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“Antibiotic are truly miracle drugs that have saved countless millions of lives.
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RESUMO

Introducdo: O Acinetobacter ¢ um coco-bacilo gram-negativo, ndo fermentador de
glicose, aerdbio e imovel. A frequéncia de Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenémicos (CRAB) vem sendo descrita ao longo dos anos. Sendo muito preocupante
o tratamento das infecces relacionadas aos servicos de saude (IRAS). No Brasil, a
infeccdo por CRAB vem sendo relatada desde os anos 90, e no Parana desde 2003. O uso
empirico de polimixina, colistina e doxiciclina, utilizados com muita frequéncia tem sido
um aliado no tratamento destas infeccdes. As carbapenemases mais difundidas em A.
baumannii sdo as p-lactamases da classe D, codificadas pelo gene blaoxa.2s. A
sobrevivéncia e propagacdo de CRAB no ambiente hospitalar € uma preocupacao
constante. Os compostos quaternarios de amonio, como o cloreto de benzalconio (BZK),
estdo entre os biocidas mais comumente usados no ambito hospitalar e sdo considerados
agentes ndo especificos reativos a membrana. Uma das preocupagdes é a possivel
resisténcia aos agentes usados na limpeza de superficies hospitalares. A resisténcia aos
biocidas frequentemente € mediada pela aquisi¢do ou hiper expressdo de bombas de efluxo
multidrogas, por exemplo, o gene gacEAI. Objetivos: o objetivo deste estudo foi
determinar a concentra¢do inibitéria minima do cloreto de benzalcbnio (BZK) em
Acinetobacter baumannii, bem como a caracterizacdo molecular e clonal destes isolados, e
pesquisa do gene gacEAI. Métodos: Cinquenta isolados de Acinetobacter baumannii
resistentes aos carbapenémicos (CRAB) de amostras clinicas e ambiente nosocomial foram
avaliados. A similaridade genética foi avaliada com Matrix assisted laser desoption
ionization time of flight (MALDI-TOF) usando a ferramenta de taxonomia do software
Saramis e pelo sistema rep-PCR Diversilab. O gene blaoxasi, 0 gene blapxa2s € 0 gene
gacEAI foram pesquisados usando gPCR. O teste de susceptibilidade antimicrobiana a
amicacina, gentamicina, ciprofloxacino, colistina, imipenem, meropenem, cefepima,
ceftazidima, piperaciclina/tazobactam, doxiciclina e polimixina B; e cloreto de benzalconio
foram realizados por microdiluigdo em caldo. Resultados: os perfis de pico do MALDI-
TOF identificaram trés grupos diferentes de CRAB e 0 blapxazs foi amplificado em todos
os isolados. O gene gacEA1 foi amplificado em 47 amostras (94%). A suscetibilidade a
colistina, polimixina e doxiciclina foi de 100%, com MIC50-90 respectivo = 0,5-1 g /
mL, 0,25-0,5 pug / mL e 1-2 pg / mL. A suscetibilidade ao BZK mostrou que 70% dos
isolados tinham CIM igual a 16 pug / mL. Concluséo: Nosso estudo mostrou pelo MIC50 e
MIC90 dos antimicrobianos polimixina, colistina e doxiciclina, nos fornecem opcdes
terapéuticas clinicas e microbioldgicas eficazes. A similaridade clonal destes isolados deve
ser estudada para avaliacdo de sua disseminacdo nosocomial, e podem ser avaliados pelo
software Saramis. O gene gacEAl foi altamente prevalente em trés grupos de
Acinetobacter, e esta ligado a concentracOes elevadas de BZK suficientes para inibir seu
crescimento. Sugerindo que a desinfeccdo insuficiente das superficies pode levar a selegcdo
de patogenos resistentes no ambiente hospitalar.

PALAVRAS-CHAVE: Acinetobacter baumannii; benzalcdnio; desinfetante; ambiental;
resisténcia.



ABSTRACT

Introduction: Acinetobacter is a non-glucose-fermenting Gram negative aerobic immobile
coco-bacillus. The frequency of Carbapenems resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) has
been described over the years. The treatment for these increasingly scarce infections related to
health services (IRAS) is of great concern. It has been reported in Brazil since the 1990s, and
in Parand state, since 2003. The empirical use of polymyxin, colistin and doxycycline has
been used very frequently and has been an ally in the treatment of these infections. The most
widespread carbapenemases in A. baumannii, the B-lactamases of class D, blaoxa-2s. The
survival and spread of CRAB in the hospital environment is a constant concern. Quaternary
ammonium compounds, such as benzalkonium chloride (BZK), are among the most
commonly used biocides in the hospital environment and are considered non-specific
membrane reactive agents. One concern is the possible resistance to agents used in cleaning
hospital surfaces. Resistance to biocides is often mediated by the acquisition or hyper-
expression of multi-drug efflux pumps, e.g. the gene gacEAI. Objectives: The aim of this
study was to determine the minimal inhibitory concentration of the BZK in Acinetobacter
baumannii, as well as molecular and clonal characterization of gacEA! gene. Methods: Fifty
Carbapenem-resistant CRAB isolates from clinical samples and the nosocomial environment
were evaluated. Genetic similarity was evaluated with Matrix assisted laser desoption
ionization time of flight (MALDI-TOF) using the taxonomy tool of the Saramis software and
by rep-PCR Diversilab system. Genes blaoxas1, blaoxazs, and qacEA 1 were study using gPCR.
The antimicrobial susceptibility assay to amicacin, gentamicin, ciprofloxacin, imipenem,
meropenem, cefepim, ceftazidima, piperaciclina/tazobactam, of polymyxin, colistin and
doxycycline and benzalkonium chloride was performed by broth microdilution. Results: The
MALDI-TOF peak profiles identified three different CRAB clusters and blapgxa2s Were
amplificated in all isolates. The QacEA1 gene was amplified in 47 samples (94%). Colistin,
polymyxin and doxycycline susceptibility was 100%, with respective MIC50-90 = 0.5-1
pg/mL, 0.25-0.5 pg/mL, and 1-2 pg/mL. The BZK susceptibility showed that 70% of the
isolates had MIC equal to 16pg/mL. Conclusion: Our study showed that MIC50 and MIC90
antimicrobials polymyxin, colistin and doxycycline provide us with effective clinical and
microbiological therapeutic options. The clonal similarity of these isolates should be studied
to evaluate their nosocomial dissemination, and they can be evaluated by Saramis software.
The gacEAI gene was highly prevalent in three groups of Acinetobacter, and is linked to high
concentrations of BZK sufficient to inhibit its growth. This study suggests that insufficient
disinfection of surfaces may lead to the selection of resistant pathogens in the hospital
environment.

KEYWORDS: Acinetobacter baumannii; benzalkonium; disinfectant; environment;
resistance.
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1. INTRODUCAO

1.1 Género Acinetobacter

O Acinetobacter é um coco-bacilo Gram-negativo, ndo fermentador de glicose, aerébio
e imdvel. Este género foi descrito pela primeira vez em 1911 como Micrococcus calcoaceticus
quando isolado do solo por Beijerinck (ALMASAUDI, 2018). Ao passar dos anos, possuiu
uma longa histérica de mudanca taxonémica, quando em 1954 foi proposta a mudanca para
Acinetobacter, derivado do latim imével (MUNOZ, 2008; PELEG, 2008). Hoje este género €
pertencente a familia Moraxellaceae (FOURNIER, 2006). Atualmente, o género
Acinetobacter é composto por 73 espécies, sendo 63 reconhecidos oficialmente
(https://lpsn.dsmz.de/genus/acinetobacter. Acesso em 26/05/2020).

Uma das espécies mais importantes e endémicas deste grupo é o Acinetobacter
baumannii (figura 1). Sendo um dos principais agentes oportunistas causadores de infeccfes
hospitalares, como bacteremia, infeccdo no trato urinario, infeccdo de sitio cirdrgico, e
pneumonia associada a ventilagdo mecénica, estando associado a alta mortalidade quando é
etiologia de infeccbes graves (ALMASAUDI, 2018; DIJKSHOORN, 2007; ZARRILLI,

2007).

15



Figura 1. Representagdo do micro-organismo Acinetobacter baumannii. A) Coloracdo de
Gram (objetiva de 100x); B) Crescimento em agar MacConkey. Fonte: o autor, 2020.

As bactérias do género Acinetobacter apresentam uma maior sobrevida em superficies
inanimadas que outros microrganismos, correspondendo a uma combinagdo de produgéo de
bacteriocinas, a presenca de uma cépsula, formacdo de biofilme, entre outros; ocasionando
uma maior viabilidade sob condigdes secas (ENOCH, 2007; JAWAD, 1996). A producéo de
biofilme fenotipicamente estd associada com a producdo de exopolissacarideos e formacédo de
pilus (TOMARAS, 2003). Em um estudo de revisdo sisteméatica concluiu-se que o A.
baumannii pode alcancar uma sobrevida de 3 dias até 5 meses em superficies, alavancando a
importancia da desinfeccdo correta de superficies e objetos na prevencdo e controle da
disseminagdo microbiana, assim como a escolha correta do biocida para diminuir os riscos de

infeccOes cruzadas durante a permanéncia hospitalar (KRAMER, 2006).

16



1.2 Contextualizacdo Epidemioldgica

Segundo o Ministério da Saude, Portaria n°® 2616 de 13 de maio de 1998, infecgdo

hospitalar é definida como:

“.. aquela adquirida apos a internacdo do paciente e que se manifesta
durante a internagédo ou mesmo apds a alta quando puder ser relacionada
com a internagdo ou procedimentos hospitalares.”

Na década de 90, a terminologia infeccdo hospitalar foi substituido por “infec¢des
relacionadas a assisténcia em saude” — IRAS, integrando as infec¢es adquiridas a assisténcia
em qualquer ambiente. Apresentando impacto sobre a letalidade hospitalar, duracdo da
internacéo e seus custos (HORAN, 2008).

As infecg¢bes adquiridas no hospital ocasionadas pelo Acinetobacter baumannii, foram
descritas inicialmente nos anos 60 e 70. Inicialmente infeccBes leves, contudo ao passar do
tempo coincidentemente com o aumento na utilizacdo de UTIs, ventilagdo mecanica,
cateterizacdo venosa em conjunto com as diversas terapias antimicrobianas; verificou-se um
aumento na gravidade e frequéncia destas infeccbes (WONG, 2017). Pacientes
imunocomprometidos, doencgas pré-existentes, ou procedimentos invasivos favorecem a
ocorréncia de IRAS (PEREIRA, 2005). A gravidade destas infecces pode ser exemplificada
também pelo aumento gradual de resisténcia aos antimicrobianos e agentes biocidas.

Atualmente observa-se uma grande preocupacao ao redor do mundo quanto ao seu
dificil manejo clinico. O NHSN — US National Healthcare Safety Network (CDC), constatou
nos anos de 2009-2010 que 1,8% de todas as infecgdes adquiridas foram ocasionadas pelo A.
baumannii. Dentre destes isolados 50% sdo resistentes a carbapenémicos, nos Estados Unidos,
e esta incidéncia é ainda maior no leste e sul da Europa, América Latina e paises asiaticos

(WONG, 2017). Corroborando com dados obtidos do NNIS - National Nosocomial Infections
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Surveilance, uma analise comparativa entre os anos de 1975 e 2003, mostrou que ja estava
ocorrendo um aumento significativo nas infeccdes ocasionadas por este patdgeno também nos
hospitais americanos, evidenciando um aumento de 1,5% para 6,9% das pneumonias, 0,5%
para 2,1% das infeccOes de sitio cirdrgico por este patdgeno (SLAMA, 2008). Em um estudo
em hospitais brasileiros entre os anos de 2003 a 2008, pelo programa SENTRY, observou-se
que o Acinetobacter era responsavel por 8% das septicemias (ANDRADE, 2008).

No Brasil, o “Programa Nacional de Prevengao e Controle de Infec¢des Relacionadas a
Assisténcia a Satude” (PNPCIRAS), criado desde 2010, disponibiliza dados de incidéncia das
IRAS em servicos de saude. O ultimo boletim epidemiol6gico nos traz dados concisos da
frequéncia de IRAS ocasionadas Acinetobacter sp. nacionalmente (figura 2). Em 2017, 78%
dos isolados apresentaram perfil de resisténcia e 49% de incidéncia respectivamente em UTIs
adulto e UTIs pediatricas, quanto a infeccdes de corrente sanguinea (IPCSL) associada a

cateteres venosos (GVIMS/GGTES/ANVISA, 2017).
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Resisténcia Microbiana em UTlIs Adulto e Pediatrica

Acinetobacter spp resistente aos carbapenémicos 78
Klebsiella pneumoniae resistente aos carbapenémicos

Pseudomonas aeruginosa resistente aos carbapenémicos

Escherichia coli sensivel aos carbapenémicos

Enterobacter spp sensivel aos carbapenémicos B UTI Pediatrica

Klebsiella pneumoniae sensivel aos carbapenémicos = UTI Adulto
Enterobacter spp resistentes aos carbapenémicos
Escherichia coli resistente aos carbapenémicos
0 20 40 60 80 100

Figura 2. Porcentagem de fenotipos de resisténcia entre os bacilos gram-negativos mais frequentemente
notificados como agentes etioldgicos de IPCSL associado a cateteres venosos em pacientes hospitalizados em
UTI adulto e pediétrica. Fonte: GVIMS/GGTES/ANVISA, 2017.

Em 2017 a Secretaria de Estado da Salde do Parana publicou a Resolugcdo SESA/PR
n° 188/2017, que tornou o Sistema SONIH como ferramenta obrigatéria para notificacdo dos
indicadores epidemiolédgicos de IRAS no Parand. Podemos visualizar na figura 3, que o
Acinetobacter baumannii complex, estd em 5° lugar em frequéncia de causador de IRAS no
ano de 2019, em um total de 883 casos 66% foram pneumonias, 18 % infec¢bes de corrente
sanguinea, 9,5% infec¢bes do sitio cirargico, 6,5% infeccbes no trato urinario
(SESA/SVS/CEVS, 2019).

A frequéncia de Acinetobacter baumannii resistente a carbapenémicos (CRAB) vem
sendo descrita ao longo dos anos. Sendo muito preocupante a forma de tratamento para estas
IRAS, cada vez mais escassa. No Brasil vem sendo relatada desde os anos 90, e no Parana
desde 2003. Corroborando com dados obtidos pela SESA no ano de 2019 (figura 4), acima de

60% de prevaléncia da multirresisténcia aos carbapenémicos nas IRAS ocasionadas pelo
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Acinetobacter baumannii, encontrada em 85,96% em infec¢des no trato urinario, 73,66% em

pneumonias.

Microorganismos mais Frequentes em IRAS - 2019

Klebsiella pneumoniae 464 376 700 651 2191
Escherichia coli "H4E"1328 854 1897 1518
Staphylococcus aureus 392 480 51 1418
Pseudomonas aeruginosa FASETHGE T 233 646 1.262
Complexo Acinetobacter baumannii "8 84 582 883
Staphylococcus Coagulase Negativo 613 SN 804
Enterobacter sp MBSETNRIGTTA33 160 737
Outras Enterobacterales B8 88118 183 489 PNEU
Enterococcus faecalis "WAREIE 218 473 U

Serratia sp. 87 267 g
Citrobacter sp. 159 B

Stenotrophomonas maltophilia * 92 128 IPCSL

Figura 3: Principais Microorganismos reportados em IRAS, no periodo de janeiro a Junho de
2019. Legenda: (PNEU) Pneumonia; (ITU) Infeccdo do Trato Urinario; (ISC) Infeccdo do Sitio
Cirurgico; (IPCSL) Infeccdo Primaria de Corrente Sanguinea Laboratorialmente confirmada.
Fonte: SESA/SVS/CEVS, 2019.
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Acinetobacter baumannii

120,00% -

1,3% 1,28% 0 3%

100,00% -
80,00% -
60,00% -
40,00% -

20,00% -

0,00% -
IPCSL ISC ITU PNEU

M A. baumannii R MER/IPM
®m A. baumannii S MER/IPM
A. baumannii R Polimixina B/ Colistina

Figura 4. Perfil de Sensibilidade/Resisténcia do Acinetobacter baumannii notificado em
IRAS nas principais topografias em 2019. Legenda: (IPCSL) Infeccdo Priméria de Corrente
Sanguinea Laboratorialmente Confirmada; (ISC) Infeccdo de Sitio Cirdrgico; (ITU)
Infeccdo do Trato Urinario; (PNEU) Pneumonia; (S) Sensivel; (R) Resistente; (MPN)
Meropenem; (IPN) Imipenem. Fonte: SESA/SVS/CEVS, 20109.

A investigacdo epidemioldgica é de grande valia quando identificado um surto
relacionado as infeccBes hospitalares, principalmente ao combate de emergentes patdgenos
multirresistentes e realizacdo de adequados bloqueios de propagagdo dentro da unidade
hospitalar. Geralmente desencadeadas por um aumento na prevaléncia de infeccdo associada a
um patdgeno especifico, a um grupo de pacientes infectados ou a identificagdo de um isolado
gue possui um padrdo distinto de suscetibilidade antimicrobiana (SINGH, 2006).

A ocorréncia da resisténcia aos antimicrobianos e aos agentes biocidas € um grave
problema de saude publica em todo o mundo. Com isso deve-se levar em consideracdo a
necessidade de desenvolvimento e adquirimento de recursos que viabilizam uma politica
segura a aten¢do ao paciente. Exemplificados por investimentos em pesquisa, estudos clinicos,

controle e prevencdo das IRAS, programas de stewardship para racionalizacdo do uso de
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antimicrobianos com o intuito de evitar o uso indiscriminado e a resisténcia adquirida pelo uso

inadequado, intervenc@es na desinfeccdo correta de superficies, entre outros.

1.3 Opcoes de Tratamento Antimicrobiano

Atualmente, existem poucas opc¢des terapéuticas para o tratamento de patdgenos
multirresistentes. Comumente em infecgdes ocasionadas por Acinetobacter baumannii, a
classe dos carbapenémicos é utilizada como tratamento de escolha, quando ainda ha presenga
de suscetibilidade a estes.

O meropenem e o imipenem foram introduzidos ao combate desde micro-organismo
em 1985, e por anos tem sido o maior aliado ao tratamento das infec¢cdes (DIJKSHOORN,
2007). No entanto, seu uso indiscriminado levou & inducdo de resisténcia a estes
antimicrobianos. Seu mecanismo de agdo é a interferéncia com a sintese do peptideoglicano da
parede celular bacteriana, se conectando as PBPs inibindo a enzima de transpeptidacdo
responsavel pela ligacdo cruzada das cadeias peptidicas conectadas ao esqueleto do
peptideoglicano (HANG, 2007).

Quando as cepas encontradas sdo resistentes aos carbapenémicos, o tratamento
empirico de polimixina, colistina e doxiciclina, tém sido utilizados com muita frequéncia e
tem sido um aliado no tratamento destas bacteremias. A polimixina foi utilizada até a década
de 80 para tratamento de infeccOes ocasionadas por bacilos Gram-negativos, e havia sido
descontinuado seu uso devido a sua toxicidade (CARVALHO, 2009). Contudo vem sendo a
maior aliada e mais importante agente no tratamento das infecgdes ocasionadas pelo CRAB no

ambito hospitalar.

22



A polimixina B e a colistina sdo polipeptidios catiénicos e tem como funcao interagir
com a camada lipopolissacaridea. Sdo drogas de efetividade clinica para o tratamento de
pneumonias, e meningite bacterianas (KARAGEORGOPOULQOS, 2008). A colistina €
encontrada em duas formas, como sulfato de colistina e colistimetato de sodio, esta ultima é
uma forma inativa que necessita sofrer uma hidrélise para obtencdo da forma ativa, muito
usada em administracdes parenterais devido a uma menor toxicidade. Contudo alguns estudos
relatam possibilidade de concentracfes minimas plasmaticas reduzidas levando um aumento
na mortalidade. Com isso quando utilizada deve se levar em consideracdo fatores como sitio
alvo da infeccdo, MIC encontrado no teste in vitro, e o estado clinico do paciente, para a
obtencdo de um correto manejo terapéutico especifico para o paciente. Estudos apresentaram
que a taxa de sobrevida pode variar de 25-75% (GARNACHO-MONTERO, 2015;
KARAGEORGOPOULOS, 2008). No entanto o uso empirico destas drogas deve ser feito
com cautela, devido a presenca de efeitos adversos de nefrotoxicidade e neurologicos
ocasionados nos pacientes (TUON, 2011).

A terapia combinada pode ser um dos recursos para obtencdo de sucesso no tratamento
terapéutico destas infec¢Ges. Muitas vezes elas podem ser aliadas alcancando taxas mais altas
de sobrevida, diminuem prazo e dose do medicamento e consequentemente diminuindo o risco
de inducdo a resisténcia a esta droga se utilizada como monoterapia. Em um estudo comparou-
se a associacdo de meropenem com polimixina, onde o mecanismo de acdo basicamente
compreende enquanto um rompe a barreira, o outro antibiético tem caminho livre para acgéo,
no momento em que acontece a lise ha interrupcdo também de mecanismos de resisténcia
como bombas de efluxo (ZUSMAN, 2017). Contudo ha poucos estudos exemplificando
terapias combinadas das polimixina com outras drogas, necessitando de mais ensaios clinicos

randomizados para avaliacdo de efetividade para efeito de comparacoes.
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As tetraciclinas tém sido amplamente utilizadas de forma empirica no tratamento de
bacteremias e meningites bacterianas. Tem como funcdo inibir a sintese proteica ao impedir a
ligacdo do t-RNA a subunidade menor do ribossomo bacteriano — 30S, induzindo danos a
membrana (JOSHI, 1997). A tigeciclina é comumente utilizada pelo mundo, porém ela nao
tem uma boa permeabilidade na barreira hemato-encefalica podendo muitas vezes ocasionar
falha terapéutica (RANJBAR, 2019). Muitas vezes ela é relatada sendo utilizada em
tratamentos associados para uma melhor eficacia, porém néo se é recomendado devido a falta
de estudos randomizados de avaliacdo de efetividade de tigeciclina com polimixina (WU,
2019; ZUSMAN, 2017). A doxiciclina aparentemente parece ser promissora quanto a
efetividade clinica e microbiologica contra o CRAB, durante esta escassez de opc¢des
terapéuticas (FALAGAS, 2005). Contudo, ha poucos estudos observacionais em populagdes
com uso de doxiciclina.

A amicacina (aminoglicosideo) tem sido utilizada como opcéo terapéutica quando o
isolado de A. baumannii apresenta sensibilidade em testes in vitro. E responsavel por inibir a
sintese proteica bacteriana (HANG, 2007). Geralmente é utilizada associada a outro
antimicrobiano, como o0s carbapenémicos e polimixinas. Muitos isolados de CRAB
apresentam alta resisténcia a aminoglicosideos estando correlacionadas pela producdo de
enzimas modificadores de aminoglicosideos (AMEs), os mais comuns sio AAC (6’)-1b
descritos em um estudo com 89 % de presenga nos isolados de A. baumannii responsaveis pela

conferéncia a resisténcia em amicacina; ¢ AAC (6”)-11b (ZHAO, 2015).
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1.4 Mecanismos de Resisténcia aos Antimicrobianos

O maior desafio no tratamento das infeccGes associadas ao A. baumannii esta
relacionado com a multirresisténcia, principalmente aos carbapenémicos. Além disso, este
micro-organismo apresenta um perfil de resisténcia amplo a vérias classes de antimicrobianos
como piperaciclina/tazobactam, ampicilina/sulbactam, cefalosporinas (ceftazidima, cefepima),
fluoroquinolonas e aminoglicosideos (ALMASAUDI, 2018; ANVISA, 2017; HO, 2010).

A resisténcia pode ser intrinseca, mediada por genes presentes nos Cromossomos ou a
resisténcia pode ser adquirida, seja através de troca genética com outras cepas bacterianas,
através de transposons ou integrons, (elementos genéticos no cromossomo bacteriano) ou em
plasmideos que transportam multiplos cassetes com genes de resisténcia (PELEG, 2008;
MUNOZ, 2008).

Algumas cepas apresentam suscetibilidade apenas as polimixinas e tetraciclinas
(MARAGAKIS, 2008). O surgimento de resisténcia a polimixina e colistina ainda € incomum,
porém deve-se ter cautela quanto a seu uso (TUON, 2011; KO, 2007).

Os mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos em A. baumannii inserem-se
geralmente em trés grandes grupos como visto na figura 5: (i) enzimas inativadoras de
antimicrobianos, (ii) acesso reduzido a alvos bacterianos (presenca de bombas de efluxo,
alteracbes nas proteinas da membrana) e (iii) alteracdo na afinidade ou superexpressdo nas
proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) (MARAGAKIS, 2008; MANCHANDA, 2010;

KAMOLVIT, 2015; CLARKA, 2016) .
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Figura 5. Representacdo dos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos pelo Acinetobacter
baumannii. Legenda: uma membrana externa e uma membrana citoplasmatica, entre as quais (0 espago
periplasmatico) P-lactamases (carbapenemases, AmpC p-lactamases e [-lactamases de espectro
estendido) residem. As proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), localizadas na membrana
citoplasmatica. Fonte: MUNOZ, 2008.

Alguns estudos descrevem a associacdo de mecanismos atuando em conjunto para
promover resisténcia aos carbapenémicos, como o caso de P-lactamases e a alteracbes na

membrana externa (ALMASAUDI, 2018; MUNOZ, 2008).

1.4.1 Enzimas Inativadoras de Antimicrobianos

O mecanismo de resisténcia prevalente encontrado em isolados de A. baumannii € a
producéo de B-lactamases, causando a degradagdo do anel B-lactdmico, porcao ativa da droga.
Segundo a classificacdo de Ambler, elas sdo divididas em quatro classes moleculares: (A)
possuem uma serina no local ativo, também chamadas de serina carbapenemases e séo

suscetiveis a inibicdo do &cido clavulanico; (B) séo dependentes de zinco, também chamadas
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de metalo-p-lactamases, mais suscetiveis ao EDTA; (C) possui uma serina no local ativo, sdo
chamadas de AmpC; (D) possui uma serina no local ativo, sdo chamadas de serina
carbapenemases ou oxacilinases (AMBLER, 1980).

A classe A, sdo conhecidas por hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos. A primeira descricdo de gene ESBL em isolados de Acinetobacter
baumannii, foi o PER-1 na Turquia, porém mais tarde foi identificado a nivel mundial,
incluindo a Coreia do Sul, Hungria, Italia, Franca, Bélgica, Roménia, Estados Unidos e China
(YONG, 2003). Apos esse periodo ja foram descritos varios genes de espectro estendido em A.
baumannii, como TEM-92 (ltalia), TEM-116 (Paises baixos), SHV-12 (China e Paises
baixos), CTX-M-2 (Japdo), CTX-M-43 (Bolivia), VEB-1 (Franca), VEB-1la (Bélgica e
Argentina), PER-2 (Argentina), GES-11 (Franca e Bélgica), GES-12-14 (Franca), CTX-M-15
(Haiti), SVH-5 (Nova lorque) (NAAS, 2007; POTRON, 2011; BONNIN, 2011;
ALMASAUDI, 2018). Em 2010, foi relatado o primeiro caso de carbapenemase KPC em
Acinetobacter sp., em Porto Rico, uma nova variante desta enzima denominada KPC-10
(ROBLEDO, 2010).

As cefalosporinases conhecidas como AmpC estdo presentes de forma intrinseca em
cepas de A. baumannii, também conhecidas como cefalosporinase derivada de Acinetobacter
(ADCs) degradando penicilinas e cefalosporinas de amplo espectro, com exce¢do da cefepima
e carbapenémicos (MANCHANDA, 2010; PELEG, 2008). Em 2010, foi descrita a primeira
cefalosporinase em A. baumannii capaz de hidrolisar a cefepima, foi denominado de ADC-33
(RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2010). Estdo registrados no GenBank cerca de 28 genes blaapc
(ALMASAUDI, 2018).

A classe B inclui metalo-B-lactamases (MBL), relatados em cepas de A. baumannii

desde os anos 2000, ¢ conferem resisténcia a todos os [B-lactimicos com excecdo dos
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monobactamicos (DIJKSHOORN, 2007; MARAGAKIS, 2008; POIREL, 2002). Dois grupos
sdo 0s mais relatados em A. baumannii Verona integron-encoded metallo-b-lactamases (VIM)
e Imipenem hydrolyzing b-lactamase (IMP). Varios genes ja foram descritos como IMP-1
(Italia, Coreia do Sul, Japdo), IMP-4 (Hong Kong), IMP-5 (Portugal), IMP-6 (Brasil), VIM-1
(Grécia), VIM-2 e SIM-1 (Coreia do Sul) (MANCHANDA, 2010; GALES, 2003). Em 2010,
ocorreu o primeiro relato da producdo de NDM em A. baumannii na india, onde trés isolados
produziram a enzima NDM-1 juntamente com blaoxa-2z (KARTHIKEYAN et al, 2010). Em
2014, foi descrito o primeiro caso no Brasil de NDM-1 em um isolado de infeccdo urinéria
(PILLONETTO, 2014).

No entanto, as carbapenemases mais difundidas em A. baumannii sdo as p-lactamases
da classe D. Além das enzimas intrinsecas do tipo blapxasi para esta espécie, foram
distinguidos trés grupos nao relacionados dessas oxacilinases que hidrolisam carbapenémicos,
representados por blapxa-23, -24 € -ss (DIJKSHOORN, 2007).

A primeira descricdo da presenca do gene blapxa contra a classe dos carbapenémicos
foi em 1985 em Edimburgo, na Escocia, onde se verificou por sequenciamento que era um
gene de resisténcia transferivel através de troca plasmidial, e foi denominado como blapxa-23
(PELEG, 2008). No Brasil observa-se presenca deste gene desde os anos 90 (figura 6), e
observou uma ampla distribuicdo geogréafica da presenca de blaoxa-23 pelo pais, infelizmente
neste estudo ndo foi incluido isolados bacterianos do estado do Parana (CHAGAS, 2014).
Contudo este gene € 0 mais comumente encontrado no Parand, o primeiro caso observado
deste gene foi na cidade de Curitiba, em 1999, com a descri¢do de oito isolados bacterianos
(DALLA-COSTA, 2003). Villegas et al.; em 2003 descreveu um surto de clones de A.

baumannii que produzem blapxa-23 ha Coldmbia, outro pais da América Latina. Este gene
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também foi documentado em cepas associadas a surtos de CRAB na Asia, Europa e América

do Sul (ZHAO, 2015).

Clonal Complex 1(ST1, ST160)
Clonal Complex 15 (ST15, ST318)
Clonal Complex 25 (ST25)
Clonal Complex 33 (ST151)

Clonal Complex 79 (ST79)

> » O B O ©

Clonal Complex 162 (ST162)

Figura 6. Distribui¢do geogréfica dos clones detectados em diferentes estados brasileiros.
pelo Acinetobacter baumannii. Legenda: AL, Alagoas; AM, Amazonas; DF, Distrito
Federal; ES, Espirito Santo; GO, Goias; MS, Mato Grosso do Sul; MG, Minas Gerais; RJ,
Rio de Janeiro; RN, Rio Grande do Norte; SC, Santa Catarina. Fonte: (CHAGAS, 2014).

1.4.2 Acesso Reduzido a Alvos Bacterianos

A OmpA - proteina da membrana externa A - tem sido sugerida como detentora de
uma variedade de funcbes como adesdo as celulas epiteliais do hospedeiro, fungdo do biofilme
e resisténcia ao complemento. Em um estudo realizado em camundongos com pneumonias

induzidas por A. baumannii, quando rompida a membrana houve uma reducéo significativa da
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mortalidade, sugerindo que a OmpA seria responsavel pela viruléncia nas cepas de A.
baumannii (WONG, 2017).

Os canais de porina e outras proteinas da membrana externa sdo importantes para o
transporte de agentes antimicrobianos para dentro da célula para obter acesso aos alvos
bacterianos. A resisténcia aos carbapenémicos tem sido ligada a perda de proteinas através de
seus canais de porina da membrana externa (ALMASAUDI, 2018). E provavel que as P-
lactamases e as alteracbes da membrana externa trabalhem em conjunto para conferir
resisténcia aos agentes f-lactamicos (MARAGAKIS, 2008).

A perda da permeabilidade da membrana, devido a alteracbes em porinas especificas, €
um mecanismo intrinseco de resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii. Um OMP
designado como CarO, se interrompido pela sequéncia de insercdo, alteracdes na estrutura
priméaria ou diminuicdo da expressédo, traz como consequéncia dificuldades para o antibiotico
adentrar na célula, contribuindo para a resisténcia a esse antibidtico (ZHAO, 2015).

As bombas de efluxo sdo capazes de remover ativamente uma ampla gama de agentes
antimicrobianos da célula bacteriana através das proteinas transmembranas. Sdo compostas
pela bomba presente na membrana citoplasmatica, canais de poro que atravessam a membrana
externa e uma lipoproteina de ligacdo entre as duas (ALMASAUDI, 2018). Geralmente a
superexpressdo das bombas de efluxo atuam em associagdo com [-lactamases. Além de
remover antibidticos p-lactamicos, as bombas de efluxo podem expulsar ativamente
quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, eritromicina, trimetoprim, desinfetantes e tigeciclina
(MUNOZ, 2008).

O sistema AdeABC é o tipo de bomba da familia (RND) mais proeminente em A,
baumannii, AdeB cria 0 componente de membrana transmembrana, AdeA forma a proteina de

fusdo da membrana interna, ¢ AdeC forma a OMP, responsaveis pela expulsdo de PB-
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lactamicos (NOWAK, 2015). Alguns estudos ja descrevem a presenca de genes de resisténcia
tetA e tetB, um tipo de bomba da familia MFS, em algumas cepas causando resisténcia a

tetraciclinas e minociclina (RANJBAR, 2019).

1.4.3 Alteracdo na afinidade ou superexpressdo nas proteinas de ligacdo a penicilina
(PBPs)

A suscetibilidade reduzida a carbapenémicos também foi associada a modificacdo de
proteinas e porinas de ligacdo a penicilina (ZHAO, 2015).

As proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), localizadas na membrana citoplasmatica,
constituem o0s alvos finais dos antibioticos PB-lactdmicos. Para se ligar a esses alvos, 0s
antibioticos devem atravessar a membrana externa atraves dos canais de porina (proteinas da
membrana externa) para o0 espaco periplasmatico. Uma vez no espaco periplasmatico, os
antibidticos B-lactamicos se ligam as PBPs ou sdo ativamente expelidos da estrutura bacteriana

através das bombas de efluxo (MUNOZ, 2008).

1.5  Agentes Biocidas

Os antissépticos e agentes biocidas sdo amplamente utilizados em hospitais ao cuidado
a saude, sendo essenciais no controle de infeccBes auxiliando na profilaxia das IRAS
(MCDONNELL, 1999). Alguns estudos demonstraram que ha reducdo de carga microbiana
associada ao uso de desinfetantes (RUTALA, 2008). Para o controle da propagacdo é
aconselhavel que seja realizado no ambiente inanimado direto do paciente por desinfeccéo de

rotina. O maior aliado na limpeza destes itens sdo os agentes biocidas.
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Os desinfetantes ou biocidas sdo agentes responsaveis por inibir ou inativar o
crescimento bacteriano em objetos ou superficies (MCDONNELL, 1999). Sendo
extremamente fundamentais, pois superficies ambientais e instrumentos médicos e cirurgicos
podem servir como veiculos para agentes infecciosos caracterizando uma transmissao cruzada
ou a transmisséo de fonte comum (BOUZADA, 2010; VILLEGAS, 2003).

Os agentes biocidas mais utilizados no ambito hospitalar para realizacdo da
desinfeccdo sdo: o glutaraldeido, a associacdo de acido peracético/ peroxido de hidrogénio (0,5
a 2%), hipoclorito de sédio (1%), iodoforos, derivados de fenol, alcool etilico a 70%, alcool
isopropilico a 92%, compostos de amonio quaternario (cetrimida, cloreto de benzalc6nio),
biguanidas (clorexidina), bisfenol (triclosan), entre outros (BOUZADA, 2010; ANVISA,
2012; WAND, 2017). Muitos destes biocidas podem ser utilizados isoladamente ou em
combinacdo cuja atividade varia conforme o espectro de acdo que deseja alcancar. Os
mecanismos de acdo dos biocidas sdo variados, de amplo espectro que incluem a lise e
coagulacdo de componentes intracelulares, perturbacdo da homeostasia celular, acdo sobre as
membranas e a parede celular, inibicdo de enzimas, do transporte de elétrons e da fosforilacdo
oxidativa, interacdo com macromoléculas entre outros (MCDONNELL, 1999).

A sobrevivéncia e propagacdo de CRAB no ambiente hospitalar € uma preocupacéao
constante. Em caso de surtos o ambiente pode desempenhar um papel significativo na
transmissdo de patogenos nosocomiais (KRAMER, 2006; PATEL, 2019; ZHAO, 2015). E
extremamente necessario a avaliacdo de clones endémicos na instituicdo hospitalar para
avaliacdo inicial se a fonte da infeccdo é responsabilizada pela transmisséo cruzada. Quando a
cepa multirresistente investigada € isolada de varios pacientes diferentes ou relacionados
confirmam uma transmissdo cruzada. A capacidade de sobrevivéncia de isolados de

Acinetobacter baumannii em superficies inanimadas dificulta o controle das IRAS.
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Para o controle de IRAS ser bem sucedido sdo necessarias medidas de intervencfes
progressivas e multiplas ao longo do tempo, como desinfeccdo ambiental rigorosa apos a alta
de todos os pacientes afetados, prescri¢do controlada de antimicrobianos, programa adequado
de limpeza de maos, e culturas de vigilancia rotineiras com o intuito de identificar
rapidamente e isolar os pacientes recém-colonizados por A. baumannii (VILLEGAS, 2003).
Um anico contato manual com uma superficie contaminada resulta em um grau variavel de
transferéncia de patdogenos (KRAMER, 2006). A atividade biocida é também influenciada por
uma variedade de fatores incluindo o pH, a presenca de matéria organica, a temperatura, a
concentracdo e o tempo de contato (WAND, 2017).

Para o tratamento adequado das superficies hospitalares deve ser ter cuidado quanto a
persisténcia de patdgenos nosocomiais em superficies inanimadas. Ou seja, quanto mais tempo
um patégeno nosocomial persistir em uma superficie, mais tempo pode ser uma fonte de
transmissdo e, assim, pér em perigo um paciente suscetivel ou profissional de salde
(RUTALA, 2008). Com isso a escolha correta do agente biocida € de extrema importancia

para obtencdo de sucesso na desinfec¢do ambiental.

1.5.1 Cloreto de benzalconio — BZK

Os compostos quaternarios de amonio, como o cloreto de benzalcbnio (BZK), estdo
entre os biocidas mais comumente usados no &mbito hospitalar na forma associada com outros
agentes biocidas, como por exemplo, as biguanidas. Sdo considerados agentes nao especificos
reativos a membrana. Em baixas concentragdes (0,5-5 mg/L), sdo algistaticos, bacteriostaticos,
tuberculostaticos, esporostaticos e fungistaticos. Em concentragfes de 10-50 mg/L, sao

microbicidas para estes mesmos grupos, dependendo do organismo e da formulacédo especifica
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(GERBA, 2015). Também sdo atribuidas funcdes intracelulares como inativacdo de enzimas
produtoras de energia, desnaturacdo de proteinas celulares essenciais e extravasamento de ions
e protons de potassio, porém acgdes ainda pouco estudadas (RUTALA, 2008; KNAUF, 2018).
E um composto de baixa toxicidade sendo encontrado em areas como a industria alimentar e
produtos de consumo para limpeza e sanitizacdo, e desinfeccdo de superficies e, além disso,
pode ser utilizado em desinfeccéo da pele no pré-operatério (GERBA, 2015).

Em um estudo foi demonstrado a acdo deste agente biocida em relacdo a cepas de A.
baumannii, o qual promove danos a membrana celular, realizando uma ruptura da homeostase
da proteina celular levando a morte do microrganismo (KNAUF, 2018).

A membrana externa dos micro-organismos tem a caracteristica de possuir carga
negativa, 0s quais sdo estabilizados pela presenca de cations divalentes. Com isso ocorre uma
atracdo de substancias catibnicas, como os compostos quaternarios de amoénio, 0s quais
sequestram estes cations pela acdo de agentes quelantes como o &cido etilenodiamino tetra-
acetico (EDTA). Desta forma eles se adentram com facilidade na membrana, absorvendo
moléculas acidas do envelope bacteriano enquanto suas cadeias longas de alquilas solubilizam
a membrana quando se adentram na membrana externa. Provocando uma desorganizacdo da
membrana, em concomitancia ocorrem eventos intracelulares relatados acima. Devido a perda
osmorregulatéria da membrana, hd uma diminuicdo da hidrofobicidade e os fosfolipidios em
conjunto com o BZK formam agregados micelares. Resultando na lise da membrana externa
provocada por enzimas autoliticas ocorrendo perda da organizacdo estrutural da membrana

citoplasmatica da bactéria, observada na figura 7 (GILBERT, 2005; MCDONNELL, 1999).
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® BZK

Ca++ Ca++

Figura 7. Mecanismo de acdo do biocida cloreto de benzalconio — BZK na membrana externa do
micro-organismo. A: BZK em primeiro contato com a parede, adentrando na membrana citoplasmatica.
B: Formacdo de micelas entre 0 BZK e os fosfolipideos, resultando em desestruturacdo da membrana
externa. Fonte: o autor, adaptado de Gilbert, et al; 2005.

A ANVISA recomenda 0 seu uso associado a outros detergentes e, a sua retirada da
superficie deve ser completa através do enxague com agua em abundancia. A concentracdo
aplicada depende das formulacdes dos fabricantes (ANVISA, 2012). O método de aplicagdo
de um desinfetante deve possuir a dosagem e o material adequados. Por exemplo, sua dose
efetiva pode ser comprometida pela combinagdo com esfregbes de algoddo e toalhas de

limpeza, reduzidas em 50 a 83% pelo algodéo e pelos panos de microfibras. Sendo de extrema
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importancia a utilizacdo de concentracfes mais elevadas contidas nos rétulos dos produtos

(GERBA, 2015).

1.5.2 Mecanismos de Resisténcia ao BZK

Considerando a facil disseminacdo no ambiente hospitalar de isolados de Acinetobacter
baumannii, uma das preocupacgdes é a possivel resisténcia aos agentes usados na limpeza de
superficies hospitalares. A resisténcia antisséptica tem sido descrita para varios agentes
incluindo biguanidas (clorexidina), compostos quaternarios de aménio (BZK) e diamidinas
(propamidina), estando muitas vezes atribuidas a bombas de efluxo (BOOST, 2014). A
exposicao excessiva a agentes biocidas ou concentrag@es sub-inibitorias pode estar resultando
em resisténcias adquiridas a estes agentes (MARTROA, 2003; VIJAYAKUMAR, 2018).

Os mecanismos de resisténcia intrinseca presentes de forma natural observados em
algumas cepas podem ser definidos como: (i) a auséncia de afinidade do biocida ao alvo
bacteriano; (ii) a extrusdo do biocida por exportadores ativos intrinsecos; (iii) a
inacessibilidade do biocida a célula bacteriana; (iv) e a producdo inata de enzimas que
inativam o biocida (figura 9). E também existem fatores como a producdo de biofilmes que
algumas cepas sdo naturalmente capazes de fazer, reduzindo como consequéncia a eficacia dos

biocidas (WAND, 2017).
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Figura 8. Mecanismos de resisténcia ao agente biocida: impermeabilidade da membrana; mudanca da
composicdo da membrana; degradacdo enzimatica; mudancga do sitio ativo e acdo das bombas de
efluxo. Fonte: Wand, 2017.

E algumas cepas sdo capazes de adquirir mecanismos de resisténcia extrinsecos através
de troca genética mediada via plasmideos — transposons ou integrons — potencializando sua
capacidade de disseminacdo nosocomial (ALMASAUDI, 2018; HAWKEY, 2018; MEYERA,
2010; PELEG, 2008).

Knauf et al (2018), constatou que a resisténcia ao cloreto de benzalconio se desenvolve
através de mutacdes proteicas ribossémicas que protegem o A. baumannii contra a agregacdo
proteica induzidas pelo biocida. Uma combinacdo de impermeabilidade da parede celular e da
membrana externa justificados pelo aumento de expressao da proteina OprR ja foram descritos
como adjuvantes na resisténcia ao BZK (ATSUSHI, 2003).

Contudo alguns estudos descrevem que a resisténcia aos biocidas frequentemente é
mediada pela aquisi¢cdo ou hiperexpressdo de bombas de efluxo multidrogas, proteinas que
expulsam substancias para fora das células, através do intermédio de ATP ou bombas de

protons. Estas bombas geralmente sdo codificadas por varios genes localizados em
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plasmideos, por exemplo, 0 gene gac, possivel responsavel pela resisténcia aos biocidas
(MEYERA, 2010).

Os genes gac sdo divididos em dois grupos; (i), genes gac A/B presentes a uma familia
multifacilitadora; e (ii), pequeno grupo de resisténcia a maultiplas drogas, que incluem gac
C/D, qac E, qacEAI. O gacEAI, é responsavel pelo transporte de substratos através de bombas
de efluxo de protons, e estdo presentes em plasmideos ou integrons de classe I, e
frequentemente sua presenca esta associada ao uso de compostos de quaternarios de aménio.
(GOMAA, 2017; SCHNEIDERS, 2008; ZHAO, 2015). Por estarem presentes em elementos
genéticos maveis, possuem um alto potencial de viruléncia, e sua localizacdo proxima de
genes que conferem resisténcia a multiplos antimicrobianos sugere-se uma aquisi¢do de
resisténcia cruzada nestes isolados bacterianos resultando em uma pressdo seletiva ambiental

de cepas multirresistentes (SHAFAATI, 2016; PAULSEN, 1993).
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2. JUSTIFICATIVA

A OMS - Organizacdo Mundial de Saude - tem trazido ao longo dos anos a
importancia da pesquisa sobre novos medicamentos contra cepas altamente resistentes aos
antimicrobianos. Constituindo uma ameaca a saude publica em todo o0 mundo o CDC - 6rgéo
regulador estima que ha ocorréncia de 45.000 casos de infec¢bes por ano nos Estados Unidos e
cerca de um milhdo de casos globalmente por ano, ocasionados pelo Acinetobacter (WONG,
2017). Estes numeros sdo estimadas em 700.000 mortes que ocorrem em todo o mundo por
causa de infeccBes por micro-organismos resistentes a antimicrobianos, nimero que deve subir
para 10 milhGes em 2050 (PATERSON, 2020).

O tratamento de cepas de A. baumannii resistentes as multiplas drogas geralmente é
limitado aos carbapenémicos, mais a emergéncia de cepas resistentes ao imipenem e
meropenem € uma grande preocupacdo. Sendo assim, a disseminacdo global destes
organismos enfatiza o potencial epidémico deste patégeno (HO, 2010).

As cepas de CRAB tendem a ser XDR - isto &, resistentes a todos 0s outros
antibidticos, com excecao das polimixinas, tigeciclina e, as vezes, aminoglicosideos (WONG,
2017). A incidéncia e a disseminacdo de isolados de Acinetobacter baumannii XDR no ambito
hospitalar enfatizam a necessidade de adesdo rigida aos programas de vigilancia, a fim de
evitar a colonizacéo e a infeccdo por bactérias multirresistentes e a disseminacdo da resisténcia
a antibioticos e aos agentes biocidas (ZARRILLI, 2007). A perda progressiva de opcdes
terapéuticas nos traz um desafio quanto ao tratamento de infecgdes por este micro-organismo.
O CDC recomenda quatro acOes para parar a resisténcia: prevenindo infeccdes e a velocidade
da resisténcia, rastreando clones, desenvolvimentos de novas drogas e testes de diagndsticos, e

improvisando o uso dos antibioticos (HAMPTON, 2013).
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O CRAB tem uma alta capacidade de sobrevivéncia em superficies inanimadas, e a
frequencia observada de IRAS ocasionadas por ele muitas vezes esté relacionada a limpeza de
superficies e materiais medicos hospitalares. A importancia da correta desinfeccdo ja foi
enfatizada em varios estudos descrevendo surtos endémicos deste patdgeno devido a
contaminacdo ambiental constituindo um importante reservatorio de cepas selecionadas
multirresistentes (DANCER, 2009; KOCA, 2018). Evidenciando que uma das mais
importantes intervengdes no controle das IRAS é a limpeza das superficies e manejo adequado
dos profissionais de saude. Necessitando de analises corriqueiras para o0 procedimento
adequado da limpeza das superficies ao combate das IRAS e constantes atualizacdes e
treinamentos das equipes de satde. Ndo podemos esquecer que as politicas de limpeza variam;
dependendo muito dos recursos disponiveis e do apoio politico, dificultando a realizacdo de
forma adequada do servico para a prevencdo das IRAS neste aspecto (DANCER, 2014).

Considerando a falta de estudos demonstrando a sensibilidade destes microorganismos
a agentes desinfetantes (GOMAA, 2017). Considerando a grande diversidade de achados de
cepas de Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos, a descricdo de surtos
hospitalares desta bactéria em diferentes cenarios. E de suma importancia avaliar a
suscetibilidade dos antibidticos e a suscetibilidade do cloreto de benzalconio (desinfetante de

escolha) em cepas de Acinetobacter baumannii.
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3. OBJETIVO

Determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) do cloreto de benzalconio em

isolados clinicos e ambientais de Acinetobacter baumannii identificados em um Hospital

Universitario.

3.1. Objetivos Especificos

3.1.1. Verificar a similaridade genética dos isolados encontrados.

3.1.2. Verificar a suscetibilidade dos antimicrobianos amicacina; colistina; ceftazidima;

cefepime; ciprofloxacina; doxiciclina; gentamicina; meropenem; imipenem; polimixina B;

piperacilin/tazobactam e determinar sua concentracao inibitéria minima.

3.1.3. Definir o percentual de resisténcia a carbapenémicos e a presenca do gene de resisténcia

blaoxa-23-.

3.1.4. Identificar o gene de resisténcia qacEA I nos diferentes clones.
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4, METODOS

4.1. Isolamento das Amostras

Estudo retrospectivo do ano de 2018, realizado através de isolados bacterianos
provenientes de um Hospital de grande porte de Curitiba/ Parand — Hospital Universitario
Cajuru (HUC). Foi analisado um total de 50 isolados bacterianos com resultado positivo para
CRAB. Do total; 44 amostras provém de diversos sitios como: secrecbes de feridas (n=4),
cultura de liquidos (n=2), lavado bronco-alveolar (n=5), aspirado traqueal (n=22), swab retal
(n=2), abscessos (n=1), hemoculturas (n=6) e urina (n=2). Seis isolados ambientais de CRAB
foram incluidos, sendo provenientes de swabs de superficie; colchdo, mesa auxiliar,
cabeceira/grade; de um box da UTI; onde trés swabs foram colhidos pré-desinfeccdo dos
moveis e trés swabs pos-desinfeccdo dos moveis.

Os isolados bacterianos foram congelados em meio TSB com 15% de glicerol. Para
inicio dos ensaios foram repicados em agar Mac Conkey e incubados em estufa a 37°C por 18-
24 horas; com a finalidade de visualizacdo de pureza e viabilidade da cepa. Posteriormente,
elas foram conduzidas para o protocolo proposto de analises destes isolados (fluxograma 1).

O projeto foi aceito pelo comité de ética sob o nimero CAAE: 21789719.5.0000.0020.
O artigo foi submetido para a revista Journal Diagnostic Microbiology & Infectious Disease
com fator de impacto 2.314, pelo Journal Metric; fator de impacto de 1.15 pela Scimago Q1
na area de Medicina e Doengas Infecciosas e Qualis A2 perante a qualificagdo da plataforma
da CAPES, do Ministério da Saude.

O artigo foi submetido para a revista Journal Diagnostic Microbiology & Infectious

Disease com fator de impacto 2.314, pelo Journal Metric; fator de impacto de 1.15 pela
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Scimago Q1 na area de Medicina e Doencas Infecciosas e Qualis A2 perante a qualificacdo da

plataforma da CAPES, do Ministério da Saude.

Ensaio de
Suscetibilidade ao

Coleta dos isolados

bacterianos de CRAB - P Resultados
Clinicas e Ambientais agente biocida - Cloreto
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Fluxograma 1: Fluxograma demonstrando a sequéncia de processamento das amostras.

4.2. Similaridade Genética das cepas de Acinetobacter baumannii

Para extracdo das proteinas, foi utilizado o protocolo descrito por Mellmann e seus
colaboradores (2008), com adaptagdes. As cepas foram inoculadas em 300ulL de agua ultra
pura e 900uL de 4lcool absoluto 99% em um eppendorf, e apds foram colocadas para agitacao
por vértex por 5 minutos. Fez-se centrifugacdo a 13000rpm por 1 minuto, apos desprezou o
sobrenadante e deixou secar o pellet até evaporacdo total do liquido. Adicionou-se 50uL de
acido formico a 70%, e apds realizou agitacdo por voértex por 5 minutos. Em seguida
adicionou 50uL de acetonitrila, e apds realizou agitacdo por vortex por 5 minutos. Fez-se
centrifugacdo a 13000rpm por 1 minuto. Adicionou 1pL. do sobrenadante em slide, apds a
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secagem a temperatura ambiente adicionou 1yl da matriz (solucdo de acido a-cyano-4-
hydroxy-cinnamic). A deteccdo direta do micro-organismo foi realizado por espectrometria de
massa pelo MALDI-TOF em equipamento Vitek® MS (BioMériéux, Durham, EUA). O
controle de qualidade das leituras foi realizado utilizando cepa referéncia de Escherichia coli
ATCC 8739 (American Type Culture Collection). O MALDI-TOF consiste na identificacdo
por ionizacao por dessorcdo a laser assistida por matriz por espectrometria de massa de tempo
de voo. E baseada em padrdes caracteristicos individuais de proteinas que s&o encontradas em
todos 0s micro-organismos, ou seja, consiste na separacdo, identificacdo e quantificacdo destas
moléculas medindo uma relacdo entre massa/carga (GOULART, 2013). O padrdo detectado
foi analisado com relacdo a similaridade utilizando-se a ferramenta de taxonomia do software
Saramis, permitindo a identificacdo confiavel e precisa do micro-organismo, além de permitir
a andlise de similaridade molecular através da protedmica. Foram considerados clones aqueles
que apresentaram similaridades superiores a 75% (MENCACCI, 2013).

Foram selecionados 10 isolados, dentre os grupos de clones diferentes identificados.
Posteriormente foram confirmados através de sistema automatizado rep-PCR Diversilab®
(Biomerieux, Durham, EUA), o qual se baseia em uma amplificacdo de repetitivas sequéncias
de DNA conservado que estdo presentes em diferentes posices no genoma bacteriano
(CIESLINSKI, 2013). O procedimento foi realizado conforme protocolo do fabricante.
Resumidamente, a col6nia bacteriana passa por um processo de extracdo do DNA o qual é
amplificado utilizando rep-PCR por parametros previamente estabelecidos. Seu substrato €
introduzido posteriormente em um LabChip, e colocado para realizar a corrida em Agilent
2100® Bionalyzer (Agilent Technologies). Os isolados que apresentaram similaridade

superior a 95% foram considerados clones de rep-PCR (HIGGINS, 2012; MENCACCI, 2013).
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4.3. Verificacdo da Presenca do gene blapxas: gene blaoxazs e gene gacEA 1

Para determinacéo e corroboragdo da espécie de Acinetobacter, foi realizada a pesquisa
do gene blagas1, gene de carbapenemase intrinseca em espécies baumannii o qual garante uma
rapida avaliacdo e identificacdo da espécie (TURTON, 2006; WOODFORD, 2006; ZHAO,
2015).

Para extracdo do DNA, foi utilizado o protocolo descrito por Misbah e seus
colaboradores (2005), com adaptagdes. As cepas foram inoculadas em 300uL de 4gua ultra
pura, e ap6s foram colocados para agitacdo por vortex por 1 minuto. Em seguida foram
colocadas em termobloco a 95°C, por 5 minutos. A suspenséo foi centrifugada por 1 minuto a
10000 rpm.

Para a identificacdo dos genes foram utilizados pares de oligonucleotideos, descritos na

tabela a seguir.

Gene Sequéncia forward Sequéncia reverse Referéncia
blagka 51 5’>-TGTCTAAGGAAGTGAAGCGTG-3’ 5>-TGGATTGCACTTCATCTTGG-3’ Huang (2012)
blagy, 23 5’-GACACTAGGAGAAGCCATGAAG-3’ 5’-CAGCATTACCGAAACCAATACG-3’ Huang (2012)
qacEAl 5’-TAGCGAGGGCTTTACTAAGC-3” 5’-ATTCAGAATGCCGAACACCG-3’ Wang (2007)
Probe Referéncia
blagy, 23 6-FAM-CCAGTCTATCAGGAACTTGCGCGA-BHQ_1 Huang (2012)

Tabela 1. Descri¢do dos respectivos pares de oligonucleotideos e respectivas probes (Invitrogen Brasil Ltda).

Para a realizacdo da PCR em tempo real dos genes blaoxas: € gene gacEAI, foram
utilizados 9,5 pL de agua ultrapura, 0,5 pL de cada primer (forward e reverse, 10uM), 12,5 pL.
de SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Made in UK, 20mM) e 2 uLL de DNA,
totalizando 25 pL por pogo de reagdo, para cada mostra. Para realizacdo da pesquisa de
blaoxazs foi utilizado 0,5 pL de probe (10uM), 0,5 pL de cada primer (forward e reverse,

10uM), e 2 uL de DNA, e gsp. de agua ultrapura. Foi utilizado como controle positivo para
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pesquisa dos genes blak, uma cepa de Acinetobacter baumannii ATCC19606 (American Type
Culture Collection); e uma cepa de Pseudomonas aeruginosa, positiva para presenca do gene
qacEA1 (LACEN-PR). As reacdes foram amplificadas no termociclador 7500 Fast Real Time
System, seguindo os parametros: desnaturacdo de 95°C por 10 minutos, seguido por 35 ciclos
de extensdo de 95°C durante 30 segundos, e 60°C durante 1 minuto.

Devido a falta de ensaios descritos para pesquisa do gene gacEA1 por PCR em tempo
real, os produtos foram colocados e separados por eletroforese em gel de agarose a 1,5% com
adicdo de brometo de etidio, o produto amplificado leu-se em 300pb (BOOST, 2014). As
imagens de gel foram digitalizadas com auxilio do programa Kodak Digital Science 1D3.02.

Para posterior avaliacdo de correlacdo entre as técnicas.

4.4. Ensaio de Suscetibilidade a Antimicrobianos

Foi realizado a pesquisa de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados bacterianos.
Foi testado a concentracdo inibitéria minima (CIM) dos antimicrobianos amicacina,
gentamicina, ciprofloxacino, colistina, imipenem, meropenem, cefepima, ceftazidima,
piperaciclina/tazobactam, doxiciclina e polimixina B; realizados por método de microdiluicéo
em caldo de acordo com a CLSI M7-A9. Foi considerada como CIM, aquela correspondente a
menor concentracdo que nao obteve crescimento visivel ou falta de turbidez, a interpretacao

dos CIMs esta de acordo com a CLSI M100-28 (2018).

4.5. Ensaio de Suscetibilidade ao Cloreto de Benzalcénio
Foi realizada a concentracdo inibitoéria minima (CIM) de um composto de quaternario
de aménio. O Cloreto de benzalcénio — BZK, cloreto de alquil dimetil benzil aménio (Sigma-

Aldrich Brasil Ltda) - foi diluido conforme instru¢fes do fabricante. O CIM foi determinado
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por método de microdiluicdo em caldo de acordo com a CLSI M7-A9 (WIEGAND, 2008). Foi
utilizado como controle uma cepa de Pseudomonas aeruginosa, positiva para presenca do
gene gacEAI (LACEN-PR). Foram preparadas concentracfes de diluicdo do BZK, a partir de
uma solucao estoque de 1024pg/mL. O qual foi diluido e incorporado no agar de crescimento
Mueller Hinton cation ajustado (Becton, Dickinson and Company), a concentracéo final foi de
512ug/mL — 0,25 pg/mL (Vijayakumar, 2018). Foram considerados como CIM, aqueles
correspondentes a menor concentracdo que ndo obtiveram crescimento visivel ou falta de

turbidez.

4.6. Andlise Estatistica

Os dados clinicos foram apresentados como mediana e interquartil ou frequéncia e
porcentagem. As CIM foram expressas como percentis 50 e 90. Para a avaliacdo da
concordancia entre os distintos métodos, os dados numéricos serdo tratados com os métodos
estatisticos de coeficiente Kappa, Cohen’s Kappa para as comparagfes 2 a 2, cujos valores
considerados serdo: 0 = sem concordancia; <0,4 = fraca; 0,41-0,60 = regular; 0,61-0,80 = boa;
>0,80 = 6tima e 1 = perfeita. Nao foram realizados outros testes estatisticos uma vez que o

estudo é descritivo.
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5. RESULTADOS

Foram analisados 44 pacientes, onde vinte e nove (66%) eram do sexo masculino e a
idade mediana foi de quarenta e oito anos [32-63]. Trinta e um (70,5%) pacientes fizeram uso
de ventilacdo mecanica durante o internamento, e trinta e nove (88,6%) pacientes obtiveram a
infeccdo por CRAB adquirida neste ambito hospitalar. Foi considerada infeccdo hospitalar
adquirida se; (i) tempo superior a 48 horas de internamento, (ii) tempo superior a 72 horas se
paciente transferido de outra unidade hospitalar, (iii) apos 7 dias de reinternamento (avaliando
as condigdes clinicas); (iiii) colocacdo de protese por mais de um ano. As caracteristicas
clinicas estdo contidas na tabela 2.

Foram analisados 50 isolados bacterianos de CRAB. Através da identificacdo direta
por MALDI-TOF, os isolados foram verificados com relacdo a similaridade utilizando-se a
ferramenta de taxonomia do software Saramis. O agrupamento hierarquico dos perfis de pico
MALDI-TOF identificou trés diferentes agrupamentos de CRAB, com uma taxa de
similaridade genémica média de 75 %, o cluster | apresentou um agrupamento de 47 isolados,
o cluster 1l compreendeu 2 isolados, e o cluster 11l apenas um isolado bacteriano, podendo ser
observado na figura 9-A. Dentre o total, foram selecionados 10 isolados bacterianos, e foram
avaliados quanto a similaridade por rep-PCR automatizado, analise do padrdo das bandas e
com uma taxa de similaridade gendmica média de 95%, demonstrou a presenca dos mesmos
trés clusters entre os isolados de CRAB, vide figura 9-B. Corroborando os dados de

similaridade obtidos pelo software Saramis.
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Variables N (%)
Age, median [IQR] 48 [32-63]
Male, n (%) 29 (66)
Site of infection, n (%)
Pulmonary 27 (61)
Blood cultures 6 (13.6)
Wound secretions 4(9.1)
Urinary 2 (4.5)
Sterile body fluid 2 (4.5)
Rectal swab 2 (4.5)
Abscesses 1(2.3)
Untreated Infection 4(9.3)
Monotherapy, n (%) 10 (23.2)
Cefepima 1(2.3)
Gentamicina 1(2.3)
Meropenem 1(2.3)
Doxycycline 5(11.7)
Polymyxin 2(4.7)
Combined therapy, n (%) 27 (44)
Doxycycline + polymyxin 12 (28)
Polymyxin + amikacin 5(11.7)
Polymyxin + gentamicina 3(7)
Doxycycline + cephalosporins 2(4.7)
Doxycycline + amikacin 2(4.7)
Polymyxin + cephalosporins 1(2.3)
Polymyxin + meropenem 1(2.3)
Doxycycline + cephalosporins + amikacin 2 (4.7)
Doxycycline + polymyxin + gentamicina 1(2.3)
Death at end-of-treatment with monotherapy, n (%) 5 (50)
Death at end-of-treatment with combined therapy (polymyxin), n (%) 10 (45,5)
Death at end-of-treatment with combined therapy (doxycycline), n (%) 11 (57,9)
Death at end-of-untreated infections, n (%) 4 (100)
Death at end-of-hospitalization, n (%) 20 (46)
Carbapenems resistance, n (%) 50 (100)
Polymynxin resistance, n (%) 0 (0)
Amikacin resistance, n (%) 41 (82)
Use of mechanical ventilation, n (%) 31 (70,5)
Hospital acquired infection, n (%) 39 (88,6)

Tabela 2: Caracteristicas clinicas dos pacientes com infec¢Ges por Acinetobacter baumannii.
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Figura 9: Dendograma descrevendo porcentagem de similaridade, bandas e andlise hierérquica de clusters de
isolados de Acinetobacter baumannii através de MALDI-TOF MS (A) e rep-PCR (B).

50




Para pesquisa do gene blaoxa-2z € blapxas1, observou-se amplificacdo em todos o0s
isolados bacterianos, observados na tabela 3. Corroborando com dados observados na tabela 4,
com a presenca de 100% de resisténcia encontrada nos antimicrobianos meropenem e
imipenem testados nestes isolados, com resultados prevalentes de MIC superior a 8ug/mL.

Para pesquisa do gene gacEA1, observou-se positividade em quarenta e sete amostras
(94%), observados na tabela 3. Este gene é frequentemente observado em combinacdo com
genes que codificam resisténcia a B-lactdmicos, incluindo carbapenemases. A avaliagdo da
deteccdo deste gene pelo PCR em tempo real deve ser levada com cautela quanto a indices de
positividade, os quais foram observados presenca de CTs altos, variando de 12,05 a 37,59. No
entanto, quando o produto amplificado foi colocado em gel de agarose para PCR end-point,
estes CTs extremos apresentaram bandas visiveis e dadas como positivos para presenca do
gene nestes isolados de CRAB, como podemos observar na figura 10. Ambas as técnicas para
deteccdo do gene gacEA1, apresentaram eficientes e igualitarias para a deteccdo do gene, com

indice kappa igual a 1,0.

Test Strain of Presence genes resistance
Acinetobacter baumannii blaoxass blaoyas, gacEA1
Isolates clinical 100 % (n=44) 100 % (n=44) 93,2 % (n=41)
Isolates environmental 100 % (n=6) 100 % (n=6) 100 % (n=6)

Tabela 3: Presenca dos genes de resisténcia testados em isolados de Acinetobacter baumannii.
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Figura 10: Representacdo das imagens em gel de agarose dos produtos amplificados por PCR em tempo real
para pesquisa do gene qacEAI. A: Representa resultados do AB01 & AB47; B: representa resultados do AB48 a
AB62.

Nos 50 isolados bacterianos foram observados varios perfis de suscetibilidade aos
antimicrobianos. Na tabela 4, todos os isolados foram resistentes a classe das cefalosporinas,
quinolonas e ao antimicrobiano associado piperaciclina/tazobactam. A sensibilidade dos
antimicrobianos amicacina e gentamicina foram de 4% (n=2), 8% (n=4); respectivamente.

Para os antimicrobianos colistina, polimixina, doxiciclina a sensibilidade foi de 100%,
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respectivamente seus MICs variaram de 0,25ug/mL & 1,0 pg/mL (MICso = 0,5 pg/mL e MICq
= 1 pg/mL); 0,06 pg/mL & 1,0 pg/mL (MICso = 0,25 pg/mL e MICg = 0,5 pg/mL);
0,25ug/mL a 2,0 pg/mL (MICsp = 1 pg/mL e MICg = 2 pug/mL). A monoterapia apresentou
50% de obito apds término de tratamento. Terapia combinada polimixina + outros ATBs
apresentou 45,5% de obito apos término de tratamento. Terapia combinada doxiciclina +
outros ATBs apresentou 57,9% de 6bito apds término de tratamento. O nUmero de Obitos
obtidos em relacdo a todos os isolados estudados foi 46% ap0ds o término da hospitalizacéo.
Para a suscetibilidade do cloreto de benzalcénio (tabela 4) observamos que 70% dos isolados
apresentaram MIC igual a 16pg/mL, 28% apresentaram MIC igual a 8ug/mL, e 2%
apresentaram MIC igual a 4pg/mL.

Para verificar e/ou associar a presenca do gene gacEAIl e a resisténcia ao uso de
quaternarios de aménio, foi cruzada as informacgdes obtidas para ambos os parametros. Os
isolados bacterianos que ndo apresentaram positividade para o gene gacEAI, foram ABO07,
ABO08, AB30; com resultados de MIC igual a 16, 8, 16 pug/mL, respectivamente. No entanto o

isolado AB26, com resultado de MIC igual a 4 pug/mL, houve a amplificacdo do gene.

MIC values of antibiotics (ug/mL)

S-trr"ez:itn Culture Sites
AMK CST CFz CEP CIP DOX GEN MEM IPM POL PPT BZK

ABO1 Blood Culture 64 R 1S >32R >32R >4 R 18 >16 R >8R >8R 0255 >128/4 R 16
AB04 Liver abscess 64 R 1S >32R >32R >4 R 1S >16 R >8R >8 R 0258 >128/4 R 16
ABO05 Tracheal aspirate 64 R 05S >32 R >32R >4 R 2S 81 >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
ABO06 Surveilance swab 64 R 05S >32R >32 R >4 R 2S 81 >8R 8R 0,258 >128/4 R 16
ABO7 Tracheal aspirate >64 R 05S >32R >32R >4 R 2S 81l >8R 8R 0258 >128/4 R 16
ABO8 Tracheal aspirate 64 R 05S >32 R >32R >4 R 0,25S >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 8
AB09 Surveilance swab 321 05S >32R >32R >4 R 1S >16 R >8R >8 R 0258 >128/4 R 16
AB10 Tracheal aspirate 64 R 0,258 >32R >32R >4 R 058 >16 R >8R >8R 0,125 S >128/4 R 16
AB11 Tracheal aspirate 64 R 1S >32R >32 R >4 R 2S >16 R >8R >8R 0,255 >128/4 R 16
AB12 Tracheal aspirate 64R 058 >32R >32R >4R 2S >16 R >8R >8R 058 >128/4 R 16
AB13 Tracheal aspirate >64 R 1S >32R >32R >4 R 2S >16 R >8R >8R 058 >128/4 R 8
AB14 Urine 64 R 05S >32R >32R >4 R 2S 4 >8R 8R 0,258 >128/4 R 16
AB19 Tracheal aspirate >64 R 058 >32R >32R >4 R 2S 4 >8R 8R 0,25S >128/4 R 16
AB21 Tracheal aspirate 64 R 1S >32R >32R >4 R 2S >16 R >8R >8R 058 >128/4 R 16
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AB22 Blood Culture 321 0,25S >32 R >32R >4R 1s >16 R >8 R >8R 05S >128/4 R 16
AB23 Blood Culture 321 05S >32 R >32R >4R 1S >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
AB24 Bronchoalveolar 8Ss 0,25S >32 R >32R >4R 1s >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
lavage
AB25 MID culture 64 R 05S >32 R >32R >4R 1S >16 R >8R >8R 05S >128/4 R 16
AB26 Tracheal aspirate 64 R 0,25S >32 R >32R >4R 0,25S 4 >8R 8R 0,06 S >128/4 R 4
AB27 Torax Liquid 64R 058 >32R >32R >4 R 1S >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
AB28 Devitalized tissue 8s 0,25S >32 R >32R >4R 1s >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
MIE
AB29 Bronchoalveolar 64 R 05S >32R >32R >4R 2S >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
lavage
AB30 Bronchoalveolar 321 05S >32R >32R >4R 2S 81 >8R 8R 0,25S >128/4 R 16
lavage
AB31 Urine 321 058 >32 R >32R >4R 1s >16 R >8R >8R 05S >128/4 R 16
AB32 Tracheal aspirate 321 025S >32R >32R >4 R 1S >16 R >8 R >8R 0,125 S >128/4 R 16
AB34 Environmental 64 R 0,25S >32 R >32R >4R 0,25S 81 >8R 8R 0,25S >128/4 R 16
surveilance (after)-
mattress
AB35 Environmental 64R 05S >32 R >32R >4 R 1S >16 R >8R >8R 05S >128/4 R 16
surveilance (after)-
auxiliary table
AB36 Blood Culture 64R 0,25S >32 R >32R >4R 18 81 >8R 41 0,25S >128/4 R 16
AB37 Blood Culture 64 R 0,25S >32 R >32R >4R 1s 81 8R 8R 0,25S >128/4 R 16
AB38 Tracheal aspirate >64R 05S >32R >32R >4R 18 81 >8R 8R 05S >128/4 R 16
AB39 Blood Culture 64 R 0,25S >32 R >32R >4R 1s >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
AB40 Tracheal aspirate 64 R 058 >32R >32R >4 R 2S 81 8R 8R 05S >128/4 R 8
AB41 Abdominal fluid 64R 05S >32 R >32R >4R 1S >16 R >8R >8R 0,125 S >128/4 R 16
AB42 Environmental >64 R 05S >32 R >32R >4 R 058 4 >8R 8R 0,25S >128/4 R 8
surveilance (after)-
headboard grid
AB45 Tracheal aspirate >64 R 058 >32 R >32R >4 R 0,258 >16 R >8R >8 R 05S >128/4R 16
AB46 Waterman Drain 64 R 05S >32 R >32 R >4 R 0,25S >16 R >8R >8R 1S >128/4 R 8
secretion
AB47 Tracheal aspirate 64 R 058 >32 R >32R >4R 1s >16 R >8R >8R 0,125 S >128/4 R 16
AB48 Tracheal aspirate 64 R 05S >32R >32R >4R 1S >16 R >8R >8 R 0,125 S >128/4 R 8
AB49 Tracheal aspirate 64 R 058 >32 R >32R >4 R 28 81 >8R >8 R 0,25 S >128/4R 8
AB50 Tracheal aspirate 64R 0,25S >32R >32R >4R 1S >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 8
AB51 Blood Culture 64 R 1s >32 R >32R >4R 058 >16 R >8R >8R 0,125 S >128/4 R 16
AB5?2 Tracheal aspirate 64 R 05S >32R >32R >4R 1S >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 16
AB55 Bronchoalveolar 64R 05S >32R >32R >4R 0,25S >16 R >8 R 8R 058 >128/4 R 16
lavage
AB56 Environmental 64R 058 >32 R >32R >4R 0,25S 81 >8R >8R 05S >128/4 R 8
surveilance (before)-
headboard grid
AB57 Tracheal aspirate 64 R 058 >32R >32R >4R 28 81 >8R >8R 0,25S >128/4 R 8
AB58 Tracheal aspirate 64 R 058 >32 R >32R >4R 1s >16 R >8R >8R 0,25S >128/4 R 8
AB59 Abdomen secretion >64 R 05S >32 R >32 R >4 R 2S 8l >8 R 8R 05S >128/4 R 8
ABG60 Bronchoalveolar 64R 0,25S >32 R >32R >4R 0,25S >16 R >8 R 8R 0,25S >128/4 R 16
lavage
AB61 Environmental 64 R 058 >32R >32R >4R 28 S4 8R >8R 0,25S >128/4 R 8
surveilance (before)-
auxiliary table
ABG62 Environmental >64 R 05S >32 R >32R >4 R 058 S4 >8R >8 R 05S >128/4 R 8
surveilance (before)-
mattress

Tabela 4: Sitios de Infec¢do e concentracdo inibitria minima (CIM) dos antimicrobianos/biocide testados em
isolados de Acinetobacter baumannii. R (resistente), | (Intermediario) or S (sensivel) de acordo com o critério de
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). A AMK, amikacin; CST, colistina; CFZ, ceftazidime; CEP,
cefepime; CIP, ciprofloxacin; DOX, doxycycline; GEN, gentamicina; MEM, meropenem; IPM, imipenem; POL,
polymyxin B; PPT, piperacilin/tazobactam; BZK; benzalkonium chloride.
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6. DISCUSSAO

De acordo com a OMS — Organizacdo Mundial de Saude o Acinetobacter baumannii
estd em primeiro na lista de patdgenos com disponibilidade terapéutica escassa no ambito
hospitalar. (ALMASAUDI, 2018; MEYER, 2010; HAWKEY, 2018; PELEG, 2008). Além
disso, muitas vezes a infec¢do ocasionada demonstra perfis epidemiolégicos complexos e
coexisténcia de multiplos tipos de cepas. Em resposta a uma pressdo ambiental seletiva torna
estas cepas altamente resistentes aos grupos de antimicrobianos utilizados dentro das
institui¢des, como a classe dos B-lactamicos e dos carbapenémicos.

Nossos dados corroboram com outros estudos que sugerem resisténcia aos
carbapenémicos adquirida via plasmideo, encontrados em cepas de Acinetobacter baumannii,
citada pela ampla distribuicdo geogréafica da presenca do gene blaoxa-23 pelo pais (CHAGAS,
2014; CIESLINSKI, 2013). Sendo esta, a serina-oxacilinase responsavel pela conferéncia de
resisténcia ao grupo de carbapenémicos aos nossos CRABs isolados dentro desta unidade
hospitalar.

A identificacdo de cepas em aspectos moleculares deve ser utilizada para identificar
surtos de infeccdo e monitoramento de transmissdo interinstitucional, regional e internacional
do CRAB, sendo extremamente Uteis para identificar rapidamente a emergéncia e a
disseminacéo de clones multirresistentes (MARAGAKIS, 2008; CLIMACO, 2013).

Observou-se a presenca de uma cepa clone circulante neste ambito hospitalar onde
classificou 94% dos isolados encontrados. Esta tipagem molecular sugere-se que estes
pacientes sdo decorrentes de uma fonte comum podendo ou ndo estar associados a transmissao
cruzada entre os pacientes. Podem estar atreladas a itens operacionais, como: equipamentos

compartilhados (ventilagdo mecénica), tubos de ventilacdo, bolsas de ressuscitacéo, cateteres
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de succdo, sondas, medidores, transdutores de pressdo arterial, artigos de cama; entre outros
utensilios (VILLEGAS, 2003). Observou-se na tabela 1, que 70,5% dos pacientes que
apresentaram infeccdo por este patdgeno fizeram uso de ventilacgdo mecanica. Medidas de
controle e prevencdo direcionadas a fatores de transmissdo sdo muitas vezes necessarias para
minimizar a morbimortalidade associada ao CRAB.

Dos nossos pacientes avaliados, 88,6% apresentaram infeccdo pelo CRAB adquirida
neste ambito hospitalar. As superficies inanimadas e o profissional de salide podem servir de
vetores para a propagacdo deste micro-organismo, atribuida pela transmissao cruzada destes.
Nas seis amostras ambientais analisadas todas apresentaram o mesmo perfil de resisténcia
encontradas nas amostras clinicas. Os desinfetantes sdo sempre utilizados na limpeza
hospitalar, com o proposito de profilaxia e controle de transferéncia de patdégenos. Contudo o
uso disseminado de produtos antissépticos e desinfetantes leva a especulacdes sobre o
desenvolvimento de resisténcia microbiana, e resisténcia cruzada a antibioticos devido a ampla
distribuicdo de genes de resisténcia a desinfetantes (KRAMER, 2006; LIU, 2017; LING,
2018).

Ha uma possivel resisténcia cruzada de compostos quaternarios de amonio através de
plasmideos em cepas de MRSA. Em um estudo anterior, um total de 21 amostras de cepas
multirresistentes a antimicrobianos — bactérias Gram negativas e Gram positivas - testadas
apresentou-se 38% de resisténcia associada a estes compostos, sugerindo uma provavel
resisténcia intrinseca em conjunto aos plasmideos (GUIMARAES,2000). Similar a um estudo
realizado com isolados de Staphylococcus sp., o0 qual apresentaram altos indices de
positividade para genes gac associados a valores altos de MIC para BZK (ZMANTAR, 2011).

Os isolados de CRAB apresentaram 94% de presenca do gene gacEA1, indicando uma

possivel relacdo entre valores de concentracdo inibitoria minima encontradas no estudo in
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vitro do BZK. Este dado foi visto em um estudo que demonstrou presenca do gene em 96,07%
de cepas de A. baumannii (LIU, 2017). E corrobora com estudos feitos por Wang et al.; que
descrevem presenca deste gene associado a resisténcia a agentes biocidas em 82,5% em cepas
de A. baumannii (WANG, 2008). Resultado similar encontrado em outro estudo com 80% de
prevaléncia de positividade nestas cepas (MAHZOUNIEH, 2014). Este gene conferindo
resisténcia & biocidas ja foi descrito em varios estudos sugerindo preocupacfes sobre a
expressao genica relacionada aos quaternarios de aménio (GOMAA, 2017; ZHAO, 2015;
VIJAYAKUMAR, 2018).

Contudo a capacidade de expressdo do gene gacEAI conferindo resisténcia a biocidas
permanece inespecifica. Foram encontradas em trés isolados concentracBes inibitdrias
minimas sugestivas de resisténcia sem ha presenca do gene envolvido. Estes dados sugerem
uma possivel inexpressdo do gene em alguns dos isolados bacterianos de CRAB, ou ha
presenca de outros genes que possam ser responsaveis pela resisténcia ao biocida, talvez
outros mediadores de bombas de efluxo. Ha descricdo em literatura do envolvimento do
sistema de efluxo AdeABC associados ao uso dos biocidas em A. baumannii (KNAUF, 2018).
Moen et al.; descreve a possivel presenca do gene acrB vinculado a resisténcia ao BZK em
cepas de E. coli (MOEN, 2012). Alguns estudos relatam que os mecanismos de tolerancia aos
agentes biocidas podem depender de varios fatores, alteracdes na permeabilidade da barreira
(hidrofobicidade, ou mudanca no perfil de &cidos graxos), reducdo na porina da membrana
externa OmpF, entre outros (MOEN, 2012; GARCIA, 2018).

Zmantar et al.; fizeram uma correlagdo com os MICs obtidos frente a cepas de
Staphylococcus sp., e estabeleceram uma classificacdo de resistentes/sensiveis. Foram
considerados valores de BZK entre 16 e 32 pg/mL como altamente resistentes, entre 4 e 8

pg/mL como resistentes e 2 pg/mL como sensivel (ZMANTAR, 2011). Contudo ndo existem
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pontos de corte na literatura que exemplifiquem a concentracdo inibitéria minima necessaria
para reducdo de contagens bacterianas em uma amostra in vitro para agentes biocidas. O
objetivo deste estudo foi avaliar qual era a concentracdo minima de BZK que inibia o
crescimento dos isolados de Acinetobacter baumannii por analises in vitro. A considerar que
ndo existe uma relagcdo da concentracdo encontrada in vitro, com a concentragcdo necessaria in
vivo para inibir o crescimento, pois se € utilizada niveis de até 100-200 vezes maiores do que
0 MIC encontrado para desinfec¢do (VIJAYAKUMAR, 2018).

A resisténcia ao BZK se deve muito a outros fatores que possam estar relacionados
como tempo de exposicdo ao agente biocida, acdo de friccdo, entre outros. O tempo de
exposicdo é um determinante muito importante na avaliacdo da tolerancia adquirida pelo
micro-organismo em questdo. Testes como “time kill curve” (TKC) s80 necessarios para
estabelecer uma comparacdo entre a concentracao inibitéria minima de BZK e o tempo
necessario para inibicdo do crescimento.

A concentracdo sub-inibitéria utilizada de BZK utilizada na desinfec¢do, pode ser uma
das respostas para a tolerancia desenvolvida ao mesmo, selecionando cepas resistentes. A
concentracdo inibitéria minima encontrada do BZK neste estudo apresentou MICsp ¢ g0 = 16
pg/mL. Em concordancia com outros estudos que também apresentaram valores de MIC
superior a 8 pg/mL, variando até 32 pg/mL, em isolados de A. baumannii (VIJAYAKUMAR,
2018). Porem discordantes com Liu et al.; que mostraram que cepas que apresentaram
presenca do gene gac obtiveram valores mais altos de MIC, como 64 pg/mL (L1U, 2017).

Os isolados de CRAB em nosso hospital apresentaram ampla resisténcia a varias
classes de antimicrobianos disponiveis atualmente, como as cefalosporinas, fluoroquinolonas,
B-lactamicos, e um dos ultimos recursos no ambito hospitalar: os carbapenémicos. Os CRABs

tém sido de grande dificuldade terapéutica, 0 uso empirico de polimixina, colistina e
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doxiciclina, tem sido utilizada com muita frequéncia e tem sido um aliado no tratamento
destas bacteremias. No entanto o uso empirico destas drogas deve ser feito com cautela,
devido a presenca de efeitos adversos de nefrotoxicidade e neuroldgicos ocasionados nos
pacientes. O surgimento de resisténcia a polimixina e colistina ainda é incomum, porém deve-
se ter cautela quanto a seu uso (TUON, 2011).

Nossos isolados de CRAB obtiveram um MIC para doxiciclina que variou de
0,25pg/mL & 2,0 pg/mL (MICsp = 1 pg/mL e MICgyy = 2 pg/mL). Todos 0s nossos pacientes
apresentaram sensibilidade para doxiciclina, mais alguns estudos ja descrevem a presenca de
genes de resisténcia tetA e tetB, em algumas cepas (RANJBAR, 2019). Empiricamente em
nosso hospital temos utilizado esta droga como auxiliar no combate ao CRAB, porém
devemos utiliza-la como cautela quando resultados obtidos proximos ao MICgy = 2 pg/mL,

para ndo induzir resisténcia pelo uso prolongado.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

v Nossos isolados revelaram altos niveis de resisténcia a maioria das classes de
antimicrobianos testados clinicamente disponiveis para o tratamento de infeccdes por
Acinetobacter baumannii; como cefalosporinas (ceftazidima e cefepima), quinolonas
(ciprofloxacino), a associacdo piperaciclina/tazobactam, média de 92% de resisténcia a
aminoglicosideos (amicacina e gentamicina).

v Foi encontrada resisténcia a todos os isolados para classe dos carbapenémicos,
corroborando com a presenca do gene pesquisado blapxa-23 sugerindo que este seja o principal
mecanismo de resisténcia aos carbapenémicos.

v O gene blapxa2s pode ser encontrado mesmo em isolados com MICs
intermediarios de imipenem.

v Nosso estudo mostrou pelo MICsy e MICy, dos antimicrobianos polimixina,
colistina e doxiciclina, nos fornecem opcdes terapéuticas clinicas e microbioldgicas eficazes.

v Observados por uma reducdo na susceptibilidade a este agente biocida, 70%
dos isolados testados apresentaram MIC=16ug/mL, e 28% MIC=8 pg/mL de cloreto de
benzalcdnio. Demonstrando que a exposicdo a concentracdes sub-inibitdrias carreia a
sobrevivéncia e a pré-selecdo de cepas multirresistentes e consequentemente a disseminagédo
no dmbito hospitalar.

v Tanto as amostras ambientais e clinicas apresentaram 0os mesmos dados para
presenca de resisténcia aos antimicrobianos e ao agente biocida, evidenciando que hd uma
transmissdo cruzada entre as superficies inanimadas e os pacientes imunocomprometidos. A

incorreta desinfeccdo de superficies pode levar a selecdo de patogenos resistentes.
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v A similaridade clonal destes isolados deve ser estudada para avaliacdo de sua
disseminacéo nosocomial, e podem ser avaliados pelo software Saramis.

v A relacdo entre a presenca do gene gacEAI e a concentracdo inibitoria minima
encontrada de cloreto de benzalc6nio, nos mostrou que nossos isolados de CRAB possuem um
gene de resisténcia, e esta ligado a concentracdes elevadas de BZK suficientes para inibir seu
crescimento.

As infeccdes ocasionadas pelo CRAB estdo cada vez mais incontrolaveis ocasionando
perdas progressivas de op¢Oes terapéuticas disponiveis no ambito hospitalar. Em conjunto,
esses resultados reforcam a necessidade do controle do uso dos antimicrobianos e a prevencgédo
da disseminacdo desses organismos, além disso, apontam a necessidade da implementacao de

medidas de controle de infeccdo mais eficazes e rigorosas.

Para continuidade deste estudo, pretendemos:

v Realizar estudos in vitro para relacdo entre o tempo de inibi¢do do crescimento
do CRAB e a concentracao inibitéria minima do BZK suficiente a ser utilizada.

v Verificar a concentracdo inibitéria minima de BZK em cepas sensiveis e
multirresistentes de outras espécies bacterianas, como Pseudomonas aeruginosa,
Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, e enterobactérias produtoras de
carbapenemases (KPC).

v Realizar um estudo in vitro com isolados de CRAB e avaliar sua habilidade de
formacéo de biofilme em corpo de prova previamente estabelecido.

v Avaliar a suscetibilidade do BZK em biofilmes formados de CRAB, e

compara-los com a concentragéo inibitoria minima de células sésseis obtidas neste trabalho.
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v Realizar um teste de superficie para avaliacdo da eficacia de BZK, com o
intuito de aprimoramento dos protocolos disponiveis atualmente no ambito hospitalar para o

controle das IRAS.
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