemorragica aguda
comparavel a pneumonia adquirida em hospitais ii@sn paises tropicais (ANSTEY
et al., 2002).

Entre os varios fatores que podem tornar um miardsgno patogénico, estudos
recentes citam para esta espécie alguns fatorepapem ter importante papel nos

mecanismos de colonizacdo e patogénese das infecalisadas pdk. baumannii a
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capacidade de se manter viavel por longos periedosuperficies secas; a capacidade
de adquirir nutrientes essenciais, como ferro, enbi@ntes escassos; producédo de
enzimas extracelulares com atividades lipoliticast@iticas; presenca abundante de
proteinas de membrana externa (AbOmpA); capaciddgleformar biofilmes em
superficies bidticas e abidticas (NUCLEO et alQ90e deteccdo dguorum sensing
(NIU et al., 2008).

1.3.1 Biofilme

As complexas estruturas denominadas biofilmes, istems em comunidades
multicelulares tridimensionais com células em cantatimo entre si envoltas em uma
matriz composta por polimeros polissacarideosgpras e acidos nucleicos (CHOI et
al., 2009).

A aderéncia das células e producao de biofilmegedmessos organizados que
respondem a uma grande variedade de estimulos raaibie@ de superficie. Estudos
relatam que a adesdo das célulaidbaumanniia superficies abibticas e bidticas €
mediada pela ativacéo de diferentes sistemastesr®isCSUA/BABCDE que estimula a
producao depili, proporcionando assim a aderéncia das célulaspesfgcies abibticas
(LOEHFELM; LUKE; CAMPAGNARI, 2008) e o sistema cheppne Usher Csu, sem
formacao depili, que proporciona a aderéncia entre células epgeliamanas &.
baumannii(GADDY; TOMARAS; ACTIS, 2009).

A producao de biofilme por cepas Mlebaumanniaumenta sua viruléncia assim
como em outras bactérias tais conRseudomonas aeruginosa Escherichia coli
(WROBLEWSKA et al, 2008), diminuindo sua susceitl@atle aos agentes
antimicrobianos e favorecendo a sobrevivéncia sobndicbes de crescimento
desfavoraveis (CHOI et al., 2009).

A formacédo de biofilmes € especialmente importamelIRAS, pois 0 uso de
cateteres e ventiladores proporcionam superficleais para aderéncia da bactéria e
consequente formacgao do biofilme, promovendo andgdo e posterior infecgdo do
paciente (DJERIBI, 2012).
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1.3.2Quorum sensing

Compreende um sistema de sensoriamento intra eesptecies, mediado por
autoindutores, composto por pequenas moléculasejligam a proteinas reguladoras
de transcricdo, ativando/regulando a expressaolgimsagenes bacterianos (UROZ;
DESSAUX; OGER, 2009). Em bactérias Gram-negatigasnoléculas mediadoras da
comunicacao celular sdo denominadas N-acil-honmse(AHL). Na espécieA.
baumannij AHLs séo sintetizadas a partir da proteina Alpgktence a familia de
proteinas tipo Luxl e sdo codificadas pelo getml (BHARGAVA; SHARMA,
CAPALASH, 2010).

Estudos demostraram que o fagoiorum sensingode regular varios processos
metabolicos, incluindo a expressdo de genes ddémoia, motilidade, esporulacéo,
diferenciagao celular, producéo de toxinas, traésf@a plasmidial, bioluminescéncia e
formacéao de biofilmes (BASSLER, 2005).

1.3.3 Proteinas de membrana externa (AbOmpA)

A proteina de superficie mais abundante na memlmeieana ded. baumannii
€ a proteina A (AbOmpA), que liga-se diretamente cGdulas epiteliais e
consequentemente desencadeia a apoptose destiss ca#taves de segmentacao
mitocondrial. Outro fator importante € o acumulo A&OmpA, que aumenta
significativamente a quantidade do biofilme formamby A. baumannii(CHOI et al.,
2008).

1.3.4 Lipopolissacarideos e capsula exopolissacarid

O potencial inflamatério deA. baumannii & atribuido a dois fatores: ao

lipopolissacarideo (LPS), uma molécula central esedvolvimento de septicemia,
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responsavel pela toxicidade letal em camundongueas resultados positivos no teste
do Lisado de Amebdcito deimulus (LAL), e pela sinergia dessa molécula com a
capsula exopolissacaridica presente em 30% das ckydcinetobacter considerado
outro fator de viruléncia, pois bloqueia o acesgar@de celular microbiana evitando a
fagocitose (JOLY-GUILLOU, 2005).

O LPS e a céapsula tém se mostrado potentes induttegerespostas pro-
inflamatorias, pois estimulam a producdo de citagiam mondcitos humanos, através
da ativacdo do sistema Complemento por vias depégglele receptores do tipo Toll
(TLR-2 e TLR-4). Esta capacidade de estimular refggoinflamatérias em mondcitos
humanos é provavelmente o fator que mais contplawa a patogénese da infecgédo
(ERRIDGE et al., 2007).

1.3.5 Sintese de sideroforos

O ferro é um fator importante para a sobrevivédeianicrorganismos tanto no
hospedeiro quanto no meio ambiene.baumanniisob condi¢cdes de deficiéncia de
ferro, secreta uma variedade de moléculas envavidacaptacdo de ferro, incluindo o
acinetobactin um sideroforo catecol-hidroxamato que é semethastanguibactin
quelante de ferro produzido pelo patogeno de pe#ileso anguillarum (DORSEY;
BEGLIN; ACTIS, 2003).

Atividade de proteinas especificasAlebaumannii orientadas para captagédo de
ferro, pode ser encontrada em soro de individunsatescentes que se recuperaram de
bacteremia causada pela mesma espécie (SMITH; ALRAR1). Estas observacfes
sugerem que existe uma grande variabilidade naess@o de moléculas envolvidas na
absorgcéo de ferro, mesmo entre cepas isoladastduoamesmo surto (DORSEY;
BEGLIN; ACTIS, 2003).

A secrecao de sideroforos é importante, pois faeooecrescimento bacteriano e
a expressao de fatores de viruléncia, entretantolaaiexistem alguns aspectos
interessantes relacionados com a captagcédo de desum fungédo na viruléncia deste

patdgeno que permanecem desconhecidos (ZIMBLER €089)
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1.3.6 Resisténcia a dessecacéao

Além dos fatores de viruléncia citados acima, gaseleAcinetobactespp tém
caracteristicas Unicas dentre as bactérias Graatimag nosocomiais que favorecem
sua persisténcia no ambiente hospitalar. Geralmséteresistentes a agcédo de diversos
antimicrobianos e biocidas, se propagam facilmdatam paciente para outro, pois sao
resistentes a dessecacao, e deste modo persistemmigentes secos e inanimados por
longos periodos, podendo chegar a 27 dias (ZARRét lal., 2004).

A. baumanniiresiste melhor a dessecacdo do que outras espzmias A.
johnsonii, A. juniie A. Iwoffii. Isto pode explicar por que isolados pertenceatestas
outras espécies sdo raramente relatados em sodpgatares, enquan®. baumannii
pode causar surtos epidémicos prolongados. Haoselde isolados endémicos
individuais deA. baumannipersistindo em hospitais por mais de trés anog¥V@B et
al., 1998). Wendt e colaboradores (1997) estudara&abilidade de diferentes cepas de
Acinetobactesobreviverem sob condi¢cdes adversas, na ausénéigui em superficies
tipicas do ambiente hospitalar. Algumas cepas farapazes de sobreviver por varios
meses, mais que quatro semanas, sem reducdo deg@ontle colonias, enquanto
outras cepas dificilmente sobreviveram nessas c¢oOesi As razdes para essa
variabilidade ainda ndo sdo determinadas, mas grareestar relacionadas a
caracteristicas individuais de cada cepa.

Em um estudo recente foi verificado que a formagéabiofiime aumenta a
sobrevivéncia deA. baumanniisobre superficies secas, e que essa relacdo deve
contribuir para a persisténcia do microrganismamdbiente hospitalar, aumentando a
probabilidade da ocorréncia de surtos e infecc@s®aomiais (ESPINAL; MARTI;
VILA, 2012).

1.4 SUSCETIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

Desde 1970 IRAS causadas porbaumanniisao tratadas com os antibiéticos:

gentamicina, minociclina, ampicilina ou carbeniw@li (BERGOGNE-BEREZIN;
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TOWNER, 1996). Porém, nos ultimos anos os isoladesA. baumannii tém
apresentado altos indices de resisténcia (KARLOWS&Y al, 2003), seja por
mecanismos intrinsecos ou adquiridos, aos antib@nos comumente utilizados
como: as penicilinas (benzilpenicilina, ampicilinacarcilina e piperacilina), as
cefalosporinas (ceftazidima e cefepima), os amioogiideos (amicacina, gentamicina e
tobramicina) e as fluorquinolonas (ciprofloxacirtblEE et al., 2006). Logo, em muitos
centros de assisténcia a saude, os carbapenénmipsnem e meropenem) tornaram-
se a droga de escolha no tratamento dessas ingeCH6ON et al., 2005).Entretanto,
logo surgiu a prevaléncia de isoladosAddbaumannniresistentes aos carbapenémicos
em hospitais de diferentes regides geogréficasitalmio as opcgbes terapéuticas
(POIREL; NORDMANN, 2006).

Pesquisa realizada pelo Programa de Vigilancia desisEncia a
Antimicrobianos SENTRY avaliou 54.731 cepas Gramatigas provenientes de
isolados clinicos do mundo todo, coletadas de jarad® 2001 a dezembro de 2004,
frente a alguns antimicrobianos, segundo metodalpgdronizada pel€@linical and
Laboratory Standards Institut€LSI). A resisténcia dAcinetobactespp foi de 55% e
52% para ceftazidima e cefepima, respectivamenie 20% para imipenem. A taxa de
resisténcia para polimixina B variou de 2,7% naofay 1,9% na regido Asia-Pacifico e
1,7% nas Américas (GALES; JONES; SADER, 2006).

No Brasil, o Programa SENTRY coletou 3.728 cepaw/gmientes de quatro
estados (Sao Paulo, Rio de Janeiro, Santa Ca@afia Grande do Sul) no periodo de
1997 a 1999. A resisténcia aos carbapenémicos dmxanadamente de 10%, a
tetraciclina de 35%, a tobramicina 44% e a gentaais0%. Cefalosporinas de terceira
e quarta geracao, e as quinolonas eram ativasacomnos de 40% das cepas (SADER
et al., 2001).

A resisténcia bacteriana aos antibibticos € comsilZeuma ameaca para a saude
publica, por isso atualmente séo realizadas ieigtacionais e internacionais, que se
focam em estratégias que visam a conscientizaca@relscricdo de antibidticos,
minimizando a utilizacdo precoce de uma terapéuatitemicrobiana de largo espectro,
reduzindo a selecdo de bactérias resistentes eequer#emente 0 numero de
resisténcias bacterianas. Assim, torna-se essenoglizacdo de estudos com isolados

oriundos de todo o mundo que verifiguem a susdieldoie antimicrobiana, favorecendo
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a monitorizacdo e terapéutica dos pacientes e wgdiedde bactérias multirresistentes
(BUTLER et al., 2007).

1.5MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS AGENTES ANTIMICROBIASS

O interesse em estudar os mecanismos de resist@r&iantimicrobianos que
cepas deA. baumanniitém adquirido nas Ultimas décadas esta intenddicg@ que
essas bactérias podem acumular multiplos fatoresarido-se microrganismos
multirresistentes (ZAVASCKI et al., 2010)

Os principais mecanismos estudados &mbaumannniie envolvidos nessa
resisténcia sdo: (I) enzimas modificadoras de aghicasideos; (II) impermeabilidade
da membrana externa associada a perda ou diminnga@xpressado de porinas; (1)
hiperexpressdo de bombas de efluxo; (IV) produggerzimag$-lactamases (PELEG,;
SEIFERT; PATERSON, 2008F{gura 2).

Figura 2. Principais mecanismos de resisténcia aos agentami@obianos em bactérias Gram-

negativas.
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1.5.1 Enzimas modificadoras de aminoglicosideos

As enzimas acetiltransferases, nucleotidiltranstssa e fosfotransferases
caracterizam suscetibilidade variavel para dif@er@minoglicosideos. Essas enzimas
foram encontradas em cepas Alebaumannii sozinhas ou na maioria das vezes em
combinagdo com outras enzimas. Os genes codifieadtstas enzimas podem estar
localizados em plasmideos, transposons ou em as8ocicom integrons classe |
(SEWARD; LAMBERT; TOWNER, 1998).

Em um estudo de cepas multirresistente8 tlaumannisoladas na Europa (n =
105), em 95% das cepas foram encontrados pelo menogene de resisténcia aos
aminoglicosideos e em 84% foram detectados entseadainco genes (NEMEC et al.,
2004).

1.5.2 Alteracdo da permeabilidade da membrana plasmatica

AlteracOes da permeabilidade da membrana podemeoagvido a perdas ou
diminuicdo da expressao de proteinas de membraeaaxas porinas (OMPs‘seuter
membrane proteing” que agem como canais de entrada transportandécubas
através da membrana externa para o interior ddacéacteriana (ZAVASCKY et al.,
2010).

Cepas dé\. baumanniitém relativamente poucas porinas quando compaeadas
outras bactérias Gram-negativas, 0 que pode ekpkoa parte sua resisténcia
antimicrobiana intrinseca (SATO; NAKAE, 1991, CATHHERREIRA et al., 2011).

A principal OMP deA. baumanniié uma proteina monomérica, homeada
OmpAb ou HMP-AB (Heat-modifiable protein), pertencente a familia OmpA-like. A
perda da proteina OMP de 29KDa, denominada Card® estar associada a resisténcia
aos carbapenémicos (CATEL-FERREIRA et al., 2011).
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1.5.3 Sistemas de efluxo

A eliminacdo de farmacos, por mecanismos de sistemeaefluxo contribui
substancialmente para a resisténcia a diversosiangbianos. Sistemas de efluxo da
familia Resistance Nodulation DivisigfiRND) sdo compostas por trés estruturas com,
uma bomba de efluxo, situada na membrana interneitoplasmatica, uma proteina
formadora do canal extrusor na membrana externaP(OMuma proteina de fuséo de
membrana (MFP) que liga estes dois componentess Destes sistemas ja foram
caracterizados eA.baumanni AdeABC e AdelJK. Foi constatado que devido a supe
expressdo de AdeABC, as cepas tornaram-se resstemts aminoglicosideos, a
eritromicina, aog-lactamicos, ao cloranfenicol e a tetraciclina (DWER-PIOLLE et
al., 2008).

1.5.4 pB-lactamases

Um dos principais mecanismos de resisténcia do rgéAeinetobacteraos
antimicrobianos, principalmente aos carbapenémesta relacionado as enzimgs
lactamases, que catalisam a hidrdlise do anel laet@mico pela quebra da ligacéao
amida, perdendo assim, a capacidade de inibirtassirda parede celular bacteriana
(WILLIAMS, 1999). Embora, todas gslactamases catalisem a mesma reacgéo, existem
alguns esquemas de classificacbes propostos pas ewimas, segundo a estrutura
primaria (classe A a D) e as caracteristicas furagoe bioquimicas (grupo | a IV). Na
classificagdo molecular, segundo Ambler (1980)ehda na homologia da sequéncia
dos aminoacidos, quatro classes foram designadd &, e D. Asp-lactamases da
classe A, C e D possuem um residuo de serinain@sito e atuam sobre o antibiotico
hidrolisando o and-lactamico inativando-o, enquanto as enzimas desel8, também
denominadas metaliHactamases (MBL), utilizam cations divalentes,aff@ente ions
de zinco como cofator para sua atividade catal{titdAERMORE, 1995).

As B-lactamases podem ser encontradas extracelularreenteactérias Gram-

positivas, ou no espaco periplasmatico em bacté&iasn-negativas. Os genes que
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codificam a producdo destas enzimas podem estalizados no cromossomo
bacteriano ou em plasmideos (BUSH, 1988). Divalsatas enzimas ja foram descritas
em Acinetobacter porém as classes B e D apresentam maior frequ@&naitividade
hidrolitica sobre os carbapenémicos, sendo denalasntambém como carbapenemases
(POIREL; NORDMANN, 2002).

Carbapenemases classe B ou MBL conferem alto rdeekesisténcia aos
carbapenémicos e a todos os oufpdactamicos, com excegdo de monobactamicos
(aztreonam), e séo inibidas por agentes quelantes écido etilenodiaminotetracético
(EDTA) e acido mercaptopropidnico. Podem ser codidias por cassetes génicos
localizados no cromossomo ou plasmidio bacteridm.entanto, com excecdo da
enzima SPM-1, que é codificada por um gene loaiizan plasmidio, as demais MBL
adquiridas podem ser codificadas por genes locilgz&m integrons de classe 1, que
sao elementos genéticos localizados em regife®@uas, que podem conter um ou
mais cassetes de genes em posi¢des especificadHEESL al., 2004).

A producéo de MBLs poAcinetobactetem sido reportada em isolados de todo
mundo, sendo que das nove subclasses de MBL atigrnenhecidas, trés ja foram
descritas emA. baumannii IMP, VIM e SIM-1. A primeira MBL, SIM-1, codificda
pelo geneblagy-1 foi detectada em sete cepasAdédaumanniisoladas de um hospital
terciario em Seul, Coreia (LEE et al., 2005). Asarstes pertencentes a subclasse IMP
parecem ser mais prevalentes na Asia, embora reil Rraenha sido identificada uma
cepa deA. baumanniproduzindo IMP-6 (GALES et al., 2003)\cinetobacterspp
produtor de VIM foi detectado inicialmente na Careina Alemanha (LEE et al., 2003,
TOLEMAN; JONES; WALSH, 2004, WALSH et al., 2005).

Outro grupo de carbapenemases sadg-tectamases da classe D, também
denomidadas de oxacilinases (OXA) possuem altaidatie hidrolitica contra
cloxacilina e preferencialmente por oxacilina (BRADRD, 2001). Por apresentarem
uma grande variabilidade genotipica, Sanschagriout@e e Levesque (1995)
classificaram a série OXA em cinco grupos de acamim a similaridade genética
(grupos | a V). A maioria destas enzimas confesgsténcia a cefepima, aztreonam e
principalmente aos carbapenémicos, sendo inibidde pcido clavuldénico e néo
dependem de zinco como cofator (POIREL; NORDMANNQ2). Até o momento,

cinco desses subgrupos filogenéticos ja foram des@mA. baumannii OXA-23ike,
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OXA-24-like, OXA-514ike, OXA-584ike, OXA-1434ike (POIREL; NORDMANN,
2010).

Oxacilinases OXA 51 podem ser identificadas na meidos isolados de
Acinetobactersendo intrinsecas ao género. Como a oxacilinas&-8IXse constituia
numa das variantes mais encontradas Aenbaumannii e como esta caracteristica
parecia ser ubiqua do gebéaoxasi nestas cepas, tornou esse gene um importante
marcador genético para identificacdo do microrgaaia nivel de espécie (TURTON et
al., 2006a). Entretanto, em 2011, Nemec e colaboeadletectaram o gebBoxa-s:em
outras espécies do géneAxinetobacter Estas enzimas tém baixa capacidade de
hidrolisar as penicilinas (benzilpenicillina, ampica, ticarcillina e piperacillina) e os
carbapenémicos (imipenem e meropenem), e ndo $&ims atontra cefalosporinas
(HERITIER et al., 2005). Estudos verificaram queistx um forte promotor
transcricional, sequéncias de insercdo, que caomtglgnificativamente para que as
cepas que apresentem a enzimas OXA-51 possuamniaibd de resisténcia aos
carbapenémicos (TURTON et al., 2006b). Diversasi&ecjas de insercao tém sido
descritas emAcinetobacter,sendo que a sequénciaAl&al parece ser prevalente na
espécieA. baumanniipois ja foi detectada em 80% das 50 cepas isolEma®0 paises
do mundo (MUGNIER et al., 2009).

As oxacilinases que conferem resisténcia aos cangapicos encontradas em
cepas déA. baumannisoladas na maioria das regides do mundo, saxasllmases
codificadas por gendslapxa-23 blaoxa-40 € blaoxa-ss que podem estar localizados em
plasmideos ou no cromossoma (POIREL; NORDMANN, 2086primeira cepa dé.
baumanniique apresentou resisténcia ao imipenem, as peagik as cefalosporinas
foi isolada em 1985 na Escoécia (PATON et al., 1998icialmente a enzima foi
chamada décinetobacter resistant imipenefARI-1), mas em 2000 foi realizado seu
sequenciamento, que demostrou 36% de identidadeas@nzimas OXA-5 e OXA-10,
sendo renomeada para OXA-23 (DONALD et al., 2000).

As cepas déA. baumanniiprodutoras de oxacilinases tipo OXA-23, estdo se
disseminando rapidamente e tém sido descritossstdspitalares em diversos paises
do mundo como Argentina, Brasil, Cuba, Franca, HKongg, Italia, Japdo, Kuwait,
Cingapura, China e Espanha (MUGNIER et al., 20@) Brasil, o primeiro relato de
oxacilinase OXA-23 enA. baumanniifoi descrito em Curitiba em 2003. Neste estudo,

foram analisadas oito cepas Aebaumanniiresistentes aos carbapenémicos, sendo a



27

presenca desta enzima detectada em todas elas @EOSTA et al., 2003)Outro
estudo realizado na cidade de Porto Alegre em 200@&stigou 0s mecanismos de
resisténcia aos carbapenémicos em cepaéd.deaumanniimultirresistentes. Foram
analisadas 53 cepas de baumanniiresistentes ao imipenem e ao meropenem de
pacientes internados em dois hospitais de Port@gréleTodos essas cepas eram
positivas para o genklapxa23 € negativas para o getdaoxass (MARTINS et al.,
2009).

Diversos estudos de mecanismos de resisténcidlbadtinbs emAcinetobacter
baumanniitém demostrado a presenca de genes especificdigddos em plasmideos
e transposons. Nos ultimos anos, varios mecanigstaodisseminacdo de resisténcia
génica em bactérias tém sido descritos. Estes nseras se baseiam na localiza¢do dos
genes de resisténcia em integrons (SEWARD; LAMBERTWNER, 1998),
tornando-se um desenvolvimento preocupante paraimiajerapia antimicrobiana
(CARVALHO et al., 2009).

1.6 SUSCETIBILIDADE AOS DESINFETANTES A BASE DE CCORODSTOS
QUATERNARIOS DE AMONIO

Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos ditisi0 antissépticos e
desinfetantes representam um desafio para a Saldied® Embora diversos estudos
estejam voltados para a deteccédo de genes que@oni@®s microrganismos resisténcia
aos antibidticos, deve haver ndo s6 uma preocupaglp 0 uso indiscriminado e
improprio das drogas antimicrobianas, mas tambémm a uso incorreto de
antissépticos e de desinfetantes, uma vez quesar@®@ de genes com resisténcia a
desinfetante pode levar a selecdo de bactériastenres a drogas antimicrobianas e
vice-versa durante desinfeccdo ou antibioticoterapi hospitais (SIDHU et al., 2002).

Antissépticos e desinfetantes a base de compostatergarios de amonio
(QAC), como cloreto de benzalcbnio, cloreto delgetdinium, cetrimida, proceina e
detizor, sdao recomendados para sanitizacdo fregudat meio hospitalar, como
superficies nao criticas, chdo, moveis e paredebampitais e em outras unidades de

saude para prevenir a disseminacdo de patogenosgBates de superficie catibnicos
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com acdo antimicrobiana, os quais podem desnapucdeinas, inativar enzimas e,
consequentemente, causar inibicdo de reacfes rhedabfcomo a de producédo de
energia) e alterar a permeabilidade da membrapplaiimatica (MERIANOS, 2001).
Uma caracteristica apresentada pelos QAC é seretivosf para bactérias Gram-
positivas, e menos efetivos para bactérias Gramativeg, especialmenteP.
aeruginosa além de serem ativos para alguns fungos e vaadipidicos. Entretanto
ndo possuem acdo letal contra endosporos, micotaactéu virus hidrofilicos
(ROMAO, 1996).

Casos de resisténcia intrinseca e adquirida aos @%C sido descritos,
principalmente entre espécies de bactérias Gramtimag (MCDONNELL; RUSSELL,
1999). Porém o aparecimento de isoladosSdeaureusresistentes ao cloreto de
benzalcénio ja foi demonstrado (AL-MASAUDI, DAY; RB$EL, 1988). Um estudo
verificou que o uso de concentracdes subletaisedpsbduto poderia levar ao
desenvolvimento de resisténcia cruzada e indumnriefluxo do desinfetante pelos
estafilococos (HEIR, SUNDHEIM; HOLCK, 1999). A cesisténcia entre diferentes
desinfetantes e drogas antimicrobianas foi encoattambém em bactérias Gram-
negativas (STICKLER; THOMAS, 1980), mas o0 mesmo f@oobservado em um
estudo mais recente sotiteaeruginosgROMAO et al., 2005).

Dentre os diversos mecanismos de resisténcia maeos biocidas, podem ser
destacados: (I) mecanismo de resisténcia intringgoacasos de bactérias formadoras
de biofilme (McDONNELL; RUSSELL, 1999), o qual értaém um determinante da
resisténcia bacteriana as drogas antimicrobianBsproducdo de bombas de efluxo,
que sdo proteinas transportadoras, dependentescdgpféton motora, que diminuem a
concentracdo intracelular de antibidticos, antissép e desinfetantes, excretando-os
para fora da célula, tornando o microrganismo mesoscetivel aos mesmos
(KUCKEN; FEUCHT; KAULFERS, 2000); (Ill) mutacdo agr ou por aquisicdo de
elementos genéticos moveis de DNA, que codificazinesss e outras proteinas que
promovem a movimentacdo do DNA dentro de genomadi(itiade intracelular) ou
entre bactérias (mobilidade intercelular). Assimmabilidade genética pode levar a
disseminacgéo epidémica da resisténcia as difereligses de antibidticos, antissépticos
e desinfetantes entre espécies (McDONNELL; RUSSHBBY).

Um dos mecanismos de resisténcia aos desinfetaragsiisicdo de Integrons,

que séo familias de elementos genéticos méveiszeale integrar e expressar genes
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de resisténcia a antibidticos e desinfetantes. &fnpostos por duas sequéncias
conservadas (5'CS e 3'CS) e por uma regiao variavel

A primeira regido conservada (5'CS) é constituiela geneintl que codifica a
enzima integrase, e o gea#l, local que permite a recombinacdo do integron com
cassetes de genes. Entre o gamé e o0 geneattl, encontram-se 0s promotores
divergented?1 para expressao da integrase e o pronfétqgrara expressao dos cassetes
de genes inseridos na regido variavel (BENNETT9199

A regido variavel do integron € composta por cassgénicos (CG), que séo
pequenos elementos circulares de DNA com uma regididicante que, em geral nos
microrganismos Gram-negativos estdo presentes snults genes que conferem
resisténcia aos antibiéticos (RECCHIA; HALL, 1995).

Na segunda regido conservada (3'CS) estdo presetgsnes que conferem,
respectivamente, resisténcia aos desinfetantess@ db& compostos quaternarios de
amonio (genegacEd1l, considerado uma versdo defectiva do ggaeE que também
codifica resisténcia aos QAC) e as sulfonamidasdgell). Cinco classes de integrons
foram identificadas, porém em integrons classe stesedois genes encontram-se
amplamente difundidos e sé@o frequentemente detectath bactéria Gram-negativas,
facilitanto a disseminacdo destas bactérias noeaneihospitalar e dificultando ainda
mais a erradicacao (WALSH et al., 200Biglra 3).

Isto indica que é essencial a aplicacdo da coraggiuradequada do produto
diluido, do tempo de contato do produto e da limpea superficie anterior a
desinfeccdo, o que certamente dependeria de uniessedreinamento (ROMAO,
1996, COZAD; JONES, 2003). Portanto, deve haver s@ama preocupagdo com o
uso indiscriminado e impréprio das drogas antinfi@oas, mas também com o0 uso
incorreto de antissépticos e de desinfetantesugaagauséncia destas atitudes impde
uma forte pressao seletiva, gerando um niumerovemaior de bactérias resistentes a
tais agentes. Reforcando a necessidade de sengpreivar medidas que previnam as
infec¢des cruzadas como cuidados basicos, de sdawpreas maos com agua e sabéo e

fazer o uso de alcool gel apés cada lavagem.
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Figura 3. Esquema de inser¢@o de cassetes de genes e dgmecde expressdo de genes associados a

um integron classe I.

Fonte: HARBOTTLE et al., 2006.
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1.7 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O Sistema de Saude é constantemente desafiadBASt que constituem grave
problema de saude publica mundial, aumentando hidaole e a mortalidade entre os
pacientes, e consequentemente a duracdo do tratadsedoenca e elevacdo dos custos
hospitalares (DAl et al, 2010).

Em 2003, segundo o sistema americano de vigilataganfeccoes nosocomiais
National Nosocomial Infection Surveillance Syst€MNISS), Acinetobacter foi
responsavel por cerca de 2,4% das bacteremias Tlss §endo o segundo Gram-
negativo mais encontrado. Entre 1986 e 2003 os sdatgste mesmo instituto
descreveram um aumento significativo na proporcdopdeumonias causadas por
Acinetobactergue passou de 4% em 1986 para 7% em 2003 (GAYNB®/ARDS,
2005).

Os surtos de IRAS ocorridos recentemente no Bdasilonstram uma alteracéo
alarmante no perfil dos agentes etiologicos respais pelos mesmos. Dados
brasileiros fornecidos pelo SENTRY indicam que 887La 1999Acinetobacterfoi o
quinto Gram-negativo mais prevalente, responsawel6p/% de todas as infeccgdes,
isolado em 10,8% das pneumonias (terceiro agentesadar de pneumonia
nosocomial), em 6,8% das infec¢cbes da correnteusaed, 2,8% das infec¢des de sitio
cirdrgico e 3% das infec¢des do trato urinario (E&Det al., 2001).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisagm publicado
informativos e boletins em seu sitio eletrénicano a contencédo dessa disseminacéo,
além de manter um projeto de “Monitoramento e Rre&e da Resisténcia
Antimicrobiana em Servicos de Saude”. Nesse projiicam realizadas diversas
atividades como: capacitagdo dos profissionais aeoratério das instituicbes
hospitalares componentes da Rede; seminérios @éaag@mento de informacdo sobre
resisténcia bacteriana; notificacdo dos dadoseawefes a resisténcia microbiana que sao
divulgados por meio de boletim eletrénico; coop@oagiternacional com a Rede de
Monitoramento da Resisténcia da Organizacdo Parridama da Saude (OPAS) e da
OMS; publicacdo de manual técnico sobre interpéetate resultados microbiol6gicos
para auxiliar na prescricdo racional de antimi@nbs; realizacdo de seminarios

nacionais com periodicidade para discussdo da @megye controle da disseminacéo
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da resisténcia microbiana no pais; entre outroddEmesse projeto da Anvisa ainda

esteja em fase de aperfeicoamento, os dados pdivaelgados séo valiosos para alertar

os profissionais da salde e a populacédo sobreessidade da adogdo de medidas de
prevencao e controle da resisténcia dos microrgenssis drogas antimicrobianas.

Nos ultimos ano#\. baumanniitem se tornado uma das principais causas das
IRAS em todo o mundo, inclusive no Brasil, devidesw@a notavel capacidade de
aquisicao de fatores de resisténcia a uma ampiedeaie de agentes antimicrobianos e
dificuldade de erradicacdo durante a desinfecc&muhioticoterapia em hospitais.

Ainda assim, a auséncia de estudos que investigacori@lacdo entre a
suscetibilidade desta espécie aos antimicrobianosaos desinfetantes usados
normalmente em ambientes hospitalares tem corrdboreom a disseminacao
indiscriminada de microrganismos resistentes impounoha forte pressdo seletiva e
consequentemente gerando um numero cada vez nea@ctErias resistentes a drogas
antimicrobianas e/ou biocidas.

Para solucionar este problema de saude publicafénd@mental importancia
que haja um grande investimento no Sistema Unic@algde (SUS), em insumos,
capacitacado e envolvimento direto dos profissiom@ssaiude, assim como fomentar
estudos estratégicos, para que sejam gerados daliados a realidade da populagéo
brasileira que ajudem a estabelecer ferramentaspgo@ovam o controle destas

infeccdes. Desta forma estudos sobre o tema épeeiakrelevancia a saude publica.



33

2 OBJETIVOS GERAIS

O objetivo do presente trabalho foi realizar um Bmestudo envolvendo
isolados clinicos décinetobacterprovenientes de dois hospitais publicos do Rio de
Janeiro. Visando verificar a diversidade dos geges conferem resisténcia aos
antimicrobianos e a desinfetantes hospitalaresn a@lé caracterizacdo fenotipica e a

avaliacao da suscetibilidade as drogas antimicnalsi@ ao biocida.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= |dentificar os isolados clinicos decinetobacteroriundos de dois hospitais
do municipio do Rio de Janeiro;

= Verificar o perfil de suscetibilidade dos isoladéente a diferentes

antimicrobianos;

= Verificar a existéncia de genes especifico da éspé&enerpoB, e de
resisténcia a agentes antimicrobian®agxa-s1, blaoxa-23 € ISAbdLA,;

= Verificar a existéncia de gengackEdl, associado a resisténcia a

desinfetantes a base de quaternario de amoénio;
= Sequenciar 0s gengsoB e gacE41 detectados nos isolados analisados;

= Realizar a deteccdo fenotipica de beta-lactamasesiselados deA.

baumanniiresistentes ao meropenem e ao imipenem;

= Avaliar a suscetibilidade d& baumannia um desinfetante hospitalar a base
de quaternario de amonio através das técnicas daeBwacdo Inibitoria
Minima e da Diluigdo de Uso;

» Analisar a suscetibilidade de baumannia dessecacéo.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MICRORGANISMOS

Foram utilizados 100 isolados clinicos pertenceatesomplexcdAcinetobacter

baumannii — calcoaceticugoletados de pacientes hospitalizados em doigitassda

rede publica do municipio do Rio de Janeiro, ndgger compreendido entre abril de
2010 a abril de 2011.

As seguintes cepas de microrganismos foram utdigacbmo controles dos

procedimentos realizados neste estudo:

Acinetobacter baumanniNCQS n°® 00143 (ATCC 19606kscherichia coliINCQS
n° 00033 (ATCC 25922)taphylococcus auredSICQS n.° 00015 (ATCC 25923);
Pseudomonas aeruginofidCQS n.° 00099 (ATCC 27853lebsiella pneumoniae
ATCC® 13883; Aeromonas hydrophilaATCC® 7965; Streptococcus spp
Salmonellaspp — usadas como controle positivo e/ou negativo nas/gsr

bioguimicas convencionais;

Staphylococcus aureulNCQS n.° 00039 (ATCC 65383 cepa utilizada em

ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiargedmfetantes;

Salmonella choleraesuiNCQS n.° 00028 (ATCC 10708} cepa utilizada em
ensaios de avaliagdo da atividade antimicrobianaegenfetantes e avaliagdo da
suscetibilidade a dessecacao;

Pseudomonas aerugino$dCQS n.° 00025 (ATCC 15442 cepa utilizada em

ensaios de avaliacdo da atividade antimicrobiargedmfetantes.

Pseudomonas aerugino8dM-1, Pseudomonas aerugino#lélP-1 e Acinetobacter
baumanniiSIM -1 — as cepas foram gentilmente cedidas pela Dra. Arizales do
Laboratorio Alerta, Disciplina de Infectologia dai\dersidade Federal de S&o Paulo
e utilizadas como controles positivos nos expertogeile deteccédo fenotipica de

metalo-3-lactamases (MBL).
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3.1.1 Processamento e identificacdo dos isoladiosas

No laboratério, as culturas foram submetidas a raativo para verificacdo da
pureza. As bactérias foram cultivadas em caldo $adica (TSB) por 24 h a
temperatura de 37°C. Em seguida foi realizado @ansento da cultura em placa de
Petri contendo agar soja triptica (TSA) pela téamie esgotamento. Apds a incubacéo
por 24 h a 37°C, uma colbnia totalmente isoladanicialmente submetida a coloracéo
de Gram e estriada em tubo contendo TSA inclinammbado nas mesmas condicbes
anteriores. Em seguida, foram realizadas provagubiticas convencionais relevantes
para a identificacdo do compleX&cinetobacter baumannii — calcoaceticue®m o0s
seguintes testes: citrato (Simmons), hidrolisestallena, crescimento a 42°C em caldo
Brain Heart Infusion (BHI), Oxidacdo-Fermentacddcage, citocromo oxidase,
mobilidade, indol, catalase, agar cetrimida e Mad@y (MURRAY, 2007).

ApoOs a realizagcdo da série bioquimica convencicioagm selecionados os
isolados clinicos pertencentes ao compl@xmetobacter baumannii — calcoaceticus.
Na Tabela 1 sdo apresentados os resultados esperados paravas bioquimicas
convencionais relevantes para a identificagéo chopdexo Acinetobacter baumannii —

calcoaceticus

Apos a identificacdo convencional realizou-se tamb@ identificacdo
automatizada por meio do sistema Vitek 2 (BioMéxi®itek Systems Inc., Hazelwood,
MO) utilizando o cartdo para identificacdo de Graagativos (GN, referéncia 21341),

seguindo-se as orientacdes do fabricante.



Tabela 1
Identificagdo bioquimica convencional do complé&ainetobacter baumannii - calcoaceticass cepas bacterianas utilizadas como
controles positivos e negativos das provas bioquasi

Complexo
Testes A. baumannii- Controle Positivo Controle Negativo
calcoaceticus

Cocobacilos

G -> _Staphylococccus aureds CC®25923 Escherichia colATCC® 25922
ram-negativos

Coloracéo de Gram

Citrato (Simmons) + Klebsiella pneumoniadTCC® 13883 Escherichia colATCC® 25922
Hidrolise da esculina - Aeromonas hydrophilATCC® 7965 Pseudomonas aeruginoddZ CC® 27853
(CBraT)cimento a42°C + Pseudomonas aeruginosd CC® 27853

OF glicose + (oxidativo) Staphylococccus auredsl CC®25923 Escherichia colATCC® 25922
Citocromo oxidase - Pseudomonas aerugino#d@ CC® 27853  A. baumannii ATCE 19606
Producéo de 6 - Escherichia coliATCC® 25923 Streptococcuspp

Indol - Escherichia colATCC® 25923 Salmonellaspp

Mobilidade - Escherichia colIATCC® 25923 Staphylococccus auredd CC®25923
Catalase + Staphylococccus aureds CC®25923 Streptococcuspp

Agar cetrimida - Pseudomonas aeruginodd CC®27853  A. baumanniATCC® 19606

Agar MacConkey + Escherichia colATCC® 25923 Staphylococccus auredsT CC®25923

(+) = positivo; (-) = negativo
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3.1.2 Manutencao dos isolados

Todos os isolados clinicos identificados como mpedates ao complexo
Acinetobacter baumannii-calcoaceticu®ram estocados em caldo BHI (Difco),

contendo 20% de glicerol (v/v) e mantidos eeezera -20°C e -70°C.

3.2 SUSCETIBILIDADE AOS AGENTES ANTIMICROBIANOS

3.2.1 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos

Os testes foram realizados através do sistema atifamo Vitek 2 usando-se o
cartdo para suscetibilidade de Gram-negativos aeramm significado clinico (GN-
105) (BioMérieux), de acordo com as instrucdes alaritante. O cartdo contém os
seguintes antimicrobianos: AMP-ampicilina, SAM-anima-sulbactam, TZP-
piperacilina-tazobactam, CF-cefalotina, FOX-cefimat CTX-cefotaxima, CAZ-
ceftazidima, FEP-cefepima, ATM-aztreonam, IPM-inmiee, MEM-meropenem, NA-
amicacina, GM-gentamicina, CIP-ciprofloxacino, T@&@kciclina, CS-colistina. O
inodculo bacteriano inserido em cada cartdo correggo a turvacao de 0,5 da escala de
McFarland.

Os isolados foram classificados, segundo critédmdviaragakis e Perl (2008),
em nao-multirresistentes (n-MDR), multirresisten{8¥DR) e panresistentes (PRD).
Foram considerados multirresistentes, os isoladesagresentaram resisténcia a trés ou
mais classes dos seguintes agentes antimicrobiamsioglicosideos, penicilinas
antipseudomonas, carbapenémicos, cefalosporinasiorgtlinolonas, colistina,
ampicilina-sulbactam e tetraciclinas. A classif@a@anresistente (PDR) foi designada

aos isolados que apresentaram resisténcia a teddmsaes de antimicrobianos testados.
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3.2.2 Teste de deteccéao fenotipica de metalo-Brwges (MBL) a partir de discos de
ceftazidima

Para deteccdo fenotipica de MBL foram utilizadognag os isolados que
apresentaram resisténcia ao imipenem e ao meropexn@artir da cultura obtida em
placa de Petri contendo TSA, incubada por 18 a @8%1°C foram escolhidas colbnias
bacterianas isoladas, sendo preparada uma suspems&olucdo de cloreto de sddio
(0,85%) correspondente ao padréo 0,5 da escalacBarMnd. O inéculo bacteriano foi
semeado em placas de Petri contendo agar Mieligoii seguindo o mesmo
procedimento padronizado para disco difusado (C2&11). Dois discos de ceftazidima
(CAZ, 30 ug) foram colocados na placa a uma disa&ahe 4 a 5 cm. Um disco de papel
de filtro (disco branco), ao qual foi adicionadquB de uma solucédo pura de acido 2
mercaptopropidnico (2-MPA), foi colocado a 2,5 aantro a centro) de um dos discos
de CAZ, e as placas foram incubadas a 35°C podIB{ARAKAWA et al., 2000).

O aumento da zona de inibicdo na area entre o disc®MPA e o disco de
CAZ em comparacdo com a zona de inibicdo do diec@AZ foi interpretado como
resultado positivo (YAN et al., 2004). Enquantoaraa inalterada entre os halos de
inibicdo de crescimento da bactéria foi interprateoimo resultado negativo. O disco de
CAZ afastado dos demais foi utilizado para vis@g@o da inibicdo sem influéncia dos

inibidores da enzima.
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3.3 VERIFICACAO DA PRESENCA DOS GENESpoB, blaxa23 blaoxas:,
ISAbalAegacEil

3.3.1 Extracao do acido desoxirribonucleico gendémic

Os isolados identificados como pertencentes ao lexmpAcinetobacter
baumannii-calcoaceticubboram semeados em TSB e incubados por 24 h a 3yt
crescimento, 1000 puL foram transferidos para unrotubo o qual foi centrifugado. O
sedimento foi suspenso em tampdo de lise (20 mMTie 2 mM de EDTA
tetrassodico e 1,2% de Triton X 100) contendo 36dglisozima (50 mg/mL) para a
lise das estruturas externas bacterianas. O DNAmgieo foi extraido utilizando-se o
kit Dneasy Tissue Kit (Qiagen, Inc, Valencia, CA¢, acordo com as recomendacdes do
fabricante.

Em seguida, a presenca do material genético fdficaata em gel de agarose
0,8%, em tampéao TBE 1,0 X (Tris 89 mM, acido boi8@&mM, EDTA 2,5 mM, pH
8,3). Uma aliquota depd de DNA adicionada de 8L de tampdo de carregamento
(loading buffej foi aplicada no gel, assim como uma amostra deA D¥ntendo
fragmentos de tamanhos conhecidos (100 bp DNALaddgBC Biotecnologia). A
eletroforese em gel de agarose ocorreu em umalauimntal contendo tampéo TBE
1X adicionado de brometo de etidio (@&mL), durante 1h. O material genético foi
visualizado e documentado por meio de um sistemada®imentacdo de géis
(ImageQuant 300).
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3.3.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase

Para a técnica daPolimerase Chain Reaction(PCR) foram usados
oligonucleotideos pfimerg especificos para amplificar os geng®B, blaoxa-23,
blaoxa-s1, ISAbalA e qacEd1l. O aparelho utilizado para a realizagcao das reafgeo
termociclador DNA PTC-200-Peltier Thermal Cycler JMResearch, Massachusets,
EUA).

A analise em particular do genpoB, foi conduzida com a finalidade de
diferenciar/identificar as espécies pertencentesomaplexo ACB segundo La Scola e
colaboradores (2006).

Para os gendslapxa-23 € blapxa-s1 foram utilizados pares de oligonucleotideos
citados por Zong e colaboradores (2008). O geAddBA foi amplificado a partir da
sequéncia de oligonucleotideos descrita por Mugeiecolaboradores (2009). A
sequéncia do gem@acE11 foi descrita por Roméao e colaboradores (20Tapéla 2.

A reacdo de amplificacdo do gemmB foi realizada em um volume final de 25
puL contendo 2L de DNA adicionados de tampéo Tagq DNA polimerdsd,(cloreto
de magnésio (1,5 mM), dNTP (0,2 mM), oligonucleetisl (0,2uM), Taq DNA
polimerase (2.5 UiL) e &gua MILLI-Q estéril para completar o voluneaf da reacgéo.
A amplificacdo foi realizada sob as seguintes cmeli de ciclagem: 94°C por 2
minutos; 94°C por 30 segundos, temperatura de meel® a 52°C durante 30
segundos, 72°C por 60 segundos (35 vezes a parsegunda etapa), uma elongacao
final a 72°C por 7 minutos. Os produtos da PCRnforaantidos a 4°C até a utilizagédo
(La SCOLA et al., 2006).

Foram realizadas reacbes de PCR individualmente asmsequéncias de
oligonocleotidicos dos genbfaoxa-23, blapxa-s1 € ISAbal, onde o DNA foi adicionado
em uma reacdo contendo tampado Taq DNA polimerage ¢breto de magnésio (1,5
mM), dNTP (0,2 mM), oligonucleotideos (200 nM), TBYA polimerase (1UL) e
agua MILLI-Q estéril para completar o volume fiinlel 25uL da reagdo. As condicdes
para a amplificacdo foram: 94°C por 5 minutos, B¥os a 94°C por 30 segundos,

temperatura de anelamento a 52°C durante 45 segur2iiC por 2 minutos (35 vezes a
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partir da segunda etapa); e uma elongacao fina?@ @or 7 minutos e temperatura final
de 4°C (ZONG et al., 2008).

A reacgédo de amplificagdo do gegacE41 foi realizada em um volume final de
25 pL contendoplL de DNA adicionados de tampao Tag DNA polimerdsg, (cloreto
de magnésio (1,5 mM), dNTP (0,2 mM), oligonucleetisl (200 nM), Tag DNA
polimerase (2,5U4L) e &gua MILLI-Q estéril para completar o volunieaf da reacgéo.
As condi¢gbes para amplificagdo foram: 94°C por 8utas; 94°C por 30 segundos,
temperatura de anelamento a 57°C durante 1 minu8® segundos, 72°C por 60
segundos (30 vezes a partir da segunda etapa),elongacéo final a 72°C por 10
minutos e temperatura final de 4°C (ROMAO et @11 D).

Os produtos da PCR foram submetidos a eletrof@esgel de agarose a 1,5%
em tampao TBE 1,0 X (Tris 89 mM, acido borico 89 nieDTA 2,5 mM, pH8,3). Foi
adicionado brometo de etidioyd no preparo do gel. Foram misturadogsl 3de
tampéao de corridddading buffey a 5uL do produto da PCR. Foi utilizado o marcador
de peso molecular (100 bp DNA LadddtGC Biotecnologia). O gel foi submetido a
eletroforese sob corrente constante de 75 V. Deagrisorrida, o gel foi visualizado e

fotografado sob luz ultravioleta em sistema de dwmtacao de géisnfageQuar?00).

Tabela 2
Sequéncias nucleotidicas dmsmersespecificos utilizados na amplificacdo dos gepes, blaxa.2s,
blagxa s ISAbalA e qacHl.

Genes Pares de base (pb) Sequéncias de bases
rpoB 400

5TAYCGYAAAGAYTTGAAAGAAG 3
5'CMACACCYTTGTMCCRTGA 3

5 GATGTGTCATAGTATTCGTCGZ

blaoxa-2s 1065 5 TCACAACAACTAAAAGCACT 3
o 5' ATGAACATTAAAGCACTC 3
oxas 825 5'CTATAAAATACCTAATTGTTC 3
5 ATGCAGCGCTTCTTTGCAGG 3’
ISAbalA 390 5 AATGATTGGTGACAATGAAG 3'
qacEiL o 5'CCCGAATTCATGAAAGGGTGGCTT 3

5TATAAGCTTTCACCATGGCGTCGG 3
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3.5 SEQUENCIAMENTO GENETICO

3.4.1 Purificacdo do produto da PCR

Os produtos da PCR foram purificados usando a aalienpurificagcad’urelink
PCR purification kit (Invitrogen)seguindo as orientagcbes do fabricante. Neste
trababalho foram purificados somente os produtoB@R para amplificacdo dos genes

rpoB egackil.

3.4.2 Determinacao das sequéncias nucleotidicas

Os produtos obtidos pela PCR foram purificadiowiftogen; PureLink PCR
purification Kit) e utilizados como molde de DNA para a reacaocedg@enciamento de
suas duas fitas com o sistema comercial (BigDyenirettor Cycle Sequencing Kit;
Applied Biosystems).

As PCRs foram realizadas em microplacas nas segutondicdes: [iL de Big
Dye Terminator (Perkin Elmer); 5 pmoles do oligdeotideo; tampao 5 x (400 mM
Tris-HCI pH 9; 10 mM MgCJ) e 100 - 150 ng de DNA para um volume final dgu10
A seguir, as placas contendo as reacdes foram @amtasas para a plataforma de
sequenciamento do Instituto Oswaldo Cruz (IOC). Ap&equenciamento das amostras
os dados foram analisados pelo software DNASTAR®eapniormente as sequéncias
selecionadas foram submetidas ao programa BLAREBI¢ Local Alignment Search
Tool) (ALTSCHUL et al, 1997), e comparadas a outrasodig@das no GenBank do
National Center for Biotecnology InformatioNCBI). Assim, foi verificada a
identidade do material sequenciado por meio do deasimilaridade com sequéncias

depositadas no GenBank.
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3.5 SUSCETIBILIDADE AO DESINFETANTE HOSPITALAR A BSE DE
QUATERNARIO DE AMONIO

Foi utilizado um desinfetante hospitalar a baseqdaternario de amoénio
contendo cloreto de dimetil benzil aménio a 10%.rEalizada uma analise de teor do
tensoativo catibnico deste produto pelos tecndagisio Setor de Saneantes do
Departamento de Quimica do INCQS segundo procediamereconizado pelo POP
INCQS n° 65.3110.014 (MANUAL DA QUALIDADE, 2009).

3.5.1 Avaliacéo da eficacia do desinfetante peltoblié da Diluicdo de Uso

A comprovacéo da eficicia do desinfetante hospitalézado foi avaliada pelo
Método da Diluicdo de Uso, segunddssociation of Official Analytical Chemists
AOAC (TOMASINO, 2010) e conforme o0 POP INCQS n°35.0.007 (MANUAL DA
QUALIDADE, 2009).

A partir de culturas estoqué&taphylococcus auredslICQS n.° 00039 - ATCC
n° 6538 Salmonella choleraesulslCQS n.° 00028 - ATCC n.° 10708Pseudomonas
aeruginosalNCQS n.° 00025 - ATCC n.° 15442) foram inoculad®smL de caldo
nutriente, incubados por 22 a 26 h a 36 = 1°C,espondendo ao 1° repique. Foram
realizados dois repiques consecutivos em 10 mlatte cwutriente, incubados por 22 a
26 h a 36t 1°C. Um 4° repique consecutivo inoculado em sdies ou mais contendo
20 mL de caldo nutriente, foi obtido apds incubagén48 - 54 horas a 361°C. Apés
a incubacéo, essa cultura foi utilizada para comanos cilindros de ago inoxidavel
durante 1% 2 min, mantidos a temperatura ambielfigira 4).

Apés o tempo de contato, esses cilindros foramradkis e dispostos
verticalmente em placas de Petri forradas com dokss de papel de filtro em
condigbes assépticas e incubados & 38C, durante 38 a 42 minutos. Cada um dos
cilindros foi transferido em intervalos de 30 sedps) cronometradamente, para 0s
respectivos tubos contendo 10 mL do desinfetantende 10 minutos de exposicao, a
temperatura de 20°C. Passado esse tempo de cavgatdindros foram transferidos
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para os respectivos tubos contendo 10 mL de meioullera com neutralizante do
principio ativo do desinfetante; para este ensdilizau-se caldo Lethenn (caldo
nutriente com lecitina e polissorbato 80), em wdks constantes de 30 segundos entre
cada tubo. Apdés 40 minutos de neutralizacdo no tame meio de cultura especifico
(subcultura), cada cilindro foi transferido pardratsérie de tubos com 0 mesmo meio
de cultura (re-subcultura). Todos os tubos de dubau e re-subcultura foram
incubados a 36 1°C, durante 4& 2 horas igura 5).

Esse procedimento foi realizado utilizando-se @ibdrios de ago inoxidavel.
Observou-se a presenca ou auséncia de crescimaateriano. O desinfetante foi
considerado satisfatorio, quando capaz de elingmarcrorganismo teste em 59 dos 60
cilindros utilizados (para um nivel de confian¢e08éo).

Foram realizados também os controles do ensaibilidede e esterilidade do
meio de cultura, esterilidade dos lotes de pipestgrilidade dos cilindros carreadores
de aco inox e a contagem das células viaveis remtd@e dos cilindros de ago inox
(controle obrigatério par&taphylococcus aurewsPseudomonas aeruginosagerido
paraSalmonella choleraesyis

A contagem de unidades formadoras de colonias (IdFi@diro de aco inox foi
realizada a partir de um cilindro contaminado degacplaca de Petri apds o tempo de
secagem, sendo esse cilindro submetido a soniemgd® mL de caldo Letheen por um
minuto e agitacdo por um minuto. Em seguida, foraatizadas diluicbes sucessivas de
1 mL do caldo Letheen em 9 mL de tampéao fosfatdquiitas de 0,1 mL dessas
diluicdes foram plaqueadas pEpread plateem TSA em duplicata, incubadas a+36°
C por 24 - 48 horas. A contagem das colbnias fizeda apenas nas placas com faixa
de col6nias de 0 a 300, placas com contagem acen800 colbnias ndo foram
utilizadas para calcular o numero de UFC/cilindecago inox. O calculo das UFC por
mL de caldo foi realizado pelo somatério das médialsuladas de cada diluicao
dividido pelo somatdrio das diluicbes consideradas o calculo, o valor encontrado
foi multiplicado por 10, pois € o valor do volum®a do caldo Letheen em que a
bactéria foi recuperada a partir do carreador. Esier corresponde a média da
densidade geométrica do teste. Foi calculada aantdidensidade logaritmica (g
do carreador a partir da média da densidade geicené®ara nao invalidar o ensaio, a

média da densidade logaritmica por cilindro temspresempre maior que 6,0.
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3.5.2 Avaliacao da suscetibilidade Alebaumanniao desinfetante hospitalar

O perfil de suscetibilidade ao desinfetante hokpifai realizado apenas para os
isolados deA. baumanniem que foi detectada a presenca do gewédl e para a cepa
de referéncia dAcinetobacter baumanniNCQS n° 00143 - ATCC 19606.

A metodologia adotada para a avaliacdo da sudaddidbe bacteriana ao
desinfetante foi a mesma utilizada para avaliagdefidacia do desinfetante, Método da
Diluicdo de Uso, segundo estabelecido pedaociation of Official Analytical Chemists
— AOAC (TOMASINO, 2010).
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Figura 4. Esquema de contaminacdo dos cilindros de acodéawal (carreadores) a partir de culturas
estoque d&taphylococcusauredslCQS n.° 00039 - ATCC n° 6538almonellacholeraesulsiCQS n.°
00028 - ATCC n.° 10708 eseudomonasaeruginofdCQS n.° 00025 - ATCC n.° 15442,

5. aureus
5. choleraesuis

P aaruginasa
Agar Nutriente B i Agar Cistina Tripticaseina (CTA)

4 Repiques consecutivos 24 h / 36° em Caldo Nutriente {(max 30 + 2)

1*C.N 23 CN 3B CN 40 C.N (7 tubos por 48 h [ 360)

Transferéncia dos cilindros

Indculo Indculo + 20 dilindros de aco 12 dilindros [/ placa com papel de filtro
(20 mL/tubo) (15 minutos de contato) (36°/40min.)
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Figura 5. Esquema do Método da Diluicdo de Uso, segundelgicido pel@ssociation of Official
Analytical Chemists- AOAC.

De um total de 12 cilindros de aco
inoxidavel, 10 s3ao fransferidos da
placa de Petri para os tubes TD1 a
TD 10 com intervalo de 1 minuto
entre cada transferéncia.

* Bateria de 10 tubos

‘ contendo 10 mL de
desinfetante  mantidos
em banho-maria a

TD

20°C,

13 Bateria de
Subcultura
Meio de Cultura com

neutralizante
TL1 TL2 TLE3 T4 TLY TLG TLT TLE TLS: TLID [l{imu’tubﬂ}

10 e

Meio de Cultura com
TIE TR T3iR T4R TS5R TR T7R TER TO9R TIUR

neutralizante
{10 mL/tubo)

* Pode-se ufilizar 1 bateria com 20 tubos e intervalo de 30 segundos entre cada
transferénda.
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3.5.3 Concentracéao Inibitoria Minima do Desinfetant

A determinacéo das Concentracdes Inibitorias Misi(@dMs) do desinfetante a
base de compostos quaternarios de amonio foi aglalide acordo com Al-Masaudi e
colaboradores (1991), com modificagbes. A cepa dieré@ncia Acinetobacter
baumannii INCQS n° 00143 - ATCC 19606 e os isolados Alebaumanniiforam
cultivados em meio TSB por 24 h a 37°C e os CIM®rdenados pela adicdo do
desinfetante com concentracdes variando de 1 apfQ diluidos também em meio
TSB.

Em cada poco da microplaca de ELISA, foram adidosa2ulL do indculo
padronizado com cerca de 2 X LFFC/mL, em seguida adiconados }88desinfetante
em diferentes concentracdes (1 a 20 ppm), diluédosneio TSB, em seus respectivos
pocos e incubados por 24 e 48 h a 37°C. Foi cargldecomo a concentracao inibitoria
minima, aquela correspondente a menor concentdi@esinfetante que néo forneceu
crescimento visivel. Os isolados e a cepa de mfex@eA. baumannitambém foram

cultivados na auséncia do desinfetante como cenpasitivo.

3.7 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE A DESSECACAO

3.7.1 Contaminacéo de superficies fixasAdbaumannii

Analisou-se a capacidade de sobrevivéncia em atekierscassos de agua de
um isoladoAcinetobacter baumannigue foi escolhido por apresentar em seu genoma
todos os genes pesquisados neste trabalho, alémprdsentar resisténcia a todos os
antimicrobianos e concentracgao inibitéria minimevatia para o desinfetante hospitalar.

A determinacdo da suscetibilidade a dessecacamdaptada a partir dos
procedimentos estabelecidos no Método da DiluicoUso para recuperacdo e

contagem das células viaveis dos cilindros de ragw utilizados em cada ensaio. Como
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controle do ensaio, foi utilizada a cepa de ref@eé8almonella choleraesuiNCQS
n.° 00028 - ATCC n.° 10708 (TOMASINO, 2010; WENDTag, 1997).

A partir da cultura estoque foram inoculados 10deLTSB, incubados por 22 a
26 h a 36 = 1°C, correspondendo ao 1° repique.nfFaralizados dois repiques
consecutivos em 10 mL de TSB, incubados por 22 la 286+ 1°C. Foi realizado um
4° repique consecutivo inoculado em sete tubosas ocom 20 mL de TSB, incubados
por 48 - 54 horas a 36 1°C. Essa cultura foi utilizada para contaminacibsdros de
aco inoxidavel durante 12 min, mantidos a temperatura ambiente.

ApOs o tempo de contato, esses cilindros foramradkis e dispostos
verticalmente em placas de Petri forradas com dokss de papel de filtro em
condicOes assépticas e incubados a+38°C, durante 38 a 42 minutos, para que
ocorresse adsorcdo das células a superficie deTagas as placas de Petri foram
devidamente identificadas e acondicionadas a teahparambiente por até 40 dias.

3.7.2 Recuperacao das células viaveis

A recuperacao das células viaveisAldbaumanniifoi realizada a partir de trés
cilindros contaminados de cada placa de Petri af@mpos especificos de
acondicionamento, 40 minutos, 1, 2, 5, 10, 15,320¢ 40 dias. Através de sonicagao
em 10 mL de caldo TSB por um minuto e agitacdo porminuto em agitador, as
possiveis células viaveis foram recuperadas dasfétips contaminadas. Em seguida,
foram realizadas diluicbes sucessivas de 1 mL ddocdSB em 9 mL de tampao
fosfato. Aliquotas de 0,1 mL dessas diluicdes fopagueadas pospread plateem
TSA em duplicata, as placas e o tubo contendo mM&& com os cilindros foram
incubados a 36 1° C por 24 - 48 horas.

Foi realizada a contagem das coldnias nas placasfai@a de colbénias de 0 a
300 e observou-se a presenca ou auséncia de ceaesaibacteriano nos tubos contendo
os cilindros contaminados e secos. Placas com gemtaacima de 300 col6nias nao
foram utilizadas para calcular o nimero de UFCgaoreador.

Foram realizados também os controles do ensaibilidede e esterilidade do

meio de cultura e esterilidade dos cilindros caloeas de aco inox.
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4 RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO DOS ISOLADOS CLINICOS

Foram efetuadas provas bioquimicas convencionaia f@los os isolados
clinicos oriundos dos dois hospitais (cerca dei¢diddos). Posteriormente a realizacéo
das provas biquimicas convencionais, apenas 10 clinicos foram identificados
como pertencentes ao complekoinetobacter baumannii — calcoaceticlistes foram
submetidos a identificagdo automatizada utilizamdartdo para identificacdo de Gram-
negativos (GN, referéncia 21341) no sistema Vitdbi@Mérieux Vitek Systems Inc.,
Hazelwood, MO). Essa nova identificacdo ratificosi i@sultados da identificacédo
bioquimica convencional, j& que os 100 isoladasiads também foram identificados
como pertencentes ao complekanetobacter baumannii — calcoaceticus

Foram incluidos no estudo os 100 isolados clingestiveram sua identificacao
confirmada tanto pelas provas bioquimicas conveagsoquanto pelo sistema Vitek 2
como espécies pertencentes ao complagimetobacter baumannii — calcoaceticus.
(Figura 6)

Figura 6. Numero de isolados clinicos identificados como plexo Acinetobacter baumannii-
calcoaceticusdurante o periodo do estudo, que foram coletadssdois hospitais da rede publica do
municipio do Rio de Janeiro.

mHOSPITALA  mHOSPITALB

12

11

N2 de Isolados Clinicos
(=)}
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Os 100 isolados clinicos foram identificados pektadologia fenotipica apenas
como pertencentes ao compleRginetobacter baumannii — calcoaceticusdo foi
possivel diferenciar as espécids baumannii, A. calcoaceticus, A. pitd A.

nosocomialigertencentes ao referido complexo.

Os 100 isolados clinicos pertencentes ao compl&® dbtidos foram oriundos
dos seguintes sitios de coleta: urina (19; 19%ygeséo traqueal (19; 19%), sangue (16;
16%), ponta de cateter intravascular (15; 15%)resd0 de Ulceras (9; 9%), lavado
brénquico de pacientes com pneumonia associadan@lagdo mecanica (9; 9%),
fragmento vascular (2; 2%), secrecao peritonea¥@); e sitio de coleta nédo informado

(8; 8%), conforme demonstrado habela 3

Tabela 3
Prevaléncia de isolados clinicos pertencentes aplexo Acinetobacter baumannii — calcoaceticns
periodo de 2010 a 2011 e a distribuigdo por difesesitios de coleta

Complexo Acinetobacter baumannii — calcoaceticus

Periodo
Tipo de 2010 2011
infeccéo/colonizacéo
Cateter 8 7
Corrente sanguinea 11 5
Fragmento vascular 0 3
Lavado brénquico 7 2
Secrecao peritoneal 1 1
Secrecéo traqueal 14 5
Secrecao de Ulceras 7 2
Urina 14 5
Outros espécimes clinicas 7 1
Total 69 31

N° = ndmero de isolados clinicos coletados
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4.2  VERIFICACAO DA PRESENCA DOS GENEPOB, blayxa23, blaoxas:,
ISAbal e qacH1

4.2.1 Identificacdo das espécies do complexo AAB aeplificacdo e sequenciamento

do genapoB

Devido a insuficiéncia de provas fenotipicas quemgessem a diferenciacao
das espécies bacterianas pertencentes ao comp{eRpneste estudo foi necessario o
uso de métodos moleculares para identifica-laslizoease a amplificacdo por PCR e
sequenciamento da regido especifica do geod, identificada como zona 1, de
aproximadamente 400 pb. A analise desta sequéwsisibflitou a diferenciacdo das
espécies pertencentes ao complexo ACB (La SCOlaA,£2006).

Pela PCR os 100 isolados apresentaram o amplicaprdgimadamente 400 pb,
referente a zona 1 do gemgoB. Todos estes amplicons foram sequenciados e as
sequéncias comparadas com as depositadas no GenBaizkndo-se a ferramenta
BLAST. Deste modo, foi possivel identificar genatgmente todas as espécies

pertencentes ao compleRainetobacter baumannii — calcoacetiqagyura 7).

Figura 7. Amplificacdo da regido 1 do gengoB em isolados identificados como complexo ACB. MM:
Marcador Molecular: 100 pb DNA Ladder — LGC; 1: @ole Negativo; 2-8: amplicon do gergoB.

400 pb
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Dentre os 100 isolados clinicos pertencentes aglexm ACB, foi possivel
observar que 94 (94%) pertenciam a espéciretobacter baumannb (5%) a espécie
Acinetobacter nosocomialie 1 (1%) a espéciécinetobacter pitti Foi possivel
observar que o isolamento de baumanniocorreu independente do espécime clinica,
porém com maior percentual de isolados em secrégipeal e urina, quando
comparado aos outros sitios de coleta. A Unica @epgitti foi isolada de urina,
enquanto as cinco cepas Aenosocomialigoram isoladas de quatro sitios distintos,
com predominio na corrente sanguinea, como mostra@uadro 1.

Dentre todos os amplicons sequenciados foram eaelddbs 19 para
montagem da arvore filogenética, sendo que 15 deslaapresentaram 93 % de
similaridade com a cepa baumannii DQ2074513 isolados 99% de similaridade com
A. nosocomialis EU445688 um isolado com 98% de similaridade com a aepgitti
JQ838184

Quadro 1. Distribuicdo das diferentes espécies pertenceatescomplexo
Acinetobacter baumannii — calcoaceticisbladas de pacientes hospitalizados,
de acordo com as fontes de isolamento.

ESPECIE GENE SR
BACTERIANA rpoB(Zona 1)
(n° %) (n°; %) (°)
Acinetobacter pitti PRESENTE Urina (1)
(1; 1%) (1;100%)

Secrecéo de Ulceras (1)
Acinetobacter PRESENTE | Corrente Sanguinea (2)
noso.comlalls (5:100%) Urina (1)

(5; 5%)

Outros espécimes clinicas (1)
Lavado brénquico (9)
Cateter (15)
Corrente Sanguinea (14)
Secrecgao Traqueal (19)
Urina (17)
Secrecdo Peritoneal (2)
Secrecéo de Ulceras (8)
Fragmento Vascular (3)
Outros espécimes clinicas (V)

Acinetobacter baumannii PRESENTE
(94; 94%) (94;100%)
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4.2.2 Deteccao dos gena@goxa-23, blaoxa-s1 € ISAbal

Dentre os 100 isolados estudados, foram pesquiskaiosggenes codificadores
de oxacilinases e uma sequéncia de inser¢c@das que esta diretamente relacionada
ao aumento da expressao desses genes de resjg&agando alguns estudos, também
esta exclusivamente relacionada a esp&caumanniiMUGNIER et al., 2009).

Na PCR para amplificacdo do gdnlepxas: apenas as espécids baumanniie
A. nosocomialisforam positivas, detectou-se em 93 (98,94%) is@at#A. baumannii
e em 2 (40%) deA. nosocomialis O isolado deA. pitti ndo apresentou este gene
codificador.

Dos 94 isolados dA. baumannii 89 (94,68%) apresentaram 0 gdi&@oxa.-23,
enquanto enf\. nosocomiali® gene estava presente em 3 (60%) dos isoladgen®
estava presente no Unico isoladoAdgitti.

De acordo com a pesquisa do gene referente a segudninsercdo bal,
todas os isolados d&. baumannii(94; 100%) apresentaram fragmentos amplificados
compativeis com a sequéncia, 4 (80%) isoladog\.daosocomialise 1 deA. pitti

também foram positivos paraABal(Quadro 2).

Quadro 2. Presenca dos genéfaoxa»s blaoxas: € sequéncia de insercaoAl®l nos isolados de
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pi#cinetobacter nosocomialis

A. baumannii A. nosocomialis A. pitti
Genes e Sequéncia d¢ total = 94 total = 5 total = 1
Insercao Presenca Presenca Presenca
n° (%) n° (%) n° (%)
blaga.23 89 (94,68) 3 (60) 1 (100)
blaga.s1 93 (98,94) 2 (40) 0 (0)
ISAbal 94 (100) 4 (80) 1 (100)

Pelos resultados obtidos na pesquisa dos genesomferem resisténcia aos
agentes antimicrobianos e a sequéncia de insei@dpossivel detectar que houve a
correlacdo da presenca dos dois genes codificaderexacilinases e a sequéncia de
insercdo em 94,7% (89) dos isoladosAddaumanniie somente em um isolado Ae

nosocomialis
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Nos outros 4,2% (4) dos isoladosAlebaumannijiapenas o ger#agya-2zeStava
ausente, e em um unico isolado ndo foram detectasl@ois genes codificadores de
oxacilinases, estando presente apenas a sequénosed;ao |8bal

Dentre os demais isolados identificados como nosocomialise A. pitti
verificou-se a ocorréncia simultanea do gene da&wema de insercdo com 0 gene

blagxa-2z€m 2 (40%) isolado&. nosocomiali® no Unico isoladd. pitti (Quadro 3J).
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Quadro 3. Ocorréncia simultdnea dos gen#aoxa 23, blaoxasi € sequéncia de insercdoAlal nos isolados décinetobacter baumannii, Acinetobacter péti

Acinetobacter nosocomialis

ESPECIE BACTERIANA

PRESENCA 2 GENES E SI

PRESENCA 1 GENE E Sl

PRESENCA SOMENTE DE 1 GENE OU Sl

(n° %) (n°; %) (n°; %) (n°; %)
n°; %

blagya23+ blagas: + 1SAbal blay.23+ ISAbal blay..s1+ ISAbal blaya2s blaga.s1 ISAbal
Acinetobacter pitti (1; 1%) 0 Positiva (1;100%) 0 0 0 0
é‘?'g‘j/ff)’ba‘:ter nosocomialis Positiva (1; 20%) Positivas (2; 40%) 0 0 Positita40%) | Positiva (1:40 %)
Acinetobacterbaumannii - . 0 " 190 . 110
(94; 94%) Positivas (89; 94,7%) 0 Positivas (4; 4,2% 0 0 itR@s(1; 1,1%)

Sl - Sequéncia de Insercéo
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A Figura 8 apresenta os produtos de amplificacdo por PCRgdesisolados,

bem como o peso molecular de cada gene, confirmapdevisto na literatura.

Figura 8. Amplificacdo dos gendslapgxa2s, blaoxasi € sequéncia de insercadigalem isolados dé.
baumannii, A. pittie A. nosocomialisMM — Marcador Molecular: 100 pb DNA Ladder — LGIE3:
blaga2s 4: Controle Negativo; 5-11lblay.s; 12: Controle Negativo; 13-19: ABal;, 20: Controle
Negativo.

1000 pb I

800 pb

400 pb
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4.2.3 Deteccédo do gegack11l

O gene que codifica resisténcia a compostos deewpfaio de aménio foi
pesquisado por PCR nos 100 isolados estudados.idanplde aproximadamente 400
pb, referente ao gengack1l foram detectados em apenas 5 (5%) isoladog\.de
baumannii(Figura 9 e Tabela 4).

Todos os amplicons foram purificados para serenuesezriados em seguida.
Utilizando-se a ferramenta BLAST, as cinco sequ#ncestudadas apresentaram
afinidade de 100% no alinhamento realizado com &wsmas do geneajackEdl
depositadas no GenBank.

Figura 9. Amplificacdo do gengacE4l em isolados dé. baumanniiMM — Marcador Molecular: 100
pb DNA Ladder — LGC. 1-5gacE11 6: Controle Negativo.

400 pb
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Tabela 4.
Presenca do gengacEAl nos isolados deAcinetobacter baumannie sua distribuicdo em diferen
espécimes clinicos.

ESPECIE PRESENCA

BACTERIANA DE ISSIC')A' ORIGEM DATA HOSPITAL
(n; %) gacEA1(n;%)
SA/1 Secrecdo Peritoneal  06/07/10 B
SC/11 Cateter 12/08/10 B
A. baumannii Positivas .
(94: 94%) (5: 5,3%) SS/9 Corrente Sanguinea  10/08/10 B
ST/6 Secrecéo Traqueal 29/06/10 B
SUL/3 Secrecdo de Ulceras  01/06/10 B

4.3 TESTE DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

De acordo com o perfil de suscetibilidade aprestng®los isolados as classes
de antimicrobianos uadros 4 e 5), estes foram classificados em cepas
multirresistentes (MDR), panresistentes (PDR) emadtiiressistentes (n-MDR).

Foram encontradas 87 (92,5%) isoladosAdebaumannii que apresentaram
perfil de multirresisténcia (MDR). Sete isolados5@8) (GNI/5, ST/7, SU/10, SU/3,
SU/8, SU/9 e SUL/5) apresentaram perfil ndo mekistente (n-MDR), com resisténcia
apenas a ampicilina (penicilina), cefalotina e xiiloa (cefalosporinas) e nenhum
isolado se mostrou panresistente.

Os antimicrobianos aos quais os isolado®\dbaumanniiapresentaram menor
suscetibilidade foram ampicilina (94; 100%), cefial@ (94; 100%) e cefoxitina (94;
100%). Por outro lado, o antimicrobiano que se sgr®u mais efetivin vitro contra
os isolados foi a colistina (93; 98,9%), tigecialif80; 85,1%) e amicacina (75; 79,8%).
A Figura 10 demonstra, em porcentagens, resultado dos testessgetibilidade aos

antimicrobianos das cepas Alebaumannii
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Quadro 4. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos deslados pertencentes ao complexo

Acinetobacter baumannii — calcoacetiaustido pelo sistema Vitek 2.

Espécie| Isolado| AM SAM TZP CF FOX CTX CAZ FEP ATM

IPM MEM NA GM CIP TGC CS

GBAL/1
GC/1
GNI/2
GNI/3
GNI/4
GNI/5
GNI/6
GNI/7
GT/1
GT/2
GT/3
GT/4
GT/5
GT/6
GT/7
GUL/2
GUL/3
GUL/4
SA/1
SA/2
SBAL/1
SC/1
SC/2
SC/3
SC/4
SC/5
SC/6
SCI7
SC/8
SC/9
SC/10
SC/11
SC/12
SC/13
SC/14
SMBAL/1
SMBAL/2
SMBAL/3

A. baumannii
PP T B B R B B B B B B R R R R R R B B B B B B B VR v B s B I B s B s
D0y —0 —TV I I —T IOV —TIN—MWIIDODITIO———DDOOVI—T—0
TV 530 pHWOVIOI VDD DI DI n P DI DI IVDIODIITIDIOn VIV O DD
P T B B B R R B B B B R R R R R R R B B B R R R B B B R« B
P R R B B R BT B B B R R B R B B s I < B v I A v B I « B v I s B v B Ve ¢ v B
TV 30—V VOV UVIODOD VIO - VDIV DDVDIUVIODIIT— TV Opn VT DIDD
D0 53000 -V VIV -V I DI 0VWIpIBIDODODIOLO—-—VWIIDpooTo—T
TV 3DV IJT DD IV DI —-—BODINI IV PIITODD TP —
TV 3530 HYHDOVDUVON VIO ygHVDugHxyxP_ 0V IOV APVIT DU _ 0V ODID

R R R R R R R R

nvonnnn®P0Onn,n00n®on

DTV gD DI DD T OO IV pHDIDDODIDOPITIDO DI IO
TV gD DI OII T I InInPpPIID00ITDTITDD I DITO
TO I OIOOITIDODnn —0Prn "o onnn®donn,,onoondho
WOgIIITOIITOIngPB I P IITononn3@3IITnonyond®onlIo
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AMP-ampicilina, SAM-ampicilina-sulbactam, TZP-pipeilina-tazobactam, CF-cefalotina,FOX-cefoxitind@)Ccefotaxima, CAZ-ceftazidima,
FEP-cefepima, ATM-aztreonam, IPM-imipenem, MEM-npoem, NA-amicacina, GM-gentamicina, CIP-ciproficika, TGC-tigeciclina, CS-

colistina . S - Sensibilidade, | - Resisténcianmediaria, R - Resisténcia.
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Quadro 4 (Cont.). Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos idotados pertencentes ao complexo
Acinetobacter baumannii — calcoacetiaustido pelo sistema Vitek 2.

Espécie| Isolado| AM SAM TZP CF FOX CTX CAZ FEP ATM IPM MEM NA GM CIP TGC CS

SMBAL/4
SMBAL/5
SMBAL/6
SMBAL/7
SNI/1
SS/1
SS/2
SS/4
SS/5
SS/6
SS/7
SS/8
SS/9
SS/10
SS/11
SS/13
SS/14
SS/15
SS/16
ST/1
ST/2
ST/3
ST/4
ST/5
ST/6
STI7
ST/8
ST/9
ST/10
ST/11
ST/12
Su/1
Su/2
Su/4
Su/5
SuU/6
Su/7
SuU/8
Su/9

SU/10 S S S S

A. baumannii
U)U);U;U;U;U;U;U;U;U;U;U;UU);U—;U;U;U;U;Um;u;U;UU);U;U;U;UmU);U;U;U;U;U;U;U
mw(j)(j)m(ﬁ(j);oU’)(/)—U)(/‘)U)U)U)(/);UU)_;Ummmm(n—(ﬁ(nmmm(nmmm;om;u
U)U)U);U;UU)U);UU)U)U);U;UU);U;Um;U—;U;Ummm;UU);U;U;U;U;U:U;UU)U);U;U;UU)
WD ITITDDD g IID BB BTV g g0 d TV Pygo PP

WO OWIXDITITDDTITXTDDNVIDIDIDDyg_pygpygxu-—-PIVygDoxHogPPITI
T X 00D PVOVDDIN DU UODODION DO I gy ouvovo0000gogJxog 0P8V ODD
T X DU X DDV OVDDID DU UODODION D ODOVODI gy pypoygvo0000ygogJVxog0PBTIDD
WO nmIVIIVTIDDIDDID—TNI DIV ODIT gy -—-0 VIV g—00P8LDT
WO HnWVIDAITODIITIDIHPVYIODIITg—ggygn-—-0—VgoggygPogoVIBITD
WO VT IOIITDDDDIID VOOV OIIgwygpgo—VIV Vg gWgoPDBIDD
. - TV AJV VIV VIO —-—V -V YOI AIIgogpygoPOVITVygoygyg—ov008IBITX
WO IDIITIDIIDDIDY I -—DIII gy goPWIITngopdogoDDTITI
P R B B T R B B e B R O T N R S R PR S

T U U XN XN U NNV UIUIUDUINARR VDU IUVOUN YoYU UV OP IO INIT OO OO ID
U)U)(I);U;U——;U—;U;U;U;U;UU)_U);U———;Um;o;u;om———;umm—;UZU;U__;U

AMP-ampicilina, SAM-ampicilina-sulbactam, TZP-pipeilina-tazobactam, CF-cefalotina, FOX-cefoxitind)XCcefotaxima, CAZ-ceftazidima,
FEP-cefepima, ATM-aztreonam, IPM-imipenem, MEM-npoem, NA-amicacina, GM-gentamicina, CIP-ciproficika, TGC-tigeciclina, CS-
colistina . S - Sensibilidade, | - Resisténcianmediaria, R - Resisténcia.

N I R T A N R N R N ML I 7T S e 7 R
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Espécie

Isolado

AM SAM TZP CF FOX CTX CAZ FEP ATM

IPM MEM NA GM CIP TGC CS

A. baumannii

Su/11
SuU/12
SuU/13
SuU/14
Su/15
SuU/17
Su/18
SU/19
SuUL/1
SUL/2
SUL/3
SuUL/4
SUL/5
Sv/1
SV/2
SV/3

A. nosocomialis

GNI/1
GUL/1
SS/3
SS/12
SuU/16

— VT ITTHVWITITO®N — T YD IOD
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Dy PO pPIVHpDTDDITDDDDDD DD
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G PP
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AMP-ampicilina, SAM-ampicilina-sulbactam, TZP-pipeilina-tazobactam, CF-cefalotina,FOX-cefoxitina,TXGcefotaxima, CAZ-ceftazidima, FEP-
cefepima, ATM-aztreonam, IPM-imipenem, MEM-meropaneNA-amicacina, GM-gentamicina, CIP-ciprofloxacinbGC-tigeciclina, CS-colistina .

Sensibilidade, | - Resisténcia intermediaria, ResiBténcia

S -
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Quadro 5. Resumo do perfil de suscetibilidade aos antimienobé dos 94 isolados
identificados comd\cinetobacter baumanniiurante periodo do estudo de 2010 a 2011.

Interpretacéo breakpointCLSI

Classes Agentes
Antimicrobianos S ' R
n° (%) n° (%) n° (%)
Ampicilina 0 (0) 0 (0) 94 (100)
Penicilinas Ampicilina e Sulbactam 17 (18,1)] 25 (26)6)52 (55,3)
Piperacilina e
Tazobactam 8(8,5) 2(2,1) 84 (89,4)
Cefalosporinas 12geracao Cefalotina 0 (0) 0 (0) 94 (100)
Cefalosporinas 22geracao Cefoxitina 0 (0) 0 (0) 94 (100)
Cefal . g8 _ | Cefotaxima 6 (6,4) 10 (10,6)| 78 (83)
elalosporinas S°geracan - ofazidima 16(17) | 9(9.6) 69 (73,4
Cefalosporinas 42geracag Cefepima 10 (10,6) 3(3,2) 81 (86,2)
Monobactamicos Aztreonam 0 (0) 11 (11,7)|] 83 (88,3)
Carb o Imipenem 16 (17) 1(1,1) 77 (81,9)
arbapenemicos Merepenem 15(16) | 21 77(8L9
Aminoglicosid Amicacina 75 (79,8) 6 (6,4) 13 (13,8)
minoglicosideos Gentamicina 41(436) 111 52(553
Quinolonas Ciprofloxacino 9 (9,5) 1(1,1) 84 (89,4)
Glicilciclinas Tigeciclina 80 (85,1) 9 (9,6) 5 (5,3)
Antibioticos polipeptidicos Colistina 93 (98,9) 0 (0) 1(1,1)

S = sensivel; | = intermediaria; R = se=ite
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Figura 10. Suscetibilidade dos 94 isolados Aeinetobacter baumanniio periodo de 2010 a 2011
oriundos dois hospitais da rede publica do murocdie Rio de Janeiro.
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AMP-ampicilina, SAM-ampicilina-sulbactam, TZP-pipeilina-tazobactam, CF-cefalotina, FOX-cefoxitind@XCcefotaxima,
CAZ-ceftazidima, FEP-cefepima, ATM-aztreonam, IPKigenem, MEM-meropenem, NA-amicacina, GM-gentanaicin
CIP-ciprofloxacino, TGC-tigeciclina, CS-colistin& .- Sensibilidade, | - Resisténcia intermedidria,Resisténcia.

Entre os 87 isolados clinicos de baumannii que apresentaram perfil de
multirresisténcia (MDR), 76 apresentaram resisg&naos dois carbapenémicos
(imipenem e meropenem). Dentre os isolados corstéesiia aos carbapenémicos, 74
isolados tiveram a presenca confirmada dos doisgyeadificadores de oxacilinases,
blapxa-23, blapxas1 € da sequéncia de insercdo H8A Em dois isolados MDR
resistentes aos carbapenémicos nao foram detectadgene blapxa2s (SU/6,
SMBAL/1) e o gendlapxa-s1 (SMBAL/1).

Os seis isolados dacinetobacterque nao pertencem a espégiebaumannii
foram mais sensiveis que aqueles pertencentesp sgmel cinco isolados d@.
nosocomiallise 0 Unico isolado dA. pittii se mostraram sensiveis aos antimicrobianos
das seguintes classes: carbapenémicos, aminodgkossiquinolonas, glicilciclinas e

antibioticos polipeptidicos.
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4.4 TESTE DE DETECCAO FENOTIPICA DE METALO-R-LACTANSES (MBL)
A PARTIR DE DISCOS DE CEFTAZIDIMA

A producdo de enzima metalo-B-lactamases (MBL) éodstrada pela
visualizagdo do aumento na zona de inibicédo emstiiszos de 2-MPA e de CAZ.

N&o foi observada alteracdo da &rea entre os Hal@sbicdo produzidos pelos
discos 2-MPA e CAZ para todos isolados identifieadomoAcinetobacter baumannii
que apresentaram resisténcia aos dois carbapergriilmgpenem e meropenem),
confirmando a auséncia da producéo fenotipica de &B 76 isolados.

Para este teste foram utilizados como pad®@ssudomanas aerugino¥dM-1,
Acinetobacter baumanniSIM-1 e Pseudomanas aeruginoddP-1. A Figura 11

mostra uma cepa com resultado negativo.

Figura 11. Isolado déAcinetobacter baumanniiegativa para o teste de metalo-3-lactamases (\¥8lb)
método de aproximacao de discos
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4.5 AVALIACAO DA EFICACIA DO DESINFETANTE PELO MET®O DA
DILUICAO DE USO

A andlise quimica do desinfetante para determindgéteor do principio ativo
quaternario de amoénio, monstrou que o mesmo e&tavd 02% do declarado pelo
fabricante, considerado satisfatério pela metodaldCQS 65.3110.014 (valor de
referéncia: 90 a 110%).

A comprovacao da eficacia do desinfetante hospitdalizado foi avaliada pelo
método da Diluicdo de Uso frente a cepas de refex&taphylococcus auredslCQS
n.° 00039 - ATCC n° 65385almonella choleraesuiNCQS n.° 00028 - ATCC n.°
10708 ePseudomonas aeruginosBlCQS n.° 00025 - ATCC n.° 15442, segundo a
Association of Official Analytical ChemistsAOAC (TOMASINO, 2010) e conforme o
POP INCQS n° 65.3210.007 (MANUAL DA QUALIDADE, 2009

Utilizando-se a diluicdo de 1% e o tempo de contd® 10 minutos,
recomendados pelo fabricante, observou-se queaticea crescimento microbiano em
nenhum dos 60 cilindros nos ensaios &wholeraesuis P. aeruginosaenquanto que
no ensaio utilizando-s8.aureusfoi observado o crescimento do microrganismo em
apenas 1 cilindro.A presenca do mesmo foi confianaela coloracdo de Gram e pelo
teste da coagulase. Todos os controles do ensesemparam resultados conforme o
esperado. As médias de densidade logaritmica lpagrcis nos ensaios realizados, para
oS trés microrganismos respectivamente, foram @&@a S.aureus, 6,11 para
S.choleraesuis 6,56 par@. aeruginosasendo o limite preconizado pelo método para
todos os microrganismos com valor igual a 6.

O desinfetante apresentou resultado satisfatoria @dividade bactericida
confirmada pelo método da Diluicdo de Uso, poisesmmo foi capaz de eliminar os
microrganismos oficialmente exigidos pela legistagdgente de acordo com o0s

critérios de aprovacao do método.
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4.6 AVALIACAO DA SUSTETIBILIDADE DE A. baumanniAO DESINFETANTE
HOSPITALAR

O método da Diluicdo de Uso foi realizado para asofados deA. baumannii
em que foi detectada a presenca do ggmeEll e para a cepa de referénda
baumanniilNCQS n° 00143 - ATCC 19606. Na diluicdo de 1%rmape de contato de
10 minutos, recomendados pelo fabricante, a cepaefdéeéncia e os isolados SA/1,
ST/6 e SUL/3 ndo apresentaram crescimento em nexlosni20 tubos utilizados por
ensaio (correspondentes aos 60 cilindros). Nosiensam os isolados SC/11 e SS/9
foi verificada e confirmada a presenca de cresdinele A. baumannii,através de
coloracdo de Gram, apenas em um cilindro. Os destrdos ensaios também
apresentaram resultados satisfatorios com meédiatensidade logaritma por cilindro

todas acima de 6,0, conforme verificadoladela 5

4.7 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA DO DESINFETANTE

Foram determinadas as CIMs de: 17 isolados ideatiis coma\. baumannii
2 isolados deA. nosocomialisum isolado deA. pittii e uma cepa de referéncta
baumanniilNCQS n° 00143 - ATCC 1960@&s critérios de escolha dos isolados foram
os seguintes: (1) deteccao do geaeEAal, (1) suscetibilidade aos carbapenémicos, (lll)
deteccdo dos genes codificadores de oxacilinas@¥)edeteccdo da sequéncia de
insercdo 18bal

As CIMs foram estabelecidas a partir de diluicoeparadas do desinfetante em
TSB, com concentracfes variando de 1 a 20 ppmndegaiconcentracdo declarada por
analise quimica do teor de quaternarios de amdeimida em 102%.

A faixa de concentracdo inibitéria minima do desiafite, que proporcionou
auséncia de crescimento para a cepa de refer@nb@umanniifoi de 4 ppm e para 0s
isolados deA. baumannii variou de 6 ppm a 14 ppridbela 5. Para os isoladoA.
nosocomialise A. pitti esta concentracdo foi de 7 ppm e 6 ppm, respectivem
(Quadro 6).
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Perfil de suscetibilidade dos isoladosAlebaumanniicontendo o gengacEAl e da cepa de referéncia
ao desinfetante hospitalar de acordo com o méted®itlicdo de Uso e da Concentracdo Inibitéria

Minima (CIM).
CEPA Presenca dos gendsla,,,. Cilin_d_ros Ii)eggsrli?rige CIM
23tblagyas11ISAbal+gacRAl Positivos (M) (ppm)
SA/1 Positivo 0 6,62 10
SC/11 Positivo 1 6,51 10
SS/9 Positivo 1 6,67 10
ST/6 Positivo 0 6,91 14
SUL/3 Positivo 0 6,2 9
A.baumannii
INCQS n° 00143 - Negativo 0 6,3 4

ATCC 19606

Quadro 6. Perfil de suscetibilidade aos carbapenémicos, €tdracéo Inibitoria Minima e presenca de

genes de resisténcia de alguns isoladosaiteetobacter

PESQUISADE | SUSCETIBILIDADE AOS
GENES CARBAPENEMICOS
ESPECIE E .
BACTERIANA HOSPITAL [ISOLADO | & g i}
(n; %) 0 £ |2 _ _
= || S| <] Q |S8gL 2o | 2o
O o o 2 g |[EZS=S 02 o=
R GNI/5 6 | P| P| P| -] s| § <=1] <=025
ceBar | 8 | p| P| Pl -] s/ § <22 1
ST/7 6 | P| P| Pl -] § § <=1 <=025
B SA2 7 | Pl P Pl -] S| § <=1 <=025
SS/10 9o | -l Pl Pl -] 9§ 8 <= 1
GT/1 6 | P| P| Pl -| R R »>=18 >=16
A GT/2 7 | pl P Pl -] R R >=14 >=16
) GNI/4 7 | p| P] P| -] Rl R >=14 >=1¢
A'(lb;"‘;ulr?ﬁ‘)”" Su/6 7 | - P| P| -| R R >=18 >=14
smBaLi| 8 | -| -] P| - | R| R| >=168] >=16
sc/3 o | P P| Pl -] § § <=1 1
SUL/3 10| p| Pl Pl P| R R »>=16 >=1b
B SA/1 10| P| P Pl P| R R >=16 >=1p
sc/i1 10] Pl Pl Pl Pl R R >=1p >=16
SS/9 10] Pl Pl P Pl R R >=1p >=16
Ss/8 12| p| Pl Pl -] R R >=16 >=1B
ST/6 14 | p| P| Pl P| R R »>=16 >=1B
A. nosocomialis A GNI/1 7 - | P - - S| S| <=1| <=0,2%
(2; 40) B SS/3 7 -1 -1 P - s| § <=1 0,5
A. pitti (1;100) B Su/3 Pl -] p| -] s o <=1] <=0725

P — presenga; (-) auséncia; R — resisténcia; Bsitskdade
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4.8 AVALIACAO DA SUSCETIBILIDADE A DESSECACAO

Analisou-se a capacidade de sobrevivéncia em ateBiegscassos de agua de
um unico isolado décinetobacter baumanniiO critério de escolha foi determinado
pela presenca de todos 0s genes pesquisadosmbsidd, ser um isolado MDR (com
resisténcia a maioria dos agentes antimicrobiarospncentrac@o inibitdria minima
acima de 10 ppm para o desinfetante hospitaland&tedo a todos estes critérios foi
estabelecido o isolado SC/11 como cultura paréeggo deste estudo piloto.

As possiveis células viaveis do isolado SC/11 foracuperadas dos cilindros
previamente contaminados apés 40 minutos, 1, 205,15, 20, 30 e 40 dias de
incubacdo. Observou-se a presenca de crescimectigribao nos trés tubos contendo
os cilindros contaminados de cada ensaio em tosldgas estabelecidos. A presenca de
células deA. baumanniifoi confirmada pela coloracdo de Gram e provaguimicas
convencionais. Sendo assim, foi possivel constaiar o isolado SC/11foi capaz de
sobreviver até o quadragésimo dia de incubacaonem@nubiente escasso de agua.

Como controle do ensaio, foram utilizados cilindrosntaminados com
Salmonella choleraesulsiCQS n.° 00028 - ATCC n.° 10708, sendo que sdic@ui a
presenca de crescimento bacteriano nos cilindmgados até o quinto dia. Apds este
periodo ndo foi observado crescimento bacteriasaiiodros contaminados.

A média de densidade logaritmica por cilindros mioneiro dia de ensaio
realizado, ap6s 40 minutos de incubacdo, foi d&,7g5que corresponde a 3,7%10
UFC/mL para os 3 carreadores utilizados. No decatoeperiodo de execugcdo dos
ensaios foi possivel verificar a reducdo das mdsrimeédias, mas ndo a reducéo total da
carga microbiana, chegando a média de densidadarittogca final de 3,0,
correspondente a 1,06XlQWFC/mL nos carreadores incubados ha 40 dias em um

ambiente sem agua e nutrientes.
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5 DISCUSSAO

E notavel a preocupacéo e o interesse da comuniedifica em estudah.
baumannij principalmente seus fatores de viruléncia e a®rdos mecanismos de
resisténcia a agentes antimicrobianos e biocidaseréds estudos estdo sendo
realizados e cada vez mais novos questionamentositlh feitos envolvendo desde
medidas de controle a taxonomia do patogeno. Eni,2BEémec e colaboradores
propuseram uma nova classificacdo da espécie epoi$992 foi proposta por Gerner-
Smidt uma nomenclatura que agrupou erroneamergeefi@écies bacterianas clinicas
de maior relevanciaA{ baumanniji A. pitti, A. nosocomialils com uma espécie
ambiental sem relevancia clinioa. (calcoaceticcugsem complexo ACB. Desde entéo,
esta nomenclatura provavelmente foi a principalsaatle contradicbes em pesquisas
cientificas, ja que muitos pesquisadores e labooatdgnoraram o termo complexo
ACB e passaram a utilizar apefasbaumannipara todos os isolados identificados por
técnicas fenotipicas automatizadas (BYUNG-CHAN Igt2005; RUNNEGAR et al.,
2010).

No presente estudo, todos os isolados clinicosnfandaundos de dois hospitais
publicos do municipio do Rio de Janeiro e foramvigraente identificados pelos
respectivos laboratorios de microbiologia através tdstes fenotipicos comA.
baumannii Além disso, foi realizada uma triagem nessesadkd clinicos através da
utilizacé@o de provas bioquimicas convencionais etorSle Saneantes onde o estudo foi
desenvolvido. Isso proporcionou a reducdo do nungerasolados empregados na
investigacdo, de 140 para 100. Com a confirmacgwetenca de 100 isolados clinicos
pertencentes ao complexo ACB, foi realizada a iflem¢tdo automatizada por meio do
sistema Vitek 2 (bioMérieux Vitek Systems Inc., Hamod, MO). Novamente
obtivemos a confirmacédo apenas da presenca deldsolgertencentes ao complexo
ACB. A identificacdo ao nivel de espécie pelo sisteautomatizado necessitaria de
provas bioquimicas convencionais adicionais preeads pelo manual de uso do
equipamento, que ndo foram realizadas.

Na literatura existem varios relatos relacionadosidentificacdo deA.
baumanniipor métodos moleculares. Nessa linha, foi desgmapor MCCONNELL e

colaboradores um método de identificacdo atravéP@R em tempo real usando a
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amplificacdo do genempAque codifica a proteina de membrana externa A.r@ §m
escolhido por estar presente em todos os genomashimanniie também por estar
inserido em uma regido altamente conservada do me3egundo os autores 0 método
detectou superficies contaminadas experimentalmaste alta sensibilidade (100%)
quando comparado com os métodos de cultura tradisioTrinta e oito porcento das
amostras foram positivas pela PCR em tempo reabativas pela cultura tradicional,
possivelmente indicando a presenca de DNA que sfiwa mais associado a células
viaveis (McCONNELL et al., 2012).

Entre outros métodos moleculares para identificacélassificacdo se baseiam:
no perfil de informagfes geradas a partir de tolAendmico, como na técnica de
hibridizacdo DNA total, que ainda € o padrdo deréefcia, porém este meétodo é
trabalhoso e insustentavel para ser realizadoeiodimente (BOUVET; GRIMONT,
1986, PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008); na técnieaAfrLP, que consiste na
digestdo do DNA por duas enzimas de restricao eposamplificacdo dos fragmentos
pelo uso de adaptadores aos fragmentos obtidogmpqguor dificuldades de
padronizacao os resultados ndo podem ser compagattesaboratérios (JANSSEN et
al., 1997, DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007); nafpele informacdes gerado
a partir da amplificacdo de um gene especifico stepior restricdo enzimatica deste
material genético, como na técniéanplified Ribosomal DNA Restriction Analysis
(ARDRA), (que apresenta como fundamento a analise fdlgmentos de restricdo
obtidos a partir da restricdo enzimatica do prodesultante da amplificacdo do DNA
codificador do RNA ribossémico da subunidade 168KBHOORN et al.,, 1998,
VANEECHOUTTE et al., 1995), porém ja foi observadapcorréncia de mdultiplos
perfis entre diferentes cepas pertencentes a mespeégie, sugerindo diversidade intra-
espécie, sendo necessario, um banco de dados@exiemerfis (DIJKSHOORN et al.,
1998); na andlise da sequéncia de um gene partmulparte de uma regido genética,
como o gene codificador do RNA ribossémico 16S @BRV; GERNER-SMIDT;
LIESACK, 1997); a regidao intergénica entre os gemeslificadores do RNA
ribossémico 16S e 23S (ITS) (CHANG et al., 2005)pp®ron ribossomal completo
(GARCIA-ARATA; GERNER-SMIDT; LOPEZ-BREA, 1997), o eme recA
(KRAWCZYK; LEWANDOWSKI; KUR, 2002), o genegyrB (YAMAMOTO;
HARAYAMA, 1996) e o genepoB (LA SCOLA et al., 2006).
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Para identificar os isolados clinicos do estudoiael de espécie, diferenciando
as espécies pertencentes ao complexo ACB, foi zeeli a amplificacdo e
sequenciamento do genpoB. Utilizando-se a mesma abordagem de La Scola e
colaboradores (2011), obtivemos como resultado dpmgre os 100 isolados clinicos
pertencentes ao complexo ACB, 94 (94%) pertencianespecie Acinetobacter
baumanni 5 (5%) & espécieAcinetobacter nosocomiali® 1 (1%) a espécie
Acinetobacter pitti

Dentre as espécies do génAmnetobactera vigilancia da espécie baumanni
em ambientes hospitalares tornou-se uma preocugaga@mplitude mundial. Apesar
de ser um microrganismo com poucos fatores deévicih determinados, apresenta
grande capacidade de aquisicdo de possiveis genessidténcia a varios agentes
antimicrobianos. Essa aquisicdo poderia ocorreavésr de uma mutacdo génica
especifica ou de uma série de mutacdes que adteraratividade catalitica das enzimas
produzidas pelo microrganismo, pela aquisi¢cdo alice material genético de outras
espécies bacterianas ou pela exposicdo a niveisitstdrios de drogas presentes no
ambiente que poderiam selecionar subpopulacfesjaresentassem fatores de
resisténcia. Em um estudo, realizado por Fourniarolaboradores (2006), foram
comparados 0s genomas de uma cepa.daumannAYE multirresistente isolada na
Franca e de uma cepa totalmente suscetivel ADF.c& multirresistente foi
encontrada uma regido gendémica de 86 Kb chamadadéhresisténcia, contendo 45
genes de resisténcia. Por analise filogenéticausl@s de similaridade foi confirmado
que a maioria dos genes encontrados havia sidoiratdqude géneros como
Pseudomonasalmonelleaou Escherichia(FOURNIER et al., 2006).

O problema mais grave no tratamento das bacterecaasadas podA.
baumanniié a ineficiéncia dos diversos agentes antimicruisiasobre este patdgeno,
limitando muito as opc¢des de tratamento. Os cari@apiEos, particularmente
imipenem e meropenem, foram as drogas mais comenesoblhidas para tratamento
de infec¢des causadas garbaumannii porém o elevado niamero de prescricdes desta
classe acarretou em um aumento do numero de cepdSrrenistentes aos
carbapenémicos. Em 2001, dados do SENTRY foramaaudals, relatando que cepas
provenientes de quatro estados brasileiros (Salm,FRio de Janeiro, Santa Catarina e
Rio Grande do Sul) no periodo de 1997 a 1999, aptaisam aproximadamente 10% de

resisténcia aos carbapenémicos, 35% a tetracichd& a tobramicina, 50% a
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gentamicina e mais de 60% as cefalosporinas deifg@re quarta geracdo e as
quinolonas (SADER et al., 2001). Gales e colabaegjoem 2006 publicaram dados
deste mesmo programa, relatando as taxas de nesastie cepas isoladas da América
Latina, 74,1% resistentes a ceftazidima, 11,3 %naoopenem e 75% a piperacilina
com tazobactam. Outro estudo realizado por Ledabomdores entre 2005 e 2007, na
Corea, demonstrou que existem algumas cepas reesteaa todos 0s agentes
antimicrobianos e para as demais cepas 0s valeresststéncia sdo muito elevados,
sendo 67% dos isolados resistentes a fluorquins|at&?o resistentes a amicacina, 66%
a ceftazidima e 51% ao imipenem.

Em nosso estudo, foram analisadas cepas coletadasrindo de 2010 a 2011,
sendo observado um aumento significativo de regigéos diversos antimicrobianos,
em relacdo ao estudo de Sader e colaboradores @m&@ino imipenem e meropenem
(81,9%), ceftazidima (73,4%), cefepima (86,2%) erafloxacino (89,4%), com
resisténcia menos frequente a colistina (1,1%pmi&acina (13,8%). E notavel que as
cepas deA. baumanniiapresentaram um percentual de resisténcia marsdeleas
diversas classes de antimicrobianos. Na presestgupa, 92,5% dos isolados foram
classificados como MDR. Considerando que o0 pereéntle resisténcia aos
carbapenémicos das cepas isoladas entre 1997 ena¥@sil foi de 10%, neste estudo
realizado com cepas de 2010 a 2011, o percentuadgsigténcia ao imipenem e ao
meropenem aumentou para 81,9%.

O agente imipenem é considerado mais potente nantemto de infeccdes
causadas poA. baumanniMDR do que meropenem. A resisténcia a meropenein est
mais associada a expressdo de bombas de efluxoardnga expressao de enzimas
oxacilinases a hidrolise de imipenem (IKONOMIDISagt 2006). No presente estudo a
resisténcia as duas drogas foi nha mesma propongim,foi realizado técnicas que
verificassem a expressdo de bombas de efluxo, sexelcutada apenas a deteccdo
genotipica dos genes que codificam as enzimas|ioweesss.

Fica evidente que o uso racional de antimicrobign@sndamental para evitar
surtos déA. baumannimultirresistente. A emergéncia destas espécianaiorente esta
associada a pressao seletiva do uso prolongadluatguinolonas, carbapenémicos e
cefalosporinas de amplo espectro (MAK et al., 20083tringindo cada vez mais as
opcOes de tratamentos empiricos, limitando muitzey ao uso de antibioticos néo

mais utilizados, como polimixina B e polimixina Eolistina), que sdo antibidticos
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sintéticos que apresentam efeitos colaterais necigos pacientes, como acao
nefrotoxica. O uso de associacfes de diferentastegyantimicrobianos também esta
sendo realizado como colistina e rifampicina, imgra e rifampicina, imipenem e
tobramicina, tobramicina e rifampicina, na tenttle cura dos pacientes, porém em
muitos casos esgotam-se todas as opcdes de travafXRAGAKIS; PERL, 2008).

As infecgBes causadas pAr baumanniiestdo associadas a morbidade e ao
prolongamento do tempo de internagdo. Um estudmdee retrospectivo, envolvendo
pacientes acometidos por bacteremias, demonstreupguientes infectados pé.
baumanniificaram cinco dias a mais internados em UTIs dépetes de ventilacdo
mecanica, quando comparados a pacientes critiacmsnféctados poA. baumannii
(BLOT; VANDEWOUDE; COLARDYN, 2003). Outro estudo @aou que a internacéo
de pacientes acometidos pAr baumanniiem UTIs pode aumentar 6 dias, e que
pacientes internados em outras unidade de tratanieetam um aumento de 18 dias
no tempo de internacdo (SUNENSHINE et al., 2007).

A resisténcia deA. baumannii aos antimicrobianos acontece devido a
combinacéo de diferentes mecanismos, como impeildeale da membrana celular,
aumento da expressédo de bombas de efluxo e prodealactamases de varios tipos.
Em relacdo as enzimas que afetam a atividad@-thxstamicos, h& que se considerar a
presenca dos elementos genéticos chamados seguéieiansercdo (Kbal ou
ISAba3 que contribuem para a superexpressap-ldetamases da. baumannii como
cefalosporinases e oxacilinases (OXAlkE- ou OXA-58like) (ZARRILLI et al.,
2013), sendo que devido a sua grande versatilidagepducdo das carbapenemases se
apresenta como principal preocupacéo, incluindeeagsa oxacilinases (classe de D de
Ambler) e as metal@-lactamases (QUEENAN; BUSH, 2007).

O primeiro relato de enzima tipo OXA com potentwidade carbapenemase
ocorreu pela descricdo de um plasmideo contendmeldgoxa.23 €m 1985. Esse gene
tanto pode estar localizado no cromossoma ou esmjieos, e em associacdo com
diferentes estruturas genéticas, sendo a mais dnéguo transposson Tn2006
(MUGNIER et al., 2010). Atualmente, esse tipo deim@a contribui para a resisténcia
deA. baumanniaos carbapenémicos em muitos paises (ZARRILLIL,e2@13).

Outros dois clusters de carbapenemases estdo aempantdisseminados,
incluindo os gene®laga-24-ike (OXA-24, -25, -26, -40 e -7 blaga-ssike O grupo

OXA-24-ike compartilha 60% de homologia com os aminoacideseaeimas OXA-
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23dike. Os genesblanass-ike identificados mais recentemente sédo frequentament
mediados por plasmideos, e tém sido descritos edasaurtos hospitalares em UTIs de
todo o mundo. Esses genes sdo mais frequentemetdetatlos em isolados de
baumanniiresistentes aos carbapenémicos, embora eles paeaancontrados em
isolados suscetiveis. O cluster de enzimas OXAIA-51, -64, -65, -66, -68, -69, -
70, -71, -78, -79, -80 e -82) difere dos outro®giple carbapenemases, pois sua
localizacdo € cromossomal e inerentés daumannii sendo sua atividade dependente
da presenca de uma S| (ZARRILLI et al., 2013).

Nesse estudo 0 gerdana.s; foi detectado nas espécids baumannii(93;
98,94%) eA. nosocomialig2; 40%). O isolado dé. pitti ndo apresentou este gene
codificador. Dos 94 isolados @e baumannii 89 (94,68%) apresentaram 0 géxteg .-

23, engquanto enf. nosocomialiso gene estava presente em 3 (60%) dos isolados. O
gene estava presente no unico isolad@dpitti. De acordo com a pesquisa do gene
referente a sequéncia de inser¢cabhbi&l todas os isolados de baumanni(94; 100%)
apresentaram fragmentos amplificados compativers &sequéncia, 4 (80%) isolados
deA. nosocomiali® o0 unico isoldadA. pitti também foram positivos paraABal

Pelos resultados obtidos na pesquisa dos genesamfierem resisténcia aos
agentes antimicrobianos e da sequéncia de inseajdopssivel detectar a ocorréncia
da presenca simultanea dos dois genes codificaderexacilinases e a sequéncia de
insercdo em 94,7% (89) dos isoladosAdébaumannii e somente em uma cepaAle
nosocomialis Dentre os demais isolados identificados comaosocomialie A. pitti
verificou-se a presenca simultdnea do gene da seiguée insercdo com 0 geblayya-
23em 2 (40%) espécids nosocomiali® na Unica cepA. pitti.

A presenca da sequéncia de insel@&balem todas as espécidsbaumannii
evidencia que a Sl estd amplamente difundida resgiacie, porém determinar que a
mesma seja exclusiva desta espécie, € contraditénido em vista que neste estudo foi
possivel detectar esta sequéncia de insercao etmo qepas dé\. nosocomiallise em
uma cepa da. pitti.

O gene blayas1 que codifica a oxacilianase OXA-51, foi posterioaten
considerado por alguns autores como gene intrindaaspéciéd. baumannii porém
outras espéciesA. pitti e A. nosocomiallis apresentaram esse gene na presente

investigacao.
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As metalop-lactamases sdo menos comuns Am baumanniido que as
carbapenemases tipo OXA, porém sua atividade liideolé 100-1000 vezes mais
potente. A presenca do gene em isolado&.dsumanniiMDR € algumas vezes dificil
de ser detectada (IKONOMIDIS et al., 2008), indimmue sua contribuicdo para a
resisténcia aos carbapenémicos deve ser subestilstaa enzimas hidrolisam todos
os B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, porém a@ceonam. Trés tipos de
metalop-lactamases foram identificadas @émbaumanniiincluindo IMP, VIM E SIM
(LEE et al., 2005, SADER et al., 2005, TSAKRIS let2006, ZARRILLI et al., 2013).

Alguns estudos tém demonstrado a ocorréncia de deaigsna enzima do tipo
OXA adquirida em um mesmo isolado (PELEG; SEIFERPRTERSON, 2008;
MENDES et al., 2009). Entretanto, a ocorréncia déA@arbapenemases com MBL
em A. baumannii somente foi evidenciada em um Unico trabalhooatdomento em
Singapura (KOH et al., 2007).

No presente estudo nédo foram encontrados isolades expressassem
fenotipicamente MBL. Porém, foi possivel verifiarimportancia entre a presenca
simultanea dos dois genes que expressam resistogiearbapenémicos e a sequéncia
de insercdo. Esta combinacdo pode ser um dos mseuaslide resisténcia mais
importantes que a espédebaumannapresenta, pois dentre os 94 isolados, em 89 esta
combinacdo foi detectada e todas apresentaram plerfmultirresisténcia a varios
agentes antimicrobianos, com MIC para os carbapenénacima de 16 pug/ml. O
resultado sobre a presenca dos dois gblagg. 51, blacxa-23€ da sequéncia Abale o
fendétipo MDR, a ocorréncia concomitante das duamcteristicas, sugere que a
possivel presenca do integron pode representarmporiante marcador do fendtipo
MDR, porém né&o sao Unicos responsaveis por tatifemé

Os biocidas sdo amplamente usados na pratica al@spiempregados para
prevenir a disseminacado de microrganismos patogénikReduzida suscetibilidade aos
biocidas em espécies bacterianas acontecem devidietérminantes genéticos
intrinsecos e adquiridos (como os gegas), porém o efluxo é considerado como o
principal mecanismo de resisténcia. Alguns tralmltedatam que tipicamente o gene
gackEd1, codificador de uma bomba de efluxo SMR, é caoqaat integrons de classe
1, junto com o gene de resisténcia a sulfonamidta(HOU et al., 2007, PERICHON et
al., 2008, YIN et al., 2008, MAK et al., 2009, SABIet al., 2013). A deteccao do gene

gack1l através da PCR ermA. baumanniija foi realizada, e foram encontradas
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percentagens significativas da presenca desse(8@686 de 31 isolados, 100% em 6
isolados e 41% em 86 isolados) (YIN et al., 2008 Het al., 2007, RAJAMOHAN;
SRINIVASAN; GEBREYES, 2010).

A eficacia do desinfetante hospitalar para superfiga utilizado neste estudo
foi comprovada por ensaio microbiolégico (método Rituicdo de Uso), sendo o
produto capaz de eliminar todos os microrganisresiatios$. aureusP. aeruginosae
S. choleraesiys O método da Diluicdo de Uso também foi realizpdoa os cinco
isolados clinicos d&. baumanniem que foi detectada a presenca do ggwé1l. Foi
usada a diluicdo do produto recomendada pelo fatiecde 1% e tempo de contato de
10 minutos. Os isolados clinicos SA/1, ST/6 e SUHA8 apresentaram crescimento em
nenhum dos 60 carreadores utilizados por ensaijmaeo os isolados clinicos SC/11 e
SS/9 apresentaram crescimento em apenas 1 ciliddsim, observamos a eficacia do
produto e a suscetibilidade dos isolados clinicesté a alta concentracdo de uso do
produto.

Porém é fundamental que se pense que a diluicawréta do produto ou
mesmo a venda de produtos apresentando alterag@&ordem relacdo ao declarado no
rotulo, assim como o tempo de contato reduzido,epach levar a selecdo de
microrganismos menos suscetiveis aos desinfetardesissépticos ou drogas
antimicrobianas.

A faixa de concentracdo inibitéria minima do desfafite, que proporcionou
auséncia de crescimento dos isolado#é deaumanniivariou de 6 ppm a 14 ppm. Para
0s isoladosA. nosocomialise A. pitti esta concentracéo foi de 7 ppm e 6 ppm,
respectivamente.

Os isolados clinicos nos quais foi detectada aepgesdo gengacE41l foram
isoladas em apenas um unico hospital, em um peesgdecifico, junho a agosto de
2010, em diferentes sitios de coleta. Esses cbulados apresentaram todos os genes
estudados, podendo-se inferir que possivelmenggaasipresentes em um integron de
classe | e séo resistentes a todos os antimicradiatom excecdo da colistina e
amicacina.

A presenca desse gene Ambaumanniipode refletir em adic&o a resisténcia ao
amonio quaternario, a existéncia de um integroglasse | frequentemente associado

com multirresisténcia. Os resultados de presencalel@entos genéticos associados
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com resisténcia a antinicrobianos e biocidas sugepee tais elementos favorecam a
permanéncia em ambientes hospitalares e a dissginida cepas multirresistentes.

Outro fator que faz desse patdgeno um risco emirgem sua habilidade de
sobrevivéncia em superficies inanimadas por lomgogdos de tempo, contaminando
facilmente o ambiente hospitalar e acarretandouaatmnsmissao entre os pacientes
hospitalizados mediada pelos equipamentos médigadaeequipe de saude (BOU et
al., 2013).

Em 2009, um estudo relatou um surto ocorrido enHaspital Universitario da
China em 2006, com contaminacdo de 2.500 leitosisAgste ocorrido, em 2008
construiu-se um novo hospital em outra regido diad® de Tawian, para evitar a
contaminagdo de pacientes porbaumannii porém, ap0s quatro meses da inauguragao
do novo hospital foram relatados novamente casogatgentes acometidos por
infeccbes secundarias ocasionadas Aobaumannii A justificativa para este novo
surto se deve ao fato de terem levado o mobiliddoantigo hospital para o novo,
favorecendo o crescimento da espécie multirresesterconfirmando que séo espécies
que persistem varios meses em condi¢cdes adversassmimento de outros patégenos
(HO et al., 2013).

Neste estudo, analisou-se a capacidade de sokbmeiddv&m ambientes escassos
de agua de um unico isolado Ae baumannii O critério de escolha foi determinado
pela presenca de todos os genes em seu genomaspdegquneste trabalho, ser um
isolado MDR (com resisténcia a maioria dos ageamdisnicrobianos) e ter apresentado
concentracao inibitéria minima acima de 10 ppm padasinfetante hospitalar. Assim,
foi escolhida o isolado SC/11 como padrdo paraizagio deste estudo piloto.
Observou-se a presenca de crescimento bacteriantwésotubos contendo os cilindros
contaminados de cada ensaio em todos os dias lesidbs, ou seja até 40° dia de
incubacéo em ambiente escasso de agua.

Devido ao fato dé\. baumanniser considerado um grande problema de saulde
publica, faz-se necessaria a combinacdo de esfdegcesjuipes multidisciplinares para
estudar este microrganismo, e que as mesmas pessabelecer medidas de controle
dos surtos ocasionados pelo mesmo, em diverso#dieqe varias regides do mundo,
pois as infec¢des ocasionadas por essa espéciatanmma morbidade e mortalidade de

pacientes internados, principalmente em UTIs (BO&al.e2013).



79

As diferencas encontradas quanto a distribuicdo edpecies de relevancia
clinica assim como a suscetibilidade aos antimiarais e aos biocidas ressaltam a
importancia deste conhecimento, possibilitando ceemder melhor a patogénese e
permitindo a orientacdo de diretrizes do uso radide antimicrobianos e desinfetantes
hospitalares. O uso indiscriminado de antibidtices Ultimas décadas pode ser
evidenciado neste estudo com a diminuicao sigtivi@ada sensibilidade das cepas de
A. baumanniiaos carbapenémicos (imipenem e meropenem) de 99%989 para
18,1% em 2011, limitando as opc¢des terapéuticas.

Um estudo realizado no Hospital Universitario dadRia, na Espanha,considera
como medidas importantes o isolamento de paciemeaumento do quadro de
funcionarios, para minimizar a quantidade de paegepor profissionais de saude, a
implantacdo da politica de sempre lavar as maos @pdtato com pacientes e
higieniza-las com alcool apés todas as lavagersasisedidas permitiram uma reducéo
em 18 % do quadro de infec¢gbes causadogdpbaumanni{(BOU et al., 2013).

Um aspecto de grande importancia no gerenciameateudos atribui-se as
questbes administrativas. Condi¢cbes de trabalhoquadias, recursos humanos
capacitados e qualificados, politica de gerencidammedo uso racional de
antimicrobianos, aos desinfetantes e antisséptéms essenciais para que medidas
efetivas de controle de infec¢cdo possam ser imgadlastcom sucesso.

Nesta prespectiva, 0 presente estudo podera asintde forma significativa
para o aprimoramento das medidas de prevencaotmleodas infeccbes causadas por

A. baumannii.pois verificou-se neste estudo a urgéncia no clentdms isolados

multirresistentes dA. baumanniji associado ndo somente a descoberta dos mecanismos

de adaptacdo ligados a resisténcia as drogas artbi@nas, aos desinfetantes e
antissépticos, como também ao estudo de caraitasigenotipicas e genotipicas que
possam possibilitar a permanéncia e disseminac8easlebactérias em ambientes

hospitalares
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6 CONCLUSOES

1. Isolados clinicos pertencentes ao génAmnetobacter,associados a infeccdes
relacionadas a assisténcia a saude foram idexlis;gprevalecendo a espédie
baumanni(94, 94%), além dA. pitti (1, 1%) eA. nosocomialiig5, 5%).

2. Os principais sitios de isolamento foram: urina gasientes (19; 19%), secrecao
traqueal (19; 19%), sangue (16; 16%) e ponta dderantravascular (15; 15%).

3. Mesmo utilizando mais de um método de identificafgmtipica, a diferenciacéo
das espécies bacterianas pertencentes ao complexetobacter baumannii-
calcoaceticugACB) so6 foi possivel por metodologia genotipiatiavés de técnicas
de amplificacdo de DNA por reacdo em cadeia dammoidse (PCR) e
sequenciamento de uma regido especifica dorped denominada Zona 1.

4. A presenca da sequéncia de inser¢ca@&bi e 0 do gendlapxa-s: foi detectada ndo
apenas nos isolados de baumannicomo também enA. pitti (1, 1%) eA.
nosocomialiis outras espécies pertencentes ao complexo. XCBresenca desse
genendo pode ser considerada exclusividade da espédimumannie nem um
marcador molecular para diferenciacdo das espgme®ncentes ao complexo
ACB.

5. O perfil de multirresisténcia as drogas antimicaolis e a presenca de genes que
codificam resisténcia aos carbapenémicos foi obslarwia maioria dos isoladés
baumanni(87, 92,6%), o que pode estar relacionado comrsfieréncia de genes de
resisténcia no ambiente hospitalar.

6. Embora nédo tenha sido detectada a producdo de @nmetalo-[3-lactamases
(MBL), todos os isolados d&. baumannapresentaram perfil de resisténcia aos 3-
lactamicos, podendo outros mecanismos de resiatéstarem envolvidos.

7. O geneblapxa-23 foi detectado em 89 (94,68%) isoladosAdebaumannisugerindo
gue este seja o principal mecanismo de resist@usdacarbapenémicos, mas ainda
assim em uma espécie sensivel ao imipenem e aopem&m foi possivel a
deteccao deste gene.

8. Um isolado deA. baumanniapresentou resisténcia a colistina, alertando para
perigo da reducdo de opcdes de tratamento de d@ec¢d que hoje a colistina
representa a Ultima alternativa de tratamento pafeccoes causadas peéy.

baumanni
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O genegacEl, gene associado a resisténcia aos compostos mguabsr de
amonio (QACs), esteve presente apenas 5 isoladaskimanni.

Isolados que possuiam 0s gemggEEAl, apresentaram 0s maiores valores de
CIM, mostrando uma menor susceptibilidade aos QASsim como perfil de
MDR, com resisténcia a trés ou mais classes debidintos, incluindo
carbapenémicos, R-lactamicos, cefalosporinas (12, € 32 geracao),
monobactamicos, aminoglicosideos (com excecao dzeaima) e quinolonas.

A analise do teor do tenso-ativo catibnico do ptoddesinfetante e a
comprovacao de sua eficacia revelaram que estelfor@esta compativel com as
exigéncias da legislagéo brasileira, e pode sefousamo uma das ferramentas de
controle de desinfeccdo e eliminacdo de microrgawss patogénicos em
ambientes hospitalares.

A analise da suscetibilidade a dessecacao de UadasdeA. baumanniMDR,
evidenciou a capacidade de sobrevivéncia desssds@m condigdes totalmente
adversas, em escassez de agua, por pelo menos a40 ddi incubacao,
demonstrando a dificuldade de controle e eliminadgsia espécie em ambientes

hospitalares.
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