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2. RESUMO

Acinetobacter baumannii € um patégeno oportunista envolvido em um amplo
espectro de infecgbes hospitalares, incluindo bacteremia, meningite secundaria e
infeccdo do trato urindrio, mas sua maior prevaléncia é como agente de

pneumonia hospitalar, particularmente pneumonia associada a ventilagdo

mecanica em pacientes internados em unidades de terapia intensiva.

Os antimicrobianos carbapenémicos sao normalmente os tratamentos de
escolha dessas infeccdes, principalmente a partir do advento da emergéncia de
resisténcia a outros antimicrobianos p-lactdmicos, aminoglicosideos e
fluoroquinolonas. A resisténcia especifica aos carbapenémicos pode estar
relacionada a perda de porinas, mas de forma mais significativa, a producéo de j-
lactamases da classe B (metalo-p-lactamases- MBL) e da classe D (OXA-

carbapenemases)

Em Porto Alegre, uma cidade com 1,4 milhdes de habitantes e 7223 leitos
situados em 25 hospitais, o primeiro caso de A. baumannii resistente aos
carbapenémicos (CRADb) foi identificado somente em 2004. A partir de julho de
2007 o Departamento de Saude Local instituiu uma notificacdo obrigatoria de
casos de infeccéo/colonizacdo. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar as
caracteristicas epidemiolégicas e moleculares dos isolados de Acinetobacter
baumannii resistentes aos carbapenémicos coletados na cidade de Porto Alegre
entre 2007 e 2008.

Dezoito hospitais notificaram 1260 casos de colonizacdo/infec¢cdo por CRADb
entre julho de 2007 e dezembro de 2008, sendo 609 casos considerados como
infeccdo. A maioria (61,8%) dos pacientes era do sexo masculino e tinha mais de
50 anos (66,5%). Foi constatado que 85,2%, 85,3% e 72,4% dos pacientes foram
submetidos ao uso de cateter venoso central, sonda vesical e ventilacdo

mecanica, respectivamente.



Carbapenemases do tipo MBL e OXA foram pesquisadas em 584 isolados
coletados entre julho de 2007 e julho de 2008 de pacientes infectados/colonizados
em 5 diferentes hospitais. O gene blaoxa-23 foi identificado em 95% dos isolados e
nenhum isolado foi positivo para MBL na reagéo de PCR com os primers utilizados
(IMP-1, VIM-2 e SPM-1).

Para avaliar a relacdo genética entre os isolados de CRAb dos diferentes
hospitais, 240 isolados de pacientes admitidos nas UTIs de cinco hospitais entre
julho de 2007 e julho de 2008 foram analisados através dos métodos de REP-PCR
e PFGE. Oito grupos clonais majoritarios foram obtidos e foi constatada a
disseminacao de 3 grupos clonais distintos em todos os hospitais, evidenciando a
disseminacgao inter-institucional. Além disso, com o0 uso da técnica de PFGE foi
possivel constatar a similaridade genética entre isolados recuperados do
ambiente, de equipamentos de RX, das méos de profissionais da saude e de
materiais clinicos de pacientes, evidenciando a importancia do ambiente na

disseminacéao de CRAD.

3. ABSTRACT

The species of Acinetobacter, particularly Acinetobacter baumannii, are
involved in a wide spectrum of infections, including bacteremia, secondary
meningitis and urinary tract infection, nevertheless its prevalence is higher as an
agent of nosocomial pneumonia, particularly pneumonia associated with

mechanical ventilation in hospitalized patients in intensive care units.

The carbapenem antibiotics are wusually the treatment of choice for
Acinetobacter infections, since the advent of the emergence of resistance to other
antimicrobials p-lactams, aminoglycosides and fluoroquinolones. The resistance to
carbapenems may be related to the loss of porins, but more significantly, the
production of B-lactamases of class B (metallo-B-lactamase- MBL) and class D

(OXA-type carbapenemases).



In Porto Alegre, a city with 1,4 million and 7223 beds located in 25 hospitals,
the first case of A. baumannii resistant to carbapenems (CRAb) was identified only
in 2004. Since July 2007 the Department of Health Local determined that all cases
of infection/colonization by CRADb shoud be informed. Thus, the objective of this
study was to evaluate the epidemiological and molecular characteristics of isolates
of Acinetobacter sp. resistant to carbapenems collected in the city of Porto Alegre
in 2007 and 2008.

Eighteen hospitals reported 1260 cases of colonization / infection by CRADb
between July 2007 and December 2008, with 609 cases considered to infection.
Most patients (61.8%) were men and (66.5%) were more 50 years old range. It
was showed that 85.2%, 85.3% and 72.4% of patients used central venous
catheter, urinary catheter and they were submitted to mechanical ventilation,

respectively.

MBL and OXA carbapenemases were investigated in 584 isolates from 7
different hospitals collected between July 2007 and July 2008 from patients
infected / colonized. The blaoxa-23 gene was identified in 95% of the isolates but
none isolate were positive for MBL by PCR with primers used (IMP-1, VIM-2 and
SPM-1).

To assess the genetic relationship among isolates of CRAb the different
hospitals, 240 isolates from patients admitted to ICUs of five hospitals between
July 2007 and July 2008 were analyzed using the methods of REP-PCR and
PFGE. Eight majority clonal groups were obtained and it was found the spread of 3
clonal groups distinct in all hospitals, showing the spread of inter-institutional.
Furthermore, using the technique of PFGE, we determined the genetic similarity
among isolates recovered from the environment, equipment RX, the hands of
health professionals and clinical materials of patients, indicating the importance of

environment in the spread of CRAb.
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4. INTRODUCAO

O género Acinetobacter spp. compreende 31 espécies diferentes sendo que 17
delas nao foram nomeadas pois raramente sdo isoladas em humanos [1]. Entre
as diferentes espécies, A. baumannii € considerada a espécie de maior
importadncia clinica. Esta espécie faz parte do complexo A. baumannii-
calcoaceticus que compreende 4 diferentes espécies (Acinetobacter genoespécie
3 e 13TU, A. calcoaceticus e A. baumannii). Estas espécies sdo distingliveis
apenas por métodos genotipicos, o que é impraticavel na rotina do laboratério de
microbiologia clinica [2]. Assim, a identificagdo deste complexo em nivel de

espécie fica restrita aos laboratérios de referéncia.

A. baumannii € responsavel por numerosos tipos de infec¢cdes, como
pneumonias, bacteremias, infec¢gdes urinarias e meningites, especialmente em
pacientes imunocomprometidos [3] sendo considerado um patdégeno oportunista
de grande importancia nas infec¢cdes nosocomiais. Os carbapenémicos sao
normalmente o tratamento de escolha dessas infec¢des, principalmente com a
emergéncia de resisténcia a outros p-lactamicos, aos aminoglicosideos e

fluorquinolonas.

Diferentes mecanismos estdo envolvidos com a resisténcia aos
B-lactamicos, como producdo de f-lactamases, reduzida permeabilidade da
membrana externa, perda de porinas, alteracbes nos sitios de ligacdo dos

antibidticos e a hiperexpresséo de bombas de efluxo [4].

No género Acinetobacter spp. resisténcia especifica aos carbapenémicos
esta relacionada a perda de porinas, mas de forma mais significativa, a producao
de p-lactamases da classe B (metalo-B-lactamases) e da classe D (OXA-

Carbapenemases) [5].

Durante a ultima década, o tratamento dessas infec¢Bes tem se tornado

critico, em funcdo do surgimento de cepas multirresistentes cuja disseminacao
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tem sido associada a contaminacdo de equipamentos hospitalares (respiradores,
ar-condicionado, equipamentos para diagnéstico por imagem, etc.) e/ou através
das maos colonizadas da equipe assistencial [3]. A emergéncia da resisténcia aos
carbapenémicos tem limitado o tratamento ao uso de polimixinas como principal
opcao terapéutica. No entanto, alguns estudos tém mostrado que a concentragao
inibitéria minima da colistina para os isolados de Acinetobacter resistentes aos
carbapenémicos (CRA), tem se elevado o que representa uma situagao critica [1].

Assim, o aumento da frequéncia de infec¢cdes hospitalares associadas a
espécies de Acinetobacter e o rdpido desenvolvimento de resisténcia destes
organismos, tém se tornado um problema grave de saude publica e o
entendimento sobre a disseminagcéo dos mecanismos de resisténcia responsaveis

por esta situacao € fundamental para manejar melhor estas infeccoes.
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5. REVISAO DA LITERATURA

5.1. Caracteristicas do Género

O género Acinetobacter spp. apresenta-se como cocobacilos gram-negativos,
aerbbio estrito, ndo-fermentador da glicose, imével, catalase-positiva, oxidase-
negativa, nao-fastidioso que crescem bem no Agar sangue formando colonias
branco-acinzentadas e no Agar MacConkey com colbnias levemente rosadas
normalmente cremosas mas que podem eventualmente ter aspecto mucéide. Este
género pertence a familia Moraxellaceae que inclui ainda os géneros Moraxella e

Psychrobacter [1].

5.1.1. Taxonomia

A historia taxondmica deste género € bastante complexa e tem sido
amplamente modificada nos Uultimos 30 anos. Inicialmente denominado
Micrococcus calcoaceticus, em 1954 foi classificado como género Acinetobacter
spp. quando diferentes espécies foram agrupadas de acordo com suas
caracteristicas fenotipicas comuns. NoO primeiro momento apenas a espécie
A. calcoaceticus foi considerada como pertencente a este género. Estudos
posteriores evidenciaram que algumas cepas desta espécie tinham a capacidade
de acidificar a glicose e outras ndo. Assim, foi descrita a espécie A. lwoffi [1] que é

considerada assacarolitica [6, 7].

Com a evolugcdo das técnicas de biologia molecular, Bouvet e Grimont
(1986) publicaram outra classificacdo baseada na homologia do DNA, contendo 12
genoespécies dentre as quais o A. baumannii [6, 7]. A partir desta classificacao,
diferentes estudos identificando novas espécies foram publicados (Tabela 1). A
espécie A. calcoaceticus foi divida em 4: A. baumannii, A. calcoaceticus,

genoespécie 3 e genoespécie 13TU que formam o complexo A. baumannii-
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calcoaceticus devido a dificuldade na separacdo destas espécies a partir de testes
convencionais [3, 6, 8].

Muitos trabalhos publicaram a identificacdo de espécies ja descritas como
sendo novas espécies e por isso 0 numero total de espécies do género é variavel

em diferentes publicacgdes [1].

Até o momento, ja foram descritas 31 genoespécies baseadas na homologia
do DNA, sendo que 14 foram nomeadas e as demais sao classificadas em ordem
numérica, associada ou ndo as iniciais dos autores que primeiramente as
identificaram (Tabela 1) [1, 3].

5.2. ldentificacao Laboratorial

5.2.1. Identificacdo Fenotipica

A identificacdo do género baseia-se nas suas caracteristicas fenotipicas (ja
descritas), mas a identificacdo em nivel de espécie é bastante complexa. O
sistema com mais de 20 diferentes testes inicialmente proposto por Bouvet e
Grimont em 1986 e revisto em 1991 [6, 8] ndo € amplamente utilizado e espécies
fortemente relacionadas geneticamente ndo sdo separadas adequadamente com
este sistema. O maior problema é que as espécies mais relevantes clinicamente
A. baumannii, genoespécie 3 e genoespécie 13TU, ndo conseguem ser

distinguidas da espécie A. calcoaceticus considerada de origem ambiental [3, 8].

De modo semelhante, os sistemas de identificacdo comerciais também néo
sdo capazes de separar as espécies do complexo A. baumannii-calcoaceticus e
assim, os métodos fenotipicos rotineiramente utilizados nos laboratorios de
microbiologia ndo séo suficientemente discriminatérios para diferenciacdo destas

espécies [3].
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Assim, diferentes métodos moleculares tém sido propostos para uma melhor

identificac@o das espécies de Acinetobacter.

5.2.2. Identificacdo Genotipica

O método de hibridizacdo de DNA inicialmente proposto para identificacédo e
separacdo do género Acinetobacter em nivel de espécie, € muito trabalhoso e né&o
tem sido muito utilizado [1, 3]. Atualmente diferentes métodos baseados na técnica
de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando diferentes iniciadores
(primers) capazes de amplificar regides especificas de cada espécie, estdo sendo
amplamente utilizados. Entre esses métodos, podemos citar a analise da regiao
16S rRNA e o Amplified Fragment Lenght Polymorphism (AFLP) que s&o os mais
utilizados [3]. Outros metodos, como seqienciamento da regido intergénica do
gene 16S-23S rRNA e o seqiienciamento do gene que codifica a subunidade 3 da

RNA polimerase, também tem sido muito utilizados [1, 3].

A identificacdo da espécie A. baumannii pode ser confirmada também com a
identificacdo do gene blapxa-si-ike O qual € intrinseco a espécie [9]. Uma técnica
simples de Multiplex PCR pode identificar esse gene em conjunto com outros

genes que codificam oxacilinases [10] (ver pagina 30).

5. 3. Distribuicdo na Natureza

O género Acinetobacter possui elevada versatilidade nutricional e metabdlica,
podendo adaptar-se facilmente em diferentes ambientes. Varias espécies tém sido
isoladas do solo, da &gua, de vegetais, de animais, da pele e do trato
gastrointestinal de seres humanos saudaveis. Além disso, no ambiente hospitalar,
algumas espécies tém sido isoladas de objetos inanimados tais como
equipamentos de Raios-X, bancadas, leitos, ventiladores e em sistemas de

circulacdo de ar [1, 3, 11, 12].
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As espécies mais comumente encontradas na natureza sdo: A. calcoaceticus,
A. johnsonii, A. Iwoffii, A. radioresistens e Acinetobacter genoespécie 3. As
espécies mais comumente encontradas como colonizantes da pele humana séo
A. baumannii A. johnsonii, A. lwoffii e A. radioresistens. Fato bastante relevante é
que a espécie de maior importancia clinica, A. baumannii, raramente tem sido
identificada em fontes ambientais e a prevaléncia da colonizacdo em pacientes da

comunidade por esta espécie é extremamente baixa [1, 3].

5. 4. Fatores de Viruléncia e Patogenicidade de A. baumannii

A. baumannii € a espécie de maior importancia clinica do género
Acinetobacter. Este patdégeno oportunista é responsavel por uma série de
infeccdes graves em pacientes debilitados e tem sido associado também a
infeccbes em militares e civis feridos em conflitos como a guerra do Iraque [1, 3,
13].

A prevaléncia de colonizacdo € bem maior do que a prevaléncia de infeccao
por A. baumannii, 0 que sugere uma baixa viruléncia. Porém, diversos fatores de
viruléncia e patogenicidade ja identificados em A. baumannii podem ter um
importante papel nos mecanismos de colonizacdo e infeccdo. Entre estes,
podemos mencionar a capacidade de se manter viavel por longos periodos em
superficies secas, a aquisicdo de nutrientes essenciais como o ferro, a adesao as
células epiteliais levando a apoptose destas e a secrecdo de produtos téxicos

(enzimas) causando dano tecidual [1, 3].

A formacdo de biofilme, provavelmente regulada pela atividade de genes do
guorum-sensing também tem sido demonstrada [14]. O biofilme facilita a adeséo
bacteriana a materiais plasticos como cateteres e tubos de ventilacdo mecéanica,
favorecendo a colonizacdo e infeccdo dos pacientes [3, 14, 15]. Além disso, a
interacdo do pili e do lipopolissacaridio (LPS) promovendo adesédo as células

hospedeiras pode ser a primeira etapa na colonizacdo. O LPS de A. baumannii
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tem sido apontado como o componente principal na estimulagdo do sistema imune
levando a uma resposta pré-inflamatéria na pneumonia em modelo animal [16].

Um resumo dos fatores de viruléncia pode ser visualizado na figura 1 [3].

Entretanto, existem poucos relatos sobre a base molecular e bioquimica
destes fatores e seu real envolvimento nas infecgcbes humanas. Provavelmente
isso se deve ao fato de que somente a partir da Ultima década, A. baumannii tem
sido considerado um patdégeno de maior relevancia principalmente devido aos

multiplos mecanismos de resisténcia antimicrobiana [1].

5.5. Mecanismos de Resisténcia

Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos ou adquiridos, sendo que
ambos tém sido observados em A. baumannii. Os mecanismos de resisténcia sao
provenientes da evolucdo da bactéria, sendo usados como forma de protecéao do
microrganismo. A resisténcia intrinseca € previsivel, estando relacionada com a
baixa permeabilidade da membrana externa, sistema ativo de efluxo, producéo de
B-lactamases e de enzimas inativadoras de outros antimicrobianos como

aminoglicosideos e quinolonas [17, 18].

A resisténcia adquirida resulta de uma alteracao fisiologica ou estrutural na
bactéria, ndo sendo previsivel. Pode ou ndo envolver alteracdes genéticas.
Quando ha alteracBes genéticas, estas podem ocorrer por mutacdo, transducéo,
transformacao ou conjugacdo. Quando nao ha alteracdo genética, pode ocorrer a
inducdo de um fenotipo devido as condicbes do meio, que pode ser estavel e
permanecer mesmo quando o fator de exposicdo for retirado, ou instavel,

desaparecendo juntamente com o fator de exposicao [19].

Mecanismos de resisténcia importantes tém sido descritos nos ultimos anos
para A. baumannii. A elevada plasticidade genética de A. baumannii favorece a
captacdo de genes dos reservatérios ambientais e, além disso, a hiperexpressao
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de mecanismos intrinsecos, como bombas de efluxo e também as suas
caracteristicas celulares como a baixa permeabilidade da membrana externa

contribuem para a resisténcia aos antimicrobianos [1].

O contexto genético envolvido na resisténcia de A. baumannii é complexo e
diverso. Vallenet e colaboradores seqienciaram o genoma de 3 cepas diferentes
de Acinetobacter, sendo duas da espécie A. baumannii, isoladas de humanos,
uma multirresistente (MDR) e outra multisensivel [20]. Neste estudo, foi
caracterizado que a cepa MDR apresentava uma grande “ilha de resisténcia” (86-
kb) onde se localizavam 45 dos 52 genes de resisténcia identificados. Dentro
desta regido foram identificadas 88 sequéncias abertas de leitura (open reading
frames), das quais 82 foram relacionadas a Pseudomonas sp., Salmonella sp. e
E. coli. Muitos elementos genéticos moveis tais como integrons, transposons e
sequéncias de inser¢cdo também foram identificadas nesta regido que néo foi
encontrada na cepa multisensivel. O mais curioso € que os trés plasmidios
identificados ndo estavam localizados neste contexto e ndo possuiam nenhum

gene de resisténcia [20].

Mak e colaboradores investigaram a presenca de diferentes determinantes de
resisténcia em isolados nosocomiais de A. baumannii MDR [21]. O estudo avaliou
isolados provenientes de dois hospitais da Australia e relacionaram a resisténcia
aos carbapenémicos a presenca do gene blaoxa23 associado ao elemento
promotor ISAbal. A resisténcia as cefalosporinas foi associada a expresséo de
AmpC (também associada ao elemento ISAbal), mutacédo na GyrA foi associada a
resisténcia as quinolonas, o gene tet(B) determinou a resisténcia as tetraciclinas,
blaremv: e strB  contribuiram para a resisténcia aos [p-lactamicos e
aminoglicosideos, respectivamente. Integrons de classe 1 foram associados a um
gene cassete contendo determinantes de resisténcia a gentamicina,

estreptomicina e espectinomicina [21].

Estes dados demonstram a elevada capacidade que este género possui de

adquirir elementos genéticos méveis e revelam que o nicho ecolégico da cepa
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MDR esta diretamente relacionado com sua diversidade genética e sua
capacidade de adaptacao ao meio [1, 20].

5.5.1. Resisténcia aos B-lactamicos

5.5.1.1. B-Lactamases

De um modo geral, os B-lactamicos atuam inibindo a ultima etapa da sintese
de peptideoglicano por inibicdo da transpeptidase. Além disso, as Proteinas de
Ligacdo da Penicilina (PBP) participam na sintese do peptideoglicano e no
processo de divisdo celular [22]. Para ter acdo antimicrobiana, os p-lactamicos
precisam penetrar na parede celular e se ligar as PBPs. No caso dos Gram-
positivos, esse processo € facilitado pela presenca das camadas de
peptidioglicano que possui uma caracteristica mais hidrofilica. J& nos Gram-
negativos, como A. baumannii, esse processo torna-se mais dificil, uma vez que
sua parede celular apresenta uma camada de lipopolissacarideos ancorada na
membrana externa que também dificulta a penetracdo de farmacos hidrofilicos.
Além disso, A. baumannii carece das porinas de alta permeabilidade que permitem
gue o farmaco penetre na célula. Por isso, apenas alguns B-lactamicos especificos

apresentam atividade contra A. baumannii.

Além disso, para que tenham acdo, os B-lactamicos necessitam do anel p-
lactamico intacto. As B-lactamases sé&o enzimas que rompem o anel p-lactamico
inativando o antibiotico. Essas enzimas séo classificadas de acordo com sua
homologia na sequencia de aminoacidos (classificacdo de Ambler) ou de acordo
com sua preferéncia por determinado substrato (classificacdo de Bush) [23]. Entre
as principais p-lactamases, destacam-se as AmpC, ESBL e carbapenemases.
Algumas bactérias podem expressar essas enzimas de modo constitutivo, no seu
cromossomo, ou adquiri-las através dos fenémenos de conjugacdo ou

recombinacdo homéloga [18, 24].
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A. baumannii possui AmpC de origem cromossomal cuja expressao é regulada
pela sequéncia promotora denominada ISAbal. A hiperexpressdao de AmpC
confere resisténcia as cefalosporinas de amplo espectro, entretanto cefepime e
carbapenémicos néo sao hidrolizados por essa enzima [1].

Algumas variantes de [B-lactamases de Espectro Ampliado (ESBL) tém sido
relatadas em A. baumannii (Tabela 2) [25], no entanto a deteccdo fenotipica
laboratorial é dificil devido a presenca de outros mecanismos que interferem nos
testes de ESBL. Deste modo, a real prevaléncia destas enzimas em A. baumannii
€ desconhecida [1].

Entre as diferentes [-lactamases presentes em A. baumannii, as
carbapenemases adquiridas tém se tornado um problema de saude publica nos
ultimos anos [23, 24]. Essas enzimas pertencem a classe B de Ambler e ao grupo
2b de Bush e apesar de possuirem caracteristicas bioquimicas muito distintas,

todas possuem a capacidade de hidrolisar carbapenémicos [5, 23, 24].

As carbapenemases adquiridas estdo normalmente associadas a plasmidios,
integrons e transposons que sao estruturas que facilitam a disseminacao
horizontal destas enzimas. Além disso, nestes elementos genéticos moveis

normalmente sdo encontrados genes de resisténcia a outros antimicrobianos [24].

Diferentes surtos causados por A. baumannii resistente aos carbapenémicos
(CRADb) , tém sido associados a producdo destas enzimas cujo significativo
impacto clinico e epidemioldgico vém sendo descrito [3, 5]. Oxacilinases (OXA) e
Metalo-B-Lactamases (MBL) sdo as enzimas mais comumente identificadas,
sendo que a prevaléncia de OXA tem sido bastante elevada em CRAb [5].
Carbapenemases da classe A de Ambler (KPC) foram relatadas em A. baumannii

somente em Porto Rico, até o momento [26].
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5.5.1.1.1. Metalo-B-Lactamases

As MBL sdo enzimas pertencentes a classe B de Ambler e séo caracterizadas
por possuirem um sitio catalitico que é dependente de cétions divalentes. O zinco,
principal cofator utilizado por essas enzimas € quelado por EDTA e compostos
derivados do tiol assim como outros cétions divalentes. Assim, essa classe de
enzimas € inibida por quelantes e ndo é afetada pelos inibidores convencionais de
B-lactamases, como tazobactam e sulbactam [24]. Essas enzimas atuam sobre os
carbapenémicos preferencialmente, mas algumas também possuem afinidade por

cefalosporinas e penicilinas, mas ndo séo ativas contra os monobactamicos [27].

As MBL sao constitutivamente encontradas em uma grande diversidade de
bactérias tais como: S. maltophilia, B. cereus, Legionella gormannii,
Chryseobacterium meningosepticum, entre outras [27]. Entretanto, a maioria

destas bactérias possui pouca importancia clinica [28].

Muito importante clinicamente, sdo as variantes de MBL adquiridas, as quais
se localizam dentro de uma grande variedade de integrons que estéo inseridos em
genes cassetes. Quando esses genes associam-se a elementos genéticos moveis
tais como plasmidios e transposons, séo facilmente transferidos entre diferentes
cepas da mesma espécie e ainda entre espécies diferentes [24, 27]. Até o
momento foram identificadas seis diferentes familias de MBL moveis: IMP
(imipenemase), VIM (Verona imipenamase), SPM (S&o Paulo metalo-B-
lactamase), GIM (Germany imipenemase), SIM (Seoul imipenemase), AIM
(Australian imipenemase) e KHM (Kyorin Hospital metalo-B-lactamase), sendo que

as duas primeiras sdo as mais prevalentes [28, 29].

A primeira MBL movel foi detectada no Japdo em P. aeruginosa em 1991 e
recebeu a denominacao de IMP — “imipenemase” [30]. Essa enzima foi localizada
em um plasmidio conjugativo de um isolado clinico e posteriormente foi

identificada em membros da familia Enterobacteriaceae, evidenciando sua
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disseminacéo. Essa familia possui mais de vinte variantes descritas por diferentes

paises, sendo que a IMP-1 é a mais prevalente [24].

A segunda familia de MBL associada a integrons, foi a familia VIM, identificada
em Verona, lItalia em 1997 [31] e recebeu a denominacdo de “Verona
Imipenemase”. Posteriormente, foi publicada a identificacdo de VIM-2 na Franca
[32]. Ambas as enzimas foram identificadas em isolados clinicos de P. aeruginosa
sendo que VIM-2 é a mais prevalente [33] tendo ja sido encontrada em mais de
30 paises e nos cinco continentes. Essa familia possui mais de 12 variantes
identificadas até o momento [24].

No inicio desta década, outras familias de MBL foram identificadas: SPM-1 no
Brasil [34], GIM-1 na Alemanha [35], SIM-1 em Seoul [36], AIM na Australia [37] e
KHM no Japéo [29]. Até o momento, essas novas familias parecem restritas aos
seus paises de origem, enquanto que as familias IMP e VIM estdo disseminadas

em diferentes paises [24].

Em Acinetobacter sp., poucos estudos tém detectado a presenca de MBL. O
primeiro relato foi de um isolado na Italia, produtor da enzima IMP-2 e
posteriormente no Japao. A variante IMP-1 ja foi identificada no Japéao, Italia e
Coréia do Sul, a variante IMP-4 em Hong Kong, Singapura e Australia (A. junii)
[38]. Na Coréia foram também identificadas as enzimas VIM-2 e SIM-1, sendo

gue a ultima esta restrita a este pais [5].

No Brasil, ha apenas um relato da presenca de MBL em A. baumannii,
referente a um surto na cidade de Sao Paulo no ano de 2001, associado a

producédo da enzima IMP-1 [39].
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5.5.1.1.2. Oxacilinases

As Oxacilinases (OXA) sdo enzimas pertencentes a classe molecular D de
Ambler e estdo inclusas no grupo 2d da classificacdo de Bush [24]. Sua
denominacdo est4d associada a capacidade de hidrolisar a oxacilina como
substrato preferencial [40]. Mais de 150 variantes diferentes de OXA ja foram
descritas, e muitas delas sé&o derivadas das OXA-2, OXA-3 e OXA-10 produzidas
principalmente por P. aeruginosa. A arvore filogenética das p-lactamases tipo OXA
apresenta nove subgrupos com base na seqiéncia de aminoacidos (Tabela 3)
[40]. Entre essas enzimas, 45 possuem capacidade de hidrolisar carbapenémicos,
sendo consideradas carbapenemases da classe D [40].

O primeiro isolado de A. baumannii com serina p-lactamase capaz de hidrolisar
imipenem, foi isolado em 1985 na Escocia [41]. Inicialmente a enzima foi
denominada de ARI-1 (Acinetobacter resistant imipenem) e posteriormente
guando sua sequencia genética foi estudada, verificaram a similaridade com
membros da familia OXA, sendo entdo denominada de OXA-23. Depois desta
primeira publicacdo em 1993, muitos relatos de identificacdo de outras variantes
desta familia de enzimas em A. baumannii foram descritos: OXA-24, -25, -66, - 68
na Espanha, OXA-26 na Bélgica, OXA-27 em Singapura, OXA-40, -58, -75 e -76
na Franca, OXA- 49 na China, OXA-64 e - 71 na Africa do Sul, OXA-65 na
Argentina, OXA-69 e -78 na Turquia, OXA-70 em Hong Kong e OXA-72 na

Tailandia [40] entre outros.

Os subtipos de OXA gue possuem elevada similaridade genética fazem parte
de um mesmo subgrupo filogenético. Até o momento, em A. baumannii foram
descritas OXA de 5 subgrupos filogenéticos: OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-51-
like, OXA-58-like e OXA-143 (Figura 2) [1, 42] . As enzimas que pertencem ao
subgrupo OXA-23, diferem em 2 a 5 aminoacidos e as que pertencem ao
subgrupo OXA-24, diferem em 1 a 5 aminoacidos. O subgrupo OXA-51 possui
uma diversidade um pouco maior, sendo que algumas enzimas podem diferir em
até 15 aminoacidos. Esse subgrupo é diferente dos demais, pois se caracteriza
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por enzimas de ocorréncia natural (intrinseca) em A. baumannii, sendo utilizadas
inclusive para identificacdo em nivel de espécie como j& mencionado
anteriormente [5, 9, 40]. No quarto subgrupo temos as enzimas OXA-58-, -96 e —
97 que possuem [40, 43, 44]. Recentemente, Higgins e colaboradores
identificaram uma nova OXA carbapenemase isolada de uma cepa de A.
baumannii do Brasil, OXA-143 e até o0 momento sua prevaléncia é desconhecida
[42] (Figura 2).

No Brasil, a primeira descricdo de OXA-23 em A. baumannii foi em 2003
relacionada a um surto na cidade de Curitiba [45]. ApGs esse primeiro relato ndo
tivemos mais nenhuma descricdo na literatura até o ano de 2009 quando foi
descrita a disseminacao de diferentes clones produtores de OXA-23 no Rio de
Janeiro [46]. Também em 2009 nosso grupo de pesquisa publicou a identificacéo
desta enzima em Porto Alegre e demonstrou a transmissao de um clone de CRADb

entre profissionais de saude, equipamentos médicos e pacientes [47].

Até pouco tempo atras o gene blapxa-23 SO havia sido identificado em isolados
clinicos. Recentemente, Girlich e colaboradores identificaram este gene em um

isolado de A. baumannii do ambiente [48].

Alguns estudos tém relatado o contexto genético dos genes que codificam
enzimas da familia OXA e o seu perfil de hidrélise aos carbapenémicos com o
objetivo de compreender o papel destas enzimas na resisténcia a estes

antimicrobianos [49-52].

Elementos de insercdo da familia 1S4 tém sido associados a resisténcia aos
carbapenémicos em A. baumannii, mediada por enzimas da familia OXA [5, 49-
52]. Em 2005, Heritier e colaboradores identificaram diferencas na susceptibilidade
aos carbapenémicos quando compararam plasmidios recombinantes com
plasmidios naturais. Neste estudo, foi observado que a presenca de sequencias
promotoras ISAbal, de ocorréncia natural, upstream aos genes blaoa-23 € blaoxa-40,
estavam associadas a CIM mais elevada nesses isolados, quando comparados

aos isolados recombinantes [49].
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Em 2006, Turton e colaboradores relacionaram o fenotipo de resisténcia aos
carbapenémicos a presenca do elemento de insercdo ISAbal upstream ao gene
blaoxa-s1, demonstrando que apesar de ser intrinseco, esse gene pode estar
associado ao aumento da CIM destes isolados para o imipenem [52]
Posteriormente, Corvec e colaboradores demonstraram a presenca dos elementos
ISAbal e |ISAba4 na estrutura dos transposons Tn2006 e Tn2007
respectivamente, associados ao gene OXA-23 [50]. Estes transposons codificam
uma transposase capaz de mobilizar esta estrutura genética e os elementos de
insercdo IS atuam como regides promotoras capazes de promover a
hiperexpressdo de genes determinantes de resisténcia. O elemento ISAbal,
parece ser Unico da espécie A. baumannii [53].

A origem do gene que codifica a expressédo da OXA-23 parece estar associada
a uma espécie ambiental, A. radioresistens [54]. Poirel e colaboradores
investigaram a presenca do gene blaoxa2z em 14 diferentes espécies do género
Acinetobacter. Essas espécies foram isoladas de fontes clinicas e ambientais.
Neste estudo os autores observaram que a Unica espécie ambiental cuja presenca
do gene blaoxa23 foi identificada, foi a espécie A. radioresistens. Através de
ensaios de hibridizacédo constataram que este gene localizava-se no cromossomo
bacteriano desta espécie. A espécie A. radioresistens € considerada comensal e
sem importancia clinica sendo isolada de diferentes fontes ambientais e também
como colonizante da pele humana [1, 55]. Os elementos ISAbal e ISAba4 néao
foram identificados nestas cepas que também n&do demonstraram atividade de
carbapenemase em ensaios de hidrolise. Com estes resultados, os autores
sugeriram que A. radioresistens € o progenitor do gene  blaoxa23 € que a
disseminacdo deste para A. baumannii estaria associada a transferéncia do
elemento de insercdo ISAbal de A. baumannii para A.radioresistens, mediada por
plasmidio e inserida downstream e/ou upstream ao gene blapxa2s em
A.radioresistens, formando uma estrutura de transposon. Esta estrutura movel

pode entdo ter sido transposta para um plasmidio de A.radioresistens e
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posteriormente esse plasmidio se conjugou com cepas A. baumannii

disseminando esse determinante de resisténcia na espécie (Figura 3) [54].

Estudo do SENTRY identificou também a presenca do gene blaoxass em
A.radiresistens além do gene blaoxa2s, reafirmando o importante papel desta
espécie como reservatorio destes genes de resisténcia [56].

Alguns estudos tém demonstrado a ocorréncia de mais de uma enzima do tipo
OXA adquirida em um mesmo isolado [1, 40, 57, 58]. Entretanto, a ocorréncia de
OXA-carbapenemases com MBL em A. baumannii, somente foi evidenciada em
um unico trabalho na Singapura até o momento [59].

5.5.1.2. Hiperexpressao de Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo, presentes em todas as células, sdo responsaveis pelo
transporte de compostos organicos toéxicos, para fora da célula [60]. Devido a
baixa permeabilidade da membrana externa nos BGN, quando sistemas ativos de
efluxo estdo presentes, o antimicrobiano tera dificuldade para penetrar novamente

através da membrana externa, depois de ter sido expulso da célula [60].

O sistema de efluxo AdeABC pertencente a familia RND (resistance-
nodulation-division) é o mais conhecido e bem estudado. Possui trés componentes
codificados pelo cromossoma e dois sistemas regulatorios que sao transcritos em
direcdo oposta. Mutacdes podem alterar os mecanismos regulatérios levando a

uma hiperexpressao deste sistema [61].

Esses sistemas possuem afinidade por classes estruturalmente diferentes de
antimicrobianos tais como carbapenémicos, aminoglicosideos, eritromicina,
tetraciclinas, fluorquinolonas entre outros [60]. Assim, o efeito sinérgico entre este
mecanismo e a perda de porinas normalmente esta associado a multiresisténcia

[1, 5, 60]. Na Franca, o estudo de uma cepa epidémica de CRAb evidenciou que
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na regido denominada de “ilha de resisténcia” estavam presentes entre outros
genes, 32 ORFs associadas a familia RND [20].

Outros sistemas de efluxo, ndo associados a resisténcia aos [(-lactamicos,

j& foram identificados em A. baumannii [25, 60].

5.5.1.3. Alteracdo da Permeabilidade da Membrana Externa

Modificagdes na permeabilidade da membrana externa de Acinetobacter spp.
tém sido associada com a resisténcia aos (B-lactamicos [60, 62, 63]. A bicamada
lipidica da membrana externa dos gram-negativos (GN) é impermeavel a
compostos hidrofobicos tais como os carbapenémicos. Deste modo, canais
protéicos transportadores, denominados porinas de membrana externa (OMP),
S80 necessarios para que estes farmacos consigam atravessar a bicamada

lipidica.

Alteracbes na estrutura molecular das porinas ou ha sua expressado geneética
sdo importantes mecanismos utilizados pelos BGN para se protegerem da acéo
dos carbapenémicos [60]. Até o momento, poucas porinas foram identificadas em
Acinetobacter spp. [1, 5, 60]. De fato, uma das hipéteses para a baixa
permeabilidade da membrana externa de A.b quando comparado a outros BGN-

NF € o pequeno numero e o pequeno tamanho das OMPs [64].

Porinas importantes tém sido associadas a resisténcia aos B-lactamicos em A.
baumannii: OMPs 47, 44 e 37-kDA em cepas endémicas na cidade de Nova
lorque [63], HMP-AB que é homologa a OmpA tipica de BGN [65], OmpW
(homdloga a OmpW de E. coli e P. aeruginosa) [66] , OprD (homéloga a OprD de
P. aeruginosa) [67] e CarO que € uma estrutura diferenciada e até o0 momento so
identificada em membros da familia Moraxellaceae [68]. Essa estrutura, CarO, tém
sido associada a resisténcia aos carbapenémicos em cepas de A. baumannii,
apesar de ndo possuir um sitio de ligacdo especifico para imipenem ou

meropenem [69].
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5.5.1.4. Modificacdo do Sitio de Acdo do Antimicrobiano

Poucos estudos tém pesquisado alteragbes na afinidade ou na expresséo de
proteinas ligantes de penicilinas (PBPs) em A. baumannii. Fernandez-Cuenca e
colaboradores, relacionaram a auséncia de uma PBP de 73,2-kDA a resisténcia
aos carbapenémicos, em associagcdo com a producédo de carbapenemases [70,
71]. Outro relato demonstrou a expressao de baixos niveis da proteina ligante de
penicilinas 1b em um isolado multirresistente. Entretanto, outros fatores também
foram associados a resisténcia, tais como, a expresséao do sistema de efluxo RND
e uma alta capacidade de formar biofilme associada ao acumulo de algumas
proteinas da membrana externa, envolvidas nos mecanismos de adeséo

bacteriana [71].

5.5.2. Mecanismos de Resisténcia associados a outros antimicrobianos

O mecanismo de resisténcia mais importante que inativa os aminoglicosideos &
a producdo de enzimas (acetiltransferases, nucleotidiltransferases e
fosfotransferases) denominadas aminoglicosidases, que modificam a estrutura do
antimicrobiano e o tornam inativo. Essas enzimas séo codificadas por genes que
estdo associados aos integrons de classe 1 [72]. Além disso, a expressao de
bombas de efluxo [60] e mais recentemente a metilagdo da regido 16S rRNA

também foram associados a resisténcia para estes compostos [73].

Da mesma forma, alteracdes nas topoisomerases, devido a mutacbes dos
genes gyrA e parC ja foram relatadas em A. baumannii conferindo resisténcia as

qguinolonas [74].

O mecanismo mais comum associado a resisténcia as tetraciclinas em
A. baumannii € mediado pela expressao de sistemas especificos de efluxo (tet (A)

a tet(E)) e também por sistemas multiplos tais como o AdeABC [60] . A tigeciclina
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que é um novo antimicrobiano da classe das glicilcilinas, ndo é afetada pelos
sistemas especificos que atuam sobre as tetraciclinas, mas € substrato do sistema
AdeABC [75].

As polimixinas sdo uma importante alternativa terapéutica para as infeccoes
causadas por CRADb [1]. Devido ao aumento do seu uso, provavelmente mais
casos de resisténcia serdo relatados. Atualmente, poucos estudos tém
demonstrado esse fendmeno em A. baumannii que esta provavelmente associado
a baixa afinidade de ligacdo ao LPS, como ja visto em outros BGN [1]. Entretanto
a heteroresisténcia, fato novo, tem sido relatada, mas seu impacto clinico ainda

nao foi estabelecido [76].

5.6. ldentificacdo Laboratorial de Carbapenemases

5.6.1. Testes Fenotipicos

Os testes fenotipicos utilizados para deteccdo de carbapenemases ainda
requerem atencédo e cuidado na sua utilizacdo. Para MBL os testes mais utilizados
sdo o de aproximacao de disco [77] e o Etest MBL [78]. Ambos baseiam-se na
capacidade que os gquelantes metalicos possuem de inibir a acdo enzimatica
permitindo entdo que o antimicrobiano exerca sua atividade. Entretanto, como
existem muitas variantes de MBL, os resultados destes testes dependem da
capacidade hidrolitica da enzima que esta presente o que pode levar a falhas de
interpretacéo [1, 79]. Martins e colaboradores identificaram a presenca de IMP-1-
like em isolados de P. aeruginosa que apresentaram CIM < 4ug/mL o que tornou a

interpretacédo do Etest MBL inconclusiva [79].

Para identificacdo de OXA, ndo ha teste fenotipico descrito, sendo necessario
0 uso de técnicas moleculares. Além disso, cabe ressaltar que alguns trabalhos
mostram que essa familia de carbapenemases possui atividade maior quando
estabilizadas por cations divalentes e assim poderiam apresentar resultado falso

positivo no teste de triagem para MBL [1, 24, 80].
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5.6.2. Reacao em Cadeia da Polimerase

O método de amplificacdo do DNA através da técnica de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), utiliza iniciadores (primers) que sao selecionados de modo a
amplificar regides selecionadas do genoma. A técnica de PCR permite a deteccdo
de genes especificos responséaveis pela producdo das MBLs e das OXAs [10, 32,
39, 59, 79, 81].

5.7. Métodos de Tipagem Molecular

Os métodos de tipagem sao fundamentais para o entendimento da
epidemiologia dos surtos, pois estabelecem o grau de similaridade entre diferentes
isolados clinicos auxiliando na deteccéo de surtos, na identificacdo de transmissao
cruzada e de fontes de infeccdo, bem como no monitoramento e controle da

infeccéo hospitalar [82, 83].

O papel da tipagem molecular €& determinar se organismos
epidemiologicamente relacionados sdo também geneticamente relacionados [82].
Em geral cepas com 100% de similaridade genética sdo consideradas
indistinguiveis e cepas com mais de 80% de similaridade genética sao
consideradas relacionadas e as cepas com similaridade genética menor a 80%
sdo consideradas distintas [82]. Isolados que fazem parte de um surto podem ser
indistinguiveis ou ndo, dependendo do numero de ocorréncias de eventos
genéticos ao longo do tempo. Em geral, a ocorréncia de eventos genéticos pode
provocar uma alteracdo ou mutacdo em uma determinada regido de DNA,
modificando o perfil molecular do isolado [82]. Esses eventos genéticos podem
ocorrer imprevisivelmente mesmo no intervalo de tempo de um surto bem

caracterizado (de 1 a 3 meses) [83].
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Existem métodos de tipagem fenotipica e genotipica, que podem ser
caracterizados conforme sua reprodutibilidade, poder discriminatério e facilidade
de execucdo [82]. Os métodos fenotipicos avaliam as caracteristicas expressas
pela bactéria, enquanto que os genotipicos baseiam-se na analise molecular. De
um modo geral os métodos fenotipicos sdo menos adequados na tipagem
bacteriana devido a capacidade que possuem de expressar caracteristicas
diferentes mesmo quando se trata de um Unico clone. Logo, os métodos

genotipicos sdo melhores, pois apresentam maior poder discriminatério [82].

Durante as dUltimas décadas, métodos tradicionais de tipagem como
fagotipagem e sorotipagem foram aprimorados ou substituidos por métodos
moleculares como fingerprinting de plasmidio, ribotipagem, métodos baseados em
PCR (RFLP, RAPD, REP-PCR) e analises de padrbes de restricdo de DNA como
a técnica de Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE) [82].

5.7.1. Pulsed Field Gel Electrophoresis - PFGE

As técnicas genotipicas mais empregadas baseiam-se na clivagem do DNA por
enzimas denominadas endonucleases de restricdo. Devido a alta especificidade
dessas enzimas, a digestdo do DNA fornece um padrao de fragmentos idéntico ou
muito semelhante para todos os isolados do mesmo clone. O nimero e o tamanho
dos fragmentos de DNA gerados a partir da clivagem com endonucleases de
restricdo dependem do sitio de acdo da enzima. Endonucleases de alta frequéncia
produzem muitos fragmentos de baixo peso molecular gerando um perfil complexo
e de dificil interpretacdo. Ja, as de baixa frequéncia, geram um numero menor de
fragmentos com alto peso molecular facilitando a interpretacdo, mas omitindo

pequenas diferencas [82].

Apés a digestdo, os fragmentos sdo separados por eletroforese. Fragmentos
de baixo peso molecular podem ser separados por eletroforese convencional, mas

fragmentos de tamanho superior a 50 Kb necessitam de um campo elétrico
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alternado para serem separados. Na técnica que se denomina eletroforese
pulsada (PFGE) os fragmentos migram continuamente, mas sofrem reorientagcéo
na direcdo de migracdo a cada mudanca no campo elétrico, o que proporciona a
identificacdo das bandas [84]. Desde que foi introduzida por Schwartz e
colaboradores, esta técnica tem sido usada para separar moléculas maiores de 12
Mb. O intervalo de tempo em que o campo elétrico se mantém numa mesma
direcdo é denominado tempo de pulso e sua duracao € o fator mais importante na
determinacdo do tamanho molecular que € possivel separar [85]. Através da
analise do perfil de macrorestricdo do DNA utilizando a PFGE, € possivel
determinar o grau de similaridade entre os isolados de A. baumannii. A analise do
padrdo de bandas pode ser feita através da andlise visual da fotografia do gel ou
da aquisi¢do da imagem e posterior comparagao utilizando “software” que fornece

o percentual de similaridade [86, 87].

O uso de software tem a vantagem de poder analisar um grande numero de
isolados e armazenar essa informacdo em um banco de dados para analises
posteriores. Esses softwares permitem a construcdo de um dendrograma atraves
do método de agrupamento usando a média aritmética ndo-ponderada (UPGMA) e
€ a representacédo visual da similaridade entre os isolados e da relacdo genética
entre os diferentes grupos clonais [82]. Para calcular a similaridade entre os
isolados, utilizamos coeficientes matematicos que levam em conta a presenca e

auséncia de bandas (por exemplo, coeficiente de Dice e Jaccard).

A técnica de macrorestricdo do DNA seguido por PFGE supriu a necessidade
gue existia de uma técnica que pudesse ser utilizada para analisar um grande
namero de espécies bacterianas diferentes [86], sendo considerado o método
mais reprodutivel e de maior poder discriminatorio, considerado portanto como
padrdo-ouro para tipagem molecular [82]. Atualmente técnicas de
sequenciamento como Multi Locus Sequence Typing (MLST) também tem sido
utilizadas para tipagem devido a facilidade e rapidez de execucdo com a

vantagem de poder realizar uma andlise evolutiva da espécie em estudo, pois

32



permite comparar resultados obtidos em diferentes instituicbes e em periodos
diferentes [88].

Muitos estudos tem utilizado a técnica de PFGE durante a investigacao
epidemioldgica de surtos causados por CRAb e também para definir a relagcédo
genética entre isolados provenientes de diferentes cidades e paises [11, 63, 89-
95].

5.7.2. Métodos de Tipagem Molecular Baseados em PCR

Alguns métodos de tipagem baseados na técnica de PCR tém sido utilizados
para definir a relagdo genética entre isolados de Acinetobacter spp. Estes métodos
possuem as vantagens de nao necessitarem de equipamentos especiais,
praticidade na execuc¢do, menor custo e rapidez de resultados. Entretanto, o poder
discriminatério menor e a menor reprodutibilidade quando comparados a técnica

de PFGE s&o normalmente os fatores limitantes [1, 82].

ERIC-PCR (enterobacterial repetitive intergenic consensus), AP-PCR
(arbitrarily primed) e REP-PCR (repetitive extragenic palindromic sequence) tém
sido os métodos baseados em PCR mais utilizados para tipagem molecular de
Acinetobacter sp. Todos esses métodos baseiam-se no mesmo principio: o uso de
um ou mais primers capazes de amplificar regides repetidas no DNA bacteriano. A
diferenca esta em qual regido sera amplificada que sera definida pela escolha dos
primers [82, 84, 96].

Em 2005 um estudo realizado na india comparou os resultados de tipagem
molecular obtidos com AP-PCR e PFGE. Neste trabalho, os autores observaram
gue apesar de possuir um poder discriminatério menor do que o PFGE,
principalmente para diferenciar os subtipos de um mesmo clone, o AP-PCR foi (til
para diferenciar entre as cepas envolvidas nos surtos daquelas nao relacionadas
[97].
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O REP-PCR tem sido utilizado como uma boa alternativa para a tipagem de A.
baumannii [98]. Em estudo realizado em 2005, Huys e colaboradores,
conseguiram caracterizar a disseminagao do clone lll “pan-european” (proveniente
de isolados de A. baumannii multirresistentes) entre diferentes paises da Europa e
observaram a permanéncia deste clone nos hospitais europeus por mais de 8
anos [99].

Durante a investigagdo de um surto em Madri, Bou e colaboradores
compararam os resultados do AP-PCR, REP-PCR e PFGE na defini¢cdo da relagéo
genética entre isolados obtidos antes, durante e apds o surto. Os autores
constataram a presenca de oito diferentes grupos por REP-PCR e PFGE e
somente 7 grupos por AP-PCR. Assim, o REP-PCR mostrou-se mais
discriminatério que o AP-PCR quando comparado ao PFGE [100] e alguns
estudos tem citado que o0 REP-PCR é mais discriminatorio que os outros métodos
de tipagem baseados em PCR [96, 101, 102].

5.7.3. Outros Métodos de Tipagem Molecular

Outros métodos como Ribotipagem, AFLP (Amplified Fragment Length
Polymorphism), MLST (Multi Locus Sequence Typing) e VNTR (Variable Number
Tandem Repeat) também tem sido usados para tipagem molecular de

Acinetobacter sp. [1, 82].

Na ribotipagem o DNA bacteriano é clivado com uma enzima de restricdo e
apos eletroforese é hibridizado com uma sonda complementar ao rRNA. Essa
técnica possui um poder discriminatério menor do que o PFGE e é mais
trabalhosa do que outros métodos, como o0s baseados em PCR. Quando
automatizada, torna-se menos trabalhosa e os resultados sdo obtidos mais

rapidamente, entretanto o custo torna-se muito elevado [1].

Landman e colaboradores compararam a ribotipagem com o PFGE, o MLST e

0 REP-PCR para tipagem de cepas endémicas de A. baumannii em Nova lorque.
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Neste trabalho, observaram que a ribotipagem foi a técnica com o menor poder
discriminatério entre as testadas [94].

O AFLP baseia-se na digestdo prévia do DNA com uma enzima de restricdo e
posterior amplificacdo de fragmentos selecionados. Este método tem as
vantagens de poder analisar um nimero consideravel de amostras ao mesmo
tempo, facil e rapida execucdo apesar de possuir uma baixa reprodutibilidade.
Além disso, a dificil interpretacéo requer uma grande experiéncia do analista [1].

O MLST baseia-se na avaliacdo da sequencia de diferentes genes chamados
de housekeeping que sdo normalmente conservados dentro de uma espécie. Para
Acinetobacter sp. alguns estudos tem utilizado este método e bons resultados tém
sido obtidos quando comparados com PFGE [94, 103]. Este método tem a
vantagem de ser altamente reprodutivel podendo ser utilizado para estudos de
epidemiologia global para monitorar a disseminagcdo de cepas endémicas e
epidémicas [1]. Entretanto € um método oneroso devido a necessidade de
sequenciamento de varios genes para cada isolado [94] e, portanto, pouco

aplicavel a tipagem de um namero significativo de isolados [1].

O VNTR baseia-se na avaliacao de diferentes locus génicos através do numero
de repeticbes e da sequencia de cada locus avaliado [104]. Parece promissor
guando comparado ao PFGE, mas a distingcdo entre cepas esta diretamente
relacionada aos locus selecionados para a analise [104]. Como depende de
sequenciamento € um método oneroso e poucos estudos usando este método

para tipagem de Acinetobacter sp. tém sido publicados até o0 momento.

Algumas alternativas a esses métodos tais como multiplex PCR de genes
especificos ou MLST associado a espectrometria de massas também tem sido

mencionados em alguns estudos [1, 105].
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5.8. Epidemiologia das Infeccdes causadas por A. baumannii

A. baumannii € considerado um patégeno oportunista e por isso raramente
causa infeccbes comunitarias. Em geral, acomete pacientes hospitalizados que
foram submetidos a procedimentos invasivos ou pacientes imunodeprimidos tais

como aidéticos, transplantados e em uso de antineoplasicos [106, 107].

Poucos estudos relatam infeccbes por A. baumannii adquiridas na
comunidade. Os estudos que descrevem casos de pneumonia comunitéria
causada por este microrganismo, normalmente associam a doenga a algumas
caracteristicas dos pacientes tais como: alcodlatras, fumantes, diabéticos,

pacientes com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC) entre outras [3, 106].

Como patégeno nosocomial as principais doencas sao a pneumonia associada
a ventilacdo mecanica, bacteremias, meningites e infec¢des urinarias [107, 108].
Além disso, pacientes politraumatizados tém sido alvo de especial atencéo.
Diversos casos de osteomielite e infeccdo de sitio cirargico tém sido reportados
em soldados repatriados da guerra do Iraque [13, 93]. Durante a guerra do Vietna,
A. baumannii foi o BGN mais prevalente nas lesdes traumaticas de extremidades
[109]. Caso semelhante também foi relatado em Bali apos uma operacao militar
[110].

O impacto clinico dessas infeccdes é facilmente percebido ja que os pacientes
ficam mais tempo hospitalizados, utilizando antimicrobianos de amplo espectro e
muitas vezes em unidades de isolamento [3, 107]. O aumento no tempo de
internacao pode estar associado ao sitio da infeccéo e ao perfil de susceptibilidade
do microrganismo [111]. Nos Estados Unidos, estima-se que 88.000 obitos por
ano estejam associados as infec¢cdes nosocomiais causadas por diferentes
microrganismos, a um custo de 4.5 bilhdes de ddlares para o sistema de saude
[82].
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Poucos estudos recentes abordam a questdo da prevaléncia de infeccbes
nosocomiais por CRAb. Asensio e colaboradores encontraram uma prevaléncia
variadvel de infec¢des causadas por CRAb na Espanha entre 1999 e 2005, sendo
gue a maior taxa no periodo foi de 38,7%. Neste estudo, o sexo (masculino),
exposicdo a procedimentos invasivos e a presenca de Ulceras de pressao foram
os fatores de risco que estatisticamente contribuiram para essas infecgbes [112].
Além disso, taxas maiores de resisténcia foram encontradas nas UTIS e nos

hospitais de médio e grande porte.

Alguns estudos de caso-controle tém sido realizados com o objetivo de avaliar
entre outros fatores, o impacto da mortalidade das infecgdes por A.
baumannii em pacientes hospitalizados. Entretanto, a taxa de mortalidade
atribuida a essas infeccdes é dificil de medir. Os pacientes apresentam diversas

comorbidades que podem causar um viés na analise [1, 111, 113].

Em 2006, Falagas e colaboradores evidenciaram em uma revisdo sistematica
gue a mortalidade de pacientes com infeccdo por A. baumannii era independente
das comorbidades [114]. Entretanto em 2007, Abbo e colaboradores néo
encontraram associacado independente entre o aumento da mortalidade e a

ocorréncia de infeccéao por A. baumannii [115].

Uma revisao sistematica demonstrou que a mortalidade de pacientes com
pneumonia e/ou bacteremia comunitaria por Acinetobacter sp. esta em torno de
56%. Neste estudo também foi evidenciado que os casos foram originados da
China, Taiwan e Australia [106]. Os isolados eram em geral sensiveis aos

antimicrobianos utilizados na terapéutica.

Cabe ressaltar que a discordancia entre os diferentes estudos pode estar
associada ao delineamento epidemioldgico, as caracteristicas da populagéo

estudada e ao tamanho da amostra [111].
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5.8.1. Fatores de Risco das Infec¢Oes por CRAD

Os fatores de risco que predispde um paciente para infeccdo por CRAb néao
sdo distintos dos demais microrganismos MDR. Pacientes multi-invadidos que
fazem uso de cateter venoso central, sonda vesical, ventilagdo mecanica e que
realizaram procedimento cirargico, sdo 0os mais acometidos [3, 91, 107, 108, 116].
Além disso, tempo de hospitalizagédo, principalmente na UTIl e o uso prévio de
antimicrobianos também tém sido associados [107, 108]. Um resumo dos fatores
de risco pode ser visualizado na figura 1.

5.8.2. Caracteristicas dos Surtos

A incidéncia de casos de infeccdo nosocomial devido a CRAb pode ser
atribuida a sua capacidade em causar surtos. Uma das principais caracteristicas
deste microrganismo é sua capacidade de sobreviver em superficies inanimadas,
mesmo na auséncia de umidade, por longos periodos de tempo [3, 91, 111, 113].
A capacidade de formar biofilme, de penetrar nas células epiteliais e de se ligar as
mucinas salivares esta associada com a facilidade que algumas cepas possuem
para colonizar pacientes e equipamentos hospitalares e posteriormente

ocasionarem surtos [3, 14].

O ambiente ao redor do leito do paciente parece ser a fonte ambiental mais
importante de transmissdo do microrganismo. Assim, a contaminagao do ambiente
hospitalar e a transmisséo entre pacientes mediada pelos profissionais de saulde e
pelos equipamentos médicos tém um papel importantissimo na disseminacdo do
microrganismo [3, 11, 107, 117].

Os surtos de CRAb tém ocorrido em diferentes unidades hospitalares:
internacdo clinica, internacdo cirargica, UTl neonatal, politraumatizados e UTI
adulto. A maior parte dos relatos ocorreu em UTI de adultos em pacientes com
mais de 50 anos [45, 91, 109, 118, 119].
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Alguns estudos relatam que determinadas cepas epidémicas de CRAb tém
sido isoladas de swab da pele e swab retal de pacientes, durante periodos de
surto [120-122]. Esse fato relaciona a importancia da colonizacdo de pacientes
com a disseminacdo do microrganismo. Além disso, a disseminacdo de CRAb
entre as diferentes instituicdes, também tém sido atribuida a transferéncia de

pacientes colonizados [109].

7z

O contexto epidemiolégico-molecular dos surtos de CRAb € bastante
complexo. Alguns autores descreveram surtos monoclonais associados a um
determinante de resisténcia, enquanto outros descreveram surtos policlonais [21,
45-47,57, 92, 123].

Valenzuela e colaboradores caracterizaram a transferéncia horizontal de
elementos genéticos moveis em um surto policlonal na Holanda. Neste estudo os
autores relataram a presenca de elementos genéticos comuns tais como blapxa-23,
ISAbal e cassetes génicos em clones diferentes co-circulantes, sugerindo a
transferéncia horizontal. Neste estudo, os autores identificaram que ao longo dos 4
anos houveram “mini-surtos” de cepas epidémicas e cepas esporadicas ocorrendo

ao mesmo tempo [51].

5.8.3. Relatos de Surtos

Numerosos relatos de surtos causados por CRAb tém sido publicados nos

tltimos anos em diversos paises.

Em 2000, Bou e colaboradores investigaram um surto em Madri, Espanha.
Neste estudo os autores observaram que todos os isolados de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos foram produtores da enzima OXA-24 e
pertenciam a um mesmo clone. Isolados coletados antes, durante e apds o surto,
sensiveis aos carbapenémicos, ndo continham o gene blaga24 € pertenciam a

distintos grupos clonais [62].
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Na Europa, alguns trabalhos tém associado os surtos a disseminagéo dos trés
clones europeus (European clone (EU) I, Il e lll) em varios paises. Enoch e
colaboradores descreveram um surto com duracdo de seis meses em Cambrigde
[121]. Neste trabalho, 16 casos ocorreram na unidade de cuidados criticos de
pacientes neuroldgicos e trés casos ocorreram na UTI. O caso indice ocorreu em
um paciente transplantado que estava fazendo dialise em equipamento
compartilhado com o segundo caso. A maioria dos pacientes era do sexo
masculino e a média de idade foi de 52 anos. Este surto foi caracterizado como

monoclonal e causado pelo European clone |.

Na Holanda foi realizado um estudo avaliando multiplos surtos de
Acinetobacter sp. ocorridos entre 1999-2001. Os autores avaliaram pelo menos 3
amostras de cada um dos oito hospitais, que foram coletadas em diferentes
periodos do surto. O numero de pacientes afetados variou de 6 a 66 e 0s surtos
duraram de 2 a 22 meses entre os diferentes hospitais. Em sete hospitais A.
baumannii foi a espécie responsavel pelo surto e em 1 hospital, a genoespécie
13TU é a que estava envolvida. Quatro diferentes clones de A. baumannii foram
identificados e houve disseminacdo de um mesmo clone entre diferentes hospitais
[11]. Duas diferentes cepas foram associadas ao EUIl e lll, ja identificados
também na Republica Tcheca, nordeste da Europa, Espanha, Bélgica e Franca
[90, 124].

Um trabalho realizado na Italia relatou um surto de dois meses em uma UTI de
um hospital em Roma [125]. Foram isoladas 57 amostras de A. baumannii
provenientes de 14 pacientes. A maioria dos isolados foi do trato respiratério
inferior e 10 pacientes desenvolveram VAP. Todos os isolados apresentaram CIM
= 4 ug/mL para o imipenem. Isolados coletados do ambiente e das maos de
profissionais de saude apresentaram o mesmo perfil de susceptibilidade ao
imipenem e na tipagem molecular foi evidenciada a presenca de um clone Unico
tanto nos isolados clinicos quanto nos isolados do ambiente. Outro estudo

realizado na lItalia relacionou o aumento da resisténcia aos carbapenémicos e a
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ocorréncia de surtos a presenca do gene blaa-ss tanto em isolados de pacientes
infectados como colonizados [126].

Em Taiwan, um surto causado por A. baumannii resistente a todos os
antimicrobianos testados (PAN-R) em dois diferentes hospitais, foi investigado
para definir a relacdo genética entre os isolados. Neste estudo, os autores
constataram 3 diferentes grupos clonais de A. baumannii PAN-R, presentes em
ambos o0s hospitais e provenientes tanto do ambiente hospitalar quanto de
material clinico dos pacientes. Observaram também, que isolados MDR foram
geneticamente relacionados a isolados PAN-R, indicando a emergéncia de
resisténcia sob presséo seletiva de antimicrobianos [127].

Outra descricdo importante de surto por CRAb é o caso da cidade de Nova
lorque. O primeiro episodio de surto foi relatado no inicio dos anos 90 em apenas
1 hospital [128]. No final dos anos 90, doze hospitais relataram surtos de CRAb
com duracdo de 1 a 3 meses, principalmente nas UTI's [129]. Manikal e
colaboradores (2000) avaliaram cepas provenientes de diferentes hospitais
isoladas no periodo de surto e constataram elevados niveis de resisténcia na
maioria das instituicbes e disseminacdo de um mesmo clone entre diferentes
hospitais [95]. Além disso, 0 uso de cefalosporinas foi fortemente associado a
ocorréncia de surtos nesta regido [89]. Posteriormente, outros surtos também

foram relatados em diferentes regifes nos Estados Unidos [130, 131].

O primeiro relato de surto causado por CRAb no Brasil, ocorreu em 2003 na
cidade de Curitiba. Neste estudo, foram avaliados 11 isolados procedentes de dois
hospitais diferentes no ano de 1999. Todos os pacientes foram submetidos a VAP
e apesar do uso de diferentes terapias antimicrobianas, cinco foram a 0Obito. A
presenca de MBL e OXA foi pesquisada e oito isolados foram positivos para o
gene blapxa-23. Através de métodos de tipagem, os autores constataram que o

surto foi monoclonal e houve disseminacao entre os hospitais [45].

Na cidade de Porto Alegre, o primeiro caso de CRAb ocorreu em 2004 em um

hospital isoladamente [47]. Em 2007 houve entdo um “grande surto” envolvendo
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diversos hospitais da cidade e culminou com o fechamento de pelo menos trés
UTIls. Nosso grupo de pesquisa investigou esses isolados provenientes de dois
hospitais e constatamos a presenca do gene blaoxaz2sike bem como a
disseminagao interinstitucional de um mesmo clone e a disseminag¢ao de um clone
comum presente em equipamentos médicos e causando infeccdo em pacientes
[47].

5.9. Disseminacdo Global de CRAb

A disseminacdo de cepas CRAb tém sido relatada em diferentes paises.
Provavelmente o caso melhor descrito seja a disseminacao internacional dos trés
clones europeus (EUI, Il e Ill ) que ja foram relatados em diversas regides do
continente [1, 92]. Inicialmente foi constatada a disseminagcdo de um clone A.
baumannii MDR em 24 hospitais do Reino Unido, mas néo estava associado a
producdo de carbapenemases (MBL e OXA) [132]. Posteriormente, através de
métodos de tipagem, foi verificada a disseminacdo de outros dois clones em
diferentes paises da Europa, porém a maioria dos isolados era sensivel aos
carbapenémicos [124]. Com a emergéncia da resisténcia aos carbapenémicos
estudos posteriores evidenciaram que isolados pertencentes a esses mesmos
clones expressaram carbapenemases do tipo OXA [90, 99]. Inicialmente a relacdo
genética entre esses isolados foi definida por AFLP com nivel de similaridade
superior a 80%. Posteriormente, esse dado foi confirmado por PFGE, ribotipagem
e MLST. Entretanto, nenhuma relacdo epidemiolégica de tempo e/ou espaco foi

identificada entre os isolados de diferentes instituicdes [1].

Estudo recente identificou a presenca dos clones EUI, Il e Ill em diferentes
paises fora do continente Europeu, associados a expressdao de oxacilinases.
Nenhum isolado foi positivo para a pesquisa de MBL. Esses dados revelam o
sucesso de algumas cepas de A. baumannii na aquisicdo de mecanismos de
resisténcia e representam um importante desafio para os pacientes e profissionais

de saude [133].
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O trabalho realizado com soldados repatriados da guerra do Iraque,
demonstrou que os casos de infeccdo por CRAb estavam associados aos
genes blapxa-23 € bla oxa-ss pertencentes aos clones EUI e Il [93]. Esses clones
tém sido responsaveis por diferentes surtos e possuem uma grande capacidade
adaptativa, sendo virulentos, MDR e de dificil controle. Em muitos hospitais ja sédo
considerados endémicos [2].

Em 2006, Coelho e colaboradores identificaram dois novos clones de A.
baumannii MDR disseminados em 48 hospitais da Inglaterra. Esses clones eram
resistentes aos carbapenémicos e foram associados a enzima OXA-23 e ao
elemento de insergéo ISAbal [92].

Em 2008, Nemec e colaboradores associaram a emergéncia de CRAb na
Republica Tcheca, a disseminagéo do clone EUII. Dos 105 isolados avaliados, 66
foram alocados dentro deste grupo. A CIM para os carbapenémicos foi variavel
dentro deste grupo e CIM mais elevadas foram associadas a ocorréncia do
elemento ISAbal. Outros determinantes de resisténcia também foram

identificados neste grupo clonal [90].

Em outro estudo, foi avaliada a disseminacdo de OXA-58 em trés continentes.
Os autores avaliaram 30 isolados de A. baumannii-calcoaceticus ndo susceptiveis
a carbapenémicos, procedentes da Argentina, Kuwait e Reino Unido. Todos os
isolados foram positivos para 0 gene blagxa-ss. Sete diferentes grupos clonais foram
identificados por PFGE e os isolados da Argentina e do Kuwait ndo foram

geneticamente relacionados aos isolados do Reino Unido [134].

Em relato do SENTRY no ano de 2009 foi constatada a disseminacdo de
Acinetobacter spp. associado as B-lactamases da classe D em diferentes paises
da regido Asia-Pacifico [57]. Dos 230 isolados resistentes aos carbapenémicos,
apenas 2 foram positivos para MBL (IMP-4 e VIM-2) e 162 foram positivos para
OXA. A enzima OXA-23 foi a mais prevalente entre esses isolados e foi
identificada em seis paises diferentes. A disseminacdo clonal de isolados né&o

relacionados epidemiologicamente (procedente de diferentes paises) foi
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constatada por PFGE e Ribotipagem e durante o periodo do estudo, doze
diferentes grupos clonais (todos OXA-23 positivos) foram identificados.

O primeiro relato de disseminacdo de OXA-23 na América Latina ocorreu na
Colombia. Villegas e colaboradores avaliaram isolados provenientes de dez
diferentes hospitais do pais coletados no ano de 2005. Constataram a presenca
de mais de 20 diferentes grupos clonais, sendo 4 mais prevalentes. Através da
técnica de PFGE este estudo evidenciou a disseminacao clonal entre hospitais da
mesma cidade e entre hospitais de cidades diferentes [123].

No Brasil, poucos trabalhos investigando a disseminacdo de CRADb tém sido
publicados. Estudo realizado na cidade de Sao Paulo, avaliou 73 isolados de
CRAD coletados entre 1993 e 2001 de um unico hospital. Os autores observaram
um aumento na prevaléncia do gene blayp.; que variou de 0% em 1993 a 100%
no periodo de 1999-2001. Na ribotipagem foram identificados 20 ribogrupos

diferentes, sendo que dois destes foram os mais prevalentes [39].

Em contrapartida, um estudo realizado na cidade do Rio de Janeiro, néo
identificou nenhum isolado positivo para os genes de MBL pesquisados, mas
87,3% dos isolados foram positivos para blaga-23. ESte estudo avaliou isolados de
CRADb de oito diferentes hospitais entre 2006 e 2007. Os isolados foram separados
em cinco diferentes grupos clonais por PFGE sendo que dois deles foram os mais

prevalentes e ambos encontrados em diferentes hospitais [46].

5.10. Medidas de Controle de Infeccdo

As infec¢cBes nosocomiais podem ser endémicas, epidémicas ou esporadicas.
Normalmente as infecgcdes endémicas sdo o principal alvo de atuacdo dos
servicos de controle de infeccdo. As infeccBes epidémicas sdo definidas pela
ocorréncia de uma taxa de infeccdo estatisticamente maior quando comparada

com a taxa de infeccao histérica da instituicdo [82].
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O manejo de surtos causados por CRAb ndo é muito diferente para os demais
microrganismos MDR. A primeira questdo a ser investigada em um surto é a

existéncia de uma fonte comum de disseminagéo do patégeno.

Como a epidemiologia dos surtos causados por CRAb é bastante complexa,
algumas medidas especiais precisam ser tomadas [2]. O principal aspecto a ser
avaliado e intensificado é a higienizacdo do ambiente. Solu¢Bes desinfetantes
devem ser utilizadas de modo adequado (tempo e concentracdo) para que haja
efetividade no processo e evite a selecao de cepas resistentes [91].

Além do ambiente, os equipamentos médicos também necessitam de atencdo
especial durante os processos de higienizacio e esterilizacdo [11]. E importante
ainda, procurar utilizar sistemas de succao fechados para evitar a contaminacao
do ambiente com aerossois contendo o microrganismo. A adesao dos profissionais
de saude a essas medidas, associado a higienizacdo de maos e ao uso de
precaucdes de contato, tém demonstrado um grande impacto no gerenciamento
destes surtos [3, 113, 116, 121, 135]. Em algumas situagdes, principalmente
durante surtos, ndo € possivel isolar todos os pacientes colonizados e infectados.
Diante este fato, pode-se ainda adotar o agrupamento em coorte onde ficardo
somente os pacientes portadores do microrganismo com profissionais exclusivos

para os cuidados destes pacientes [111, 113].

Culturas de vigilancia tém sido utilizadas como alternativa na identificacao
precoce de pacientes colonizados. Entretanto, a literatura demonstra resultados

contraditérios quando se mede a relacéo custo-beneficio desta prética [107, 113].

Em 2006, Furtado e colaboradores avaliaram a prevaléncia de -culturas
positivas de Acinetobacter sp. e Pseudomonas aeruginosa apés a implantacao de
um programa de culturas de vigilancia. Os autores observaram que associada a
outras medidas, a pratica € importante na definicdo dos pacientes que deverao ser

isolados e submetidos as precaucdes de contato [122].
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Em 2007, Marchaim e colaboradores avaliaram a sensibilidade da cultura de
vigilancia para detectar pacientes colonizados por A. baumannii MDR. Diferente do
qgue é observado para S. aureus e Enterococcus sp., a sensibilidade da cultura de
vigilancia para A. baumannii MDR foi muito baixa. Quando a coleta é realizada em
apenas um sitio, os autores tiveram 30% de sensibilidade e quando a coleta foi
realizada em multiplos sitios, a sensibilidade chegou a 55% [136]. Assim, medidas
rigorosas de controle de infeccdo e a pesquisa de cepas epidémicas podem ter

melhores resultados em prevenir ou diminuir a disseminagéo de CRAb.

Em 2009, Morgan e colaboradores avaliaram as diferentes medidas de controle
de infeccao adotadas por 11 diferentes hospitais de Nova lorque dez anos apds os
primeiros surtos serem relatados. As taxas de infeccdo nas UTIs destes hospitais
variaram entre 0.51-4.9 isolados/1000 leitos-dia. Nao houve diferenca estatistica
significativa entre as taxas de hospitais que usaram as medidas de precaucéo de
contato quando comparadas com aqueles que ndo usaram. Os autores relatam a
falta de padronizacédo na definicdo de multiresisténcia e a variedade de praticas de
controle de infeccdo adotadas entre os hospitais como sendo a principal

observacéao do estudo [129].

O gerenciamento do uso de antimicrobianos também é fundamental para evitar
surtos por MDR. A emergéncia de CRAb ocorre normalmente associada a pressao
seletiva do uso prolongado de fluorquinolonas, carbapenémicos e cefalosporinas
de amplo espectro [1, 111, 113]. Um estudo associou a emergéncia e persisténcia
de CRADb ao uso indiscriminado de fluorquinolonas [119]. Entretanto, mais estudos
s80 necessarios para o esclarecimento do real impacto da pressao seletiva de

antimicrobianos na selecdo de CRADb.

O ultimo aspecto, mas de grande importancia no gerenciamento de surtos,
atribui-se as questdes administrativas. Condi¢cbes de trabalho adequadas,
recursos humanos capacitados e qualificados e politica de gerenciamento do uso
de antimicrobianos sédo essenciais para que medidas efetivas de controle de

infeccdo possam ser implantadas [111, 113].
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Vigilancia epidemioldgica ativa deve ser realizada para avaliar a efetividade
das medidas e a eficacia da terapia antimicrobiana usada [82]. Um resumo dos
principais fatores atenuantes e agravantes para a emergéncia e disseminacao de

CRADb séo apresentados na figura 4 [111] .

5.11. Tratamento das Infeccdes

O tratamento das infec¢Bes causadas por A. baumannii € baseado em estudos
observacionais retrospectivos, série de casos e dados in vitro. Ndo ha na
literatura, ensaios clinicos controlados que tenham avaliado o uso de
antimicrobianos no tratamento destas infeccbes [3]. Fluorquinolonas,
carbapenémicos e sulbactam s&o normalmente os farmacos de escolha para o
tratamento de infeccbes causadas por A. baumannii, desde que o isolado seja

susceptivel nos testes laboratoriais [2, 3, 111, 113].

Sulbactam mantém-se ativo in vitro contra a maioria dos isolados e tem sido
usado com sucesso em pneumonias associadas a ventilacdo mecéanica e
meningites, entretanto a baixa reprodutibilidade dos testes in vitro, aumenta a
inseguranca do uso deste antimicrobiano no tratamento de infec¢bes graves [3,
137].

Os carbapenémicos sdo os farmacos B-lactamicos de maior espectro e
considerados como a melhor opcéo terapéutica no tratamento de infec¢des graves
por A. baumannii [23, 27]. Estas moléculas foram originadas a partir de compostos
naturais presentes no solo e assim é possivel entender que microrganismos
presentes no solo teriam a capacidade de degradar esses compostos para
sobreviverem [24]. Deste modo, a selecdo e a inducao de fendtipos de resisténcia

aos carbapenémicos limitam muito as opcdes terapéuticas.

A resisténcia aos carbapenémicos que tem se disseminado amplamente pelos

hospitais em diferentes paises, tém reduzido significativamente as alternativas de
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tratamento destas infec¢des [3], pois a maioria dos isolados que expressam
resisténcia aos carbapenémicos também sao resistentes a praticamente todas as

outras classes de antimicrobianos.

Falhas terapéuticas durante o tratamento com carbapenémicos podem estar
associadas a fenétipos de heteroresisténcia. A heteroresisténcia é definida como
uma subpopulacdo resistente dentro de uma populacdo sensivel. Essa
subpopulacao resistente pode ser detectada pela presenca de colbnias dentro do
halo de inibic&o do crescimento (quando se usa fitas para determinacéo da CIM ou
disco-difuséo) ou pelo crescimento na presenca do antimicrobiano (quando se usa
a difusdo em Agar) [138, 139].

Dois estudos relacionados a heteroresisténcia em CRAb demonstraram que
essa subpopulacédo pode estar associada a mecanismos de inducédo do fendtipo
de resisténcia na presenca de carbapenémicos o que poderia levar a falha
terapéutica. Entretanto, esse € um tema ainda pouco estudado em CRADb [138,
139].

Devido as dificuldades no tratamento de infec¢cdes por CRAb, o uso das
polimixinas aumentou nos ultimos anos. As polimixinas atuam desestabilizando a
membrana celular bacteriana levando a morte celular. Este efeito € concentracao
dependente. O sucesso destes farmacos para tratar pneumonia associada a
ventilacdo mecanica, principalmente pela via parenteral tem sido relatado [140]. O
grande problema associado a nefrotoxicidade tem sido desmistificado ja que este
efeito parece ser bem controlado quando o farmaco € administrado em doses
adequadas [141, 142].

Além de alguns casos de resisténcia a polimixina ja terem sido relatados, a
heroteresisténcia ja relatada durante a monoterapia parece ser um problema
preocupante [76]. Owen e colaboradores observaram o fenétipo de
heteroresisténcia e sugerem que a terapia combinada poderia evitar a emergéncia

de resisténcia durante o tratamento [143].
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A tigeciclina, uma glicilciclina, tem sido usada no tratamento de infecgbes
causadas por CRAD. A tigeciclina é derivada da minociclina e & o primeiro agente
disponivel comercialmente desta nova classe. Possui atividade bacteriostatica e é
capaz de evitar mecanismos de resisténcia comuns as outras tetraciclinas.

Entretanto, relato de resisténcia tem associado 0 mecanismo a expressao de
bombas de efluxo do tipo RND [144].

Os estudos sobre a eficacia da tigeciclina contra infeccbes por CRAb sdo
controversos. Alguns estudos relatam bons resultados contra pneumonia
associada a ventilacdo mecéanica e bacteremias [145, 146]. Entretanto, Anthony e
colaboradores relataram falha terapéutica em alguns casos de bacteremia [147].
Assim, mais estudos sdo necessarios para que a eficacia da tigeciclina contra

infec¢des por CRAD possa ser melhor elucidada.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo Geral

Avaliar o perfil epidemiolégico e molecular de amostras de Acinetobacter sp.
resistentes aos carbapenémicos, isoladas na cidade de Porto Alegre.

6.2. Objetivos Especificos

1. Avaliar o perfil epidemiologico de amostras de Acinetobacter sp. resistentes
aos carbapenémicos, isoladas de pacientes infectados/colonizados entre
2007 e 2008 em hospitais da cidade de Porto Alegre

2. ldentificar a possivel presenca de metalo-p-lactamases (SPM-1, VIM-2,
IMP-1) nas amostras em estudo

3. Avaliar a emergéncia e a disseminacdo dos isolados de Acinetobacter
baumannii produtores de metalo-p-lactamase entre os hospitais da cidade
de Porto Alegre

4. Identificar a possivel presenca de oxacilinases (OXA-23, OXA-24, OXA-58)
nas amostras em estudo

5. Avaliar a disseminacao clonal entre as amostras isoladas do meio ambiente
e as amostras isoladas de pacientes infectados/colonizados por
Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos no periodo do
estudo

6. Avaliar a disseminacdo clonal entre as amostras isoladas de pacientes
infectados/colonizados por Acinetobacter baumannii  resistentes aos
carbapenémicos, entre os hospitais da cidade de Porto Alegre, no periodo

do estudo
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8. TABELAS

Tabela 1. Descricdo das Espécies de Acinetobacter spp.*

Nome da Espécie
A. calcoaceticus
A. baumannii
A. haemolyticus
A. junii
A. johnsonii
A. lwoffii
A. radioresistans
A. ursingii
A. schindleri
A. parvus
A. bouvetii
A. baylyi
A. towneri
A. tandoii
A. grimontii
A. tjernbergiae
A. gerneri
A. venetianus

Espécie Gendmica
1
2
4
5
7
8,9
12

3
6
10
11
13BJ/14TU
14BJ
15BJ
16
17
13TU
15TU
“Entre 1e 3”
“Fortemente relacionada a 13TU”

* Adaptado de Dijkshoorn L., et.al., 2007 [3].
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Tabela 2. B- Lactamases identificadas em A. baumannii*

Classificagao de Bush- Classificagéao de
Jacoby-Medeiros Ambler

1 C

2b A
2be A

2C A

2d D

2e B
2f** A

*Adaptado de Zavascki A., et. al., 2010 [25].
**Robledo IE., et. al., 2009 [26].
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Enzima

AmpC
TEM-1e 2
PER-1e 2
VEB-1,-lae 3
TEM-92 e -116
SHV-5e -12
GES-11
CTX-M-2
RTG-2, CARB-2 e RTG-4

Oxacilinases

IMP-1, -2, -4, -6, -8, -11
VIM-1, -4, -11
SIM-1

KPC-2, -3, -4, -10



Tabela 3. Subgrupos de OXA-carbapenemases identificadas em A. baumannii*

Grupo Subgrupo Componentes Localizacao Pais de
Filogenético do Subgrupo Origem
1 OXA-23 OXA-27, -49 Plasmidial e Reino Unido,
Cromossomal  Singapura e
China
2 OXA-24 OXA-25, -26, Cromossomal Espanha,
-40,-72 Bélgica,
Franca e
Tailandia
3 OXA-51 OXA-64 a -71, Cromossomal Argentina
-75 a -78, -84, -86
a -89, -91, - 92,
-94e-95e
outras
4 OXA-58 OXA-96, -97** Plasmidial e Franca,
Cromossomal  Singapura,
Tunisia
5 OXA-143 Unica Plasmidial Brasil***

* Adaptado de Poirel and Nordmann, 2006 [5].

** Zavascki et al., 2010 [25].
*** Higgins et al., 2009 [42].
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- Resisténcia ao soro e ao sistema
complemento

Sobrevivéncia no Ambiente

-Resisténcia a Dessecacéao, a Desinfeccéo
e aos antimicrobianos

-Versatilidade Nutricional

-- Formacéo de Biofilme em superficies e
equipamentos

-- Quorum-sensing regulando a formagao
de biofilme

Figura 1. Fatores que contribuem para a permanenéncia no ambiente, infeccao
e colonizacao de pacientes por A. baumannii*

*Adaptado de Dijkshoorn L., et al., 2007 [3].
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OXA-23-like

Distribuigdo: Europa, Australia, Coréia,
Tahiti, China, Singapura, Brasil, EUA,

. M . 63% Paquistao, Noumea, Libia
D's"_'b“"?a": BranI 7 _ Localizagéo: Cromossomal & Plasmidial
Localizag&o: Plasmidial - Elemento IS associado: ISAbal e ISAba4 48%
0
y
0 .
889, 60% | OXA-58-like

Distribuig¢ao: Franca, Espanha,
Bélgica, Turquia, Roménia, Grécia,
. Italia, UK, Australia, Argentina, EUA,

OXA-24-like 47% Austria, Paquistao, Kuwait

Distribuigdo: Espanha, Bélgica, Localizagdo: Cromossomal ou

EUA, Portugal e B Plasmidial
Localizagdo: Cromossomal ou Elemento IS Associado:
Plasmidial ISAbat, 2, 3e IS18
Elemento IS associado: nenhum |
56%

63% — 599,
g 0

OXA-51-like

Distribuigao: Ocorréncia Natural na
I espécie
\ A. Baumannii

/
\ Localizagao: Cromossomal /

— _ Elemento IS associado: ISAba1 -

—
— P
- B

Figura 2. Resumo da distribuicdo e contexto genético enzimas do tipo

OXA em A. baumannii *

As setas e as porcentagens correspondentes representam o grau de
homologia de aminoacidos entre os diferentes grupos de enzimas. Os grupos
dentro dos retangulos significam enzimas adquiridas em contraste com o

grupo OXA-51-like dentro da elipse que é de ocorréncia natural.

* Adaptado de Peleg et. al., 2008 [1].
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Figura 3. Representacdo esquematica da origem do gene blaoxa-2s.

Ab — A. baumannii; Ar- A. radioresistens. A- Transferéncia do elemento de
insercdo ISAbal de Ab para Ar; B- Insercdo de ISAbal upstream e/ou
dowstream ao gene bla oxa-2s formando a estrutura de transposon (Tn2008
ou Tn2006); C- Transposicdo do elemento moével do cromossomo de Ar
para um plasmidio; D- Transferéncia do plasmidio contendo o gene
bla oxa-23 associado ao elemento promotor de Ar para Ab; E — Ab contendo o

gene bla pxa-23 completo.

76



Acinetobacter sp.
Susceptivel aos
Antimicrobianos

Fatores Agravantes

Exposi¢éo a antimicrobianos
Transferéncia de elementos
genéticos moveis

Fatores Atenuantes

Acinetobacter sp.
resistente aos
antimicrobianos

Antibioticoterapia
baseada em estudos
de PK/PD

(stewardship)

Fatores Atenuantes

Higienizagdo das méos
Precauc¢éo Padrdo
Precaucéo de contato
apropriada — cohorte da equipe
e dos pacientes
Limpeza e desinfecgéo de
equipamentos e do ambiente
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Figura 4. Fatores importantes na emergéncia e disseminacao de Acinetobacter

MDR*

Fatores Agravantes

Tempo de Internagéo
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Ventilacdo Mecanica
Procedimento cirdrgico
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Infec¢do negligenciadas
Gravidade da Doenca
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Unidades de
{\ Cuidados Agudos
Comunidade
Hospitais

Transmisséo
associadaaos
cuidados de
Saude

Unidades de Longa
Permanéncia

* Adaptado de Maragakis LL., et al.,2008 [111].
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Acinetobacter baumannii has emerged as important nosocomial pathogen
due to its ability of long-term survival in the hospital environment, which facilitate
spreading, causing institutional outbreaks, and due to acquired multiple
mechanisms of antimicrobial resistance [1]. A number of factors such as
immunesuppression, use of invasive devices and use of antimicrobial agents have
been reported as increasing the risk of infection or colonization by this

opportunistic pathogen [2].

The carbapenems used to be an effective therapeutic option for treatment of
Acinetobacter sp. infections. However, in the last few years; carbepenem-resistant
Acinetobacter species were recovered worldwide. Loss of porins, alterations in the
penicillin-binding protein (PBP) affinity, and different class B (metalloenzymes) and
D (OXA enzymes) b-lactamases have been associated with resistance to

carbapenems in A. baumannii [3].

The OXA carbapenemases of Acinetobacter are divided into four
phylogenetic subgroups: OXA-23, OXA-24 and OXA-58 (acquired enzymes) and
OXA-51 that is intrinsic to A. baumannii [4]. In Brazil, the first report of acquired
oxacillinase has been described in Curitiba [5] in 2003 but the carbapenem
resistance seems to constitute an emerging problem in other regions of the country

and Latin America [6].

In Porto Alegre, a city with 1,4 million inhabitants and 7700 of beds situated
in 25 hospitals, the first isolate of carbapenem-resistant A. baumannii (CRAB) was

identified only in 2004 but further CRAB has been reported to the local Health
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Department in an unprecedented outbreak involving 16 hospitals and more than

500 detected cases from 2004 to 2008 [7].

The goal of this study was to investigate the mechanisms of emerging
resistance to carbapenems in multiresistant A. baumannii isolates and to

characterize the molecular type using pulsed-field gel electrophoresis.

A total of 53 CRAB isolates were obtained from patients attending two
university tertiary teaching hospitals in Porto Alegre from July to December, 2007
(1 isolate per patient). Three isolates were obtained from the environment in
hospital 2 through surveillance culture during an outbreak investigation. Isolates
were identified using the API 20NE system (Biomerieux, Basingstoke, United

Kingdom).

Antimicrobial susceptibility test was performed by the disk-diffusion method,
as described by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) [8]. The MICs of

imipenem and meropenem were established using the E-test.

The presence of genes coding for blaOXA-23-like, blaOXA-24-like, blaOXA-
58-like and blaOXA-51-like were detected by multiplex PCR as described
previously with minor modifications [9]. Positive controls included Acinetobacter
spp. strains known to produce OXA-23-like, OXA-24-like and OXA-58-like enzymes
[5], and the type strain of A. baumannii ATCC 19606 (negative control) for these

genes and positive for OXA-51-like (intrinsic to A. baumannii).
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All three isolates from the hospital environment as well as a set of 13 clinical
isolates of CRAB, randomly selected from all clinical isolates, which were stored at
-80°C, were selected for molecular typing. Macroestriction analysis of
chromosomal DNA with Smal (Invitrogen, Paisley, United Kingdom) was carried
out by pulsed field gel electrophoresis (PFGE) using a CHEF-DRII apparatus. The
band patterns were interpreted according to the recommendations of Tenover et al

[10].

The 53 clinical isolates were recovered from the lower respiratory tract (n=39),
blood (n=9), urine (n=2) and other clinical specimens (n=3). These isolates were
obtained from adult patients in intensive care units (ICU; n=42) and from a clinical
ward (n=11). Three CRAB isolates from the environment were obtained from a
mobile RX machine, from a shelf at the infirmary and from the surface of a table

surrounding the bed from a colonized.

All clinical and environmental isolates proved to be resistant to carbapenems by
the disk-diffusion method as well by E-test (MIC > 16 pg/mL). All clinical isolates of
CRAB were also resistant to ciprofloxacin, gentamycin, piperacillin/tazobactan and
trimethoprim/sulphametoxazole. Only a minority of CRAB was susceptible to

ampicillin/sulbactam and ceftazidime (data not shown).

All CRAB isolates were positive for blaoxa-23-ike gene but none presented blaoxa-
sa-ike OF Dlaoxa-24-ike geNes. The presence of the gene blagxa-si-ike IN all isolates

confirmed to be A. baumannii [9].
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A total of 16 CRAB isolates were randomly selected for molecular typing (Table
1). Five distinct PFGE profiles were identified among the 16 CRAB isolates from
both hospitals. Two major types were identified: type “A” (5 isolates) and type “B”
(7 isolates). Type “A” was found only in hospital 1 in contrast to type “B” which was
found in both hospitals (one isolate in hospital 1 and 6 isolates in hospital 2). All
three CRAB obtained from the environment from hospital 2 proved to belong to
major type “B”. There was no correlation between the susceptibility profile and the

PFGE type of CRAB isolates.

The emergence of resistance to carbapenems in A. baumannii has limited the
therapeutic options to treat infections caused by these bacteria. In fact, CRAB tend
to be multi-resistant [11] and in this study the multi-resistance was confirmed as
only a minority of CRAB were susceptible to other antibiotics. It has been,
therefore, suggested that colistin may be the only antibiotic effective against CRAB

[11]. We did not evaluate the polymyxins in the present study.

Although penicillin-binding protein modification and/or porin loss have been
reported as mechanisms of resistance in Acinetobacter spp, it is the
carbapenemase production the most worrying mechanism of f-lactamase
resistance in the genus [12]. In fact, the combination of B-lactamase production

and porin loss is the most synergic resistance mechanism to carbapenems.

The OXA-23 enzyme has originally been reported in Acinetobacter from
Scotland in 1985 and termed ARI-1 [13]. OXA-23 was further reported in patients

from England, South America and Asia [13]. In the present report, we were able to

82



identify the A. baumannii producing OXA-23 enzyme in all clinical isolates and this

is the first report the OXA-23 in the city of Porto Alegre.

We were able to type 16 CRAB isolates by PFGE and we found that there
were two main types and a few minor types disseminated in both hospitals.
Noteworthy, CRAB clinical isolates from the same type were found in both
hospitals and CRAB from the environment also belonged to this major type. This
indicates that the OXA-23 CRAB dissemination may occur in both ways: by
transmission of the same strain among different patients and from the environment
as well as by horizontal transmission of the genetic element carrying this gene. In
fact, the polyclonal dissemination of CRAB has been described in other studies

around the world [14,15].

In conclusion, our work indicates that OXA-23 enzyme is probably the major
factor for carbapenem resistance in A. baumannii in the two teaching hospitals
from Porto Alegre although other resistance mechanisms may be involved.
Moreover, the CRAB dissemination may be complex as it may be related to both
patient-to-patient transmission and/or the spreading of the genetic element

containing the gene.
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Table 1. Molecular typing of A. baumannii OXA-23 isolates

Hospital Isolate

number

9

10
12
20
28
31
41
70
56**
71
12%*
105
120
122
127
129

N N NN NNDNNDNRPP P P R R p

*AMPS - ampicilin/sulbactam, CAZ — ceftazidime, CIP — ciprofloxacin, GEN — gentamicin,
IMI — Imipenem, MER — Meropenem, PIP — piperacillin-tazobactam, SUT — trimethoprim-

sulfamethoxazole ; ** environmental isolates
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Acinetobacter baumannii tem emergido como um importante patégeno
nosocomial, devido a sua habilidade de sobreviver por longos periodos no
ambiente hospitalar, fato que facilita a disseminacdo levando a surtos nas
instituicdbes e devido a aquisicdo de multiplos mecanismos de resisténcia
antimicrobiana [1]. Alguns fatores tais como imunossupressao, procedimentos
invasivos e 0 uso de antimicrobianos tem sido relatado como fatores de risco que
aumentam as chances de infeccdo ou colonizacdo por este patégeno oportunista
[2].

Os carbapenémicos séo utilizados como uma efetiva opcao terapéutica
para o tratamento de infec¢cdes causadas por Acinetobacter sp. Entretanto, nos
ultimos anos, espécies de Acinetobacter resistentes aos carbapenémicos foram
isoladas por todo o mundo. Perda de porinas, alteracbes na afinidade das
proteinas ligantes de penicilinas (PBP) e diferentes b-lactamases da classe B
(metaloenzimas) e da classe D (enzimas do tipo OXA) tem sido associados com a

resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii [3].

As OXA carbapenemases identificadas em Acinetobacter séo divididas em
guatro grupos filogenéticos: OXA-23, OXA-24 and OXA-58 (enzimas adquiridas) e
OXA-51 que é intrinseca a A. baumannii [4]. No Brasil, o primeiro relato de
oxacilinase adquirida foi descrito em Curitiba em 2003 [5] mas a resisténcia aos
carbapenémicos tem sido vista como um problema emergente em outras regioes

do pais e da América Latina [6].
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Em Porto Alegre, uma cidade com 1,4 milhdes de habitantes e 7700 leitos
situados em 25 hospitais, o primeiro caso de A. baumannii resistente aos
carbapenémicos (CRAB) foi identificado somente em 2004 mas posteriormente,
casos de infeccao/colonizacédo por CRAB foram relatados ao Departamento de
Saulde Local em um surto sem precedentes envolvendo 16 hospitais e mais de

500 casos de 2004 a 2008 [7].

O objetivo deste estudo foi investigar os mecanismos envolvidos na
emergéncia da resisténcia aos carbapenémicos em isolados de A. baumannii
multiresistentes e caracterizar o perfil molecular usando pulsed-field gel

electrophoresis.

Um total de 53 isolados de CRAB foram obtidos de pacientes atendidos em
dois hospitais terciarios, técnicos e universitarios de Porto Alegre, de Julho a
Dezembro de 2007 (1 isolado por paciente). Trés isolados foram obtidos do
ambiente do hospital 2, através de culturas de vigilancia durante a investigacao de
um surto. Isolados foram identificados pelo sistema API 20NE (Biomerieux,
Basingstoke, United Kingdom). Teste de Susceptibilidade aos Antimicrobianos foi
realizado pelo método de disco-difusdo, de acordo com as recomendacfes do
Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) [8]. A CIM do imipenem e do

meropenem foi determinada por E-test.

A presenca dos genes codificando para blaOXA-23-like, blaOXA-24-like,
blaOXA-58-like and blaOXA-51-like foi detectada pelo método de Multiplex PCR

como previamente descrito, com poucas modificacdes [9]. Controles positivos
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incluindo cepas de Acinetobacter spp produtoras de OXA-23-like, OXA-24-like and
OXA-58-like [5] e a cepa de of A. baumannii ATCC 19606 foi usada como controle
negativo para esses genes e positivo para OXA-51-like (intrinseco de A.

baumannii).

Todos os isolados coletados do ambiente hospitalar bem como um conjunto
de 13 isolados clinicos de CRAB, aleatoriamente selecionados de todos os
isolados clinicos que foram estocados a -80°C, foram selecionados para tipagem
molecular.  Macrorestricio do DNA com Smal (Invitrogen, Paisley, United
Kingdom) foi seguida por pulsed field gel electrophoresis (PFGE) usando o
equipamento CHEF-DRII. O padrao das bandas foi interpretado de acordo com os

critérios de Tenover et al [10].

Os 53 isolados clinicos foram recuperados do trato respiratorio inferior (n=39),
sangue (n=9), urina (n=2) e de outros materiais (n=3). Estes isolados foram
obtidos de pacientes adultos nas unidades de terapia intensiva (UTI; n=42) e de
unidades clinicas (n=11). Trés isolados de CRAB do ambiente foram obtidos do
equipamento de RX, de uma prateleira e da superficie de uma mesa localizada ao

redor do leito de um paciente colonizado por CRAB.

Todos os isolados clinicos e do ambiente foram resistentes aos
carbapenémicos tanto por disco-difusdo quanto por E-test (CIM > 16 pg/mL).
Todos os isolados clinicos foram também resistentes a ciprofloxacina,

gentamicina, piperacilina/tazobactam e sulfametoxazol/trimetoprim. Apenas alguns
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poucos isolados de CRAB foram suscetiveis a ampicilina/sulbactam e ceftazidima

(dados nédo mostrados).

Todos os isolados de CRAB foram positivos para o gene blaoxa-2zike Mas
nenhum apresentou 0s genes blaoxa-ssike OU Dblaoxa-24ike. A presenca do gene
blagxa-51-ike €M todos 0s isolados confirmou que 0s mesmos séo A.

baumannii [9].

Um total de 16 isolados de CRAB foram aleatoriamente selecionados para
tipagem molecular (tabela 1). Cinco diferentes perfis de PFGE foram identificados

entre os 16 isolados.

Dois tipos majoritarios foram identificados: tipo A (5 isolados) e tipo B (7
isolados). O tipo A foi encontrado somente no Hospital 1 ao contrario do tipo B que
foi encontrado em ambos hospitais (1 isolado no hospital 1 e 6 isolados no hospital
2). Todos os isolados de CRAB obtidos do ambiente foram do hospital 2 e
pertencem ao tipo B. Nao houve correlacédo entre o perfil de suscpetibilidade e o

perfil de PFGE dos isolados de CRAB.

A emergéncia da resisténcia aos carbapenémicos em A. baumannii tem limitado
as opcoes terapéuticas para o tratamento das infeccbes causadas por esta
bactéria. Na realidade, isolados CRAB tendem a ser multiresistentes [11 e neste
estudo este fato foi confirmado, ja que somente poucos isolados foram

susceptiveis a outros antimicrobianos. Nesta situacdo, provavelmente apenas a
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colistina possa ser efetiva contra CRAB [11]. No presente estudo, as polimixinas

nao foram avaliadas.

Embora modificacdo nas proteinas ligantes de penicilinas e/ou perda de porinas
tenham sido relatados como mecanismos de resisténcia em Acinetobacter spp., a
producdo de carbapenemases € 0 mais preocupante mecanismo de resisténcia
aos B-lactamicos neste género [12]. Cabe ressaltar que a combinacdo de p-
lactamases e a perda de porinas é o mecanismo de resisténcia mais efetivo para

os carbapenémicos.

A enzima OXA-23 foi originalmente relatada em Acinetobacter no ano de 1985
na Escocia e foi denominada de ARI-1 naquela ocasido [13]. No presente relato,
nos identificamos a produgéo da enzima OXA-23 em todos os isolados clinicos de
A. baumannii testados e este é o primeiro relato de OXA-23 na cidade de Porto

Alegre.

Noés realizamos a tipagem molecular de 16 isolados de CRAB por PFGE e
encontramos dois tipos principais e um tipo minoritario disseminado em ambos 0s

hospitais.

Notoriamente, isolados clinicos de CRAB do mesmo tipo foram encontrados em
ambos os hospitais e isolados obtidos do ambiente também pertenceram a este
tipo majoritario. Isto indica que a disseminacdo de CRAB OXA-23 pode ocorrer de
ambas as formas: por transmissdo de uma mesma cepa entre diferentes pacientes

e a partir do ambiente bem como pela transmissdo horizontal de elementos
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genéticos moveis contendo este gene. E fato que a disseminacdo policlonal de

CRAB tem sido descrita em outros estudos ao redor do mundo [14,15].

Concluindo, nosso trabalho indique que a enzima OXA-23 é provavelmente o
fator principal da resisténcia aos carbapenémicos nos dois hospitais de Porto
Alegre embora outros mecanismos possam estar envolvidos. A disseminacao de
CRAB é complexa e pode envolver tanto a transmissdo de paciente a paciente
e/ou a transferéncia de elementos genéticos moéveis contendo o gene de

resisténcia.
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Tabela 1. Tipagem Molecular de isolados de A. baumannii produtores de OXA-23

Hospital

2

2

*AMPS - ampicilina/sulbactam,

NO

Isolado

10
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28
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41

70
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72**
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Perfil de Susceptibilidade*
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sulfametoxazol/trimetoprim ; ** isolados do ambiente
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CAZ - ceftazidima, CIP — ciprofloxacina, GEN -
gentamicina, IMI — Imipenem, MER — Meropenem, PIP — piperacillina/tazobactam, SUT —

Grupo

PFGE
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ABSTRACT

Background: Acinetobacter baumanni has frequently been associated to outbreaks
in ICU in the last decade. The ability to acquire resistance to antibiotics in particular
to carbapenems, as well as to be spread among patients, is related the capacity to
cause outbreaks. The aim of this study was to evaluate the spread of A. baumannii

carbapenem-resistant in the city of Porto Alegre by means of molecular typing.

Methods: A. baumannii isolates (n=240) from ICU of five hospitals were recovered
from July 2007 to June 2008. PCR was used to identify the presence of genes
blaoxa-23-ikes blaoxa-24-ike, Dlaoxa-s1-ike, blaoxa-ssike. The REP-PCR and PFGE were

performed for molecular typing.

Results: The isolates were collected mostly from men over 50 years which
underwent mechanical ventilation. Twenty-two clonal groups were obtained by
REP-PCR and fourteen clonal groups were obtained by PFGE using cut-off of 85%
to establish the similarity level. Eight major clonal groups were obtained by

molecular typing and three of them were found in all hospitals.

Conclusion: The presence of 3 major clones in all hospitals demonstrates the
spread of A. baumannii inter-institucional. The REP-PCR method is a good and
fast alternative technique for typing. The monitoring of epidemic strains by

molecular methods is more important to preventing or to reducing spread these.

Keywords: REP-PCR, PFGE, carbapenem-resistant, A. baumannii
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INTRODUCTION

Opportunistic microorganisms such as Acinetobacter sp. has emerged in
recent years as important nosocomial pathogens mainly due to multidrug-
resistance. Acinetobacter baumannii also has special characteristics such as
resistance to desiccation, the ability to survive for long periods on dry surfaces and
propensity to acquire resistance determinants to a wide range of antibacterial

agents [1, 2].

Carbapenems were the therapy of choice to treat serious infections caused
by Acinetobacter baumannii [3]. However, outbreaks related to A. baumannii to
producing of carbapenemases, especially oxacillinases, have been widely reported
[1, 4]. Patients who underwent invasive procedures, immunocompromised and
admitted to ICU are the most affected [5]. Common infections include mainly

ventilator-associated pneumonia and bacteremia [3].

Different countries have reported the occurrence of distinct strains of
Acinetobacter baumannii carbapenem-resistant related to hospital outbreaks,
which can be sporadic, epidemic or endemic [6-10]. Epidemic strains had been
reported in different hospitals co-circulating with sporadic strains [11, 12]. The
capacity of any strain to become epidemic and cause outbreaks is related to its
virulence factors and to resistance to multiple antibiotics [2]. Most of these
outbreaks have been attributed to expression of oxacillinases and among them the

gene blapxa-23 is the most widespread worldwide [1, 8, 13]. In last decade, some
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studies also have reported the spread of the gene blaoxa-23 among hospitals in

different cities in Brazil [7, 14, 15].

Molecular typing methods have been used to establish the genetic
relatedness among isolates from different sources. The pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) of DNA fragments has high discriminatory powder
however, it is labor intensive and costly [1, 16, 17]. Thus, typing methods based on
PCR, such as REP-PCR, have become an alternative for PFGE for A. baumannii
typing [17, 18]. Therefore, the objective of this study is evaluated by PFGE and

REP-PCR the dissemination of CRAb among different hospitals in our city.

MATERIALS AND METHODS

Setting

This study was performed in Porto Alegre (PA) city, southern Brazil from July/2007
to July/2008. PA is a city with 1.4 million inhabitants and 7,223 hospital beds of
which 1,017 are ICU beds [19]. In the period of study, the local Department of
Health Surveillance was informed that occurred 408 cases of infection from 393
patients in ICU of different hospitals. We were able to evaluated 240 isolates of
Acinetobacter sp. carbapenem-resistant from ICUs of 5 hospitals which represent

61% of the total number of CRADb cases.
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Isolates and Susceptibility tests

Acinetobacter sp. isolates were obtained from different clinical specimens
collected only from patients admitted to ICUs. Only one isolated per patient was
included. Identification of the organisms was initially performed by either APl 20NE
(BioMerieux Basingstoke, United Kingdom) or Vitek 2 (BioMerieux Basingstoke,
United Kingdom) . Antimicrobial susceptibility test was performed by the disk-
diffusion method, as described by the Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI) [20]. Isolates were considered multidrug-resistant (MDR) whether resistant
to more than 3 classes of antibiotics and were considered pan-resistant (PAN-R)
whether resistant to all classes of antibiotics tested, except colistin [21]. The MIC of
imipenem was established using MICE®(Oxoid). PCR for the blaoxas: gene was
performed in order to identify A. baumannii. Isolates were collected and stored at -

80°C in glycerol broth.
PCR for Oxacillinases

The presence of genes coding for blaoxa-23-iike; blaoxa-24-iike, Dlaoxa-ss-ike aNd blapxa-
s1ike Were detected by multiplex PCR as described previously with minor
modifications [22]. Positive controls included Acinetobacter sp. strains known to
produce OXA-23, OXA-24 and OXA-58 enzymes that were previously sequenced,
and the type strain of A. baumannii ATCC 19606 (negative control for OXA-23,
OXA-24 and OXA-58) positive control for OXA-51-like (intrinsic to A.

baumannii).
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Molecular Typing

Isolated positive for OXA-23-like and OXA-51-like were selected to be genotyped
by REP-PCR using REP-1 and REP-2 primers. REP-PCR was performed as
described previously [16]. The following amplification protocol was used: initial
denaturation at 94°C for 10min, 30 cycles of denaturation at 94 °C for 1min,
annealing at 43°C for 1min, extension at 72°C for 1min and a final extension at
72°C for 16 min. REP-PCR products were separated by agarose gel (2%)

electrophoresis in 0,5X TBE.

At least one isolate of each REP-PCR clonal group was analyzed by PFGE using a
CHEF-DRII apparatus with the restriction endonuclease Apal [16]. Analysis of
PFGE patterns was performed by BioNumerics version 6.0 of photographs of

ethidium bromide-stained gels.

Isolates were considered to be part of a major cluster (clonal group) whenever they
had similarity higher than 85% after the dendrogram had been constructed using
the band-based Dice coefficient method [23]. A similarity matrix was clustered

using the unweighted pair group method of arithmetic averages (UPGMA).
RESULTS

In the period of this study, we evaluated 240 isolates of Acinetobacter sp. of
ICU patients from five hospitals of Porto Alegre: 41 (17.1%) from hospital 1, 118
(49.16%) from hospital 2, 24 (10.0%) from hospital 3, 32 (13.33%) from hospital 4

and 25 (10.41%) from hospital 5. The majority of isolates (162 - 67.5%) was
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obtained from the low respiratory tract, followed by blood (23 isolates - 9.58%),
urine (20 - 8.33%), wound (2 - 0.84%) and others (33-13.75%). One hundred and
six (60.8%) isolates were obtained from males and the average age was 55.46 *
19.15 years (mean = SD). Lengh of stay after CRAb diagnosis was 21.3 + 17.5
days (mean £ SD) and 62 (26%) of patients had been hospitalized in the last 90
days (table 1). It is of note that, 200 (83.5%) of patients underwent mechanical
ventilation and 228 (95.2%) received prior the diagnosis of infection by
Acinetobacter sp. Carbapenems were the most prescribed antibiotics (table 1)
followed by 3™ generation cephalosporins and quinolones. Of the 240 isolates, 139
(58%) were considered MDR and 101 (42%) were PAN-R. The majority of PAN-R

isolates (69 isolates -68.3%) were obtained from hospital 2.

We were able to identify the blaoxa-23-ike gene in 238 (99.0%) of isolates and
blaoxa-s1-ike gene in 239 (99.6%). A total of 211 isolates (all positive for OXA-23
and OXA-51) were submitted to molecular typing by REP-PCR and it was possible
to identify 22 clonal groups. According to REP-PCR the majority of CRAb isolates
175 (83%) were included in 8 clonal groups (table 2) each containing at least 10

isolates. On the other hand, eight clonal groups contained only one isolate.

Three REP-PCR clonal groups (clones 3, 4 and 11) were identified in all
hospitals (table 2). The distribution of these clones over time in each hospital
indicated that the clone 4 was more prevalent in March 2008 (figure 1). In fact,
clones 3 and 4 were more prevalent in the summer period (January, February and

March 2008) while clone 11 presented a more regular distribution towards an
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increase in May 2008 (fig. 1A). The increased numbers of isolates belonging to
clone 11 in May 2008 was related to an outbreak in hospital 5 (fig. 1F). The
number of isolates belonging to clones 3 and 4 tended to fluctuate over the study

period in different hospitals (fig.1B-E)

Forty one isolates representing each of the 22 REP-PCR clones were
further typed by PFGE (figure 2) and fourteen clonal groups were obtained. All
isolates of the eight major clonal groups by REP-PCR were similarity grouped by
PFGE and all were positive to blapxa-23 gene. Two isolates which were negative for

OXA-23 were considered unique strains by REP-PCR and PFGE.

The MIC of imipenem was determined for at least one isolate of each REP-
PCR clonal group. Twenty one isolates showed MIC = 12 yg/mL and of these, 10
presented MIC = 32 ug/mL (table 2). Only one isolate had MIC < 4 ug/mL and this

was considered an unique strain by molecular typing.

DISCUSSION

In this study, we were able to show that patients infected by CRAD in ICUs,
were mainly males with more than 50 years. Also, we found that 83.5% of these
patients underwent mechanical ventilation and 95.2% received antibiotics prior the
isolation of CRAb. These results are in accordance with other reports showing that
previous antimicrobial exposure and the use of mechanical ventilation are the main

risk factors for infection by CRAb [5, 6, 24, 25].

105



As we included only CRAD isolates in this study and all of them proved to be
MDR, it is possible say that the resistance to carbapenems is associated to other
resistance mechanisms such overexpression efflux-pumps that which may other

antibiotics [21] .

The use of PCR-based technique to determine the genetic relationship
among isolates has increased in recent years as it provided faster results than
PFGE [16, 17]. In our study, the REP-PCR showed similar results to PFGE.
Although we have found some conflicting results between REP-PCR and PFGE,
there was complete agreement between both methods for the 8 major clonal
groups. This fact demonstrates that the REP-PCR method can be used as an

alternative typing tool for rapid identification of epidemic strains.

We detected three common clonal groups by REP-PCR among the five
different hospitals in this study it indicating inter-hospital spread of CRAb [4, 11,
12]. The clonal groups 3 and 4 were the most prevalent in all hospitals except in

hospital five were the clonal group 7 was the most prevalent.

In fact, inter-hospital spread of CRAb can be associated to transfer of
infected and/or colonized patients from one hospital to another. This was reported
previously in France, England, Netherlands, USA and Colombia [8-10, 13, 18]. We
were not able to identify the dynamics of dissemination of CRAb among different
institutions, but they could have emerged, over time, from a common ancestor that
due to its genetic plasticity and ability to acquire antibiotic resistance, different

clones may have been generated [12].
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In addition, we observed a seasonal distribution of CRAb with peaks related
to summer months (January to March, 2008). This may be explained by the fact
that bacterial growth may be enhanced at high room temperatures [1]. In
opposition to this, there was an increase in the number of CRAb cases at Hospital

5 in June 2008 when twelve cases have been reported in this hospital.

The present study showed that during one year CRADb was not eradicated in
hospitals from Porto Alegre and this suggests that there was to an endemic
situation in our city. However, it was also possible to observe that occurred “mini-
outbreaks” in period of this study (fig.1). Contamination of the environment seems
to have a major role in situation of outbreak where multiple clones are identified [9].
In this case, control measures such active surveillance, intensified hand hygiene,
contact precaution with patient isolation or cohort, intensified cleaning and
disinfection of the environment, must be taken to contain the spread as already
reported in other studies [1, 2, 4]. Most of these measures were used in the
hospitals included in this study. However, it is difficult to maintain the same level of
commitment of health professionals with infection control procedures and,
therefore, the number of cases tended to increase again. Thus, monitoring of
endemic and epidemic strains by molecular typing is crucial to control and prevents

spreading of CRAD.
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Table 1. Clinical Characteristics of patients infected by Acinetobacter sp.

Variable N (%)

Sex

Male 106 (60.8)

Age, years (Mean, SV 55.46 * 19.15)

0-14 7 (3.0)
15-50 12 (29.8)
51-99 160 (66.8)

Length of stay, days (Mean, SV 21.3 + 17.5)

Invasive Procedure*

CvC 218 (90.8)
SV 213 (88.9)
VM 200 (83.5)
Surgery 134 (55.9)

Underlying Disease

Chronic lung disease 58 (24.0)
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Continuation Table 1.

Heart disease

Trauma

Diabetes

Imunossupression

Chronic kidney disease

Cerebrovascular disease

Antibiotic exposure in previous 90 days**

Third generation cephalosporins

Carbapenems

Polimixin

Quinolones

Other

82 (39.2)

31 (10.3)

48 (19.9)

31 (13.0)

74 (30.9)

32 (13.4)

228 (95.2)

67 (27.9)

94 (39.1)

12 (5.0)

66 (27.5)

3 (1.25)

*CVC: central venous catheter; SV: vesical catheter; VM: mechanical

ventilation

**Use of antibiotic before diagnostic infection by CRAb
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Table 2. Characteristics of Eight Majority Clonal Groups of A. baumannii

PFGE Clonal REP-PCR Clonal Hospital MIC [ug/mL] (n)
Group (n) Group (n)

A (5) 4 (54) 1,2,3,45 > 32 (4)

C (10) 3 (31) 1,2,3,45 > 32 (3)

E (2) 2 (16) 1,2,3,4 16 (2)

F (8) 1(13) 2,35 >32(2)

G (1) 5 (11) 1,2,4,5 16 (1)

H (3) 13 (12) 2,3,4,5 24 (3)

1 (3) 7(27) 2,3,4,5 16 (3)
0 (1) 11 (11) 1,2,3,45 >32 (1)
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Figure 1. Distribution of 3 major REP-PCR clonal groups among
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3; E-Hospital 4 e F- Hospital 5.
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Figure 2. PFGE dendrogram of isolates representative of differents groups by REP-PCR.
H1-H5 representing isolates from each hospital. The dendrogram was obtained with the
unweighted paired group method using arithmetic averages (UPGMA) Genetic similarity
was calculated by Dice coefficient. Cut-off for clusters determination was established at

85% similarity level (line). A-O representing each clonal group.
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RESUMO

Introducédo: Acinetobacter baumanni tem sido freqientemente associado a surtos
em UTIs na Ultima década. A habilidade de adquirir resisténcia aos
antimicrobianos em particular aos carbapenémicos, bem como de disseminar-se
entre os pacientes, esta relacionada a capacidade de causar surtos. O objetivo
deste estudo foi avaliar a disseminacdo de A. baumannii resistentes aos

carbapenémicos na cidade de Porto Alegre através da tipagem molecular.

Métodos: 240 isolados de A. baumannii das UTIs de cinco hospitais, foram
recuperados de Julho de 2007 a Junho de 2008. PCR foi usada para identificar a
presenca dos genes blaoxa-23-ike, blaoxa-24-iike, blaoxa-s1-iike, Dlaoxa-ss-ike. REP-PCR e

PFGE foram usados para a tipagem molecular.

Resultados: Os isolados foram coletados principalmente de homens com mais de
50 anos e submetidos a ventilagdo mecanica. Vinte e dois grupos clonais foram
obtidos por REP-PCR e quatorze por PFGE usando cut-off de 85% para
estabelecer o nivel de similaridade. Oito grupos clonais majoritarios foram obtidos

por tipagem molecular e 3 destes foram encontrados em todos os hospitais.

Concluséo: A presenca de 3 clones majoritarios em todos os hospitais demonstra
a disseminacdo inter-institucional de A. baumannii. O REP-PCR é um método
alternativo bom e rapido para a tipagem. O monitoramento de cepas epidémicas
por métodos moleculares € muito importante para prevenir ou reduzir sua

disseminacdo. Palavras-Chaves: REP-PCR, PFGE, A. baumannii, resisténcia aos

carbapenémicos
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INTRODUCAO

Microrganismos oportunistas tais como Acinetobacter sp. tem emergido em
anos recentes como patdgenos nosocomiais importantes principalmente devido a
multi-resisténcia. Acinetobacter baumannii também tem caracteristicas especiais
tais como a resisténcia a dessecacdo, a habilidade de sobreviver por longos
periodos de tempo em superficies secas e a propensdo para adquirir
determinantes de resisténcia a uma ampla variedade de agentes antimicrobianos

1, 2.

Os carbapenémicos foram a terapia de escolha para tratar infec¢des graves
causadas por Acinetobacter baumannii [3]. Entretanto, surtos relacionados a A.
baumannii produtor de carbapenemases, especialmente oxacilinases, tém sido
amplamente relatados [1, 4]. Pacientes que se submetem a procedimentos
invasivos, imunocomprometidos e hospitalizados em UTI s&o os mais afetados [5].
Infeccbes comuns incluem pneumonia associada a ventilacdo mecanica e

bacteremia [3].

Diferentes paises tem relatado a ocorréncia de cepas distintas de A.
baumannii-resistente aos carbapenémicos (CRAb) relacionadas a surtos
hospitalares que podem ser endémicas, epidémicas ou esporadicas [6-10]. Cepas
epidémicas idénticas tém sido encontradas co-circulando com cepas esporadicas
em diferentes hospitais [11, 12]. A capacidade de algumas cepas tornarem-se
epidémicas pode estar relacionada a fatores de viruléncia e a resisténcia a

multiplos antibiéticos [2]. Muitos destes surtos tém sido atribuidos a expresséo de
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oxacilinases e entre elas, 0 gene blapxa2s € 0 mais amplamente disseminado no
mundo [1, 8, 13]. Na ultima década, alguns estudos também tem relatado a
disseminacao do gene blapxa-23 e€ntre hospitais de diferentes cidades no Brasil [7,

14, 15].

Métodos de tipagem molecular tém sido usados para definir a relagéo
genética entre isolados de diferentes fontes. A pulsed-field gel electrophoresis
(PFGE) de fragmentos de DNA tem um elevado poder discriminatorio, entretanto é
muito trabalhosa e onerosa [1, 16, 17]. Assim, métodos de tipagem baseados em
PCR como o REP-PCR tém se tornado uma alternativa ao PFGE para tipagem de

A. baumannii [17, 18].

Portanto, o objetivo deste estudo € avaliar a disseminacdo de CRAb entre

diferentes hospitais em nossa cidade através das técnicas de REP-PCR e PFGE.

MATERIAIS E METODOS

Caracteristicas da Amostra

Este estudo foi realizado em Porto Alegre (PA), sul do Brasil, de Julho de 2007 a
July de 2008. PA é uma cidade com 1.4 milhBes de habitantes e 7223 leitos
hospitalares, dos quais 1017 sdo de UTI [19]. No periodo do estudo, a
Coordenadoria de Vigilancia em Saude local foi notificada da ocorréncia de 408
casos de infeccdo provenientes de 393 pacientes em UTI. Nos avaliamos 240
isolados de Acinetobacter sp. resistentes aos carbapenémicos provenientes de

UTlIs de 5 hospitais que representaram 61% do numero total de casos de CRAD.
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Isolados e Testes de Susceptibilidade

Isolados de Acinetobacter sp. foram obtidos de diferentes materiais clinicos
coletados somente de pacientes internados em UTIs. Apenas 1 isolado por
paciente foi incluido. A identificagdo do microrganismo foi inicialmente realizada
pelo APl 20NE (BioMerieux Basingstoke, United Kingdom) ou Vitek 2 (BioMerieux
Basingstoke, United Kingdom). Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
foram realizados por disco-difusdo de acordo com as recomendagdes do Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) [20]. Os isolados foram considerados
multirresistentes (MDR) quando demonstraram resisténcia a mais de 3 classes de
antimicrobianos e pan-resistentes (PAN-R) quando demonstraram resisténcia a
todos os antimicrobianos testados, exceto colistina [21]. A CIM do imipenem foi
estabelecida usando MICE® (Oxoid). PCR para o gene blaoxa.s: foi realizada em
todos os isolados para identificar A. baumannii. Os isolados foram coletados foram

armazenados em caldo glicerol a -80°C.
PCR para Oxacilinases

A presenca dos genes codificando para blaoxa-23-ike, blaoxa-24-ike, Dlaoxa-ss-iike fOI
detectada usando Multiplex PCR como descrito previamente com minimas
modificacdes [22]. Controles Positivos incluiram cepas de Acinetobacter sp.
caracterizadas como produtoras das enzimas OXA-23, OXA-24 e OXA-58 através
de seqglenciamento, e uma cepa de A. baumannii ATCC 19606 (controle negativo
para OXA-23, OXA-24 e OXA-58 ) como controle positivo para OXA-51-like

(intrinseco da espécie A. baumannii).
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Tipagem Molecular

Os isolados positivos para OXA-23-like e OXA-51-like foram selecionados para
genotipagem por REP-PCR usando os primers REP-1 e REP-2 . REP-PCR foi
realizada como previamente descrito [16]. As condi¢Oes de amplificacdo usadas
foram as seguintes: desnaturacdo inicial a 94°C por 10min, 30 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 1min, anelamento a 43°C por 1min, extensdo a 72°C por
1min e uma extenséao final a 72°C por 16 min. Os produtos de REP-PCR foram
separados por eletroforese em gel de agarose (2%) em 0,5X TBE. Pelo menos um
isolado de cada grupo clonal obtido por REP-PCR foi analisado por PFGE usando
o0 equipamento CHEF-DRII com a endonuclease de restricdo Apal [16]. Andlise
dos padrdes de PFGE foram feitas no software BioNumerics verséo 6.0 a partir da
fotografia do gel marcado com brometo de etidio. Isolados foram considerados
pertencentes a um mesmo grupo (grupo clonal) quando a similaridade entre eles
foi maior do que 85% apoOs a construcdo do dendrograma calculado a partir do
coeficiente de Dice [23]. A matriz de similaridade foi definida através do método de

agrupamento usando média aritmética ndo-ponderada (UPGMA).
RESULTADOS

No periodo deste estudo, nds avaliamos 240 isolados de Acinetobacter
sp. de pacientes em UTI de cinco hospitais de Porto Alegre: 41 (17,1%) hospital 1,
118 (49,16%) hospital 2, 24 (10,0%) hospital 3, 32 (13,33%) hospital 4 e 25
(10,41%) hospital 5. A maioria dos isolados (162 — 67,5%) foi obtida do trato

respiratério inferior, seguido por isolados do sangue (23 — 9,58%), urina (20 —
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8,33%), ferida operatéria (2 — 0,84%) e outros (33-13,75%). Cento e seis (60,8%)
isolados foram obtidos de homens com idade média de 55,46 + 19,15 anos (média
+ DP). O tempo até o diagnéstico foi de 21,3 + 17,5 dias (média + SD) e 62 (26%)
dos pacientes foram hospitalizados nos ultimos 90 dias (tabela 1). Nota-se que,
200 (83,5%) pacientes fizeram uso de ventilagdo mecéanica e 228 (95,2%)
receberam antimicrobianos antes do diagndstico da infeccéo por Acinetobacter sp.
Os carbapenémicos foram os antimicrobianos mais prescritos seguido pelas
cefalosporinas de 32 geracéo e quinolonas (table 1). Dos 240 isolados, 139 (58%)
foram considerados MDR e 101 (42%) foram considerados PAN-R. A maioria dos

isolados PAN-R (69 -68,3%) foi obtida do hospital 2.

Noés identificamos o0 gene blaoxa-23-ike €m 238 (99,0%) isolados e 0 gene
blaoxa-s1-ike €M 239 (99,6%). Um total de 211 isolados de CRAb (todos positivos
para blapxa-si-ike) foram submetidos a tipagem molecular por REP-PCR e foi
possivel identificar 22 grupos clonais. De acordo com REP-PCR a maioria dos
isolados 175 (83%) foram incluidos em 8 grupos clonais (tabela 2) cada um
contendo pelo menos 10 isolados. Em contrapartida, 8 grupos clonais tiveram

apenas um isolado.

Trés grupos clonais obtidos por REP-PCR (clones 3, 4 e 11) foram
identificados em todos os hospitais (tabela 2). A distribuicdo destes clones ao
longo do tempo em cada hospital, indica que o clone 4 foi mais prevalente em
marco de 2008 (figura 1). Nota-se que os clones 3 e 4 foram mais prevalentes no

periodo do verdo (Janeiro, Fevereiro e Marco de 2008) enquanto que o clone 11
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apresentou uma distribuicAo mais regular e o0 numero de casos comegou a
aumentar em maio de 2008 (fig. 1A). O aumento no numero de isolados
pertencentes ao clone 11 em maio de 2008 foi associado a um surto que ocorreu
no hospital 5 (fig. 1F). O numero de isolados pertencentes aos clones 3 e 4

oscilaram durante o periodo do estudo nos diferentes hospitais (fig. 1B-E).

Quarenta e um isolados representantes de cada um dos 22 grupos clonais
obtidos por REP-PCR foram tipados por PFGE (figura 2) e catorze grupos clonais
foram obtidos. Todos os isolados dos oito grupos clonais majoritarios por REP-
PCR foram agrupados de modo semelhante por PFGE e todos foram positivos
para 0s genes blaoxa-23. Dois isolados que foram negativos para o gene blaoxa-23

foram considerados cepas unicas por REP-PCR e PFGE.

A CIM do imipenem foi determinada para pelo menos um isolado de cada
grupo clonal. Vinte e um isolados apresentaram resultados de CIM = 12 ug/mL e
destes, dez isolados tiveram CIM = 32 pg/mL (tabela 2). Somente um isolado teve

CIM < 4 yug/mL e este foi considerado como uma cepa Uunica.

DISCUSSAO

Neste estudo, nds mostramos que pacientes afetados por CRAb em UTI
foram principalmente homens com mais de 50 anos. Nés também encontramos
gue 83,5% dos pacientes foram submetidos a ventilacdo mecanica e 95,2%
receberam antimicrobianos antes do isolamento de CRAb. Estes resultados

concordam com outros relatos mostrando que a exposicdo prévia a
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antimicrobianos e o uso de ventilagdo mecéanica sao os principais fatores de risco

para infeccdo por CRAD [5, 6, 24, 25].

Como nos incluimos somente isolados de CRAb neste estudo e todos eles
foram considerados MDR, é possivel dizer que a resisténcia aos carbapenémicos
esta associada a outros mecanismos de resisténcia tais como a hiperexpressao de

bombas de efluxo que podem afetar outros antimicrobianos [21].

O uso de técnicas baseadas em PCR para determinar a relacdo genética
entre isolados tem aumentado nos ultimos anos, pois se obtém resultados mais
rapidos do que PFGE [16, 17]. No nosso estudo, o REP-PCR apresentou
resultados similares a PFGE. Embora nds tenhamos encontrado alguns resultados
conflitantes entre REP-PCR e PFGE, houve uma total concordancia entre ambos
0s meétodos para os 8 grupos clonais majoritarios. Este fato demonstra que o
método de REP-PCR pode ser usado como uma ferramenta alternativa de

tipagem para identificacédo rapida de cepas epidémicas.

Nés detectamos trés grupos clonais comuns por REP-PCR entre os 5
hospitais neste estudo e isto indica uma disseminacdo de CRADb inter-hospital [4,
11, 12]. Os grupos clonais 3 e 4 foram os mais prevalentes em todos os hospitais

exceto no hospital 5 cujo grupo mais prevalente foi o 7.

Na realidade, a disseminacdo de CRAD inter-hospital pode estar associada
a transferéncia de pacientes infectados/colonizados de um hospital para o outro.
Isto foi relatado previamente na Franca, Inglaterra, Holanda, Estados Unidos e

Colébmbia [8-10, 13, 18]. N6s ndao identificamos a dinamica de disseminacdo de
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CRAD entre as diferentes instituicbes, mas eles podem ter emergido, ao longo do
tempo, de um ancestral comum que devido a sua plasticidade genética e
habilidade em adquirir resisténcia aos antimicrobianos, diferentes clones podem

ter sido gerados [12].

Em adicdo, nO6s observamos uma distribuicdo sazonal de CRAb com
aumento de casos nos meses de verado (janeiro a margo de 2008). Este fato pode
ser explicado, pois o crescimento bacteriano pode ser favorecido em temperaturas
mais elevadas [1]. Ao contrério disto, houve um aumento no nimero de casos de
CRADb no hospital 5 em Junho de 2008 quando doze casos foram relatados neste

hospital.

O presente estudo mostrou que durante um ano CRAb nao foi erradicado
dos hospitais de Porto Alegre e isto sugere que existe uma situacdo endémica em
nossa cidade. Entretanto, também foi possivel observar que ocorreram “mini-
surtos” no periodo do estudo (figura 1). A contaminagdo do ambiente tem sido
vista com um papel muito importante em situacfes de surtos onde multiplos clones
séo identificados [9]. Nestes casos, medidas de controle como vigilancia ativa,
intensificacdo da higienizacdo de maos, precaucdo de contato com pacientes
isolados ou admitidos em cohorte, intensificacdo da limpeza e desinfeccdo do
ambiente, precisam ser tomadas para conter a disseminacdo como relatado em
outros estudos [1, 2, 4]. Muitas destas medidas foram usadas nos hospitais
incluidos neste estudo. Entretanto, é dificii manter o mesmo nivel de

comprometimento dos profissionais de saude com os procedimentos de controle
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de infec¢éo e, portanto, 0 numero de casos tende a aumentar novamente. Assim,
0 monitoramento de cepas endémicas e epidémicas através da tipagem molecular

€ crucial para controlar e prevenir a disseminacao de CRAD.

O monitoramento de cepas endémicas e epidémicas por tipagem molecular
€ crucial para controlar e prevenir a disseminacdo de CRAb. N6s também
entendemos que um sistema de informacdes centralizado capaz de orientar 0s
hospitais individualmente sobre os pacientes quando estes sdo atendidos em

varios hospitais e podem ser vetores de CRADb [3, 30], se faz necessario.
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Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos pacientes infectados por Acinetobacter sp.

Variavel N (%)

Sexo

Masculino 106 (60,8)

Idade, anos (média, DP 55,46 + 19,15)

0-14 7 (3,0)
15-50 12 (29,8)
51-99 160 (66,8)

Tempo até diagnostico,dias (média, DP 21,3 +17,5)

Procedimento Invasivo*

CvC 218 (90,8)
SV 213 (88,9)
VM 200 (83,5)
Cirurgia 134 (55,9)

Co-morbidades
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Continuacédo Tabela 1.

Doenca Respiratoéria 58 (24,0)
Doenca Cardiaca 82 (39,2)
Trauma 31 (10,3)
Diabetes 48 (19,9)
Imunossupressao 31 (13,0)
Doenca Renal 74 (30,9)
Doenca Neurolégica 32 (13,4)
Uso prévio de antimicrobianos** 228 (95,2)
Cefalosporina de 3% ger. 67 (27,9)
Carbapenémico 94 (39,1)
Polimixina 12 (5,0)
Quinolona 66 (27,5)
Outro 3 (1,25)

*CVC- cateter venoso central; SV- sonda vesical; VM — ventilagdo mecanica

** Uso de antimicrobianos na internagéo atual, antes do diagndstico de infeccao
por CRAb
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Tabela 2. Caracteristicas dos Principais Grupos Clonais de A. baumannii

Grupo Clonal Grupo Clonal Hospital MIC [ug/mL] (n)
PFGE () REP-PCR (n)

A (5) 4 (54) 1,2,3,45 > 32 (4)

C (10) 3 (31) 1,2,3,45 > 32 (3)

E (2) 2 (16) 1,2,3,4 16 (2)

F (8) 1(13) 2,35 >32(2)

G (1) 5 (11) 1,2,4,5 16 (1)

H (3) 13 (12) 2,3,4,5 24 (3)

1 (3) 7 (27) 2,3,4,5 16 (3)
0 (1) 11 (11) 1,2,3,45 >32 (1)
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Figura 1. Distribuicdo dos 3 principais grupos clonais obtidos por REP-
PCR entre os hospitais. A- Distribuicdo Geral; B- Hospital 1; C-Hospital

2; D-Hospital 3; E-Hospital 4 e F-Hospital 5.
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Figura 2. Dendrograma de PFGE dos isolados representativos dos diferentes grupos
clonais de REP-PCR. O dendrograma foi obtido através do método de agrupamento
usando média aritmética ndo-ponderada (UPGMA). Similaridade Genética foi calculada
pelo coeficiente de Dice. Cut-off de 85% de similaridade foi usado para definicdo dos

Grupos clonais (linha). A-O representam cada um dos grupos clonais obtidos.
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Abstract

The most published data on Multidrug-resistant Acinetobacter baumanii (MDR Ab)
originates from outbreaks. We report prevalence trends on Healthcare-acquired
infections due to MDR A. baumannii during 18 months in the city of Porto Alegre,
southern of Brazil. The higher rates of infection due to MDR-A. baumannii were

found in ICU.

Background

To the best of our knowledge, the most published studies reporting data on
Healthcare-acquired infections (HAI) due to multidrug-resistant Acinetobacter
baumannii (MDR A. baumannii) originated from outbreaks [1]. Only few studies
estimated endemic hospital MDR A. baumannii prevalence rates in non-outbreak
settings [2, 3]. Such information is relevant to estimate set-points for endemic and
epidemic levels, and to provide further evidence related to the impact of
implemented measures for eradicating /reducing MDR A. baumannii strains. In the
context of an outbreak involving several hospitals, MDR A. baumannii prevalence

rates may enable to describe trends from different institutions.

In Brazil, MDR A. baumannii has emerged as a nosocomial pathogen since
1993, mainly at Intensive Care Units (ICU), resulting in an endemic pathogen [4],
and now is acknowledged as an important cause of morbidity. These opportunistic
pathogens are responsible for ventilator-associated pneumonia, bacteremia,
surgical wound and urinary tract infections, etc [1].
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Porto Alegre is a city with 1.4 million inhabitants and 7,223 hospital beds
including public and private hospitals [5]. The first MDR A. baumannii case was
reported in 2004 in a large medical-surgical hospital. In early 2007, several
hospitals reported MDR A. baumannii cases and four ICUs were closed due to
MDR A. baumannii outbreaks in the following 18 months. On that period, 18
hospitals reported MDR A. baumannii cases, with documented clonal cross-
dissemination in at least part of the affected city hospitals. Local Health
Department established a task force to monitor MDR A. baumannii HAI through a

mandatory notification system.
Methods

We obtained all consecutive reported data from MDR A. baumannii HAI
cases notified to the information system in the city from July 1%, 2007 to December
31, 2008. The local Health Department case notification system provided
information on demographic, clinical findings and outcome of HAI related to MDR
A. baumannii. Case definition included Infection that occurred more than 48 hours
after hospital admission in accordance with CDC criteria [6] . To avoid duplication
of repeated notifications from the same patient, only the first notification of each

patient was considered.

HAI MDR A. baumannii prevalence rates from each hospital were obtained
dividing the number of notified cases by the amount of inpatient-days at each
institution.  The city surveillance system was created as one of several

interventions promoted jointly by affected hospitals under the leadership of the
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local Health Department. Those initiatives included reassurance of infection and

control policies targeting eradication/reduction of MDR A. baumannii cases.

The identification of MDR A. baumannii was performed using an automated
identification system and standard phenotypic reference methods. For purposes of
this study was considered A. baumannii as all species belonging to the A.
baumannii-calcoaceticus complex and MDR A. baumannii were all isolates

resistant to more than three classes of antimicrobials, including carbapenems [1].

Isolates from five hospitals that were confirmed as MDR A. baumannii, were
genotyped by pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) using the restriction

endonuclease Apal and REP-PCR [1, 7].

Results

Six-hundred and nine documented MDR A. baumannii HAI were reported
from patients attending 18 hospitals during the study period. Most patients (66.5%)
were at 51-99 years old range, 61.8% were men, and 54.9% were surgical
inpatients when an HAI MDR A. baumannii was detected. Most patients used
central venous catheter and urinary catheter; respectively 85.2% and 85.3%.
Indeed, most patients were submitted to mechanical ventilation (72.4%) and had
ventilator-associated pneumonia (77.3%). The use of antimicrobial therapy in the
previous 90 days was documented in 95.4% of HAI MDR A. baumannii cases. All

hospitals documented infections in ICU patients.

A substantial difference on HAl MDR A. baumannii rates were observed

amongst reporting hospitals (Table 1), varying from 0.4 to 9.0 cases per 1,000
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inpatient-days respectively, lowest and highest prevalence rate hospitals. This
information was obtained from public hospitals only that it is represented 564
(91.9%) cases (Table 1). Noteworthy, more than one third of all cases in the study
period occurred in only one medical-surgical hospital. Trauma hospitals accounted
to two of the four highest rates amongst studied hospital, with 9.0 and 4.0 HAI

MDR A. baumannii rates.

We were able to detect clonal dissemination of MDR A. baumannii among 5
hospitals. Moreover, co-circulation of different clones was also identified (data not
shown). Interestingly, two of the smallest hospitals (144 and 95 beds) in the study

ranked in the top-six affected with high rates of MDR A. baumannii.

The rate of HAI MDR A. baumannii in all hospitals demonstrated a two-
phase pattern distribution in the study period (Figure 1). From July/2007 to
April/2008, elevated HAI MDR A. baumannii rates were observed, with a
substantial increase during summer season (i.e. December/2007 to March/2008).
After that, all-hospitals HAI MDR A. baumannii rate fell around 50% from April to
December/2008, thus characterizing a seasonal distribution [4]. It was observed a
substantial reduction on HAI MDR A. baumannii rates after the intervention
developed amongst affected hospitals despite the wide variation of HAl MDR A.

baumannii rates between hospitals (Table 1).

Discussion
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This is the first report documenting prevalence trends of HAI MDR A.
baumannii rates within public hospitals involved in a city-wide outbreak. Morgan et

al., reported rates from hospitals New York during ten years, but ICU only [8].

Compare to other studies, we rates of HAl MDR A. baumannii are highest
[8, 9]. The impressive variation of HAl MDR A. baumannii rates within public
hospitals emphasizes the importance of coordinated efforts (i.e. multiple hospitals)
in order to reduce cross-contamination within affected institutions. The observation
of small hospitals with elevated HAI MDR A. baumannii rates may represent
outbreaks heavily concentrated that shall be can be explained by characteristics of
these hospitals, the severity of patients and infection prevention and control

measures.

Most documented cases occurred in patients with several comorbidities,
severe illness and submitted to invasive procedures at ICUs, thus representing an
extra burden of disease to chronically overloaded hospitals [1, 10], especially at the
resource-constrained settings. As the cases originated from hospitals notifications,
these rates may be prone to undernotification of diagnosed HAI MDR A.

baumannii.

The observed seasonal variation in HAI due to MDR A. baumannii may be
related to an increased environmental humidity and hot climate which are both
favorable for the growth of A. baumannii [4], and thus emphasizing the importance
of local surveillance strategies to establish the best measures for controlling the

outbreak and reducing endemic levels [8]. Indeed, it is important to know endemic

141



MDR A. baumannii levels, not only to prevent new cases but also to understand
and to predict patterns of multi-drug resistant bacteria dissemination [1, 8]. Further
non-epidemic prevalence studies are needed to provide better understanding of
MDR A. baumannii patterns of dissemination within hospitals and cross-

contamination amongst affected hospitals.
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Table 1 — Data on Multidrug-Resistant Acinetobacter baumannii Isolates

Hospital Beds ICU Reported Infection Hospital Clonal
beds cases (%)* rate/1,000 Profile**  dissemination
patient-days
8 144 48 74 (12.1) 9.0 Trauma No
5 840 156 211 (34.7) 5.5 MS Yes
2 603 108 77 (12.6) 5.1 MS No
6 334 43 30 (4.9 4.0 Trauma Yes
3 1041 160 78 (12.8) 3.6 MS Yes
11 95 10 6 (1.0) 2.9 Surgical No
7 749 87 60 (9.9) 2.1 MS Yes
9 185 26 8(1.1) 11 MS No
1 287 41 10 (1.6) 0.8 MS No
10 281 146 3(0.5) 0.5 MS No
14 227 43 4 (0.7) 0.5 MS Yes
18 260 56 3(0.5) 0.4 MS No
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Total

5096 924 564 (91.9)

*Reported Cases from Public Hospitals

** MS — Medical-Surgical

Rate per 1000/ inpatient-day
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Figure 1. Distribuition by month of cases of Ab MDR
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Resumo

A maioria dos dados publicados sobre Acinetobacter baumannii multirresistente
(MDR A. baumannii) sdo originados de surtos. NOs relatamos a tendéncia de
prevaléncia de infec¢cdes Associadas aos cuidados de Saude causadas por MDR
A. baumannii durante 18 meses na cidade de Porto Alegre, sul do Brasil. As

maiores taxas de infeccdo por MDR A. baumannii foram encontradas nas UTIs.

Introducao

Até onde sabemos, a maioria dos estudos relatando dados sobre infec¢fes
relacionadas aos cuidados de saude (HAI) causadas por MDR A. baumannii se
origina de surtos [1]. Somente poucos estudos estimaram as taxas endémicas de
MDR A. baumannii em hospitais, fora do periodo de surto [2, 3]. Essa informacao
€ relevante para estimar niveis endémicos e epidémicos e para fornecer
evidéncias adicionais relacionadas ao impacto das medidas implantadas para
erradicar ou reduzir cepas MDR A. baumannii. Neste contexto de um surto
envolvendo alguns hospitais, taxas de prevaléncia de MDR A. baumannii foram

determinadas para descrever a tendéncia de diferentes instituicdes.
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No Brasil, MDR A. baumannii tem emergido como um patégeno nosocomial
desde 1993, principalmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI), resultando
em um patégeno endémico [4], e agora é reconhecido como uma importante
causa de morbidade. Estes patdégenos oportunistas sdo responsaveis por
pneumonia associada a ventilagdo mecanica, bacteremia, infeccbes de feridas

cirurgicas e do trato urinario, entre outras [1].

Porto Alegre € uma cidade com 1,4 milh6es de habitantes e 7223 leitos
hospitalares incluindo hospitais publicos e privados [5]. O primeiro caso de MDR
A. baumannii foi relatado em 2004 em um grande hospital clinico-cirargico. No
inicio de 2007, alguns hospitais relataram casos de MDR A. baumannii e quatro
UTIs foram fechadas devido a surtos de MDR A. baumannii nos 18 meses

seguintes.

Neste periodo, 18 hospitais relataram casos de MDR A. baumannii, e em
parte dos hospitais afetados na cidade a disseminacdo cruzada de um mesmo
clone foi documentada. Departamento de Saude Local estabeleceu uma forca
tarefa para monitora os casos de HAI por MDR A. baumannii através de um

sistema de notificacao obrigatoria.

Métodos

No6s avaliamos todos os dados consecutivamente relatados de casos de
HAI por MDR A. baumannii notificados ao sistema de informacdo da cidade, de

julho de 2007 a dezembro de 2008.
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O Sistema de Notificagdo do Departamento de Saude local obteve
informacgdes demogréficas, clinicas e de desfecho das HAI relacionadas a MDR A.
baumannii. Os casos incluidos no estudo foram de infeccdo que ocorreram mais
de 48 horas ap0ds a admisséo do paciente, de acordo com os critérios do CDC [6].
Para evitar duplicacdo de notificacdes repetidas de um mesmo paciente, somente
a primeira notificacdo de cada um foi considerada. As taxas de prevaléncia de HAI
MDR A. baumannii de cada hospital foram obtidas dividindo o nimero de casos
notificados pelo numero de pacientes-dia de cada instituicdo. O sistema de
vigilancia da cidade foi criado como uma das varias medidas de intervengao
promovidas em conjunto pelos hospitais afetados sobre a coordenacdo do
Departamento de Saude local. Estas iniciativas incluiram a revisédo dos casos de
infeccdo e politicas voltadas para a erradicacao/reducédo dos casos de MDR A.

baumannii.

A identificacdo de MDR A. baumannii foi realizada através de sistema
automatizado e/ou métodos fenotipicos padronizados. Para fins deste estudo
considerou-se A. baumannii como todas as espécies pertencentes ao complexo A.
baumannii-calcoaceticus e MDR A. baumannii foram todos os isolados resistentes

a mais de trés classes de antimicrobianos, incluindo os carbapenémicos [1].

Isolados de cinco hospitais que foram confirmados como MDR A. baumannii
através de métodos moleculares, foram genotipados por pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) usando Apal como endonuclease de restricdo e REP-PCR

[1,7].
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Resultados

Seiscentos e nove casos de MDR A. baumannii HAI foram relatados de
pacientes atendidos em 18 hospitais durante o periodo do estudo. A maioria dos
pacientes (66,5%) tinha entre 51-99 anos, 61,8% eram homens e 54,9% eram
pacientes cirtrgicos quando HAI MDR A. baumannii foi diagnosticada. A maioria
dos pacientes usou cateter venoso central e sonda vesical, 85,2% e 85,3%
respectivamente, a maioria dos pacientes foi submetido a ventilacdo mecanica
(72,4%) e tiveram pneumonia associada a ventilagcdo mecéanica (77,3%). O uso
prévio de antimicrobianos nos ultimos 90 dias foi documentado em 95,4% dos

casos de HAI MDR A. baumannii.

Todos os hospitais documentaram casos de infeccdo nas UTIs. Uma
diferenca substancial nas taxas de HAI MDR A. baumannii foi observada entre os
hospitais (Tabela 1), variando de 0,4 a 9,0 casos por 1000 pacientes-dia,
respectivamente a menor e a maior taxa de prevaléncia entre os hospitais. Esta
informacéo foi obtida somente para o0s hospitais publicos que representaram
91,9% (564) dos casos (Tabela 1). Observa-se que mais de um terco do total de
casos no periodo do estudo ocorreu em um unico hospital clinico-cirargico.
Hospitais de trauma contabilizaram duas das quatro taxas mais elevadas entre os

hospitais do estudo, com taxas de HAI MDR A. baumannii de 9,0 e 4,0.

Nés detectamos a disseminacéo clonal de MDR A. baumannii entre cinco

hospitais. Além disso, co-circulacdo de diferentes clones foi também identificada
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(dados ndo mostrados). Interessantemente, dois dos menores hospitais (144 e 95

leitos) neste estudo, lideraram o ranking com altas taxas de MDR A. baumannii.

As taxas de HAlI MDR A. baumannii em todos os hospitais demonstraram
um padrado de distribuicdo de duas fases no periodo do estudo (Figura 1). De julho
de 2007 a abril de 2008, taxas elevadas de HAI MDR A. baumannii foram
observadas, com aumento substancial durante os meses de verao (dezembro de
2007 a marco de 2008). Apoés este periodo, em todos 0s hospitais as taxas foram
reduzidas ao redor de 50% de abril a dezembro de 2008, caracterizando uma

distribuicdo sazonal [4].

Foi observada uma reducdo substancial nas taxas de HAI MDR A.
baumannii apdés o desenvolvimento de intervengcdes nos hospitais afetados apesar
da grande variacdo das taxas de HAI MDR A. baumannii entre os hospitais

(Tabela 1).

Discusséao

Este é o primeiro relato documentando a tendéncia de taxas de prevaléncia
de HAI MDR A. baumannii dentro de hospitais publicos envolvidos em um surto
por toda a cidade. Morgan e colaboradores relataram taxas de infec¢cdo por CRAb

durante ap6s 10 anos de estudos, mas somente em UTI’s [8].

Comparado a outros estudos, nossas taxas de HAI MDR A. baumannii séo
maiores [8, 9]. A impressionante variacdo de taxas de HAI MDR A. baumannii
entre 0s hospitais publicos enfatiza a importancia de esforcos coordenados

(multiplos hospitais) para reduzir a contaminacao cruzada dentro das instituicbes



afetadas. A observacao de pequenos hospitais com elevadas taxas de HAI MDR
A. baumannii pode representar surtos altamente concentrados que poderiam ser
explicados pelas caracteristicas destes hospitais, pela severidade dos pacientes e

pelas medidas de prevencéo e controle de infecgdes.

A maior parte dos casos documentados ocorreu em pacientes com
comorbidades, doencgas graves e submetidos a procedimentos invasivos nas UTIs,
deste modo representando um fardo para os hospitais sobrecarregados com

pacientes cronicos [1, 10], especialmente em locais com recursos limitados.

Como o numero de casos foi originado de notificacdo dos hospitais, estas
taxas podem ser propensas a subnotificacdo de HAI MDR A. baumannii

diagnosticadas.

A variacdo sazonal observada em HAI devido a MDR A. baumannii pode
ser relacionada ao aumento da umidade do ambiente e ao clima quente que séao
favoraveis para o crescimento de A. baumannii [4], e deste modo enfatizando a
importancia de estratégias de vigilancia local para estabelecer a melhor medida
para controlar o surto e reduzir os niveis endémicos. Realmente é importante
conhecer os niveis endémicos de MDR A. baumannii, ndo somente para prevenir
novos casos, mas também para entender e prever padrées de disseminacédo de
bactérias multirresistentes [1,8].

Estudos adicionais de prevaléncia ndo-epidémica sd0 necessarios para

promover um conhecimento melhor sobre os padrdes de disseminacdo de MDR A.
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baumannii dentro dos hospitais e a contaminacdo cruzada entre os hospitais

afetados.
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Tabela 1. Dados dos Isolados de Acinetobacter baumannii MDR

Hospital Leitos Leitos Casos Taxa de Perfil do Disseminacao
de UTI relatados Infecgéo Hospital Clonal
(%) /1000

pacientes-dia
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11

10

14

18

Total

144
840

603

334
1041

95
749

185

287

281

227

260

5096

48
156

108

43
160

10
87

26

41

146

43

56

924

74 (12,1)
211 (34,7)

77 (12,6)

30 (4,9)
78 (12,8)

6 (1,0)
60 (9,9)

8 (1,1)

10 (1,6)

3 (0.5)

4 (0.7)

3 (0.5)

564 (91.9)

9,0
5,5

4,0
3,6

2,9
2,1

0,8

0,5

0,5

0,4

Trauma
Clinico-
Cirurgico
Clinico-
Cirargico
Trauma
Clinico-
Cirargico
Cirargico
Clinico-
Cirargico
Clinico-
Cirurgico
Clinico-
Cirurgico
Clinico-
Cirurgico
Clinico-
Cirurgico
Clinico-

Cirurgico

Nao

Sim

Sim

Sim

Nao

Sim
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Fig. 1 Distribuicdo mensal dos casos de A. baumannii MDR.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the presence of metallo-B-lactamases (MBL)
and oxacillinases (OXA) in Acinetobacter baumannii (CRAb). We available 584
isolates from 7 hospitals of Porto Alegre and a total of 95% of these were positive
for bla oxa23. The high prevalence of blapxa-2z indicates that this is the main

carbapenemase in CRAD.
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Carbapenem-resistant Acinetobacter baumannii (CRAb) has emerged as a
major nosocomial pathogen worldwide (1). Carbapenemases production, either
metallo-B-lactamases (MBLs) or oxacilinases (OXA), is the main resistance
mechanism responsible for resistance to carbapenems (1). In Porto Alegre,
southern Brazil, we have recently described the presence of OXA-23-producing

A. baumannii (2).

In this study we analyzed 584 carbapenem-resistant Acinetobacter sp.
isolates of colonization/infection from seven hospitals in our city from July 2007 to
July 2008. Isolates were identified using the API 20NE system (Biomerieux,
Basingstoke, United Kingdom) or Vitek 2 (Biomerieux, Basingstoke, United
Kingdom). The MIC for imipenem was performed by Etest (AB BIODISK, solna,

Sweden) or Vitek 2 (Biomerieux, Basingstoke, United Kingdom).

To determine the prevalence of the MBL, the screening test for MBLs either
by the disk-approximation test using a ceftazidime (CAZ) and a 2-
mercaptopropionic acid (MPA) or by the Etest MBL (Imipenem/Imipenem + EDTA -
AB BIODISK, Solna, Sweden) were performed (3, 4). To confirmed positive results
in screening test for MBL, we performed PCR using blajp-1-ike , blavim-2-ike and
blaspm-1 primers. To determine the prevalence of the OXA, a multiplex PCR, which
included primers for the blaoxa-23-ikes blaoxa-24-ike, Dlaoxa-si-ike, Dlaoxa-ss-ike gENES,

performed according to Woodford et al (5).

The bla oxa-s1 gene has been used as a specie marker of A. baumannii as

this gene is considered intrinsic to this specie (6). In fact, the phenotypic tests are
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unable to fully separate the species of the A. baumannii-calcoaceticus complex,
and therefore, it is necessary to use a molecular marker to this end such as the
identification of blapxa-s1 gene. From the 584 CRAD isolates, only 12 (2.1%) were
negative to blapxas1 gene by multiplex PCR. This result agrees with studies that
showed the high prevalence of A. baumannii among Multidrug-resistant clinical
isolates of Acinetobacter sp (1, 8). In fact, recent report by Lee et al., identified
blaoxa-s1 gene in Acinetobacter genomic species 13TU and the surrounding genetic
elements suggested that it is origin was from A. baumannii (7). However, this

specie is very little prevalent in clinical isolates (1, 8).

All isolates presented MIC = 8 pg/mL and a total of 553 (95%) isolates
proved to be OXA-23 producers by PCR. Among the 553 OXA-23-like CRAb
producing isolates, we observed that 86 (15.5%) isolates were positive in
screening tests for MBL. Therefore, PCR failed to produce any amplicon in isolates
that were positive in screening test for MBL. While for MBLs there are screening
test for their detection (3), which are considered high sensitive and specific, the

same is not true for OXA.

In 5% isolates, the resistance mechanism was not determined because all
primers used (blaoxa-2z-ike, blaoxa-24-ike, Dlaoxa-ss-ike , blamp-1-ike, Dlavim-2-ike and

blaspy-1) failed to produce any amplicon

OXA enzymes can be formed by dimers (9). As divalent metals are needed
to make the dimeric structure more stable, a chelator agent would affect the activity

of such enzymes. It has already been demonstrated that the activity of OXA-10 and
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OXA-14 against nitrocefin was increased in the presence of divalent cations (9).
Therefore, chelators, such as EDTA or MPA, may inhibit these OXA enzymes
producing a result that could be interpreted as positive for the presence of MBL
according to the phenotypic methods (9). However, there is no information about
the crystalline structure of the OXA-23 enzyme to confirm this theory. In addition,
EDTA has an inhibitory effect against some bacteria due to the permeability of the

outer membrane wich can also lead to false-positive results in screening to MBL.

The major limitation of our study is that we did not performed PCR for all
MBLs described in A. baumannii-calcoaceticus complex, although other variants
(SIM-1 and AIM-1) are very little prevalent and have never been identified in
isolates of Acinetobacter spp. outside the origin countries. Also, we believe that it is
unlikely that these 86 OXA-23-producing isolates also harbored a MBL gene, since
the only report in the literature refers to identification of IMP-4 and OXA-58 in

isolates from Singapore (10).

The blaoxa-23 gene is the high prevalent oxacillinase among CRAb in our
city. Although positive results have been obtained by phenotypic screening tests
for MBL the PCR was negative for these genes. So, it is necessary to be carefull to
interpret the positive results in phenotypic screening tests for MBL in CRADb

because false-positive results may occur.
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Table 1. Prevalence of MBL and OXA in isolates of Acinetobacter sp.

Hospital  N° of Isolates OXA-23* OXA-51* MBL PCR
(%) screening* MBL**
(%) (%)
(%)
1 73 71 73 2 none
2 302 301 301 44 none
3 81 75 81 11 none
4 57 56 57 13 none
5 48 32 45 14 none
6 10 8 10 1 none
7 13 10 13 1 none
Total 584 (100.0%) 553 (95.0%) 572 (97.9%) 86 (14.7%) none

*Number of isolates positive

** PCR to performed to blajp-1-ike , blaviv-2-ike @nd blaspm-1
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Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a presenca de metalo-B-lactamases (MBL) e
oxacilinases (OXA) em Acinetobacter baumannii (CRADb). N6s avaliamos 584
isolados de 7 hospitais da cidade de Porto Alegre e um total de 95% destes foi
positivo para blaoxa-2s . A alta prevaléncia de blapxa2z indica que esta é a

principal carbapenemase em CRAb.
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A. baumannii resistente aos carbapenémicos (CRADb), tém emergido
como um dos patdbgenos nosocomiais mais importantes no mundo (1). A
producédo de carbapenemases, metalo- B-lactamases (MBL) ou oxacilinases
(OXA), é o principal mecanismo de resisténcia responsavel pela resisténcia aos
carbapenémicos (1). Em Porto Alegre, sul do Brasil, nés recentemente temos

descrevemos a presenca de A. baumannii produtor de OXA-23 (2).

Neste estudo nds analisamos 584 isolados de Acinetobacter sp.
resistente aos carbapenémicos, isolados de pacientes colonizados ou
infectados, provenientes de sete hospitais da nossa cidade ente julho de 2007
e julho de 2008. Isolados foram identificados pelo sistema APl 20 NE
(Biomerieux, Basingstoke, United Kingdom) ou Vitek 2 (Biomerieux,
Basingstoke, United Kingdom). A CIM para o imipenem foi determinada por
Etest® (AB BIODISK, Solna, Sweden), MICE® (Oxoid) ou Vitek 2 (Biomerieux,

Basingstoke, United Kingdom)

Para determinar a prevalence de MBL, teste de triagem para MBLs por
aproximacao de disco usando ceftazidima (CAZ) e acido 2-mercaptopropiénico
(MPA) ou por Etest MBL (imipenem/ imipenem+EDTA) foram realizados (3, 4).
Para confirmar resultados positivos do teste de triagem para MBL, nés
realizamos PCR usando os primers blajp-1-ike , blaviv-2-1ike @and blaspyw.;. Para
determinar a prevaléncia de OXA, um multiplex PCR, que incluiu 0S primers
para 0s genes blaoxa-23-ike, blaoxa-24-ike, Dlaoxa-ss-iike fOI realizado de acordo

com Woodford et al. (5).

O gene blapxas: tem sido usado como marcador de espécie de

A. baumannii pois é considerado intrinseco a esta espécie (6) . E fato que os
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testes fenotipicos sdo incapazes de separar totalmente as espécies do
complexo A. baumannii-calcoaceticus, e portanto, € necesséario o uso de um
marcador molecular para este fim tal como a identificacdo do gene blaoxa-s:.
Dos 584 isolados de CRADb, apenas 12 (2,1%) foram negativos para o gene
blapxa-s1 por multiplex PCR. Este resultado concorda com os estudos que
mostram a elevada prevaléncia de A. baumannii entre isolados clinicos
multirresistentes de Acinetobacter sp. (1, 8). Cabe mencionar que recente
estudo publicado por Lee et al., identificou o gene blapxas1 em isolados de
Acinetobacter genoespécie 13TU cujo contexto genético sugere que sua
origem foi de A. baumannii (7). Entretanto essa espécie é muito pouco

prevalente entre isolados clinicos (1, 8).

Todos os isolados apresentaram CIM = 8ug/mL e um total de 553 (95%)
isolados foi positivo para o gene blapxa-23 por PCR. Entre os 553 isolados de
CRAb OXA-23-like positivos, n0s observamos que 86 (15,5%) foram positivos
no teste de triagem para MBL. Entretanto, PCR falhou em produzir algum
produto nos isolados que foram positivos no teste de triagem para MBL.
Enquanto para MBLs existem testes de triagem para sua deteccao (3) que sao
considerados sensiveis e especificos, 0 mesmo nédo é verdade para OXA. Em
5% dos isolados, o0 mecanismo de resisténcia ndo foi determinado, pois néo
houve produto de amplificacdo com nenhum dos primers utilizados ( blajvp-1-ike |

blayim-2-iike , blaspm-1, blaoxa-23-iike, Dlaoxa-24-iike, Dlaoxa-5s —iike)-

As enzimas do tipo OXA podem ser formadas por dimeros (9). Como os
metais divalentes sdo necessarios para manter estavel a estrutura dimérica, um

agente quelante poderia afetar a atividade destas enzimas. Tem sido
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demonstrado que a atividade de OXA-10 e OXA-14 contra nitrocefin aumentou
na presenca de cétions divalentes (9). Portanto, quelantes como EDTA ou
MPA podem inibir enzimas do tipo OXA produzindo um resultado que poderia
ser interpretado como positivo nos testes fenotipicos de triagem para MBL (9).
Entretanto, ndo existe informacdo na literatura sobre a estrutura cristalina de
OXA-23 para confirmar esta teoria. Além disso, EDTA tem um efeito inibidor
importante contra algumas bactérias devido a permeabilidade da membrana
externa que pode também levar a resultados falsos positivos nos testes de

MBL.

A maior limitacdo deste estudo é que nao realizamos PCR para todas as
MBLs ja descritas no complexo A. baumannii-calcoaceticus, embora outras
variantes (SIM-1 and AIM-1) sejam muito pouco prevalentes e nao tenham sido
identificadas em isolados de Acinetobacter sp. fora dos paises de origem (1).
Nés também acreditamos que é pouco provavel que estes 86 isolados OXA-23
positivos carreguem também um gene de MBL ja que somente um relato na
literatura refere a identificacdo de IMP-4 e OXA-58 em isolados de Singapura

(10).

O gene blaoxa-23 € muito prevalente entre isolados de CRAb em nossa
cidade. Embora resultados positivos tenham sido obtidos através de testes de
triagem para MBL a técnica de PCR foi negativa para os genes pesquisados.
Assim, € necessario ser cuidadoso ao interpretar resultados positivos em testes

de triagem para MBL em CRAD pois resultados falso positivos podem ocorrer.
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Tabela 1. Prevaléncia de MBL e OXA em isolados de Acinetobacter sp.

Hospital N° de Isolados OXA-23* OXA-51* Triagem PCR
(%) MBL * MBL**
(%) (%)
(%)
1 73 71 73 2 Neg
2 302 301 301 44 Neg
3 81 75 81 11 Neg
4 57 56 57 13 Neg
5 48 32 45 14 Neg
6 10 8 10 1 Neg
7 13 10 13 1 Neg

Total 584 (100.0%) 553 (95.0%)

572 (97.9%)

86 (14.7%)

*NUumero de isolados positivos

** PCR foi realizada para pesquisa de blajyp-1-ike , blavim-2-ike @and blaspm-1

Neg = Resultado negativo
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11.CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho constatou-se que no periodo do estudo:

v

Os pacientes mais afetados por infeccoes causadas por
A. baumannii resistente aos carbapenémicos foram homens com
mais de 50 anos, submetidos a multiplos procedimentos invasivos,
principalmente ventilagdo mecanica;

Houve uma grande diferenca entre as taxas de infec¢ao informadas
pelos hospitais que pode estar associada as caracteristicas do
hospital ou a uma subnotificagdo de casos;

Comparado com dados encontrados na literatura, nossas taxas de
infec¢cdo por CRAb sdo mais elevadas do que em outras cidades e
paises;

Mais de 90% dos isolados de CRAb apresentaram a enzima OXA-23-
like em seu genoma,;

Nenhum isolado apresentou as enzimas OXA-24-like e OXA-58-like
em seu genoma com o0s primers usados;

Os testes fenotipicos para MBL em Acinetobacter baumannii devem
ser interpretados com cuidado, pois nenhum isolado apresentou IMP-
1, VIM-2 ou SPM-1 em seu genoma através da técnica de PCR,
apesar de 20% dos isolados pesquisados terem apresentado teste
fenotipico positivo para MBL;

Houve disseminacdo de um mesmo clone presente em amostras
coletadas no ambiente hospitalar e em pacientes infectados;

Houve disseminacédo interinstitucional de 3 diferentes clones de
CRADb evidenciada pelos métodos de tipagem molecular;

A co-circulacdo de clones esporadicos com clones epidémicos foi
constatada pelos métodos de tipagem molecular;

Mais estudos sdo necessarios a fim de compreender melhor as
caracteristicas dos clones epidémicos de modo a prevenir e/ou

reduzir a disseminacao e o impacto destes sobre 0s pacientes.
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