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1. INTRODUCAO

As infecgdes hospitalares, causadas por bacilos Gram-negativos multirresistentes,
vém aumentando nos ultimos 20 anos, em especial nos paises em desenvolvimento. Isto muito
provavelmente se deve ao aumento da resisténcia, durante os anos 70, entre membros da
familia Enterobacteriaceae envolvidas em infec¢des nosocomiais o qual foi seguido da
introdugdo de novos antibidticos de amplo espectro em hospitais. Como conseqiiéncia houve
um aumento na prevaléncia de bacilos Gram-negativos nao fermentadores da glicose (BGN-
NF), incluindo Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter spp. Stenotrophomonas maltophilia e
o complexo Burkholderia cepacia como bactérias também causadoras de infecgdo hospitalar.
)

Entre os bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose de importancia
clinica destaca-se o género Acinetobacter. Esse género estd amplamente distribuido na
natureza ¢ no ambiente hospitalar, sendo entre os BGN-NF o segundo mais comum em
infec¢do hospitalar. As espécies do género Acinetobacter tém capacidade de sobreviver em
locais umidos e superficies secas e também pode estar presente em géneros alimenticios e na

pele de pessoas saudaveis.



Geralmente as espécies do género sao consideradas nao patogénicas em individuos
saudaveis, mas podem causar infec¢do em pessoas debilitadas. A espécie mais freqiiente
isolada em humanos ¢é o Acinetobacter baumannii, seguido do Acinetobacter Iwoffi,
Acinetobacter haemolyticus, Acinetobacter johnsonii, genoespécie 3 e genoespécie 6.

A habilidade desse microorganismo em adquirir multirresisténcia e sua alta
capacidade de sobreviver em superficies, tem levado a um aumento das infecc¢des
relacionadas ao género em hospitais. Entre elas estdo as infecgdes do trato respiratorio (mais
freqlientemente relacionado ao uso de tubo endotraqueal ou traqueostomia), infecgdes
urindrias, infeccdes em feridas, e também septicemia. '

Ha diversos relatos na literatura indicando um aumento no numero de casos de
Acinetobacter spp. como agente de pneumonia nosocomial, particularmente associada a
ventilagdo mecanica em pacientes de unidades de terapia intensiva. S3o fatores de risco para
aquisicdo de infec¢do por Acinetobacter spp. : tratamento com antibidticos e/ou cirurgia,
instrumentagdo, ventilagdo mecanica e tempo de permanéncia em unidades de tratamento
intensivo. ¢
Altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos tém sido observadas em amostras de
Acinetobacter spp. Estudos multicéntricos, envolvendo hospitais brasileiros, demonstraram
que percentuais elevados (80 a 90 %) de Acinetobacter spp, sdo sensiveis somente a
carbapenémicos (iminepem e/ou meropenem) e as polimixinas, e cerca de 10 a 20% sao
resistentes a todos antimicrobianos disponiveis comercialmente, exceto as polimixinas. ¢

No ambiente hospitalar, as espécies de Acinetobacter spp. encontram-se
amplamente distribuidas. Apesar de ndo estar totalmente elucidado o seu modo de transmissao,
algumas fontes de infec¢ao ja foram descritas: umidificadores, maos contaminadas, colchdes e

cateteres. Um aspecto importante na transmissdo de Acinetobacter esta associado a

descontaminagdo inadequada de equipamentos. Ja foi relatado que espécies de Acinetobacter



podem persistir no ambiente sob condi¢des umidas ou secas mantendo-se viaveis por até 5
meses. ®

Espécies de género Acinetobacter spp. sdo reconhecidas como patogenos
importantes em infec¢des nosocomiais, frequentemente dificeis de se tratar devido a sua
multirresisténcia aos antimicrobianos e também podem estar envolvidos em muitos surtos.
Portanto, é necessario que se consiga entender melhor esses fatos, sdo indicados métodos de
tipagem molecular, as quais sdo técnicas para comparar amostras (isolados clinicos) de uma
mesma espécie, uma vez que os métodos fenotipicos tém baixo poder discriminatério em
relacdo aos genotipicos. Deste modo, a tipagem molecular ¢ um importante instrumento para
esclarecer fontes e modo de transmissao de amostras epidémicas. ©-11)

Assim, embora altas taxas de resisténcia em Acinetobacter spp. tenham sido
descritas, existe uma diferencga de prevaléncia de resisténcia conforme determinadas regioes e,
portanto, ¢ importante determinar o perfil de suscetibilidade do género em cada instituig¢do.
Além disso, ¢ importante realizar estudos de tipagem os quais permitam avaliar a
epidemiologia molecular dos isolados clinicos de Acinetobacter spp. para determinar a

necessidade de implementagdo de medidas de controle mais adequadas que dificultem sua

transmissao no ambiente hospitalar.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Taxonomia

O género Acinetobacter apresenta como caracteristica, bacilos curtos ou cocoides
que se apresentam normalmente aos pares com tamanho que varia entre 1,0 e 1,5 um por 1,5 a
2,5um. Em meios de cultura solidos, as colonias normalmente possuem aspecto liso,
raramente mucdéide, de cor amarelo palido ou branco-acinzentado, entretanto em algumas
amostras podem-se observar pigmento marrom. No meio McConkey, as coldnias podem
apresentar-se transparentes ou levemente rdseas, pois nao utilizam a lactose como fonte de
carbono. 12
As células de Acinetobacter sio Gram-negativas, ndo esporulam e sdo imoveis
embora possam apresentar fimbria polar a qual confere apenas um movimento tipo vibratorio.
Sao estritamente aerdbios, com metabolismo oxidativo, ndo fermentativo, catalase positivos e
crescem com facilidade entre 33 e 35°C em meio de cultura comuns no laboratério (agar
sangue, Mueller-Hinton, McConkey, etc.). Alguns crescem em temperatura acima de 40°C, o

. . ;- ;12
que pode diferenciar algumas espécies. (3:12)



Todos os membros do género apresentam reacdo negativa no teste da oxidase,
caracteristica que pode ser utilizada como um teste presuntivo rapido para distinguir
Acinetobacter spp. de outros bacilos Gram-negativos ndo fermentadores. As espécies deste
género crescem em meios definidos contendo uma tnica fonte de carbono e pode utilizar sais
de aménio e nitrato como fonte unica de nitrogénio. >

Amostras do género foram isoladas inicialmente, a partir do solo, em 1909 sendo
denominado Micrococcus calco-aceticus. '¥) Diante de caracteristicas indefinidas referentes
ao género, durante décadas, varios nomes foram utilizados para distinguir amostras
possivelmente pertencente a esse grupo. Em 1968, um estudo demonstrou, que as cepas

(12 e, em 1971, o “Subcommittee on

oxidase negativas eram diferentes das oxidases positivas
the Taxonomy of Moraxella and Allied bacteria”, reunido no México, decidiu invalidar toda a
sinonimia até entdo utilizada para o grupo e reconhecer o género como Acinetobacter. Esse
comité decidiu que o género Acinetobacter incluiria somente as cepas oxidase negativas e
seria composto por uma Unica espécie: A. calcoaceticus. O género a partir desse momento
pertenceria, provisoriamente, a familia Neisseriaceae, junto aos géneros Moraxella,
Branhamella e Neisseria.

Na década de oitenta, foram caracterizados 12 grupos de hibridizagdo
(genoespécies), foram reconhecidas quatro genoespécies (2, 4, 5 ¢ 7) como espécies e
denominadas como A. baumannii, A. haemolyticus, A. junii e A. johnsonii, respectivamente.
Ja o A. calcoaceticus pertence ao grupo 1 e A. lwoffii ao grupo 8 .

A partir de estudos de hibridizagdo e seqlienciamento, membros do género
Acinetobacter foram classificados em uma nova familia, a Moraxellaceae, a qual incluiria os
géneros Moraxella, Acinetobacter, Psychrobacter e organismos relacionados. (16:17)

Devido a dificuldade de diferenciagdo das cepas sacaroliticas pertencentes as

genoespécies 1, 2, 3 e 13 (nova classificagdo de Tjernberg e Ursing) por meio de provas



fenotipica, utiliza-se com freqiiéncia o termo “complexo A. calcoaceticus - baumannii” ou
“Acinetobacter sacarolitico”. Ja o A. johnsonii, A. lwoffii e a espécie 12 sdao assacaroliticos e
frequentemente observados como flora de pele. '*!'”

Estudos taxondmicos associam métodos fenotipicos, utilizagdo de diversas fontes
de carbono ¢ métodos genotipicos de hibridizagdo DNA-DNA, amplificagdo e clivagem do
rDNA e principalmente, o seqiienciamento das regides 16S e 23S do rRNA, sendo o
seqiienciamento o mais utilizado para identificagdo correta das espécies, atualmente, o género
Acinetobacter pode ser dividido em 25 diferentes genoespécies. @)

Atualizacdo da taxonomia das espécies e genoespécies podem ser encontradas no

seguinte site: www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy (anexo 1).



2.2 Epidemiologia

H4 mais de 20 anos as infecgdes adquiridas em hospitais de paises em
desenvolvimento causadas por bacilos Gram-negativos multirresistentes sdo um problema
muito provavelmente, por conseqiiéncia da introdugdo nos hospitais da terapia com
antibioticos de amplo espectro. Na década de setenta houve um aumento na importancia de
bacilos Gram-negativos ndo fermentadores da glicose, incluindo Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter spp, Stenotrophomonas maltophilia e o complexo Burkholderia cepacia como
bactérias também causadoras de infecgio hospitalar. "

Desses patogenos emergentes, o Acinetobacter spp., apesar de sua baixa
viruléncia, constitui um sério problema terapéutico devido ao aumento e disseminagdo de
amostras multirresistentes no Brasil e no mundo, tem um papel importante na colonizacao e
infeccdo de pacientes hospitalizados. ¢

Devido a sua escassa exigéncia nutricional, o que facilita a sua adaptacdo ao meio
ambiente, espécies do género Acinetobacter sido frequentemente isolados em agua, no solo e
em esgotos. ¥ Porém, um estudo demonstrou que a fonte de contamina¢io com cepas
multirresistentes parece ndo ser a partir de reservatorios comunitarios, mas dos existentes no
proprio ambiente hospitalar. *

Os Acinetobacter spp. fazem parte da flora da pele, particularmente nas regides
axilares, virilha e dedos dos pés, sendo que 25% de individuos normais podem ser colonizados
por Acinetobacter spp. “?” Também pode ser encontrado, ocasionalmente, na cavidade oral e
trato respiratorio de adultos sadios, mas a taxa de pessoas ndo hospitalizadas portadoras de

Acinetobacter spp., exceto na pele, é normalmente baixa.



Apesar de ser um patdgeno oportunista, as espécies do género Acinetobacter
possuem muitos fatores de viruléncia, como presenca de capsula polissacaridica; presenga de
fimbrias e/ou do polissacarideo capsular; producdo de enzimas lipidicas, toxicidade do
lipopolissacarideo (LPS), principalmente presenga do lipideo A e a produgdo do “slime” como
fator responséavel pelo aumento da viruléncia e mortalidade. "

No ambiente hospitalar, tem sido relatado como responsavel por bacteremias e

(29 (30 (€2)) (32)

septicemia , infecgOes urinarias , endocardites , meningites ¢ infecgdes em

pacientes queimados. 33)

Infecgdes pulmonares hospitalares causadas por Acinetobacter spp. tém sido
descritas constantemente especialmente quando associadas a ventilagdo mecanica. Em estudos
com pacientes em ventilagdo mecanica isolados de Acinetobacter foram obtidos em 15 a 25%

dos individuos. ©*3%

Este fato tem sido atribuido, provavelmente, as complicagdes
proeminentes da ventilagdo mecanica associada ao crescente numero de pacientes que a tem
utilizado. Além disso, alguns fatores tém sido identificados como relevantes no aumento do
risco de pneumonia ou colonizagdo do trato respiratorio inferior por Acinetobacter spp. como,
idade avangada, doenca pulmonar cronica, imunossupressdo, cirurgia, uso de agentes
antimicrobianos, presenca de procedimentos invasivos, tais como tubos gastricos e
endotraqueais e alguns tipos de equipamentos respiratorios. *®

Segundo dados recentes do “National Nosocomial Infections Surveillance” (NNIS)
a prevaléncia de infec¢des causadas por Acinetobacter spp. pode estar aumentando, os dados
do NNIS indicam que os episédios de pneumonia em unidades de tratamento intensivos,
associada ao Acinetobacter spp. tem aumentado significativamente, o qual passou de 4% em

1986 para 7% em 2003 (p<0,001). ¢”

No ambiente hospitalar as espécies de Acinetobacter tem sido obtidas nas fontes

(38) 39)

mais variadas, como em superficies imidas ", colchdes (33), travesseiros © ’, € também é



frequentemente encontrado em umidificadores, “**

mas seu principal modo de disseminagao
sd0 as maos dos profissionais. “D Amostras de Acinetobacter spp. podem persistir no ambiente
por varios dias sob condi¢des imidas ou secas mantendo-se viaveis por até 5 meses nos mais
diversos materiais, facilitando assim sua transmissao. ®

Cada vez mais esse microorganismo tem sido envolvido em processos infecciosos
em todo o mundo. Na América Latina, segundo dados do programa SENTRY Acinetobacter
spp. € o quarto agente mais freqiiente em pneumonias. Surtos de infeccdo causados por esse
agente tem sido relatados em diferentes areas hospitalares, como UTIs neonatais e ou de
adultos, enfermarias clinicas, cirargicas e também em unidades de queimados. ©

Um surto de Acinetobacter multirresistente foi relatado num estudo, o qual
descreveu a disseminacdo clonal entre pacientes de um mesmo hospital e ainda entre diferentes
hospitais de Sdo Paulo. “? Em outro estudo, foram encontrados clones multirresistentes de
Acinetobacter spp., os quais estavam disseminados em diferentes hospitais no mesmo pais.
Em 2003, foi reportado em Curitiba, Brasil, um surto de Acinetobacter spp., resistente aos
carbapenémicos, produtor da enzima OXA-23, provenientes de um clone unico. (43:44)
A disseminacdo clonal revela a necessidade de utilizagdo de medidas de bloqueio

epidemioldgico e lavagem de maos, com intuito de diminuir a ocorréncia de infec¢do cruzada

de paciente para paciente de cepas multirresistentes.



2.3 Resisténcia aos Antimicrobianos

No comego dos anos setenta, infecgdes causadas por Acinetobacter spp. poderiam
ser tratadas com antibidtico de espectro limitado como gentamicina, acido nalidixico,
ampicilina ou carbenicilina. Porém, em meados da década de setenta, houve um aumento nas
taxas de resisténcia e a maioria das amostras de Acinetobacter spp. tornaram-se resistentes a
multiplos antibidticos. “**¢)

Embora multirresistente, o género mantinha sensibilidade quase universal aos
carbapenémicos. Assim, na década de noventa, o imipenem era o uUnico antimicrobiano
efetivo no tratamento das infec¢des causadas pelo Acinetobacter spp., porém, no final dessa
década j4 tinham sido relatados casos de resisténcia a esse antimicrobiano. “*®

No Brasil, assim como na América Latina, dados de estudos multicéntricos indicam
que a maioria das amostras de Acinetobacter spp. sdo sensiveis somente aos carbapenémicos, e
aproximadamente 10 a 20% destes sdo resistentes a todos antimicrobianos.

O principal mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-negativas aos [3-
lactamicos ocorre devido a producdo de enzimas que catalisam a hidrolise do anel B-lactamico
(B-lactamases). O grau de resisténcia dependera da quantidade de enzima produzida, da
habilidade dessa enzima em hidrolisar o antimicrobiano e da velocidade com que penetra pela
membrana externa da bactéria. O gene que codifica a producdo de B-lactamases pode estar
localizado no DNA cromossomico ou no DNA extracromossdmico (plasmidios ou
transposons). Algumas B-lactamases usam como co-fatores enzimaticos ions zinco, enquanto

. , . 50
que a maioria usa ésteres de serina. 9



Em 1989, foi proposta uma classificagao, por Bush, cujo agrupamento incluiu
enzimas [-lactamases de todos os grupos bacterianos e que correlaciona substratos e
propriedade de inibigdo, integrando caracteristicas funcionais e moleculares. Quatro grupos

foram definidos de acordo com o substrato e os perfis de inibigao:

» Grupo 1: B-lactamases que ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico;

= Grupo 2: B-lactamases de amplo espectro, geralmente inibidas pela a¢dao do
acido clavulanico;

» Grupo 3: metallo-beta-lactamases que atuam sobre penicilinas,
cefalosporinas e carbapenémicos; ndo inibidas pelo acido clavulanico e
inibidas pelo EDTA;

=  Grupo 4: B-lactamases que n3o inibidas pelo acido clavulanico. ®V

Devido ao aparecimento crescente de [B-lactamases e de sua diversidade (TEM-
derivados e SHV-derivados), em 1995, o esquema de classificagdo desenvolvido por Bush
sofreu modificagdes, proposta por Bush, Jacoby e Medeiros, a nova classificacdo deu origem a
subgrupos, por exemplo, os subgrupos com o prefixo 2b, 2be, 2f etc., para melhor caracterizar
as diferentes enzimas. Ambler, na década de oitenta, propds uma classificagdo molecular, na
qual a seqiiéncia genética define quatro classes designadas como A, B, C e D. ®?

Em 2001, Bush adaptou sua classificagdo anterior as formas de aquisi¢do dos genes

S

que codificam B-lactamases, > conforme tabela 1.



Tabela 1: Caracteristicas funcionais e moleculares dos principais grupos de B-lactamases.

Grupo Sub-grupos  Classe molecular Caracteristicas funcionais N¢estimado de
funcional enzimas
1995 2000

Enzimas frequentemente  cromossomais em
BGN, mas podem ser codificados por
1 C plasmidios. Conferem resisténcia a todos os f3- 32 51
lactamicos, exceto carbapenens (exceto).
(quando combinado com alteragdo ferina).

Nao sdo inibidas por 4cido clavulanico.

2 AeD Grande maioria das enzimas ¢ inibida por 136 256

acido clavulanico

Penicilinas produzidas por Staphylococcus
2a A spp. e Enterococcus spp.. Conferem altos 20 23

niveis de resisténcia as penicilinas

2b A B - lactamases de espectro reduzido de bactérias 16 16
Gram negativas. Inclui TEM-1 e SHV-1

2be A ESBL conferem resisténcia a cefalosporinas de 36 119

amplo espectro e monobactamicos

2br A P - lactamases derivadas da TEM resistentes ao inibidor de 9 24
beta-lactamases (IRT)
2c A Enzimas que hidrolisam a carbenicilina 15 19
2d D Enzimas que hidrolisam a  cloxacilina 18 31
(oxacilina); pouco inibidas  pelo acido
clavulanico
2e A cefalosporinase inibidas por acido clavulanico 19 20
2f A Enzimas que hidrolisam carbapenens com sitio 3 4
ativo serina, inibidas por acido clavulanico
3a,3b,3c B Metalo-B-lactamases que conferem resisténcia 13 24
3 aos carbapenens e todos os outros p-

lactamicos com excecdo dos monobactamicos.

Nao sdo inibidas por 4cido clavulanico

4 ND Enzimas néo seqiienciadas que nio se 7 9

encaixam em outros grupos

Adaptada do artigo de Bush, 2001.



2.4 Principais p-lactamases de importancia clinica

2.4.1 B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

As ESBLs sdo enzimas mediadas por genes plasmidiais, capazes de hidrolisar a
cadeia oximino-beta-lactamica presente na estrutura quimica da droga, o que faz com que seu
espectro de agdo se estenda aos -lactamicos de amplo espectro, como as cefalosporinas de
terceira geragdo (ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona) e monobactamicos (aztreonam), mas
ndo conferem resisténcia as cefamicinas (cefoxitina e cefotetan) e carbapenémicos (imipenem
e meropenem). Freqlientemente, na mesma cepa podem existir muitos plasmidios e multiplas
ESBLs, e algumas co-resisténcias sdo carreadas dentro do mesmo plasmidio, como a
resisténcia aos aminoglicosideos, tetracilinas, sulfonamidas e fluoroquinolonas. **

As ESBLs da classe A de Ambler sdo em sua grande maioria derivadas das
enzimas TEM-1 ou SHV-1. As enzimas descritas posteriormente, apresentando as mesmas
caracteristicas, foram incorporando diferentes numeros as suas nomenclaturas. Em
Acinetobacter spp., ja foram descritas enzimas do tipo TEM-1, TEM-2 ¢ SHV-1. No entanto,
um pequeno numero de ESBL, as quais, ndo apresentam relagdo com nenhuma classe de
ESBL estabelecida, tem sido relatadas. As p-lactamases do tipo PER-1 e VEB-1 sdo exemplos
destas enzimas, as quais foram isoladas em Acinetobacter spp. ©>>%

A emergéncia dos microorganismos produtores de ESBL tem grande importancia
clinica, pois este mecanismo ¢ mediado por plasmidios, facilitando sua transmissdao

horizontal. A presenca de cepas produtoras de ESBL acarreta implicagdes terapéuticas, por

que a extensdo do espectro de resisténcia para cefalosporinas de terceira e quarta geracao



impde limites para a utilizagdo de P-lactdmicos, podendo aumentar a prescricdo de
carbapenémicos. ¥

2.4.2 Oxacilinases

No grupo 2 da classificagdo de Bush, Jacoby e Medeiros, (classe molecular D de
Ambler), estdo as oxacilinases. Estas enzimas utilizam como substrato a oxacilina, e s@o
inibidas pelo 4cido clavulanico, ndo dependendo de zinco como co-fator. ®? Algumas
enzimas da familia das oxacilinases possuem atividade hidrolitica contra os carbapenens, e
sdo encontradas em Acinetobacter spp.

As oxacilinases do Acinetobacter spp. , sdo divididas em 5 subgrupos
filogenéticos: OXA-23 ¢ OXA-27 (muito similares); OXA-24; OXA-51 ¢ OXA-58. ¥
Recentemente, foi sugerido que as enzimas do subgrupo OXA-51 sdo de produgdo intrinseca
em Acinetobacter spp. ©" A detecgio de OXA no laboratério é dificil com testes fenotipicos,

. , . ; Lo 43;44
e sua pesquisa so pode ser realizada através de técnicas moleculares. 4

2.4.3 Metallo-p-lactamases (MBLs)

As classificadas no grupo 3 de Bush, Jacoby e Medeiros, classe molecular B de
Ambler, ®® sdo normalmente cromossomais, mas também s3o encontradas em plasmidios.
Possuem ions zinco em seu sitio e dependem dele para realizagdo de sua atividade catalitica.
Estas enzimas ndo sdo inibidas pelo acido clavulanico, sulbactam e tazobactam, mas sao
inibidas por agentes quelantes como acido etilenodiaminotetracético (EDTA) ou compostos
derivados do é4cido tiolatico, como 4cido 2-mercaptopropidnico (2-MPA). %% Ag primeiras
MBLs incluiam as classes IMP e VIM, as quais hidrolisam diversos antibioticos -lactamicos,

incluindo ceftazidima e cefepima, mas ndo o aztreonam. No entanto, bactérias produtoras de



MBLs podem ser resistentes ao aztreonam por outros mecanismos. E, por serem capazes de
hidrolisar também o imipenem e meropenem, sdo denominadas carbapenases.

O primeiro relato de Acinetobacter spp. produtor de MBLs do tipo IMP no Brasil
foi descrito por Gales et al, em 2003.°> Embora as MBLs mais conhecidas ¢ estudadas sejam
IMP e a VIM, outros tipos ja foram descritas (SPM, somente em P. aeruginosa, GIM ¢ SIM).
Entre estas novas MBLs a SIM foi descrita em Acinetobacter na Coréia sendo que os isolados
apresentavam baixos niveis de resisténcia para imipenem e meropenem (8 e 16 pg/mL) e

fenotipo multirresistente. $::66-6%



2.5 Métodos de detecgiao B-lactamases em Acinetobacter spp.

Na rotina dos laboratérios de microbiologia no Brasil, utiliza-se o teste de disco
difusdo para avaliar o perfil de susceptibilidade de Acinetobacter padronizado conforme o
CLSI — (“Clinical and Laboratory Standards Institute). No entanto, este teste pode nao
detectar a resisténcia mediada por B-lactamases. ©*” Sendo assim, outros métodos fenotipicos
tem sido propostos para detec¢do dessas enzimas.

Testes fenotipicos para deteccdo de f-lactamases em bacilos Gram-negativos nao
fermentadores da glicose sdo restritos, pois essas bactérias, e em particular, P. aeruginosa e
Acinetobacter spp., pode expressar simultaneamente varios mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, o que dificulta a interpretagio do resultado dos testes fenotipicos. ¢*

Assim, ha uma diversidade de enzimas ja relatadas em Acinetobacter spp. as quais
apresentam diferentes respostas frente & acdo dos inibidores de B-lactamases, dificultando a
padronizagdo do método no caso de ESBL. Estudos sugerem um teste de aproximacdo de
discos para sua detecgdo que, apesar de ndo serem padronizados para Acinetobacter spp., tem
sido muito utilizados para familia Enterobacteciaceae (em especial Klebsiella spp. e
Escherichia coli). Este teste utiliza um disco contendo clavulanato, que deve ser colocado 2,0
cm disco a disco de B-lactdmicos (cefotaxima, ceftazidima, cefepima ou aztreonam). Um
aumento ou distor¢do no halo entre o clavulanato e algum dos B-lactdmicos, indica presenca
de ESBL. ®¥

Por outro lado, a determina¢do da presenca de MBLs pode ser feita através de um

teste que utiliza substancias que bloqueiam a acdo das B-lactamases zinco dependentes. O

método de aproximagao de discos proposto por Arakawa et al, em 2002, consiste em verificar



a acdo inibidora do 4cido 2-MPA e/ou EDTA, sobre a enzima permitindo agdo do substrato
sobre a bactéria. O aparecimento de uma distor¢ao entre os discos é considerado indicativo de
produgio de MBL. ®® Também pode ser utilizado o método de Etest® MBL que usa uma fita
combinada de imipenem e imipenem associada ao EDTA. A razio na concentragdo inibitéria
minima (MIC) do imipenem em relagdo a associacdo deve ser > 8, ou seja, redugdo > 3
dilui¢des na MIC do imipenem quando comparado a MIC deste antimicrobiano associado ao
EDTA. 7

Para detec¢ao de outras B-lactamases (tipo OXA) ndo existem testes fenotipicos
padronizados, ¢ a confirmagdo da presenca de MBL ¢ realizada por técnicas moleculares
como PCR com “primers” especificos ou por seqiienciamento dos genes amplificados. Estas
técnicas sdo importantes para detecgdo dos genes responsaveis pela codificagdo das -
lactamases, porém, ainda com um custo muito elevado, o que dificulta seu uso em rotinas

laboratoriais. 34



2.6 Tipagem molecular de Acinetobacter spp.

Meétodos de tipagem molecular sdo importantes recursos para determinar fontes e
modo de transmissdo de microrganismos. Testes fenotipicos, tais como biotipagem ou
eletroforese de proteinas sdo usadas para caracterizacdo de surtos, porém os testes fenotipicos
para Acinetobacter spp. sdo pouco reprodutiveis e com pobre poder discriminatério, entdo,
testes genotipicos tem sido usado para caracterizar isolados da maioria das pesquisas relatadas
desde 1988.'”

Muitos estudos tentam correlacionar diferentes métodos de tipagem, comparando
biotipagem, teste de susceptibilidade, analise de proteinas, analise de plasmidios, “pulsed-
field gel electrophoresis” — PFGE ¢ a reagdo da polimerase em cadeia (PCR) com “primers”
aleatorios. De acordo com muitos autores a biotipagem, analise de proteinas e de plasmidios
tiveram menor poder discriminatdrio, entretanto, teste de susceptibilidade e PCR mostraram
um moderado e a PFGE apresentou o melhor poder discriminatério entre os métodos. 'V
(Tabela 2).

Portanto, um dos métodos mais utilizados para tipagem molecular utiliza a analise
do perfil de macrorrestricdo do DNA, seguido de eletroforese em campo pulsado. Assim, as
moléculas de DNA sdo separadas de acordo com o seu tamanho em um gel de agarose
submetido a uma corrente elétrica pulsada. E o perfil de migragdo obtido pode ser a
“impressdo digital” de uma determinada bactéria. 7"

Analise de bactérias multirresistentes através de técnicas moleculares de tipagem ¢

essencial para uma investigagdo de surtos de infec¢do hospitalar. Caso os resultados da

tipagem molecular mostrem que a maioria das amostras resistente apresenta o mesmo perfil,



teremos um mesmo clone se disseminando, portanto, medidas de barreira adequadas devem
ser adotadas para que o patdégeno em questdo ndo seja transmitido de paciente-paciente ou
paciente-profissional de satde.

Se os resultados da tipagem mostrarem que hd uma grande variedade genética
entre as amostras que apresentam um mesmo tipo de resisténcia indicam que o problema
provavelmente seja decorrente de selegdo independente de mutantes resistentes. Neste caso,

. .. . . e~ - 1:72
medidas que alterem o uso de antimicrobianos na instituigio deverdo ser tomadas. 7'’?



Tabela 2: Comparagdo entre métodos e principais resultados de tipagem molecular de
diversos estudos epidemioldgicos de Acinetobacter spp.

Origem do Genes e Métodos de Principais resultados Referéncia
trabalho/ano enzimas tipagem
pesquisadas
Alemanha (1995) - Ribotipagem e Maior poder discriminatério do PFGE Seifert et al ™
PFGE
Brasil (1996) - PFGE Transmissdo entre hospitalais Sader et al ®
China (1997) - 4 tipos de PCRs Maior poder discriminatoério do PFGE Liu and Wu 7
e PFGE
Espanha (2000) - REP-PCR, AP-  Multiplos clones; REP-PCR maior poder ~ Bou et al, >
PCR e PFGE discriminatério que AP-PCR comparado
ao PFGE
Coréia (2002) MBL, gene bla PFGE Disseminagao clonal Yum et al ©”
VIM-2
Franga (2003) ESBL, gene bla PFGE Surto clonal Poirel et al ®>
VEB-1
Brasil (2003) Enzima OXA- PFGE Surto clonal Dalla-Costa et al
23 “3)
Coréia (2003) ESBL, gene bla PFGE Multiplos clones Yong et al *®
PER-1
China (2004) - PFGE Surto clonal Yun-Song et al
(76)
Japdo (2004) ESBL, CTX-M- Ribotipagem Disseminagao clonal Nagano et al 77
2
Filadélfia (2005) - PFGE Clone predominante Maslow et al 7
Israel (2005) - PFGE Miltiplos clones Abbo et al ™
Coréia (2005) MBL, gene bla PFGE Duas linhagens clonais diferentes Lee et al ©®
SIM-1
Coréia (2006) ESBL, gene bla PFGE Surto clonal Jeong et al ®®
PER-1
Bélgica (2006) ESBL, gene bla PFGE Clones relacionados entre cidades Nass et al ©”
PER-1 ¢ VEB-1 européias
Franga (2006) - PFGE Multiplos clones Fillaux et al ®*
Brasil (2006) MBL, gene bla Ribotipagem Presenca de dois ribogrupos Tognim et al ®D

IMP-1




3. OBJETIVOS

. Avaliar o perfil de susceptibilidade do Acinetobacter spp. aos antibidticos nas

diferentes unidades clinicas do Hospital Sao Lucas da PUCRS;

. Pesquisar a produc¢do de [B-lactamases de espectro ampliado (ESBL) e metalo-f3-

lactamases (MBL) em Acinetobacter spp.;

. Determinar a rela¢ao clonal entre as amostras de Acinetobacter spp.
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SUMMARY
We described stable rates of carbapenem susceptibility among endemic multi-drug
resistant (MDR) clones of Acinetobacter spp. in a tertiary-care hospital with high rates of

carbapenem-resistance among Pseudomonas aeruginosa.

INTRODUCTION

Acinetobacter spp. has emerged as an important nosocomial pathogen in many
parts of the world. " This organism is associated with a wide range of serious infections,
particularly pneumonia among intensive care unit (ICU) patients. ") Infections are often
difficult to treat as a result of a high-level resistance to many antibiotics. ' The
carbapenems, imipenem and meropenem, are among the drugs of choice to treat nosocomial
infections due to multidrug-resistant A. baumannii isolates. ¥ Carbapenem resistance in this
species has been increasingly observed worldwide, drastically limiting the range of
therapeutic alternatives. (')

At our institution (“Hospital Sdo Lucas” - HSL), a tertiary-care teaching hospital
in southern Brazil, high rates of carbapenem resistance among Pseudomonas aeruginosa have
been reported. Y Most of this resistance was mediated by metallo-p-lactamases. ¥ Since the
emergence of resistance to P. aeruginosa and Acinetobacter baumannii have been strongly
associated with antibiotic use, © and both pathogens present similar epidemiological features

(1,2)

in the hospital setting, it might be expected that considerable rates of resistance to

carbapenems would also be found among Acinetobacter spp. isolates. In this report, we aimed



to describe surprisingly stable rates of carbapenem resistance among endemic multi-drug

resistant (MDR) isolates of Acinetobacter spp. in HSL.

MATERIALS AND METHODS
Study design

The study was conducted at a 600-bed tertiary-care teaching hospital in Porto
Alegre, southern Brazil. The hospital has a 13-bed adult general ICU, two (15 and 7-bed)
adult cardiac ICU, a 12-bed paediatric ICU and a 38-bed neonatal ICU. The study was
separated in two distinct periods: period 1, from January 2002 to December 2003; and period
2, from January 2005 to June 2006. All Acinetobacter spp. isolates recovered from
hospitalised patients (one isolate per patient) during these periods were included. The
following variables were analysed: period, year, patient location, site of

infection/colonisation, and susceptibility profile.

Characterisation of isolates and antimicrobial susceptibility testing

Biochemical tests were used to identify Acinetobacter spp. which included: Gram
stain morphology, ability to ferment carbohydrates, motility, oxidase and catalase activity and
oxidation of glucose in OF-medium; the Vitek System (bioMérieux, Hazelwood,MO) was
used to identify to species level. The susceptibility rates of the isolates were determined by
the disk diffusion method on Mueller-Hinton (MH) agar plates and following antibiotics were
tested: amikacin, ceftazidime, cefepime, -ciprofloxacin, aztreonam, imipenem and
sulbactam/ampicilin. Meropenem was also tested in isolates recovered in 2005 and 2006. The
results of antimicrobial susceptibility tests were interpreted according to the Clinical

Laboratory Standards Institute (CLSI). ©



Molecular typing
Twenty-seven randomly selected isolates of A. baumanni/calcoaceticus complex
were submitted to molecular typing by DNA macrorestriction using Smal followed by PFGE

Q)

as previously described. Restriction fragment profiles were compared visually and

interpreted according to the criteria of Tenover et al. ®

Statistical analysis
Statistical analysis was carried out using SPSS for Windows, Version 10.0.
Bivariate analysis was performed for each variable. P values were calculated by Chi-square

test. A P value <0.05 was considered to be significant.

RESULTS

A total of 844 Acinetobacter spp. isolates were included in the study. Five-hundred
forty-two (64:2%) isolates were recovered from the first period and 302 (35:8%) from the
second period Acinetobacter spp. isolates were more frequently recovered from respiratory
secretions (348 isolates, 41:2%), followed by blood (166, 19-7%), urine (132, 15-6%), central
venous catheter tip (90, 10-7%), surgical wound (55, 6:5%), and other secretions (53, 6:3%).

The higher susceptibility rate was noted for imipenem (843 isolates, 99-9%). The
single isolate resistant to imipenem was recovered in March 2006. The susceptibility rates to
the other antimicrobial were as follow: sulbactam/ampicillin (82:7%), amikacin (23-5%),
cefepime (19-2%), ciprofloxacin (18:6%), ceftazidime (18:0%), and aztreonam (7-3%).

Meropenem was tested for 174 isolates and, with the exception of the isolate resistant to



imipenem, all were susceptible. This latter isolate were excluded from further analysis.
Susceptibility only to imipenem, sulbactam/ampicillin were founded in 501 (59-4%) isolates,
susceptibility to imipenem and sulbactam/ampicillin in 142 (16-8%), and susceptibility to
three or more drugs in 200 (23-7%). Isolates susceptible only to imipenem or to imipenem and
sulbactam/ampicillin were defined as Multi-Drug Resistant - MDR (643 isolates, 76:3%). The
mean prevalence of MDR isolates by month was 76:2% + 14-1, ranging from 30.0% in
November 2002 to 100% in October 2005. MDR isolates were significantly more frequent in
the second period of the study (81:7% versus 73-2%, prevalence rate [PR] 1-12, 95% CI 1-08—
1-20, P = 0-007). The lowest prevalence of MDR isolates was observed in paediatric wards
(46:4%) and the highest in cardiac ICUs (85-6%) and general ICU (83-5%), P < 0-001).
Isolates recovered from blood cultures presented the lowest rates of MDR profile (63.6%)
while surgical wound isolates (85-4%) presented the highest rates of this profile (P < 0-001).
The MDR profile was also presented in 80-5% of isolates recovered from respiratory
secretions, 77-:3% of those from urine, 72-2% of those from central venous catheter, and
83-0% of those from other secretions.

Twenty-seven isolates with the MDR profile were identified to species level
(A.baumanni/calcoaceticus complex) and submitted to molecular typing (Table 1), one of
them was the isolate resistant to the carbapenems. Five distinct clones were detected among
these isolates: a major clone A (17 isolates, 63:0%) with 5 subtypes (Al, 8 isolates; A2, 4;
A3, 1; A4, 3; and A5, 1); clone B (6, 22-2%), clone C (2, 7-4%), clone D (1, 3:7%) and clone
E (1, 3:7%), figure 1. These isolates were recovered from blood (13 isolates, 41:1%),
respiratory secretions (7, 25:9%), catheter tip (3, 11:1%), surgical wound (3, 11-1%) and other
secretions (1, 3-7%). There was no statistical difference according to the specimen site among
the clones (P = 0-80). The 95% CI estimated prevalence of each clone in the entire population

of A.baumanni/calcoaceticus complex isolates of our study are 42-4 to 80-6% for clone A, 8-6



to 42-:3% for clone B, 0-9 to 24-3% for clone C, 0-1 to 19:0% for clone D, and 0-1 to 19.0%

for clone E.

DISCUSSION

Our study showed that there is a very high susceptibility rate of Acinetobacter spp.
to carbapenems in our institution despite its relatively high rates of resistance to other
antimicrobials. In fact, MDR Acinetobacter spp. reached the general rate of almost 80%,
mostly in ICUs, and significantly increased over the period studied.

We were able to establish the presence of five MDR strains among the
A.baumanni/calcoaceticus complex isolates although only a small number of isolates of this
species (27) was submitted to molecular typing, a major clone (clone A) and its subtypes
comprised most of MDR isolates (63-0%, 95% CI 42-4 to 80-6%), and it seems to be endemic
at our institution. The second major clone (clone B) was firstly identified among carbapenem-
susceptible isolates recovered in 2005. However, this clone was also further recovered in 2006
and, most importantly, the first carbapenem-resistant isolate emerged from an isolate from
this clone. These findings are in accordance with many studies on molecular epidemiology of
Acinetobacter spp. which shown that most endemic infections are caused by unique strains,
usually arising from a common source or cross-transmitted between patients.

Virtually no carbapenem resistance was observed over a period of more than 4
years of follow-up despite the extremely high rates of resistance to this class of drugs among
P. aeruginosa isolates over a similar period of this survey, as indicated by other studies from
our institution. %'V This class of antibiotics, therefore, remain as the drugs of choice to treat
severe infections due to this organism at our institution, while the sulbactam/ampicillin may

be an alternative, since 82-7% of the isolates were susceptible to this drug. Although the



isolates from 2004 were not actively surveyed, no carbapenem-resistant isolate was recovered
during this period.

The selective pressure imposed by antibiotic usage has been strongly associated
with the emergence of antimicrobial resistance. “*> However, the data of this and other
studies in our institution suggest that, at least for carbapenems, the antibiotic use has only a
relative role on the emergence of resistance among nonfermentative organisms in the hospital
setting. Our results indicate that other factors also importantly mediate the dynamics of
antimicrobial resistance epidemiology of these pathogens in nosocomial setting.

One of these factors is the intrinsically ability of the organism to develop
resistance in an adverse environment. However, this may not explain the case of
Acinetobacter spp., since its capacity to become resistant to many antimicrobial agents,
including, carbapenems, is comparable to P. aeruginosa. **’ The fitness cost imposed by the
development of antimicrobial resistance also determines the epidemiological success of a
resistant organism. 12 In the same way, carbapenem-resistant Acinetobacter spp. have been

D either endemic or epidemically, suggesting that

reported with increasing frequency,
resistant-isolates are as competitive as susceptible ones as a general rule, although some
fitness advantage among specific susceptible strains from our hospital can not be discharged.
Despite the small number of isolates analysed, clone B isolates predominated in the first
months of 2006, and it is possible that such strain have distinct competitive fitness which
would contribute to its prevalence and further spread of isolates with carbapenem-resistant
phenotype.

In summary, our study gives rise to many insights about microbiological and
epidemiological factors which can determine antimicrobial resistance in the nosocomial

setting, and suggests that the epidemiology of antibiotic resistance profiles, at least among

nonfermentative Gram-negative rods, is not only driven by antimicrobial consumption.
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Table 1. DNA macrorestriction profile, date of isolation, and susceptibility of the 27 A.
baumannii/calcoaceticcus isolates submitted to molecular typing.

DNA macrorestriction Year* Susceptibility

profile (n =27)

2002 2003 2005 2006 IMP IMP, AMS
Al (n=28) 2 1 4 1 8 0
A2 (n=4) 2 2 0 0 2 2
A3 (n=1) 0 0 1 0 0 1
A4 (n=3) 0 0 2 1 3 0
A5(n=1) 0 0 1 0 1 0
B(@m=6) 7 0 0 3 3 1 4
C(n=2) 0 0 2 0 2 0
D(n=1) 0 0 1 0 1 0
E(n=1) 0 0 1 0 0 1

IMP, imipenem; AMS, ampicillin/sulbactam.
*There was no statistically significant difference among the distinct clones along the years (P = 0-50).

1 One isolate was resistant to all drugs, including carbapenems.



Figure 1. Macrorestriction profile of MDR A. baumannii/calcoaceticcus complex from Hospital
Sao Lucas.

A1 2 3 4 56 7 8 910111213 1415 2 16 17 181920 21 A

Lines 1,3,4,5,7,8,13,15,17 and 21: clone A and its subclones; Lines 2,10,11,16,19,20:clone B; Lines

6,14:clone C; Line 9:clone D; Line 12 clone E; Line 18: no typing ; A: molecular weigth marker
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RESUMO

No6s descrevemos taxas estaveis de susceptibilidade aos carbapenémicos entre
clones endémicos multirresistentes (MDR) de Acinetobacter spp. num hospital de cuidados
terciarios com taxas elevadas de resisténcia aos carbapenémicos entre Pseudomonas

aeruginosa.

INTRODUCAO
Acinetobacter spp. emergiu como um patégeno nosocomial importante em muitas
partes do mundo. " Este organismo estd associado a diversas infec¢des, particularmente

D As infecgdes sdo

pneumonia entre pacientes de unidades de terapia intensiva.
frequentemente dificeis de tratar em conseqiiéncia de altos niveis de resisténcia a muitos
antibidticos. ¥ Os carbapenémicos, imipenem e meropenem, estio entre as drogas de
escolha usadas para tratar as infecgdes nosocomiais causadas por isolados A. baumannii
multirresistentes. ® A resisténcia aos carbapenémicos nesta espécie tem sido observada cada
vez mais em todo mundo, limitando drasticamente as alternativas de terapia. >

Em nossa instituicdo (“Hospital Sao Lucas”-HSL), um hospital universitario de
cuidados tercidrios no sul do Brasil, taxas elevadas de resisténcia entre Pseudomonas
aeruginosa tem sido relatadas. ¥ A maioria destas resisténcias foi mediada por metallo-beta-
lactamases. ¥ Desde o surgimento da resisténcia a P. aeruginosa e A. baumannii tem sido

()

fortemente associada com o uso de antibidticos, ~’ ¢ ambos patdogenos tem caracteristicas

(1,2)

epidemiologicas semelhantes neste hospital, poderia ser esperado que a taxas

consideraveis de resisténcia aos carbapenémicos seriam também encontradas entre isolados de



Acinetobacter spp. Neste relato, nosso objetivo foi descrever taxas suprendentemente estaveis
de resisténcia aos carbapenémicos entre isolados endémicos multirresistentes de

Acinetobacter spp.

METODOS

Desenho do estudo

O estudo foi realizado num hospital terciario com 600 leitos em Porto Alegre, sul
do Brasil. O hospital tem uma unidade de tratamento intensiva adulta (UTI), com 13 leitos,
duas cardiacas com 15 e 7 leitos (UTC), uma pediatrica com 12 leitos e uma neonatal com 38
leitos. O estudo foi dividido em dois periodos distintos: periodo 1, de Janeiro 2002 a
Dezembro de 2003; e periodo 2, de Janeiro de 2005 a Junho de 2006. Todos isolados
recuperados de Acinetobacter spp. de pacientes internados (um isolado por paciente), durante
esse periodo foram incluidos. Foram analisadas as seguintes varidveis: periodo, ano,

localizag@o do paciente, sitio da infec¢ao/colonizagdo e perfil de susceptibilidade.

Caracterizacao dos isolados e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Testes bioquimicos foram utilizados para identificagdo de Acinetobacter spp.
incluiram: morfologia no Gram, habilidade de fermentar carboidratos, mobilidade, atividade
da oxidase e catalase, oxidacao de glicose no meio OF; também foi utilizado o sistema Vitek
(bioM¢érieux, Hazelwood,MO) na identificagdo da espécie. As taxas de susceptibilidade dos
isolados foi determinada pelo método disco-difusdo em agar Mueller-Hinton (MH), contendo
os seguintes antibioticos: amicacina, ceftazidima, cefepime, ciprofloxacina, aztreonam,

imipenem e ampicilina/sulbactam. Meropenem também foi testado nos isolados recuperados



em 2005 e 2006. Os resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos foram

interpretados de acordo com o Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI). ©

Tipagem molecular

Foram selecionados randomicamente, vinte e sete isolados do Complexo A.
baumannii/calcoaceticcus, os quais foram submetidos a tipagem molecular através da
macrorestricio do DNA, usando enzima de restricdo Smal seguido de eletroforese pulsada
(PFGE) como descrito anteriormente. ) Os fragmentos da restrigio foram comparados

visualmente segundo critérios de Tenover et al. ®

Analise estatistica
Analise estatistica foi realizada utilizando o programa SPSS para Windows, versao
10,0. Foi realizada andlise bivariada para cada variavel. Valores de p foram calculados pelo

teste Qui-quadrado. Um valor de p <0,05 foi considerado significativo.

RESULTADOS

Um total de 844 isolados de Acinetobacter spp. foram incluidos neste estudo.
Quinhentos e quarenta e dois (64:2%) dos isolados foram recuperados no primeiro periodo e
trezentos e dois (35:8%) no segundo periodo. Acinetobacter spp. foi mais frequentemente
isolado de secrecdes respiratorias (348 isolados, 41:2%), seguido de sangue (166, 19-7%),
urina (132, 15-6%), ponta de cateter venoso central (90, 10-7%), feridas cirtrgicas (55, 6:5%),
e outras secrecoes (53, 6:3%).

A maior taxa de sensibilidade foi notada para imipenem (843 isolados, 99-:9%).

Apenas um unico isolado resistente ao imipenem foi recuperado em marco de 2006. Outras



taxas de sensibilidade foram como a seguir: ampicilina/sulbactam (82:7%), amicacina
(23:5%), cefepime (19:2%), ciprofloxacina (18:6%), ceftazidima (18:0%), e aztreonam
(7-:3%). Meropenem foi testado em 174 isolados e, com exce¢do do isolado resistente ao
imipenem, todos foram sensiveis. Este ultimo isolado foi excluido na analise. Susceptiveis
apenas ao imipenem foram encontrados em 501(59-4%) isolados, sensiveis ao imipenem e
ampicilina/sulbactam em 142 (16:8%), e sensiveis a trés ou mais drogas em 200 (23-7%).
Isolados sensiveis apenas ao imipenem ou imipenem e ampicilina/sulbactam foram definidos
como MDR, foram 643 isolados, 76,3%. A média de prevaléncia de MDR em cada més foi
76,2% + 14, 1, variando de 30,0% em Novembro 2002 a 100% em Outubro de 2005. Isolados
MDR foram significativamente mais freqiientes no segundo periodo do estudo (81-7% versus
73-2%, taxa de prevaléncia [PR] 112, 95% CI 1-:08—1-20, P = 0-:007). A menor prevaléncia de
isolados MDR foi observada em unidades pediatricas (46-4%) e maiores em unidades de
cuidados intensivos, cardiacas (85:6%) e geral (83-5%), P < 0-001. Isolados recuperados em
cultura de sangue apresentaram a menor taxa de perfil MDR (63.6%) enquanto isolados de
feridas cirtrgicas (85-4%), apresentaram taxas maiores com esse perfil (P < 0-001). O perfil
MDR também estava presente em 80-5% dos isolados recuperados de secregdes respiratorias,
77-3% de urina, 72,2% em ponta de cateter venoso central, e 83,0% em outras secregoes.
Vinte e sete isolados com perfil MDR foram identificadas suas espécies
(Complexo A. baumannii/calcoaceticcus) e foram submetidos a tipagem molecular (tabela 1),
sendo que, um desses foi o isolado resistente aos carbapenémicos. Cinco clones distintos
foram detectados entre esses isolados: um clone principal, clone A (17 isolados, 63:0%) com
5 subtipos (A1, 8 isolados; A2, 4; A3, 1; A4, 3; e AS, 1); clone B (6, 22:2%), clone C (2,
7-4%), clone D (1, 3-7%) e clone E (1, 3-7%), figura 1. Esses isolados foram recuperados de
sangue (13 isolados, 41-1%), secregdes respiratorias (7, 25:9%), ponta de cateter (3, 11-1%),

feridas cirargicas(3, 11-1%) e outras secregoes (1, 3-7%). Nao existiu diferenca



estatisticamente significativa de acordo com sitio entre os clones (P = 0-80). A prevaléncia de
cada clone na populagdo de isolados de Acinetobacter spp. em nosso estudo foi estimado com
95% ClI ¢ 42,4 a 80,6% para o clone A, 8:6 a 42:3% para o clone B, 0-9 a 24:3% para o clone
C, 01 a19-0% para o clone, ¢ 0,1 a 19.0% para o clone E.

DISCUSSAO

Nosso estudo mostrou que hd uma taxa muito elevada de susceptibilidade em
Acinetobacter spp. aos carbapenémicos em nossa instituicdo, apesar de suas taxas
relativamente elevadas de resisténcia a outros antimicrobianos. Na verdade, o Acinetobacter
spp. MDR alcangou uma taxa geral de quase 80%, na maior parte, em UTIs e aumentou
significativamente sobre o primeiro periodo estudado.

Nos podemos estabelecer a presenga de cinco cepas MDR entre os isolados do
Complexo A. baumannii/calcoaceticcus, embora somente um pequeno nimero de isolados
(27) fossem submetidos a tipagem molecular, um clone principal (clone A) e seus subtipos
eram a maioria dos isolados MDR (63-0%, 95% CI 42-4 to 80-6%), e parece ser endémico em
nossa instituicdo. O segundo clone principal (B) primeiramente foi identificado entre isolados
sensiveis aos carbapenémicos, recuperados em 2005. Entretanto, este clone foi também
recuperado novamente em 2006, e o primeiro resistente aos carbapenémicos emergiu de um
isolado deste clone. Estes achados estdo de acordo com muitos estudos de epidemiologia
molecular de Acinetobacter spp. que demonstram que a maioria das infec¢des endémicas sdo
causadas por uma cepa unica, surgindo geralmente de uma fonte comum ou transmissao
cruzada entre pacientes. ©’

Virtualmente nenhuma resisténcia aos carbapenémicos foi observada em um
periodo maior que 4 anos de seguimento, apesar das taxas extremamente elevadas de
resisténcia a esta classe de drogas entre isolados de P. aeruginosa no mesmo periodo deste

. . . e 4.10.11
levantamento, como indicado por outros estudos de nossa instituigio. *'®'V Esta classe de



antibioticos, entretanto, remanesce como droga de escolha no tratamento de infecgdes severas
causadas por esse organismo em nossa institui¢do, enquanto que ampicilina/sulbactam pode
ser uma alternativa, ja que 82,7% dos isolados eram sensiveis a esta droga. Embora os
isolados de 2004 ndo fossem analisados, nenhum isolado carbapenem resistente foi
recuperado durante este periodo.

A pressao seletiva imposta pelo uso de antibidtico tem sido associada fortemente
com a emergéncia da resisténcia antimicrobiana. ®* Entretanto, os dados deste ¢ de outros
estudos em nossa instituicdo sugerem que, a0 menos para carbapenémicos, o uso de
antibidticos tem somente um papel relativo na emergéncia da resisténcia entre organismos nao
fermentadores neste hospital. Nossos resultados indicam que outros fatores também sao
importantes na epidemiologia da dindmica de resisténcia antimicrobiana destes patdgenos em
infeccdo nosocomial.

Um destes fatores é a habilidade intrinseca do organismo de desenvolver
resisténcia em um ambiente adverso. Entretanto, isto pode ndo explicar o caso do
Acinetobacter spp. com sua capacidade tornar-se resistente a muitos agentes antimicrobianos,
incluindo, carbapenémicos, o que ¢ comparavel a P. aeruginosa. “* O custo energético
imposto para o desenvolvimento da resisténcia aos antimicrobianos determina também o
sucesso epidemioldgico de um organismo resistente. ' Da mesma forma, Acinetobacter spp.
resisténcia aos carbapenémicos tem sido relatada com freqiiéncia crescente,  tanto endémica
ou epidemicamente, sugerindo que isolados resistentes sdo em regra geral, tanto competitivos
quanto suscetiveis, embora alguma vantagem energética especifica entre cepas suscetiveis de
nosso hospital ndo possa ser descartada. Apesar de um pequeno numero de isolados
analisados, os do clone B predominaram nos primeiros meses de 2006, e é possivel que tal
cepa tenha vantagem competitiva distinta as quais contribuiriam para sua prevaléncia e

posterior disseminagdo de isolados com fenotipo resistente aos carbapenémicos.



Em resumo, nosso estudo da uma visdo sobre fatores microbiologicos e
epidemioldgicos que podem determinar a resisténcia antimicrobiana em infec¢do nosocomial,
e sugere que a epidemiologia dos perfis de resisténcia, ao menos entre os bacilos Gram-

negativos ndo fermentadores, esta dirigido ndo somente pelo consumo de antimicrobianos.
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Tabela 1. Perfil da macrorestricdo do DNA, data do isolado, e perfil de susceptibilidade dos 27
isolados do Complexo A. baumannii/calcoaceticcus submetidos a tipagem molecular.

Perfil da macrorestricao (n =27) Ano* Susceptibilidade
2002 2003 2005 2006 IMP IMP, AMS
Al (n=28) 2 1 4 1 8 0
A2 (n=4) 2 2 0 0 2 2
A3(n=1) 0 0 1 0 0 1
A4 (n=3) 0 0 2 1 3 0
A5(n=1) 0 0 1 0 1 0
Bn=6)t 0 0 3 3 1 4
Cn=2) 0 0 2 0 2 0
D(n=1) 0 0 1 0 1 0
E(n=1) 0 0 1 0 0 1

IMP, imipenem; AMS, ampicillina/sulbactam.
*Nao houve diferenca significativa entre os clones distintos ao longo dos anos (p=0,50).

+ Um isolado foi resistente a todas as drogas, incluindo carbapenémicos.



Figura 1. Perfil de macrorestricdo do Complexo A. baumannii/calcoaceticcus MDR no Hospital

Sdo Lucas da PUCRS.
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Linhas 1,3,4,5,7,8,13,15,17 e 21: clone A e subclones; Linhas 2,10,11,16,19,20:clone B; Linhas

6,14:clone C; Linha 9:clone D; Linha 12 clone E; Linhas 18: ndo tipavel; A: marcador de peso molecular



