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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um patdgeno oportunista que causa infecc@es relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS), com altas taxas de morbimortalidade, comumente associado
a surtos de infeccBes nosocomiais. Este microrganismo € intrinsicamente resistente a
varios antimicrobianos, sendo que 0 mecanismo mais comum de resisténcia aos
carbapenémicos € a degradacdo enzimatica por carbapenemases, como as oxacilinases.
Este estudo teve como objetivo analisar a frequéncia e o perfil de sensibilidade
antimicrobiana de A. baumannii isolados de pacientes com diagnostico de infeccéo
hospitalar na Santa Casa de Misericordia de Sobral (SCMS), no Hospital Geral de
Foraleza (HGF), no Hospital Geral César Calls (HGCC) e no Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC), entre novembro de 2016 e abril de 2017, assim como realizar
a deteccédo dos genes de resisténcia bla oxa-s1, bla oxa-23, bla oxa-24 € bla oxa-ss nesses
isolados. A identificacdo e 0 TSA (Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos) foram
determinados pelo sistema automatizado (Vitek2®; bioMérieux), para confirmacao da
identidade dos espécimes foi amplificado o gene bla oxa-s1 € para os isolados resistentes
a tigeciclina foi determinada a Concentracdo Inibitdria Minima (CIM) pela técnica de
microdiluicdo em caldo. As espécies nosocomiais de A. baumannii foram analisados para
a deteccdo dos genes bla oxa por PCR. No total, 167 isolados de A. baumannii foram
investigados. Desses, 54 (32,3%) eram oriundos de amostras de sangue e 42 (25,1%) de
aspirado tragqueal, sendo que 101 (60,5%) dos isolados eram oriundos da UTI. Os dados
demonstraram que 132 (79%) dos isolados de A. baumannii eram resistentes aos
carbapenémicos e todos foram sensiveis a colistina. O gene bla oxa-23 foi detectado em 78
(46,7%) e o bla oxa-24em 45 (26,9%), enquanto o bla oxa-ss ndo foi detectado em nenhum
dos microrganismos analisados. Os genes bla oxa-23 € bla oxa-24 foram encontrados em 4
isolados, simultaneamente. Os resultados desse estudo demonstraram que a maioria dos
espécimes nosocomiais de A. baumannii foram isolados de amostras de sangue, de
pacientes internados na UTI e demonstraram altas taxas de resisténcia aos
carbapenémicos e sensibilidade a colistina e tigeciclina, podendo ser esses farmacos
opcoes terapéuticas no tratamento de infeccdes causadas por esse patogeno. Além disso,
0 gene bla oxa-s1 foi 0 subgrupo prevalente e bla oxa-23s 0 gene adquirido predominante
entre os isolados de A. baumannii MDR. Contudo, houve diferengas no sitio de isolamento
e na prevaléncia do subgrupo do gene blaoxa dependendo do hospital analizado.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; B-lactamases; Carbapenémicos; Infeccdo
hospitalar; Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Acinetobacter baumanniiis an opportunistic pathogen resistant to several antimicrobials.
We aimed to investigate the sensitivity profile and frequency of OXA-type
carbapenemases among A. baumannii nosocomial strains isolated from patients in
teaching hospitals of Ceard, Brazil.From November 2016-April 2017, A. baumannii
nosocomial strains from four teaching hospitals were analyzed. All isolates were
identified, and the antimicrobial susceptibility profile established by VITEK®2.
Polymerase chain reaction (PCR) to amplify the blaoxas1 gene was performed on all
presumptively strains identified as A. baumannii, and minimum inhibitory concentrations
were determined by the broth microdilutionfor tigecycline-resistant isolates. Furthermore,
blaoxa-23, blaoxa-24, and blaoxa-ss genes were detected by PCR.

A total 0f167 A. baumannii nosocomial strains were analyzed, from which 101 (60.5%)
were from patients in intensive care units, 54 (32.3%) were isolated from thebloodstream,
and 142 (85.0%) were multi-drug resistant (MDR). 132 (79.0%) isolates were resistant to
carbapenems, but all isolates were susceptible to colistin and most of them were
susceptible to tigecycline. The majority harbored the blaoxa-23 gene, these data were
significantly associated with an MDR phenotype. In addition, 45 (26.9%) contained
blaoxa-24, four strains harbored concomitantly blaoxa-23s and blaoxa- 24 and noblaoxa-ss
geneswere detected.These results demonstrated high resistance rates to the different
antimicrobial drugs analyzed and a high frequency of blaoxa-2s gene, suggesting that
colistin and tigecycline could be the therapeutic options for the treatment of infections
associated with MDRA. baumannii.

Keywords: Acinetobacter baumannii; beta-lactamases; carbapenems; cross infection;
antimicrobial drug resistance.
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1. INTRODUCAO

Infeccdo hospitalar (IH), também denominada institucional ou nosocomial, é
qualquer infeccéo adquirida apos a internacdo de um paciente em um hospital e pode se
manifestar durante a internacdo ou apés a alta, quando puder ser relacionada com a
hospitalizacdo (BRASIL, 1998). Infec¢des relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) sao
consideradas o evento adverso mais comum das hospitalizacGes e tém ameacado a
seguranca dos pacientes em todo o mundo (PADOVEZE, FORTALEZA, 2014).

No Brasil, apesar de ndo haver uma sistematizacdo dos dados, estima-se que
aproximadamente de 5% a 15% dos pacientes hospitalizados e de 25% a 35% dos
pacientes admitidos em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) adquiram algum tipo de
IRAS sendo esta, em geral, a quarta causa de mortalidade (OLIVEIRA et al., 2016;
LORENZINI et al., 2013).

Dentre as infeccdes causadas por bactérias Gram negativas associadas a
assisténcia a saude, os patégenos mais comuns e preocupantes sao as bactérias da familia
Enterobacteriaceae, Pseudomonas aeruginosa, e Acinetobacter sp. Eles causam ampla
gama de infec¢bes, como bacteremia, pneumonia, infecgdes cutaneas e de tecidos moles
e infecgOes do trato urinario. InfeccBes causadas por P. aeruginosa e A. baumannii com
fenotipos multi, extremamente e pan-resistentes (MDR, XDR e PDR), sdo desafiadoras e
dificil de tratar, resultando em aumento dos custos de internacdo, hospitalizacdo
prolongada e, principalmente, aumento das taxas de morbidade e mortalidade,
especialmente em individuos imunocomprometidos. O tratamento de infec¢des causadas
por essas bactérias tem aumentado e é um desafio comum na maioria dos hospitais
(EVANS et al., 2007; PRAGASAM et al., 2016).

A resisténcia de bactérias aos antibidticos e outras drogas antimicrobianas é
um fenbmeno natural e de pressdo seletiva, mas que devido ao seu uso indiscriminado e
recorrente, tornou-se um problema de saude pablica (OLIVEIRA, 2016). No Brasil, foram
identificados isolados de A. baumannii resistentes em varias cidades, como Rio de Janeiro
(RJ), S&o Paulo (SP), Belo Horizonte (MG), Porto Alegre (RS), Blumenau (SC), Curitiba
(PR), Séo Luiz (MA) e Salvador (BA), além de outros paises da América Latina, como
Coldmbia (FERREIRA et al., 2011).

Dentre 0os mecanismos de resisténcia, destacam-se a reduzida permeabilidade
da membrana externa bacteriana, perda de porinas, alteragdo nos sitios de ligagdo dos
antibioticos, hiperexpressdo de bombas de efluxo e producao de B-
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lactamase. No entanto, 0 mecanismo que mais contribui para a rapida disseminacdo de
cepas multirresistentes dentro de ambientes hospitalares é a aquisicdo de genes de
resisténcia e produgdo de enzimas -lactamases, as quais se propagam principalmente por
plasmideos, transposons ou integrons, e do elemento de insercdo ISAbal localizado entre
os genes de resisténcia como bla oxa-23, bla oxa-24€ bla AmpC que tém sido associados a
um aumento na resisténcia aos carbapenémicos (MARTINS et al., 2015).

Existem relatos que o mecanismo mais comum de resisténcia as drogas € a
capacidade de algumas bactérias em hidrolisar B-lactamases, incluindo metalo-B—
lactamases de classe B e oxacillinases (carbapenemases de classe D) (SOARES et al.,
2012). O uso generalizado de antimicrobianos de amplo espectro tem desempenhado um
papel importante no aparecimento de carbapenemases de classe D com capacidade de
hidrolizar B-lactamases, que tém sido amplamente identificadas em A. baumannii.
Recentemente, 0 gene que codifica este enzima tem sido identificado em plasmideos, o
que permite que ele se espalhe entre as varias espécies de Acinetobacter (MA et al., 2015).
A propagacédo clonal de carbapenemases do tipo OXA tem ocorrido dentro de varios
hospitais, enquanto que a disseminacdo inter-hospitalar de A. baumannii, que carregam
0s genes OXA, também tem sido observada em varios paises (TARTARI et al., 2016).

Carbapenemases sdo B-lactamases com capacidades hidroliticas versateis.
Apresentam a capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos, e
carbapenémicos. Atualmente, a propagacdo de microrganismos produtores de
carbapenemases especialmente bactérias Gram-negativas € um problema de saude publica
de grande importancia e deve ser investigado a fim de controlar sua disseminacéo
(BIALVAEI et al., 2015).

Foram identificadas quatro classes moleculares diferentes de
carbapenemases: A, B, C, e D, das quais as classes A, B e D sdo as de maior relevancia
clinica. As classes A, C, e D sdo carbapenemases que contém o aminoacido serina no
local ativo. A classe de carbapenemases B, também conhecida como um subgrupo de
metalo- B-lactamases, contém pelo menos um &atomo de zinco no seu local ativo
(DORTET et al., 2014; MA et al., 2015).

Entre as carbapenemases adquiridas, enzimas do grupo OXA sdo as mais
comumente encontradas em todo o mundo e, apresentam mais de 400 variantes
conhecidas (VIEHMAN et al.,2015). Pelo menos 121 variantes diferentes de classe D j-
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lactamases tém sido identificadas em nivel de proteina e, 45 destas variantes hidrolizam
carbapenémicos. Atualmente, nove principais subgrupos de carbapenemases OXA foram
identificados com base em homologias de aminoacidos. Quatro subgrupos de OXA com
atividade de carbapenemases, incluindo OXA-23, OXA-24, OXA-51 e OXA-58, sédo
predominantes em A. baumannii. (LIN & LAN, 2014). Desses, 0 grupo OXA-23 ¢
amplamente disseminado e, é a causa mais frequente de resisténcia a carbapenémicos
clinicamente relevante em A. baumannii (DORTET et al., 2014; MA et al., 2015).

A taxa de resisténcia aos carbapenémicos em isolados A. baumannii esta
aumentando mundialmente (CHUANG et al., 2014). Dois fatores fundamentais que
contribuem para a difusdo significativa de A. baumannii em hospitais de todo 0 mundo
sdo a extensdo de sua resisténcia antimicrobiana e sua capacidade de sobreviver em
ambientes hospitalares (TUON et al., 2015).

A incidéncia de carbapenemases, assim como o tipo de enzima predominante
varia entre os paises, parcialmente em funcédo da relacdo de troca da populacdo entre as
regibes e 0s possiveis reservatdrios de cada carbapenemase, mesmo entre hospitais da
mesma regido (DJAHMI et al., 2014), sendo importante a realizagdo de estudos
epidemiolégicos locais com finalidade de melhorar a deteccdo de cepas produtoras, bem
como alertar os clinicos sobre a possibilidade de falha na terapia com B-lactamicos.

As taxas de infeccdo hospitalar em hospitais de ensino frequentemente sao maiores
do que em outros equipamentos de satde, provavelmente pelo tempo de permanéncia dos
pacientes, pela movimentacdo dos profissionais e estudantes, ressalta- se ainda que
infeccBes hospitalares causadas por bactérias multirresistentes estejam associadas com
aumento dos custos de internacgdo, hospitalizacdo prolongada e, principalmente, aumento
das taxas de morbidade e mortalidade (JIA et al., 2015).

Desta forma, ressalta-se a importancia de uma investigagdo do perfil de
sensibilidade antimicrobiana e da diversidade genémica dos isolados nosocomiais de A.
baumannii em hospitais de ensino porque a geracdo dessas informac6es podera ser (til
para o controle da disseminacdo desses patdgenos nos e entre 0s hospitais pesquisados,
implicando diretamente nos eixos de Seguranca do Paciente e melhorando a qualidade da

assisténcia. Além disso, essas informag6es poderdo auxiliar na implantagdo e/ou na



reavaliacdo das politicas de saude voltadas para prevencao de contato com pacientes

infectados.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Acinetobacter baumannii

O género Acinetobacter remonta ao inicio do seculo 20, em 1911, quando
Beijerinck, um microbiologista holandés, descreveu um organismo chamado
Micrococcus calco-Aceticus que foi isolado a partir do solo por enriquecimento em um
meio minimo de calcio contendo acetato (BEIJERINCK, 1911).

A designacdo do género atual Acinetobacter, foi inicialmente proposta por
Brisou e Prévot em 1954 para separar 0s microrganismos com motilidade, dentro do
género Achromobacter (BRISOU et al., 1954). Foi somente até em 1968 que esta
designacdo de género tornou-se mais amplamente aceita. Em 1968 uma pesquisa concluiu
que as diferentes espécies possuiam essa caracteristica semelhante e foram listadas
pertencentes a um Unico género, para o qual o0 nome Acinetobacter foi proposto, e que
mais subclassificacGes em espécies diferentes com base em caracteristicas fenotipicas ndo
eram possiveis (BAUMANN et al., 1968).

O género Acinetobacter é caracterizado por cocobacilos gram-negativos
imdveis, catalase positivos, oxidase-negativos e ndo fermentadores, classificado como
integrante da familia Moraxellaceae, da ordem Gammaproteobacteria (VIEIRA,
PICOLI, 2015). Cresce em agar padrdo ndo seletivo; suas colénias em &gar sangue
aparecem opacas ou brancas, mucoides, lisas, ndo hemoliticas e sdo menores que as das
enterobactérias. Em agar MacConkey aparece como um fraco fermentador da lactose
(ABBOTT et al., 2013). Este género compreende 26 espécies nomeadas e nove espécies
genbmicas, sendo que quatro espécies de Acinetobacter (Acinetobacter calcoaceticus,
Acinetobacter baumannii, Acinetobacter pitti e Acinetobacter nosocomialis) sdo referidas
como complexo A. baumannii-calcoaceticus por apresentarem caracteristicas fenotipicas
analogas. Dentre as espécies citadas, A. baumannii € a mais prevalente clinicamente
(VIEIRA, PICOLLI, 2015).

A. baumannii é um patégeno oportunista comumente associado a surtos de
infeccGes nosocomiais, com incidéncia mais elevada em unidades de terapia intensiva
(UTIs). Esta bactéria apresenta mecanismos que facilitam a colonizacéo de pacientes e de
equipamentos hospitalares, como a formagdo de biofilmes por acdo das proteinas da
membrana bacteriana externa A — OmpA, um fator-chave na descricdo da patogénese
deste microrganismo (VIEIRA, PICOLI, 2015). Além disso, sua habilidade em sobreviver

em uma variedade de condicbes, em ambientes imidos e secos bem como
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em alimentos e em pele saudavel como, por exemplo, nas maos de manipuladores de
alimentos e profissionais da salde e persistir por longos periodos em superficies o faz
uma frequente causa de surtos de infeccdo hospitalar (ABBOTT et al., 2013; KEMPF,
ROLAIN, 2012).

A. baumannii é intrinsicamente resistente a varios antimicrobianos, dentre
eles as penicilinas, ampicilinas, macrolideos, cefalosporinas de segunda e terceira
geracdo, ciprofloxacina e cloranfenicol (TARTARI, 2016). Até a década de 1970, a
maioria dos isolados clinicos deste patdgeno era suscetivel a muitos antibidticos
disponiveis, incluindo [-lactimicos, como carbapenenémicos. No entanto, este
microrganismo apresentou uma elevada capacidade de desenvolver resisténcia contra
antibidticos, o que resultou, na Ultima década, em uma elevacdo da incidéncia de cepas
multirresistentes desta bactéria em todo o mundo (Figura 1) e associacdo com altos
indices de mortalidade (VIEIRA, PICOLI, 2015).

Figura 1- Resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter baumannii em diferentes

paises

250% Resisténcia aoscarbapenémicos
=230%, <50% Resisténcia aos carbapenémicos
=10%, <30% Resisténcia aos carbapenémicos
<10% Resisténcia aoscarbapenémicos

ooEn

FONTE: Tartari, 2016.
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2.2 Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia das diversas espécies bacterianas aos antimicrobianos pode
variar entre paises, regides e de acordo com a origem do microrganismo, que pode ser
hospitalar ou comunitéria e pode ser um fendbmeno genético ou ndo. Os fenbmenos
geneticos estdo relacionados com a existéncia de genes ou elementos madveis (plasmideos,
transposons e integrons) presentes nos microrganismos, que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos impedindo a a¢do das drogas sendo conhecido como resisténcia
adquirida (CHROMA; KOLAR, 2010).

Os plasmideos séo elementos extracromossomais de DNA circular presentes
em bactérias, capazes de se replicar independente do hospedeiro. Dessa forma, a
resisténcia proveniente de alteracdes fisioldgicas ou estruturais pode ser levada a diversos
ambientes e de diversas formas, principalmente através da transferéncia horizontal de
genes de resisténcia dentro dos plasmideos (MATHERS et al., 2015), afetando os mais
variados organismos sejam eles aquaticos e/ou terrestres (KUMERER, 2009b).

O fendmeno ndo genético é aquela resisténcia que ocorre de forma natural
dentro de uma espécie ou género bacteriano, sendo a chamada resisténcia intrinseca ou
natural (CHROMA, KOLAR, 2010). Em alguns casos, a resisténcia natural a um
determinado antibacteriano € uma caracteristica indispensavel a autodefesa e protecdo dos
microrganismos produtores de antibidticos, sendo esses produzidos frente a competicao
com outras bactérias pelo mesmo habitat (BRIGOTTI et al., 2010).

H& trés principais formas estratégicas que 0S microrganismos podem
desenvolver resisténcia as drogas: 1) produzindo uma enzima que destrua o
antimicrobiano; 2) alterando o alvo molecular de ligacdo do antimicrobiano; 3) evitando
a chegada do antimicrobiano ao alvo (através de bombas de efluxo ou permeabilidade de
membrana). De forma geral, ap6s 0 microrganismo encontrar a sua melhor estratégia, 0s
novos genes gque conferem resisténcia, sdo disseminados entre aqueles de sua espécie e
até mesmo para microrganismos de outras espécies, caso 0 gene esteja localizado dentro
de um elemento movel como o plasmideo. Em bactérias Gram-negativas 0 mais comum
é uma combinacdo das estratégias 1 (através da producédo de enzima) e 3 (bomba de efluxo
ou permeabilidade de membrana) (OLIVEIRA, 2016). As resisténcias aos B-lactamicos,

em alguns casos, podem estar associadas a diminuigcdo da
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permeabilidade da membrana externa com super expressdo de f-lactamases ou
expressao de carbapenemases (NORDMANN et al., 2011).

A disseminacdo de resisténcia aos carbapenémicos ocorre devido a producao
de enzimas carbapenemases. Essas diferentes enzimas estdo muito relacionadas com
organismos com perfil de resisténcia a multiplas drogas, como é o caso da P. aeruginosa
e Acinetobacter sp., que ao adquirirem uma carbapenemase, podem se tornar vetores de
transmissdo dessas enzimas a alguns membros da familia Enterobacteriaceae
(THOMSON, 2010).

A resisténcia devido a producdo de carbapenemases em diversos isolados,
frequentemente, estd acompanhada de outro fator de resisténcia como a producdo de
ESBL (B-lactamases de Espectro Ampliado) (DIENSTMANN et al., 2010;
NORDMANN et al., 2012).

2.3 Carbapenemases
2.3.1 Carbapenemase Classe A

As carbapenemases da classe A, hidrolisam todos os B-lactdmicos e sua
atividade pode ser inibida parcialmente por acido clavulanico, tazobactam e &cido
borénico (NORDMANN et al., 2013). Ainda, hidrolisam as penicilinas e cefalosporinas
mais eficientemente que os carbapenémicos (BUSH et al., 1995).

Nessa classe, estdo incluidas as familias KPC, IMI e SME e as enzimas NMC-
A e algumas GES; e estas podem ser produzidas por membros da familia
Enterobacteriaceae (THOMSON, 2010).

2.3.2 Carbapenemase Classe B

As metalo-p-lactamases sdo capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos
exceto 0 aztreonam e somente podem ser inibidas por quelantes de zinco, como o acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) e o acido dipicolinico (MATHERS et al., 2015). Os
inibidores de uso clinico e comercial como &cido clavulénico, tazobactam e sulbactam,
ndo conseguem afetar sua atividade (NORDMANN et al., 2013). O seu mecanismo de
hidrolise é dependente de uma interagdo entre o B-lactamico e ions de zinco em seu sitio
ativo (NORDMANN et al., 2012 B; QUEENAN, BUSH, 2007).
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As metalo-p-lactamases incluem NDM, VIM e IMP e a SPM-1 esta ultima
descrita pela primeira vez em S&o Paulo (TOLEMAN et al., 2002). Essas enzimas tém
sido encontradas em alguns membros da familia Enterobacteriaceae, P. aeruginosa e A.
baumanii (THOMSON, 2010). Outros membros desta familia sdo GIM e SIM, cujos
genes estdo localizados em integrons e quando estes genes estao associados a plasmideos

ou transposons, sua transferéncia se torna facil (NORDMANN et al., 2012).

2.3.3 Carbapenemase Classe C (AmpC)

A filogenia indica que as enzimas AmpC e B-lactamase das classes A e D
divergiram de um ancestral comum, mas que as AmpCs antecederam a esta divergéncia
(JACOBY, 2009). A superexpressao constitutiva de B-Lactamases AmpC em organismos
Gram-negativos pode ocorrer tanto pela desregulacdo do gene cromossémico ampC ou
por aquisicdo de um gene ampC através de um elemento movel (plasmideo) (PEREZ-
PEREZ, HANSON, 2002). Algumas variedades das familias de AmpC, determinadas por
genes cromossémicos, podem ser possiveis progenitores das enzimas determinadas por
genes em plasmideos (JACOBY, 2009).

As B-lactamases AmpC, tanto cromossomal (quando hiperproduzida) quanto
mediada por plasmideo, hidrolisam penicilinas, cefalosporinas de espectro estreito e
estendido e cefamicinas e ndo sdo inibidas por acido clavulanico, sulbactam e tazobactam
(JACOBY, 2009; THOMSON, 2010). Estas enzimas tém sido encontradas em Varios
membros da familia Enterobacteriaceae como Klebsiella spp., Salmonella spp.,
Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Proteus mirabilis e Esherichia coli
(JACOBY, 2009). As B-lactamases AmpC possuem varios integrantes, mas as mais
encontradas sdo as das familias CMY, FOX e DHA e estdo sempre associadas a
multirresisténcia (THOMSON, 2010), dentre essas, a enzima AmpC mais comum é
CMY-2 (JACOBY, 2009).

2.3.4 Carbapenemase Classe D

As oxacilinases (OXAs) sdo capazes de hidrolisar penicilinas e
carbapenémicos, mas ndo conseguem hidrolisar cefalosporinas de amplo espectro
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima e cefepime) (NORDMANN et al., 2012) ou, quando
hidrolisam, o fazem até uma determinada concentracdo (TANGDEN, GISKE, 2015).
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As OXAs que sdo comumente produzidas por Acinetobacter sp., sédo
codificadas por genes localizados em plasmideos (QUEENAN, BUSH, 2007). Essas
enzimas também tém sido detectadas em P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli
(THOMSON, 2010). Nas enterobactérias o tipo de enzima mais comumente encontrado
€ OXA-48 e ainda OXA-163 que tém sido identificadas em alguns paises da América do
Sul (MATHERS et al., 2015). Cabe ressaltar que o tipo OXA-48 ndo é encontrado em
bactérias ndo fermentadoras, portanto ndo esté relacionada com as OXAs encontradas em
Acinetobacter sp. (TANGDEN, GISKE, 2015).

A transcrigdo de genes B-lactamases é reforcada por diferentes sequéncias de
insercdo (ISs) localizadas em sua proximidade. As ISs mais comumente associada com
genes de carbapenemases em A. baumannii multiresistente sdo ISaba 1, I1Saba 2, 1Saba 3,
ISaba 4 e 1IS18 (KUO et al., 2014).

Embora as sequéncias ISAbal sejam comumente detectadas nos genomas de
ambas as linhagens suscetiveis e resistentes aos carbapenémicos, a insercdo de sequéncias
ISAbal a montante do bla oxa é exclusiva para a maioria dos isolados de A. baumannii
resistentes aos carbapenémicos, sugerindo que a recombinacdo genética por meio da
transposicdo de sequéncias de insercdo (IS) podem conferir resisténcia aos
carbapenémicos na maioria dos isolados clinicos (KUO et al., 2014).

Apeser das carbapenemases de classe D hidrolisar fracamente os
carbapenémicos, elas podem conferir resisténcia quando superexpressas. Esta resisténcia
¢ mediada por meio de uma combinag¢do natural de baixa permeabilidade para B-
lactamicos, superexpressdao de bombas de efluxo e elementos ISAba localizadas a
montante do gene. Varios estudos sugerem que o maior nivel de resisténcia aos
carbapenémicos é devido a expressdo de genes juntamente com um promotor forte, tal
como o fornecido pela sequéncia de insercdo mdvel ISAbal, conferindo maior resisténcia
(KUO et al., 2014).

A identifica¢do de um gene que codifica para as 3-lactamases de classe D foi
relatada pela primeira vez em A. baumannii em 1955. Essa enzima, originalmente
denominada ARI-1, foi identificada na Escocia e foi encontrada em um plasmidio
(ABBOTT etal., 2013; PELEG et al., 2008). Essa enzima foi renomeada como OXA- 23
apos a sua caracterizacao genética e bioquimica. Um segundo grupo de p-lactamases de
classe D, que compreende OXA-24, OXA-25, OXA-26 e OXA-40, compartilham 63% e
60% de identidade aminoacidica com OXA-51/69 e OXA-23, respectivamente.
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Um terceiro grupo de carbapenemase de classe D contém OXA-58, que compartilha 59%
dos aminoacidos com OXA-51/69 e < 50% com outras carbapenemases de classe D
(POIREL; NORDMANN, 2006).

A disseminacdo de A. baumannii produtor de OXA-23 esta cada vez mais
generalizada, com relatos na Africa, Europa, Oceania, Asia, China e América do Sul
(CARVALHO et al., 2009). O gene OXA-58 também foi identificado em isolados
clinicos de A. junii, na Roménia e na Austrdlia, mostrando, assim, o potencial de
disseminacdo de OXA-23 no género Acinetobacter (MARQUE et al., 2005).

Os genes bla oxa-23 € bla oxass foram identificados principalmente em
plasmidios, ja os genes carbapenemase de Classe D, pertencentes ao cluster bla oxa-24,
parecem ser localizados apenas cromossomicamente. Analises de sequéncias tém
indicado que o elemento ISAbal, pertencente a familia 1S4, é identificado a montante do
gene bla oxa-23, independentemente da origem geografica do isolado. Outro elemento,
ISAba4, pertencente a familia 1S982, foi também identificado em isolados de
A. baumannii. A presenca desses elementos IS a montante do gene bla oxa-23 indica que
eles podem fornecer regides promotoras fortes, alterando a expressdo do gene e podem
também desempenhar um papel no processo de aquisicdo e disseminacao desses genes de
resisténcia (POIREL; NORDMANN, 2006).

2.4 Familia OXA

As oxacilinases (OXAs) sdo enzimas que pertencem a classe D de Ambler e
apresentam o residuo de aminoacido de serina no seu sitio ativo, inativam
principalmente os antimicrobianos carbapenémicos e algumas cefalosporinas, como a
cefepima; no entanto ndo ha acédo hidrolitica quando o substrato é a ceftazidima
(BROWN; AMYES, 2006). Uma caracteristica marcante deste grupo de enzimas € o
fato de serem fracamente inibidas pelo acido clavulanico, mas fortemente inibidas in
vitro, pelo cloreto de sodio (POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). Mais de 150
variantes distintas de enzimas da classe D ja foram descritas, contudo apenas 45 destas
exibem a capacidade de hidrolisar o anel beta-lactdmico dos carbapenémicos. Avaliando
a identidade entre as sequéncias de aminoacidos das variantes das enzimas do tipo
OXA, é possivel identificar nove subgrupos (WALTER-RASMUSSEN, HOIBY, 2006).
Paton et al. (1993) descreveram a primeira OXA B-lactamase com atividade

de carbapenemase em 1993 (KARMOSTAIJI et al., 2013). Desde entdo, varias
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oxacilinases com atividade de hidrolizar carbapenémicos foram relatadas. A enzima foi
purificada a partir de um estirpe de A. baumannii multirresistente isolada em 1985 de um
paciente em Edimburgo, Escocia (QUEENAN, BUSH, 2007). A primeira descricao de A.
baumannii resistente a carbapenémicos no Brasil foi em 2003, com oito isolados,
relacionados a um surto, coletados de pacientes internados no Hospital das Clinicas e no
Hospital Universitario Evangélico de Curitiba. Esses isolados eram produtores de OXA-
23 e faziam parte de um mesmo clone, demonstrando a ocorréncia da disseminagao inter-
hospitalar naquela cidade (DALLA-COSTA et al., 2003).

O segundo relato foi descrito na literatura apenas em 2009, observando a
disseminacéo de clones multirresistentes de A. baumannii produtores do gene codificador
da enzima OXA-23 na cidade do Rio de Janeiro. Dois clones foram prevalentes, sendo
um deles disseminados em sete hospitais e 0 outro em cinco hospitais (CARVALHO et
al., 2009). Neste mesmo ano, ocorreu o registro da transmissédo e disseminacéo clonal de
A. baumannii produtor desta enzima, entre profissionais de salde, equipamentos médicos
e pacientes em Porto Alegre (MARTINS et al., 2009). Em 2010, Schimith-Bier e
colaboradores avaliaram a persisténcia do primeiro clone de A. baumannii identificado na
cidade de Curitiba. Neste estudo, foram avaliados isolados clinicos de A. baumannii onde
foi detectada a presenca de trés clones distintos produtores da enzima OXA-23, sendo um
deles genotipicamente semelhante ao primeiro clone identificado em 1999, que persistiu
no mesmo hospital até abril de 2004.

Depois desses achados enzimas do grupo OXA ja foram identificadas em
varios estados brasileiros, como Sado Paulo (ANTONIO et al., 2008; ANTONIO et al.,
2009), Rio de Janeiro (CARVALHO et al., 2009; CARVALHO et al., 2011), Rio Grande
do Sul (MARTINS et al., 2009; MARTINS, BARTH, 2013), Espirito Santo, Alagoas,
Amazonas, Bahia, Distrito Federal, Goias, Minas Gerais, Rio Grande do Norte, Santa
Catarina, Mato Grosso do Sul (CARVALHO et al., 2011). Contudo, ndo ha relatos da
ocorréncia dessas enzimas no estado do Ceara, justificando a pesquisa da frequéncia dos

genes bla oxa em isolados de A. baumanni no nosso estado (Figura?2).
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Figura 2 - Distribuigéo do gene bla oxa em isolados de A.baumannii no Brasil

FONTE: Medeiros, Lincopan, 2013.

A. baumannii produtor da enzima OXA-23 tem-se disseminado rapidamente
e surtos hospitalares relacionados a esse microrganismo tém sido observados em varios
paises do mundo (MUGNIER et al, 2010), como Tunisia, Emirados Arabes Unidos
(MUGNIER et al., 2010), Bulgaria (STOEVA et al., 2008), Afeganistdo e lraque
(CALHOUN et al., 2008), Turquia (GUR et al., 2008), Tailandia (NIUMSUP et al.,
2009), Italia (ANSALDI et al., 2011), Franca (GARLANTEZEC et al., 2011), Portugal
(MANAGEIRO et al., 2012), Pol6nia (NOWAK et al., 2012) e Grécia (LIAKOPOULOS
etal., 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

Detectar a frequéncia de Acinetobacter baumannii produtores de
carbapenemases isolados de pacientes com diagnostico de infeccdo hospitalar em
hospitais de ensino no Ceara e identificar os genes responsaveis pela producao dessa

enzima.

3.2 Objetivos Especificos:

e Verificar a frequéncia de isolados nosocomiais de A. baumannii na Santa
Casa de Misericordia de Sobral (SCMS), no Hospital Geral de Fortaleza
(HGF), no Hospital Geral César Calls (HGCC) e no Hospital Universitario
Walter Cantidio (HUWC);

e Analisar o perfil de sensibilidade antimicrobiana de espécies de A.
baumannii isolados de infecgdes nosocomiais na SCMS, no HGF, no
HGCC e no HUWC,;

e Investigar a presenca dos genes bla oxa-23, bla oxa-24, bla oxa-s1 € bla oxa-
s NOS isolados nosocomiais de A. baumannii oriundos dos diferentes
hospitais de ensino pesquisados;

e Relacionar o isolamento de A. baumannii dos hospitais de ensino
supramencionados com a origem clinica, local de internagéo, perfil de

resisténcia e frequéncia dos genes bla oxa-23, bla oxa-2s, bla oxas1 e bla

OXA-58-
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Aspectos éticos

Respeitando os aspectos éticos, conforme resolugdo N° 466/12 do Conselho
Nacional de Saude, esta pesquisa foi aprovada pela Comissao Interna de Pesquisa dos
hospitais de ensino (SCMS, HGF, HGCC e HUWC - Anexo A, B, C e D) e pelo Comité
de Etica em Pesquisa — CEP da Universidade Estadual Vale do Acaral (Parecer
1.843.504/2016 — Anexo E). Os sujeitos da pesquisa tiveram suas identidades preservadas
e eles ou seus responsaveis assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido
(TCLE) sobre sua participagdo neste trabalho de pesquisa (APENDICE 1).

4.2 Tipo de estudo

Trata-se de um estudo primario, observacional e transversal, onde foram
coletados dados epidemioldgicos em relacdo a frequéncia e o perfil de sensibilidade
antimicrobiana de A. baumannii provenientes de pacientes com diagndéstico de infeccdo
hospitalar internados em quatro hospitais de ensino de Ceara (SCMS, HGF, HGCC e
HUWC). Além disso, foi realizada pesquisa experimental in vitro para investigacdo da
presenca dos genes bla oxa-23, bla oxa-24, bla oxa-51 € bla oxa-58 N0S espécimes de A.

baumannii através de técnicas laboratoriais, como PCR convencional e eletroforese.

4.3 Coleta de dados

Durante o periodo de novembro de 2016 a abril de 2017 foram coletados
espécimes nosocomiais de A. baumannii isolados de sangue, aspirado traqueal, ponta de
cateter percutaneo, urina, secrecdo de abscesso e de ferida cirargica. Vale ressaltar, que o
isolamento das espécies bacterianas foi realizado a partir de amostras clinicas de pacientes
internados em enfermarias e Unidades de Terapia Intensiva com diagnostico de infeccéo
hospitalar, desde que essas amostras ja tivessem sido previamente solicitadas e coletadas
pela equipe meédica dos hospitais de ensino envolvidos nesta pesquisa. Portanto, ndo foi
feita coleta adicional de sangue e nem de nenhuma outra amostra clinica do paciente.
Dessa forma, a quantidade e manipulacdo das amostras seguiram o protocolo operacional
padrdo de cada hospital, assim como o método de descarte das amostras bioldgicas seguiu
o0 plano de gerenciamento de residuos de servigco de saude de acordo com a Resolucéo
RDC N°306 de 07 de dezembro de 2004.
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Todos os isolados foram previamente identificados no laboratério de
microbiologia dos hospitais analisados através do sistema automatizado VITEK®2
(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France). A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foi
utilizada para amplificar o gene bla oxa-s1 foi posteriormente realizada para confirmagao
da identidade dos espécimes de A. baumannii (TURTON et al., 2006).

A andlise da sensibilidade aos antimicrobianos: Penicilinas (
ampicillina/sulbactam,  piperacillina/tazobactam e ampicillina), cefalosporinas
(ceftriaxona, cefoxitina, ceftazidima, cefuroxima, cefuroxima axetil e cefepima),
quinolonas  (ciprofloxacina), aminoglicosideos (amicacina e  gentamicina),
carbapenémicos (imipenem e meropenem), glicilciclinas (tigeciclina) e polipeptideos
(colistina) foi executada no laboratério de microbiologia dos hospitais de ensino
investigados através do sistema automatizado VITEK®2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile,
France). A Multidroga resisténcia (MDR) foi definida como resisténcia a trés ou mais
classes dos farmacos testados (CASTILHO et al., 2017). Adicionalmente, foi determinada
a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) pela técnica de microdiluicdo em caldo, de
acordo com as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2018), para os isolados resistentes a tigeciclina.

Apbs isolamento, identificacdo e analise do perfil de sensibilidade
antimicrobiana realizados nos hospitais pesquisados, 0s espécimes foram armazenados e
enviados em tubos contendo BHI (Brain Heart Infusion) (Himedia ®, Mumbai, india)
com glicerol a 20% ao Laboratério de Microbiologia e Parasitologia (LAMP) da
Universidade Federal do Ceard (UFC) em Sobral, onde foram conservados em freezer a
- 80°C (Revco, EUA) para posterior processamento.

No caso dos espécimes que foram isolados dos hospitais de ensino em
Fortaleza, esses foram acondicionados em tubos tipo eppendorff contendo BHI com
glicerol a 20% em condi¢Oes de temperatura adequada (2 a 8°C) de forma a preservar a
sua integridade e estabilidade, bem como a seguranca do pessoal envolvido, durante o
processo de transporte das espécies bacterianas para o laboratorio de Microbiologia da
UFC em Sobral. O transporte foi realizado pela mestranda, 1zabelly Linhares Ponte Brito,
obedecendo as normas de biosseguranca, de forma a prevenir riscos de exposicdo direta
dos profissionais envolvidos, dos transportadores, da populagéo e do ambiente, de acordo
com a RDC N° 20 de 10 de abril de 2014.
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As cepas foram consideradas oriundas de infec¢des nosocomiais quando
isoladas de infeccdo adquirida apés a admissdo do paciente no hospital e cuja
manifestacdo ocorreu durante a internagdo ou apdés a alta, podendo ser relacionada com a

internacdo ou a procedimentos hospitalares (OMS, 2008).

4.4 Delineamento experimental

Identificagcdo e Perfil de Sensibilidade dos isolados através do
VITEK®2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France)

! ! | l

[ SCMS ] [ HGF ] [ HGCC ] [ HUWC ]

T G

[ PCR e Eletroforese ]
(n=167)

l
L ae J L ey J L asn ) ok )
Fonte: O autor, 2018

Figura 3 — Esquema experimental

4.5 Critérios de incluséo e exclusdo
Os critérios para inclusdo na pesquisa foram:
e Culturas de pacientes com diagndstico de infeccdo nosocomial que
aceitaram participar do estudo, mediante TCLE (APENDICE 1) assinado
pelo proprio ou seu responsavel;
e Culturas provenientes dos Hospitais de Ensino SCMS, HGF, HGCC e
HUWC positivas para A. baumannii;
e Isolados de A. baumannii processados adequadamente que mantinham a
viabilidade apropriada para os estudos genéticos propostos, oriundos dos

hospitais de ensino.
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4.6 Reativacao dos isolados

Todas as etapas laboratoriais desta pesquisa foram realizadas no Nucleo de
Biotecnologia de Sobral — NUBIS, em estacdo de trabalho com fluxo laminar, grau de
seguranca classe 11, mediante desinfeccéo prévia.

A reativacdo dos espécimes armazenados em freezer a -80°C foi realizada
acrescentando-se uma aliquota de 50ul da cultura em glicerol em um tubo de ensaio
contendo 5,0ml de caldo BHI (Himedia®, Mumbai, india) e mantido em estufa
bacteriol6gica por 18 horas a 37°C, um tubo para cada amostra e mais um tubo de controle
negativo, apds crescimento, o inoculo foi semeado em placa com Agar MacConkey
(Sigma-Aldrich Brasil Ltda., Sdo Paulo, Brasil) utilizando-se uma al¢a bacterioldgica
estéril e colocada em estufa novamente a 37°C, por 24h, juntamente com uma placa sem
estriagem como controle negativo de contaminacdo dos meios ou da prépria estufa. A
seguir, utilizando-se de uma al¢a bacterioldgica estéril foi transferida uma colénia isolada
da placa de Agar MacConkey para novos tubos de ensaio contendo 5,0 ml de BHI caldo,
um tubo para cada amostra, mais um tubo de controle negativo, e colocados na estufa a
37°C, durante 18 horas. Apés crescimento, foi confirmada a pureza da amostra com a

observacao das caracteristicas morfo-tintoriais através da coloracdo de Gram.

4.7 Deteccao e identificacdo dos genes bla oxa

As 167 espécies nosocomiais de A. baumannii foram analisados para a detec¢do dos
genes bla oxa por PCR. Os primers e protocolos previamente descritos por MA et al.
(2015) foram usados para amplificar os genes bla oxa -23, bla oxa -24, bla oxas1 € bla oxa-
s8. A sequéncia dos fragmentos que foram amplificados e o tamanho dos amplicons estdo

descritos na Tabela 1.
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Tabela 1 - Primers para amplificagdo dos genes bla oxa

Primer Sequéncia de nucleotideos (5°23°) Amplificacdo (Pb)
Bla oxa-23F GAT CGG ATT GGA GAA CCAGA

BlaoxazsR  ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT 501 pb
BlaoxazsF  GGT TAG TTG GCC CCC TTA AA
BlaoxazR  AGT TGA GCG AAA AGG GGA TT 246 pb
Bla oxas1F TAATGC TTT GAT CGG CCT TG
BlaoxastR ~ TGG ATT GCA CTT CAT CTT GG 353 pb

Bla oxa-ssF AAG TAT TGG GGC TTG TGC TG
Bla oxassR CCC CTC TGC GCT CTA CAT AC 599 pb
FONTE: MA et al., 2015.

4.8 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

As reacOes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25pL,
contendo uma unidade formadora de coldnia da espécie a ser identificada, 12,5uL de Taq
Pol- Master Mix (2x) Green (Cellco Biotec, Sdo Paulo, Brasil) que contém dNTPs (dATP,
dCTP,dGTP e dTTP), KCL, MgCl_, corante, tamp&o de carga para o gel e estabilizadores.
Tendo sido acrescentado 8,5 pL de H20 e 2,0 pL de cada primer e tampdo de reagéo 1x
(concentracao final).

Os parametros de ciclagem para amplificar o fragmento correspondente a
regido codificadora do gene bla oxa incluiram os seguintes passos: uma desnaturacao
inicial (95°C por 1 min); seguido por 30 ciclos de desnaturacao (94°C por 30 segundos e
53°C por 30 segundos), anelamento (72 °C por 45 segundos) e uma extensao final a 72°C
por 4 min.

Os produtos amplificados foram analisados em gel de agarose a 1,0% com
tampdo TBE 0,5X. A eletroforese foi realizada a 120 volts, por 40 minutos. A aplicagdo
no gel de agarose foi feita com 8ul da reagéo, adicionados de 2ul de solugédo de azul de
bromofenol. O marcador de peso molecular de 100 pb (Invitrogen, EUA) foi aplicado no
gel para determinar o tamanho dos fragmentos obtidos.

4.9 Anédlise Estatistica
Os dados foram expressos em forma de frequéncia absoluta e percentual. As
prevaléncias dos genes OXA 23 e OXA 24 com as demais variaveis por
meio dos testes exato de Fisher ou Qui-quadrado de Pearson. Apds isso, para verificar

quais destas varidveis foram independentemente das demais associadas a presenca
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desses genes, utilizou-se 0 modelo de Foward Stepwise no qual as variaveis com
p&It;0,200 séo selecionadas para regressao logistica multinomial. Todas as analises foram
realizadas no software Statistical Packcage for the Social Sciences adotando uma

confianca de 95%.
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Durante o periodo de estudo, foram analisados 167 isolados nosocomiais de A.

baumannii coletados de pacientes internados nos quatro hospitais de ensino pesquisados.

A distribuicdo dos isolados por unidade hospitalar, sitio de isolamento, setor de

hospitalizagdo, género e frequéncia dos genes bla oxa-23, bla oxa-24, bla oxa-s1 € bla oxa-

sg estdo descritas na Tabela 2.

De todos os isolados analisados, observou-se que a circulacdo sanguinea foi o sitio de

isolamento mais frequente, seguido de aspirado traqueal e secrecdo de ferida cirdrgica.

Além disso, a maioria dos espécimes foi isolada das Unidades de Terapia Intensiva e

enfermarias clinicas (Tabela 2, Graficos 1 e 2).

Tabela 2 - Distribuicdo de isolados nosocomiais de A. baumannii por unidade hospitalar,

sitio de isolamento, setor de hospitalizacéo, género e frequéncia dos genes bla oxa-2z € bla

OXA-24
n %
Microorganismo
Acinetobacter baumannii 167 100,0
Unidade hospitalar
SCMS 75 449
HGF 42 25,1
HGCC 32 19,2
HUWC 18 10,8
Sitio de isolamento
Sangue 54 32,3
Aspirado traqueal 42 25,1
Secrecdo 24 14.4
Outros 47 28,1
Setor de hospitalizagao
UTI 101 60,5
Outros 66 39,5
Género
Feminino 67 40,1
Masculino 100 59,9
Genes
bla oxa-s1 148 88,6
bla oxa-23 78 46,7
bla oxa-24 45 26,9
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Gréfico 1- Distribuicdo por sitio de isolamento de espécimes nosocomiais de

A.baumannii identificadas de novembro de 2016 a abril de 2017 em hospitais de ensino

do Estado do Ceara.
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* Relatorios gerados pelo sistema de idenificacdo automatizado Bacilios Gram-negativo GN, VITEK®

(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

* Qutros: Swab umbilical, swab oral, Fistula de pé e Lavado Bronco-alveolar.

Grafico 2 - Distribuicdo de isolados nosocomiais de A.baumannii identificados de

novembro de 2016 a abril de 2017 de acordo com o setor de hospitalizacdo em hospitais

de ensino do Estado do Ceara.

Setores de Hospitalizacao de pacientes infectados com A.
baumannii
5
Bl T -
nfermaria raumato . Clinica
uTl clinica ortopedia Neurologia cirlirgica Outros
m SC 44 5 10 9 4 3
m HGCC 21 9 0 0 2 0
m HUWC 8 3 0 1 0 6
m HGF 28 4 1 0 3 6




* Relatdrios gerados pelo sistema de idenificagdo automatizado Bacilios Gram-negativo GN, VITEK®
(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

* Qutros: Emergéncia, Pés-transplante, Pediatria.

Os resultados demonstraram que 132 (79%) isolados nosocomiais de A. baumannii
oriundos dos quatro hospitais de ensino investigados apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos e diferentes padrdes de resisténcia aos demais antimicrobianos testados.
Por outro lado, a maioria foi sensivel a colistina e a tigeciclina (Tabela 3). O perfil de
resisténcia antimicrobiana de todos os isolados nosocomiais oriundos dos diferentes

hospitais de ensino analisados esta descritos nos graficos 3, 4, 5 e 6.

Tabela 3 - Perfis de resisténcia antimicrobiana dos isoaldos nosocomiais de A.

baumannii dos quatro hospitais de ensino analisados

Resistante Sensivel Intermediario

Antimicrobiano n % n % n %
Amicacina 59 42,4 68 48,9 12 8,6
Ampicillina 165 98,8 0 0,0 2 1,2
Ampicillina sulbactan 70 44,0 38 23.9 51 32,1
Cefepima 131 78,4 28 16,8 8 4.8
Cefoxitina 152 95,6 5 3,1 2 1,3
Ceftazidima 128 80.5 26 16,4 5 3,1
Ceftriaxona 128 76,6 6 3,6 33 19,8
Cefuroxima 166 99,4 0 0,0 1 0,6
Cefuroxima axetil 164 98,8 2 1,2 0 0,0
Ciprofloxacina 133 79,6 34 20,4 0 0,0
Colistina 0 0,0 159 100,0 0 0,0
Gentamicina 68 40,7 84 50,3 15 9,0
Imipenem 132 79,0 35 21,0 0 0,0
Meropenem 132 79,0 33 19,8 2 1,2
Piperacillina / tazobactam 137 82,0 28 16,8 2 1,2
Tigeciclina 4 2,5 146 91,8 9 57

Dados expressos em frequéncia e porcentagens absolutas.

* Relatorios gerados pelo sistema de identificagdo automatizado Bacillus Gram-negativo GN,

VITEK® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).
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Gréfico 3 - Sensibilidade a antimicrobianos de espécimes nosocomiais de A.baumannii
isolados de novembro de 2016 a abril de 2017 na SCMS
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R: Resistente; S: Sensivel; I: Intermediario.

* Relatdrios gerados pelo sistema de identificagcdo automatizado Bacillus Gram-negativo GN,
VITEK® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (Ampicilina/ sulbactan), CPM (Cefepima), CFO
(Cefoxitina), CAZ (Ceftazidima), CRO CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacina), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN
(Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina/Tazobactam), TIG (Tigeciclina).

(Ceftriaxona),
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Gréfico 4 - Sensibilidade a antimicrobianos de espécimes nosocomiais de A.baumannii
isolados de novembro de 2016 a abril de 2017 no HGF
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* Relatdrios gerados pelo sistema de identificacdo automatizado Bacillus Gram-negativo GN, VITEK® 2

(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (Ampicilina/ sulbactan), CPM (Cefepima), CFO
(Cefoxitina), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacina), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN
(Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina/Tazobactam), TIG (Tigeciclina).
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Gréfico 5- Sensibilidade a antimicrobianos de espécimes nosocomiais de A.baumannii
isolados de novembro de 2016 a abril de 2017 no HGCC
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* Relatorios gerados pelo sistema de identificagdo automatizado Bacillus Gram-negativo GN, VITEK® 2
(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (Ampicilina/ sulbactan), CPM (Cefepima), CFO
(Cefoxitina), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacina), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN
(Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina/Tazobactam), TIG (Tigeciclina).
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Gréfico 6 - Sensibilidade a antimicrobianos de espécimes nosocomiais de A.baumannii
isolados de novembro de 2016 a abril de 2017 no HUWC
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* Relatorios gerados pelo sistema de identificagdo automatizado Bacillus Gram-negativo GN, VITEK® 2
(BioMérieux, Marcy-I'Etoile, France).

AMI (Amicacina), AMP (Ampicilina), AMP/SUB (Ampicilina/ sulbactan), CPM (Cefepima), CFO
(Cefoxitina), CAZ (Ceftazidima), CRO (Ceftriaxona), CRX (Cefuroxima), CRX/AXETIL
(Cefuroxima/axetil), CIP (Ciprofloxacina), COL (Colistina), GEN (Gentamicina), IMP (Imipenem), MPN
(Meropenem), PIP/TAZ (Piperacilina/Tazobactam), TIG (Tigeciclina).

A amplificacdo dos fragmentos correspondentes aos genes bla oxa-s1, bla oxa-
23, bla oxa-24 € bla oxa-ss de isolados nosocomiais de A.baumannii dos diferentes hospitais

de ensino pesquisados esta demonstrada nas figuras 3, 4, 5 e 6.



44

Figura 3- Gel de agarose contendo fragmentos de gene bla oxasi de espécimes
nosocomiais de A.baumannii isolados de hospitais de ensino do Ceara amplificados por
PCR - PM 100 pb (Invitrogen, EUA)
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A seta indica fragmentos de 353 pb correspondentes a regido de codificagdo do
gene bla oxa-51. PM - marcador de peso molecular (1kb).

Figura 4: Gel de agarose contendo fragmentos de gene bla oxa-23 de espécimes
nosocomiais de A.baumannii isolados de hospitais de ensino do Ceara amplificados por
PCR - PM 100 pb (Invitrogen, EUA)
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A seta indica fragmentos de 501 pb correspondentes a regido de codificacdo do gene
bla oxa-23. PM - marcador de peso molecular (1kb) ; C +: controle positivo; C-:
controle negativo.
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Figura 5- Gel de agarose contendo fragmentos de gene bla oxa-24 de espécimes
nosocomiais de A.baumannii isolados de hospitais de ensino do Ceara amplificados por
PCR - PM 100 pb (Invitrogen, EUA).
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A seta indica fragmentos de 246 pb correspondentes a regido de codificacdo do gene bla oxa-24.

PM - marcador de peso molecular (1kb) ; C +: controle positivo; C-: controle negativo.

Figura 6- Gel de agarose contendo fragmentos de gene bla oxa-ss de espécimes de
A.baumannii isolados de hospitais de ensino do Ceara amplificadas por PCR - PM 100 pb
(Invitrogen, EUA).
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A seta indica fragmentos de 599 pb correspondentes a regido de codificacdo do gene bla
oxa-58. PM - marcador de peso molecular (1kb) ; C +: controle positivo; C-: controle
negativo.
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Dos 167 isolados analisados, 142 (85%) sdo multidroga resistentes (MDR).
Destes, 73 (43,7%) abergavam o gene bla oxa-23 € 42 (25,1%) continham o gene bla oxa-
24. A presenca concomitante dos genes bla oxa-23 € bla oxa-24 foi significantemente
associada (p < 0,05) com o fendtipo de resisténcia aos carbapenémicos, cefepima,

ceftazidima, gentamicina e piperacilina / tazobactam (Tabela 4).

Por outro lado, apenas a presencga do gene bla oxa-23 em cepas com o fenétipo de
resisténcia a amicacina foi estatisticamente significante (p = 0,03). Além disso, a
associagao do gene bla oxa-24 foi estatisticamente significante com a presenca do fenédtipo
de resisténcia a ceftriaxona e a ciprofloxacina (p < 0,05), e ndo foi encontrada associagéo
estatisticamente significante entre a presenca dos genes bla oxa-23 € bla oxa-

24 € 0 perfil de resisténcia das cepas nosococomiais de A. baumannii aos outros

antimicrobianos testados (Tabela 4).

Tabela 4 - Perfis de resisténcia antimicrobiana e frequéncia dos genes bla oxa-23 € bla oxa-

24 dos isoaldos nosocomiais de A. baumannii dos quatro hospitais de ensino analisados

bla oxa-23 bla oxa-24
Ausente Presente p-Valor Ausente Presente p-Valor

Carbapenémicos

Resistente 60 72* <0,001 89 43* <0,001
67,4%  92,3% 73,0%  95,6%
Sensivel 29* 6 33* 2
32,6% 7,7% 27,0% 4,4%
Intermediario 0 0 0 0
0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
Amicacina
Resistente 23 36* 0,037 46 13 0,861
32,4%  52,9% 418%  44,8%
Sensivel 42* 26 55 13
59,2%  38,2% 50,0%  44,8%
Intermediario 6 6 9 3
8,5% 8,8% 8,2% 10,3%
Ampicilina
Resistente 89 76 0,217 121 44 0,460
100,0% 97,4% 99,2%  97,8%
Sensivel 0 0 0 0
,0% ,0% ,0% ,0%

Intermediario 0 2 1 1
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Ampicilina sulbactan

Resistente
Sensivel
Intermediério

Cefepima
Resistente

Sensivel
Intermediario

Cefoxitina
Resistente

Sensivel
Intermediario

Caftazidma
Resistente

Sensivel
Intermediario

Ceftriaxona
Resistente

Sensivel
Intermediario

Cefuroxima
Resistente

Sensivel

Intermediério

Cefuroxima axetil

Resistente

Sensivel

,0%

27
32,1%
29*
34,5%
28
33,3%

65
73,0%
22*
24,7%
2
2,2%

81
96,4%
2
2,4%
1
1,2%

60
71,4%
20*
23,8%
4
4,8%

65
73,0%
4
4.5%
20
22,5%

89
100,0%
0
,0%

0
,0%

88
98,9%
1

2,6%

43*
57,3%

12,0%
23
30,7%

66*
84,6%

7,7%
7,7%

71
94,7%

4,0%
1,3%

68*
90,7%

8,0%
1,3%

63
80,8%

2,6%
13
16,7%

77
98,7%

,0%

1,3%

76
98,7%

0,001

0,005

0,840

0,009

0,481

0,284

1,000

,8%

57
47,9%
33*
217,1%
29
24,4%

89
73,0%
25*
20,5%
8
6,6%

113
95,0%
4
3,4%
2
1,7%

90
75,6%
24*
20,2%
5
4,2%

87
71,3%
4
3,3%
31*
25,4%

122
100,0%
0
,0%

0
,0%

120
99,2%
1

2,2%

13
32,5%
5
12,5%
22*
55,0%

42*
93,3%
3
6,7%
0
,0%

39
97,5%
1
2,5%
0
,0%

38*
95,0%
2
5,0%
0
,0%

41*
91,1%
2
4,4%
2
4,4%

44
97,8%
0
,0%
1
2,2%

44
97,8%
1

0,001

0,015

0,683

0,026

0,010

0,269

1,000
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Intermediario

Ciprofloxacina
Resistente

Sensivel
Intermediario

Colistina
Resistente

Sensivel
Intermediario

Gentamicina
Resistente

Sensivel
Intermediario

Imipenem
Resistente

Sensivel
Intermediario

Meropenem
Resistente

Sensivel

Intermediario

Piperalicina tazobactam

Resistente
Sensivel
Intermediario

Tigecilina
Resistente

1,1%
0
,0%

66
74,2%
23
25,8%
0
,0%

0
,0%
84
100,0%
0
,0%

29
32,6%
47*
52,8%
13*
14,6%

60
67,4%
29
32,6%
0
,0%

60
67,4%
27*
30,3%
2
2,2%

65
73,0%
22*
24,7%
2
2,2%

4

1,3%
0
,0%

67
85,9%
11
14,1%
0
,0%

0
,0%
75
100,0%
0
,0%

39*
50,0%
37
47,4%
2
2,6%

72
92,3%
6
7,7%
0
,0%

72*
92,3%
6
7,7%
0
,0%

72*
92,3%
6
7,7%
0
,0%

0

0,060

1,000

0,007

<0,001

<0,001

0,004

0,043

,8%
0
,0%

91
74,6%
31*
25,4%
0
,0%

0
,0%
119

100,0%

0

,0%

53
43,4%
65*
53,3%
4
3,3%

89
73,0%
33
27,0%
0
,0%

89
73,0%
31*
25,4%
2
1,6%

94
77,0%
26*
21,3%
2
1,6%

4

2,2%
0
,0%

42*
93,3%
3
6,7%
0
,0%

0
,0%
40
100,0%
0
,0%

15
33,3%
19
42,2%
11*
24,4%

43
95,6%
2
4,4%
0
,0%

43*
95,6%
2
4,4%
0
,0%

43*
95,6%
2
4,4%
0
,0%

0

0,008

1,000

<0,001

0,001

0,006

0,021

0,208
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4,8% ,0% 3,4% ,0%
Sensivel 73 73* 110 36

86,9%  97,3% 92,4%  90,0%
Intermediario 7 2 5 4

8,3% 2,7% 4,2% 10,0%

*p<0,05, teste exato de Fisher ou Qui-quadrado de Pearson. Dados expressos em forma de frequéncia
absoluta e percentual.

A frequéncia de deteccdo dos genes bla oxa-23, bla oxa-24, bla oxa-s1 € bla oxa-ss
em relacdo ao perfil de sensibilidade aos carbapenémicos nos quatro hospitais de ensino
investigados esté descrita na Tabela 5.

Tabela 5 - Frequéncia de deteccdo dos genes bla oxa-23, bla oxa-24, bla oxa-s1 € bla oxa-ss
em relacdo ao perfil de sensibilidade aos carbapenémicos na SCMS, HGF, HGCC e
HUWC

GENES DE
HOSPITAL RESISTENCIA
bla oxa-51 bla oxa2s  bla oxa-24 bla oxa-ss bla oxa-23/bla oxa-24
SCMS
(n=75)
R(n=51) 51 (100,0%) 40 (784%) 8 (15,6%) 0 0
S (n= 24) 0 1(4,16%) 1 (4,16%) 0 0
HGF
(n=42)
R(n=40)  38(950%) 15(375%) 21 (52,5%) 0 3 (7,5%)
S(n=2)  1(500%) 1 (50,0%) 0 0 0
HGCC
(n=32)
R(n=30)  29(96,6%) 13(433%) 14 (46,6%) 0 0
S (n=2) 0 1 (50,0%) 0 0 0
HUWC
(n=18)
R(n=11) 11 (100,0%) 7 (63.6%) 0 0 0
S(=7) 5 (714%) 0 1(14,2%) 0 1(14,2%)

*R: Cepas resistentes aos carbapenémicos; S: Cepas sensiveis aos
carbapenémicos.

O gene bla oxa-23 foi encontrado em 34,6% dos isolados nosocomiais de A.
baumanni da corrente sanguinea. Por outro lado, a ocorréncia do gene bla oxa-24 foi
significantemente associada (p = 0,004) aos isolados de A. baumanni do aspirado traqueal,
tendo sido encontrado em 19 (42,2%) espécimes. Além disso, a frequéncia do
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gene bla oxa-24 foi estatisticamente significante em A. baumannii isolados do HGCC e
HGF (p <0,001). Contudo, ndo foi observada correlacéo estatisticamente significativa
entre a presenca dos genes bla oxa-23 € bla oxa-24 com setor de hospitalizacéo e género de

pacientes hospitalizados (Tabela 6).

Tabela 6- Frequéncia dos genes bla oxa-23 € bla oxa-24 por unidade hospitalar, sitio

de isolamento, setor de hospitalizacéo e género

bla oxa-23 bla oxa-24
Auséncia Presenca p-Valor Auséncia Presenga p-Valor

Unidade Hospitalar

SCMS 34 41 0.294 66* 9 <0.001
38.2% 52.6% 54.1% 20.0%
HGCC 18 14 18 14*
20.2% 17.9% 14.8% 31.1%
HGF 26 16 21 21*
29.2% 20.5% 17.2%  46.7%
HUWC 11 7 17 1
12.4% 9.0% 13,9% 2,2%
Sitio de isolamento
24 18 0.469 23 19*  0.004
Aspirado Traqueal 27.0% 23.1% 18.9% 42.2%
Sangue 27 27 47* 7
30,3% 34,6% 38.5% 15.6%
Secrecao 10 14 19 5
11.2% 17.9% 15.6% 11.1%
Outros 28 19 33 14
31.5% 24.4% 27.0% 31.1%
Setor de hospitalizacao
UTI 55 46 0.710 75 26 0.655
61.8% 59.0% 61.5% 57.8%
Outros 34 32 47 19
382%  41.0% 385%  42.2%
Género
Feminino 34 33 0,589 49 18 0,985
38.2%  42.3% 40.2%  40.0%
Masculino 55 45 73 27
61.8% 57.7% 59.8% 60.0%

*p<0,05, Teste exato de Fisher ou teste Qui-quadrado de Pearson. Dados expressos em
frequéncia e porcentagem absolutas.
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6. DISCUSSAO

As infec¢bes por A. baumannii e o desenvolvimento da resisténcia sao
problemas bem conhecidos que estdo se tornando cada vez mais frequentes e que devem
ser adequadamente abordados em todo o mundo®. Os resultados desta pesquisa mostraram
que os isolados de A. baumannii foram mais frequentes nas amostras de sangue (32,3%)
e de aspirado traqueal (25,1%), corroborando os dados encontrados em outros hospitais
brasileiros!4>1>4,

A maioria das cepas de A. Baumannii nosocomiais foram isolados de pacientes
do género masculino (59,9%), corroborando com resultados obtidos por Chang et al.,
(2015)*6 (59,7%) e Castilho et al (2017)° (59,4%).

Assim como nos estudos realizados por Kooti et al. (2015)®, Raro et al. (2017)?,
Li et al. (2017)1" e CASTILHO et al., (2017)°, em todos os hospitais pesquisados neste
estudo a UTI foi a unidade de internacdo com o maior numero de isolados nosocomiais
de A. baumannii, este € um dado preocupante uma vez que a UTI pode servir como
reservatorio para esses patdgenos oportunistas e frequentemente os pacientes internados
nesta unidade ja se encontram debilitados, fazendo uso de dispositivos invasivos e
antimicrobianos de largo espectro, além de poderem ter algum grau de imunossupressao.
Lowings et al. (2015)*8 ressaltaram que a alta incidéncia de cepas de microrganismos
multiresistentes em UTI pode ser devido ao uso excessivo de antimicrobianos.

Nesta pesquisa, 85% das cepas hosocomiais de A. baumannii foram MDR
e as taxas de resisténcia ao imipenem e ao meropenem atingiram 79%. Nos ultimos anos,
A. baumannii tem sido comumente relatado como resistente a multiplas drogas, e as taxas
de resisténcia a imipenem, meropenem, ceftazidima, piperacillina/tazobactam,
ciprofloxacina e gentamicina na América Latina parecem estar entre as maiores do
mundo®®. Essa taxa de resisténcia aos carbapenémicos ¢ maior do que a reportada em
outros paises, como China, Ardbia Saudita, Grécia, Italia e EUA, onde as taxas foram
29,4%, 69%, 57,4%, 45,7% e 34%, respectivamente?®:?1.22.2324,

Estudos anteriores realizados no Brasil demonstraram crescimento nas taxas
de resisténcia de cepas de A. baumannii a muitos agentes antimicrobianos importantes,
especialmente imipenem e meropenem?>2615, Também tem sido reportado aumento nas
taxas de A. baumannii multirresistente em paises como Qatar’, Espanha?’, China?®,

Indonésia®®, Marrocos®°, Ira3! e Libano®®.
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Os isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos nos hospitais
pesquisados neste estudo também demonstraram altas taxas de co-resisténcia a diversas
classes de agentes antimicrobianos, exceto tigeciclina e colistina. Todos os isolados foram
sensiveis a colistina, semelhante aos dados encontrados na Argélia e no 1rd, embora
tenha sido relatada diminuicdo de sensibilidade a colistina na Arabia Saudita (70,9%),
Kuwait (92,5%) e Egito (95%)2. Contudo, tigeciclina e colistina continuam sendo as
opcOes terapéuticas de escolha para o tratamento de infecces por bactérias produtoras de

carbapenemases®3°27:2,

Os isolados clinicos de A. baumannii MDR analisados nesta pesquisa
constituem um problema terapéutico de grande preocupacéo, uma vez que podem inferir
num prognostico desfavoravel quando do tratamento de infec¢bes graves causadas por
esses patdgenos. Esses achados reforcam a idéia de uma tendéncia crescente de resisténcia
dessa bactéria a carbapenémicos, o que pode implicar na disseminacdo de linhagem
altamente resistente3**°, particularmente quando a resisténcia ¢ mediada por elementos
moveis que podem ser prontamente transferidos e disseminados entre isolados?.

O gene bla oxa-s1 foi prevalente entre os isolados nosocomiais de A.
baumannii neste estudo, como relatado por outros autores em todo o mundo®®st
6527282930319 confirmando  estudos que sugerem a presenca desse gene como
intrinseco a espécie®, uma vez que o mesmo esta localizado no cromossomo. Apesar desse
gene ndo estar restrito a espécie de A. baumannii, 0 mesmo esta presente na grande
maioria das cepas da espécie®. Por outro lado, a alta prevaléncia de bla oxa-23 n0s isolados
analisados pode ser devido a sua transferéncia horizontal, ja que esse gene frequentemente
tem origem plasmidial, em transposons e sequéncias de inser¢do®®.

Por outro lado, néo foi detectada neste estudo a ocorréncia do gene bla oxa-ss, mas cepas
de A. baumanni OXA-58 também tém sido pouco frequentes em outras regibes do
Brasil®’.

A resisténcia a carbapenémicos em A. baumannii resulta frequentemente da
producdo de oxacilinases adquiridas, como OXA-23, OXA-24 e OXA-58, além dos
OXA-143 e OXA-72 menos frequentes. A producao da carbapenemase OXA-23 tem sido
frequentemente identificada em cepas de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos

isoladas de pacientes hospitalizados!#®1375172 Estas infecgOes estdo
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associadas a alta morbidade e mortalidade e contribuem para uma internacdo prolongada
e altos custos hospitalares®. Surtos de isolados que abrigam genes que codificam grupos
de carbapenemase de tipo OXA (bla oxa-23 , bla oxa-24 , bla oxa- 51 € bla oxa-ss) s@o
cada vez mais frequentes em todo omundo?®.

Como dito anteriormente, o0 gene responsavel pela producdo da
carbapenemase OXA-23 e OXA-24 foi encontrado em 46,7% e 26,9% dos isolados neste
estudo, respectivamente, frequéncia similar aos resultados descritos por outros
pesquisadores®®715536:30 Além disso, a coocorréncia de dois genes de tipo OXA também
foi relatada em A. baumannii®. No presente estudo, a coexisténcia de bla oxa-23 € bla oxa-
24 0COrreu em quatro isolados.

Todavia, 6,8% dos isolados nosocomiais de A.baumannii resistentes aos
carbapenémicos analisados neste estudo, ndo apresentaram o0s genes blaoxa-23 € blaoxa-
24, responsaveis pelos mecanismos enzimaticos adquiridos. Neste caso, a resisténcia ao
imipenem e ao meropenem podem ser explicados pela presenca do elemento ISAbal a
montante do gene bla oxa-s1. Portanto, a presencga da sequéncia de insercdo ISAbal ou
ISAba9 pode ser necessaria para aumentar a expressao associada a outros mecanismos,
como a permeabilidade reduzida da membrana externa ou a expressdo excessiva de
bombas de efluxo38-=°,

A propagacao de cepas hospitalares de A. baumannii multiresistente produtoras
de OXA no Brasil é um grave problema de satde publica. O surgimento dessas cepas esta
associado a altas taxas de resisténcia aos antimicrobianos comumente usados na pratica
clinica, dificultando cada vez mais o tratamento de infeccbes nosocomiais. A
identificacdo do fen6tipo e do gen6tipo de OXA é de extrema importancia para um manejo
adequado do paciente, evitando o0 surgimento e disseminagdo de surtos, além de
estabelecer uma abordagem terapéutica diferencial que preferencialmente inclui o uso
combinado de agentes antibacterianos.

Nesta pesquisa a ocorréncia do gene blaoxa-24 foi fortemente associada as
amostras isoladas de aspirado traqueal. Pneumonia associada a ventilacdo mecénica é uma

das infecgBes nosocomiais mais frequentes causadas por esse microrganismo“C,
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7. CONCLUSAO

Em conclusdo, esses dados indicam uma elevada frequéncia de isolados
nosocomiais de A. baumannii MDR nos hospitais analisados, sendo a maioria resistente
aos carbapenémicos e sensivel a colistina e tigeciclina. O mecanismo de resisténcia mais
frequentemente observado foi a producdo de carbapenemases, notadamente OXA-

23. Portanto, esses dados poderdo contribuir substancialmente com a vigilancia
epidemioldgica, que esta relacionada aos principios basicos de que o monitoramento deve
ser a base para a implantacdo de medidas para combater infecgdes hospitalares, e podera
também auxiliar na implementacdo de protocolos terapéuticos, melhorando a qualidade

da assisténcia prestada aos pacientes hospitalizados.
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Abstract

Background/Purpose(s): Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen resistant
to several antimicrobials. We aimed to investigate the sensitivity profile and frequency of
OXA-type carbapenemases among A. baumannii nosocomial strains isolated from patients
in teaching hospitals of Ceara, Brazil.

Methods: From November 2016-April 2017, A. baumannii nosocomial strains from four
teaching hospitals were analyzed. All isolates were identified, and the antimicrobial
susceptibility profile established by VITEK®2. Polymerase chain reaction (PCR) to
amplify the bla oxa-s1 gene was performed on all presumptively strains identified
as A. baumannii, and minimum inhibitory concentrations were determined by thebroth
microdilution for tigecycline- resistant isolates. Furthermore, bla oxa-23, bla oxa-24, and bla
oxa-58 genes were detected by PCR.

Results: A total of 167 A. baumannii nosocomial strains were analyzed, from which 101
(60.5%) were from patients in intensive care units, 54 (32.3%) were isolated from the
bloodstream, and 142 (85.0%) were multi-drug resistant (MDR). 132 (79.0%) isolates were
resistant to carbapenems, but all isolates were susceptible to colistin and most of them were
susceptible to tigecycline. The majority harbored the bla oxa-23 gene, these datawere
significantly associated with an MDR phenotype. In addition, 45 (26.9%) contained bla
oxa-24, four strains harbored concomitantly bla oxa-23 and bla oxa-24 and no bla oxa-ssgene
was detected.

Conclusion: These results demonstrated high resistance rates to the different antimicrobial
drugs analyzed and a high frequency of bla oxa-23 gene, suggesting that colistinand
tigecycline could be the therapeutic options for the treatment of infections associated with
MDR A. baumannii.

Keywords: Acinetobacter baumannii; beta-lactamases; carbapenems; cross infection;

antimicrobial drug resistance.
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Introduction

Acinetobacter is a microorganism genus represented by immobile, catalase
positive, oxidase negative, and non-fermenting gram-negative coccobacillus. The genus is
classified as part of the Moraxella family of the Gamma proteobacteria order. !
Acinetobacter baumannii is an opportunistic pathogen resistant to several antimicrobials
and commonly associated with nosocomial infection outbreaks in intensive care units
(ICU). In addition to being able to survive in dry environments for a long time, this
microorganism is spread in the air, can contaminate the hands of health professionals and
be isolated from the skin of colonized patients. 2

In the scenario of antimicrobial resistance, carbapenem-resistant A. baumannii
has been listed by the World Health Organization as the main priority pathogen for urgent
new antimicrobial research. 2 In Brazil, A. baumannii has emerged as a major nosocomial
pathogen, causing infections in ICUs with numerous outbreaks, especially involving
isolates resistant to carbapenems.

A. baumannii becomes resistant to carbapenems by acquiring genes that encode
enzymes to degrade these antibiotics. These enzymes also interfere with drug permeability,
and/or alter the affinity of the antimicrobial target for the carbapenems. Ambler Class B
(metalloenzymes) and class D (oxacillinases) are the most common enzymes involved in
the mechanisms of resistance to carbapenems, being the OXA B-lactamases the most
prevalent enzyme type. Although more than 250 types of OXA have been described, higher
importance is given to four carbapenemase groups. They are OXA-23-like, OXA-24-like,
OXA-58-like and OXA- 51-like. ® The OXA-23 subgroup was identified in several
countries, including Brazil. > Resistance to carbapenems increases significantly when
OXA genes are overlapped next to insertion sequences with promoter functions, such as the
element ISAbal. 8

Nosocomial infection is considered a topic of concern that is growing in incidence
and complexity. Moreover, this type issue affects the social and economic aspects of
different populations worldwide. Hospital infection rates in university hospitals are often
higher than in other health facilities. When such infections are caused by multiresistant
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bacteria, they are associated with higher hospital admissions costs, prolonged
hospitalization, and higher morbidity and mortality rates. °

Given the exposed, the aim of this study was to investigate the sensitivity profile of
Acinetobacter baumannii strains isolated from patients with nosocomial infections treated
in university hospitals of Ceara, Brazil. It was also investigated the occurrence of the OXA-

type carbapenemases among the nosocomial isolates.
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Material and Methods

Ethical aspects

This study was approved by the Ethics Committee of Research of the institution where the
investigation was performed. Privacy was guaranteed, and patients were identified by their
hospital registration numbers to ensure that only researchers had access to their

information.

Study setting and bacterial strains

This is an observational and crossover study in which it was investigated the occurrence of
A. baumannii in patients with nosocomial infection. These patients were under medical
supervision in four university hospitals of Ceara - Brazil: Santa Casa de Misericordia de
Sobral (SCMS), Hospital Geral de Fortaleza (HGF), Hospital Geral César Cals (HGCC),
and Hospital Universitario Walter Cantidio (HUWC). Nosocomial species of A. baumannii
were isolated from blood, tracheal aspirate fluid, percutaneous catheter tip, urine, abscess
secretion, and surgical wound of patients receiving treatment in ICUs. All isolates were
identified, and their antimicrobial susceptibility profile was analyzed by VITEK®2
automated system (BioMérieux, Marcy-I'Eileile, France) for the following drugs:
ampicillin/sulbactam, amikacin, ampicillin, ceftriaxone, cefoxitin, ceftazidime, cefuroxime,
cefuroxime, ciprofloxacin, colistin gentamicin, cefepime, imipenem, meropenem,
piperacillin/tazobactam and tigecycline. Multi-drug resistance (MDR) was defined as
resistance to three or more classes of the drugs tested. '° Additionally, polymerase chain
reaction (PCR) was performed on all presumptively identified A. baumannii isolates to
amplify the blaoxa-s1 gene. ** The Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) were
determined through broth microdilution technique for isolates resistant to tigecycline
following the recommendations of the Clinical and Laboratory Institute Standards. 2

Detection of carbapenem resistance genes
Nosocomial species of A. baumannii were analyzed for the detection of bla oxa genes
through PCR. The primers and protocols previously described were used to amplify the
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genes bla oxa-23, bla oxa-24, bla oxa-s1 and bla oxa-ss. 12 The sequence of the fragments

that were amplified, as well as the size of the amplicons, are described in Table 1.

The amplification reactions were prepared with 25uL suspension of colony forming units of
the strains to be analyzed, 12.5uL of Taq Pol-Master Mix (2x) Green (Cellco Biotec, Sdo
Paulo, Brazil) containing dNTPs (dATP, dCTP, dGTPand dTTP), KCL, MgCl_, dye, gel
loading buffer and stabilizers, 8.5 pL of H.O and 2.0 pL of each primer and 1x buffer
reaction (final concentration) were added. Cyclic parameters for amplifying the fragment
corresponding to the coding region of the bla oxa gene were carried out according to the
manufacturer's instructions (Taqg Pol-Master Mix (2x) Green - Cellco Biotec, Sdo Paulo,
Brazil). These reactions were performed in the following sequence: initial denaturation (95°
C for 1 min); followed by 30 cycles of denaturation (94° C for 30 seconds and 53 ° C for 30
seconds), annealing (72° C for 45 seconds) and a final extension at 72° C for 4 min. The
amplified products were analyzed on 1.0% agarose gel with 0.5X TBE buffer. The
electrophoresis was performed at 120 volts for 40 minutes. The application on the agarose
gel was performed with 8ul of the reaction added with 2ul of bromophenol blue solution.
The 100 bp molecular weight marker (Invitrogen, USA) was applied to the gel to determine
the size of the fragments obtained.

Statistical analysis

Data were expressed as absolute and percentage frequency and analyzed using Fisher's
exact test or Pearson's Chi-square test. After that, for the frequency of blaoxa-23 and blaoxa-
24 genes expression, it was used the Forward Stepwise model to select variables with p <
0.200 for multinomial logistic regression. All analyzes were performed in the software
Statistical Package for the Social Sciences adopting a confidence of 95%.
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Results

In this study, 167 nosocomial strains of A. baumannii isolated from patients of four
university hospitals were analyzed. Table 2 depicts the distribution of the isolates per
hospital unit, isolation site, hospital sector, gender and frequency of occurrence of bla oxa-
23and bla oxa-24 genes. It was observed that A. baumannii was more frequently isolated
from the bloodstream, followed by tracheal aspirate and surgical wound. Most of the strains
were isolated from patients hospitalized in Intensive Care Units, followed by clinical and
neurology wards, and maternity (Table 2). In addition, four isolates harbored concomitant

bla oxa-23 and bla oxa-24 genes, but in none of them bla oxa-ss gene wasdetected.

The strains of A. baumannii isolated from patients of all hospitals under study were
susceptible to colistin and most of them were susceptible to tigecycline. However, these
isolates showed high resistance to carbapenems. The antimicrobial resistance profiles of the
isolates are described in Table 3.

As Table 3 shows, multi-drug resistance was observed in 142 (85%) out of the 167
strains isolated. Seventy-three (43.7%) out of these 142 highly resistant strains harbored bla
oxA-23 gene, while 42 (25.1%) expressed the bla oxa-24 gene. The concomitant presence of
the bla oxa-23 and bla oxa-24 genes was significantly associated (p <0.05) with the
phenotype of resistance to carbapenems, cefepime, ceftazidime, gentamicin and
piperacillin/tazobactam.

The presence of the bla oxa-23 gene was statistically significant (p = 0.03) only in
strains with the amikacin resistance phenotype, while the presence of the bla oxa-24 gene
was statistically significant in strains with the ceftriaxone and ciprofloxacin resistance
phenotype (p <0.05). No statistically significant association was found between the
presence of the bla oxa-23and bla oxa-24 genes and the resistance profile of the A.

baumannii nosocomial strains to the other antimicrobials tested.

The bla oxa-23 gene was found in 34.6% of the strains of A. baumanni isolated from
the bloodstream, while 19 (42.2%) were isolated from tracheal aspirate (p = 0.004) and

expressed the bla oxa-24 gene. In addition, the bla oxa-24 gene was detected more in the A.
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baumannii strains isolated from two of the university hospitals under study (HGCC and
HGF) than from the others (p <0.001). No statistically significant correlation was observed
between the presence of the bla oxa-23 and bla oxa-24 genes with the hospital sector and the

gender of hospitalized patients (Table 4).
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Discussion

Infections caused by A. baumannii and the resistance development are issues that
are increasingly frequent and should be tackled properly worldwide. ® Our findings show
that A. baumannii isolates from blood samples (32.3%) and the tracheal aspirate (25.1%),
corroborating with available data from other Brazilian hospitals. 4°141°

Most of the A. baumannii nosocomial strains were isolated from male patients
(59.9%), aligning with results from Castilho et al. 2017 (59.4%) and Chang et al. 2015
(59.7%). 516

All hospitals included in this study had the intensive care units as the major
source of A. baumannii isolates similarly to Raro et al. 2017, Castilho et al. 2017, Kooti et
al. 2015, and Li et al. 2017. 2> %17 These findings are alarming because intensive care units
can serve as a reservoir for these opportunistic pathogens and so often the patients under
intense care are already at higher risk once they can be immunologically debilitated. These
patients may use invasive medical appliances such as catheters as well as under broad-
spectrum antimicrobial therapy. Lowing et al. 2015 ® point out that the excessive and
indiscriminate use of antimicrobial drugs accounts for the rocketing incidence of highly
resistant microorganisms in intensive care units.

In this study, 85% of A. baumannii nosocomial strains were multidrug resistant
and the resistance rates to imipenem and meropenem reached 79%. In the last few years,
this species has been reported to be resistant to many antimicrobial drugs and resistance
rates to imipenem, meropenem, ceftazidime, piperacillin/tazobactam, ciprofloxacin, and
gentamicin in Latin America seem to among the highest globally. 1° These resistance rates
to carbapenems are higher than what is reported in China, Saudi Arabia, Greece, Italy, and
the USA where these rates were 29.4%, 69%, 57.4%, 45.7%, and 34%, respectively. 202

Previous Brazilian studies demonstrated growing resistance rates of A.
baumannii strains to many important antimicrobial drugs, especially imipenem and
meropenem. *>252 |t has also been reported an increase in the resistance rates of this strain

in Qatar, Spain, China, Indonesia, Morocco, Iran, and Lebanon. 71927-30
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Carbapenem-resistant A. baumannii strains isolated from the hospitals in this study
also showed high rates of co-resistance to a wide range of antimicrobial drugs except for
tigecycline and colistin. All isolates were sensible to colistin like the data found in Algeria
and Iran, even so decreased resistance rates were reported in Saudi Arabia (70.90%), Kuwait
(92.5%), and Egypt (95%).3% %2 However, tigecycline and colistin continue to be therapeutic

options for treating infections caused by carbapenemases-producing bacteria.

2,5,27,33

The multiple drug-resistant A. baumannii clinical isolates analyzed here constitute a
very concerning therapeutic issue as they can mean an unfavorable prognosis when treating
serious infections caused by these pathogens. These findings reinforce the idea of an
increasing resistance of bacteria to carbapenems which can imply in the dissemination of
highly resistant strains 34*°, particularly when such resistance is mediated by mobile

elements that can be readily transferred and disseminated among isolates. 2

bla oxa-s1 gene was prevalent between nosocomial isolates of A. baumannii in

this study as reported by many other groups globally 516192731 ‘confirming studies that
suggest the presence of this gene as an intrinsic to this species as it is in its chromosome. &
Albeit this gene is not restricted to A. baumannii, it is indeed present in most of the strains
of this species. ® Contrarily, the high prevalence of bla oxa-23 in the analyzed isolates could
be a result of horizontal transference as this gene frequently origins from the plasmid,
transposons e insertion sequences. 3 Besides, bla oxa-ss gene was not detected in thisstudy,
but OXA-58 A. baumanni strains have been poorly detected in other Brazilian regions. %

The resistance to carbapenems in A. baumanni strains results from the production of
acquired oxacillinases such as OXA-23, OXA-24, and OXA-58, whilst OXA-153 and
OXA-72 are less frequent. The OXA-23 production has been often identified in
carbapenem-resistant A. baumannii strains isolated from hospitalized patients 257131417
These infections are associated with high morbidity and mortality rates and contribute to
extend hospitalization periods and high care costs. * Isolated outbreaks that house
codifying-carbapenemases groups, especially the OXA type (bla oxa-23, bla oxa-24, bla oxa-

51, and bla oxa-ss) are even more frequent on a global scale. 18
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As previously mentioned, the gene responsible for OXA-23 and OXA-24
production was found in 46.7% and 26.9% of the isolates in this study, respectively. This
frequency is similar to results described by other groups [5-7,15,16,30,36]. Besides, the co-
occurrence of two types of OXA was also reported in A. baumannii.® Here, the coexistence
of bla oxa-23 and bla oxa-2s0ccurred in four isolates.

Nonetheless, 6.8% of the nosocomial isolates of A.baumannii resistant to
carbapenems analyzed here did not express bla oxa-23 and bla oxa-24. In such case, the
resistance to imipenem and meropenem can be explained due to the presence of ISAbal
element. Therefore, the presence of this insertion sequence or ISAba9 can be necessary to
enhance the expression of other mechanisms such as a reduced permeability of the external
membrane or excessive expression of efflux pumps. 38 38

The propagation of A. baumannii nosocomial strains thatare multidrug resistant
and OXA producers is a relevant public health issue. The emergence of these strains is
associated with high rates of resistance to antimicrobial drugs commonly used in the
clinical care, which hinders the nosocomial infection treatment. The identification of
phenotypes and genotypes of OXA is of extreme relevance for a proper clinical
management, avoiding thus the emergence and dissemination of outbreaks as well as
establishing a different therapeutic approach that preferentially includes the combined use
of antibacterial drugs.

This study showed that the occurrence of bla oxa-24 gene was strongly associated
with samples obtained from tracheal aspirates. Pneumonia associated with mechanical
ventilation is one of the most frequent infections caused by these pathogens. 4°

In conclusion, these data indicate a high frequency of nosocomial isolates of
multidrug-resistant A. baumannii strains in the analyzed hospitals, being the majority
resistant to carbapenems and sensible to colistin and tigecycline. The most frequent
mechanisms of resistance observed was the production of carbapenemases, notably OXA-
23. Therefore, these findings can substantially support epidemiological databases, whichis
related to the basic principle of monitoring which, in turn, is the basis for implementing
measures to fight off nosocomial infections such as therapeutic protocols, improving the

assistance provided for hospitalized patients.
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Table

1  Table 1 - Nucleotide sequence for the amplification of the genes blaoxa.

2

Primer Nucleotide sequence (5°03”) Amplification
(Bp)
—BlaoxrsF—6ATE6EATTHFSEAGAACEAGA—56tbp—
Blaoxa2sR ATT TCT GAC CGC ATT TCC AT

Blaoxa2aF GGT TAG TTG GCC CCC TTAAA 246 bp
Blaoxa24R AGT TGA GCG AAAAGG GGATT

BlaoxasiF TAATGC TTT GATCGGCCT TG 353 bp
BlaoxasiR TGG ATT GCACTT CAT CTT GG
BlaoxassF AAG TATTGG GGC TTGTGC TG 599 bp

BlaoxassR CCCCTCTGC GCT CTACATAC
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Table 2 - Distribution of the isolates per hospital unit, isolation site, hospital sector, gender
and frequency of occurrence of bla oxa-23 and bla oxa-24genes.

n %

Microorganism

Acinetobacter baumannii 167 100.0
Hospital unit

SCMS 75 449

HGCC 32 19.2

HGF 42 25.1

HUWC 18 10.8
Isolation site

Blood 54 323

Tracheal aspirate 42 25.1

Secretion 24 14.4

Other 47 28.1
Hospitalization sector

UTI 101 60.5

Other 66 395
Gender

Female 67 40.1

Male 100 59,9
bla oxa-23 78 46.7
bla oxa-24 45 26.9
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Table 3 - Antimicrobial resistance profile of A. baumannii strains isolated from patients
hospitalized in four university hospitals.

81

Resistant Sensitive Intermediate
Antimicrobial n % n % n %
Amikacin 59 42.4 68 48.9 12 8.6
Ampicillin 165 98.8 0 0.0 2 1.2
Ampicillin sulbactan 70 44.0 38 23.9 51 321
Cefepime 131 78.4 28 16.8 8 4.8
Cefoxitin 152 95.6 5 3.1 2 1.3
Ceftazidime 128 80.5 26 16.4 5 3.1
Ceftriaxone 128 76.6 6 3.6 33 19.8
Cefuroxime 166 99.4 0 0.0 1 0.6
Cefuroxime axetil 164 98.8 2 1.2 0 0.0
Ciprofloxacin 133 79.6 34 20.4 0 0.0
Colistin 0 0.0 159 100.0 0 0.0
Gentamicin 68 40.7 84 50.3 15 9.0
Imipenem 132 79.0 35 21.0 0 0.0
Meropenem 132 79.0 33 19.8 2 1.2
Piperacillin / tazobactam 137 82.0 28 16.8 2 1.2
Tigecycline 4 2.5 146 91.8 9 5.7

Data expressed as absolute frequency and percentage.
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Table 4 - Frequency of the bla oxa-23 and bla oxa-24 genes by hospital unit, isolation site,

hospitalization sector, and gender.

bla oxa-23 bla oxa-24

Absent  Present p-Value Absent Present p-Value

Hospital unit
SCMS 34 41 0.294 66> 9 <0.001
38.2%  52.6% 54.1%  20.0%
HGCC 18 14 18 14*
20.2% 17.9% 14.8% 31.1%
HGF 26 16 21 21*
29.2%  20.5% 17.2%  46.7%
HUWC 11 7 17 1
12.4% 9.0% 13,9% 2,2%
Isolation site 24 18 0.469 23 19* 0.004
27.0%  23.1% 18.9%  42.2%
Blood 27 27 47* 7
30,3%  34,6% 385% 15.6%
Secretion 10 14 19 5
11.2% 17.9% 15.6% 11.1%
Outros 28 19 33 14
315% 24.4% 27.0% 31.1%
Hospitalization sector
UTI 55 46 0.710 75 26 0.655
61.8%  59.0% 61.5% 57.8%
Others 34 32 47 19
38.2%  41.0% 385% 42.2%
Gender
Female 34 33 0.589 49 18 0.985
38.2%  42.3% 40.2%  40.0%
Male 55 45 73 27
61.8% 57.7% 59.8%  60.0%

*p<0.05, Fisher's exact test or Pearson's Chi-square test. Data expressed as absolute
frequency and percentage.
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ANEXO
Termo de Consentimento Livre ¢ Esclarecido (TCLE)
Caro participante:

Sou farmacéutica bivguimica, Mestranca do Programa de Pos-graduacdo em Ciéneias da
Satide na Universidade Federal do Ceara — Campus Sobral ¢ estou deseavolvendo uma pesquisa
cientifica sabre a ncorréneia de bactérias que causam infecgdes hospitalares e que sfo resistentes a
muitos antibiotices. Neste sentido, solicito sua colanoragio na participagao da pescuisa, aceitandv
participar da coleta,

Os dados serfio apresentados mu Universidade Federal do Ceara - Sobral ¢ divulgados junta &
comunidads académice, respeitando o cariter confidencial das identiduces, Gasano-lhe que suz
participacdo ficaré no anonimato, ndo serd divulgado seu nome. Pretendemos com esta pesquisa
verificar a sensibilidade a amtibioticos de buclérias que causam infecedes em pessoas hospitalizadas.

Voud tem o direite de ndc participar dessa pesquiss se assim o descjar, mis seria .mportante
sua purticipagdc. Aczitando participar, se por qualguer motivo, durante o andamento da pesquisa,
resclver desistiz, tem toda liberdade para retirar scu consentimento a qualquer momento. Reforgo
que sua cclaboragao e pamicipago podesiv brzer beneficios para o desenvalvimento cientifico.
Fariciper da coleta ndo LEe trara riseos para sua szide, nem mesmo risco de receber advenducia por
ter narticipada ou ndo. Ressalio que ndo serd realizada coleta adicional de sangue ot qua.quer outra
amostra biolégica, on seia. o isolamento bacteriano sera realizado & partir da amostra sol'ciiada e Ja
coletada pela equipe meédiea do hospital de ensino. Tudo ccorrerd em sigilo. Além disto, scri
verficadn a resisiéncia cessas bactérias a antibidticos, esses dados serfio camunicados 4 equipe
médicas ¢ poderdo auxiliar no seu tratamenta.

Para possiveis esclarceimenios entrar e contato comigo no endercgo: Avenida Comardante
Mauroeélio Rocha Pontes, 100 - Derby - 62042-280 — Sobral - CE. telefone (88) 3611.8000 Ramal
231 ou com o Comité de [itica em Pesquisa da UVA, Avenida Comandante Maurocélio Rocha
Pantes. 130 - Derby - 62042-280- Sobral - CE. telelone (88} 3677-4255

Atencicsamente,
E)L—rwﬂ'@m’;?-:ﬁw iy

belly Linhares Puaie Brilo
Farmac€ulica bioguimica
Santa Cusa de Misericordia de Sobral

Consentimento Pos-Tnformadao

Declaro que lomei conliccimento do estudo que pretende avalior a ocorréncia de bactérias
que causam infecetes hospitalares ¢ # suscetibilicade dessas baclérius a difcrentes antibioticos cujo
diulo ¢ “Investigacdo da diversidade gendmica de isvlados nosocomiais de Acinetobacter
baumannii multirresistentes produtores de carbapenemases”. realizado pela pesquisadora
Tzabe'ly Lanhares Ponte Brite, compreendi seus proposilos e, concordo em patticipar da pesquiss,
niie me oponho & zoleta da amostra bioldgics, ¢ também sei que em qualquer momento passo relrer
e consentimento em participar da mesma.

Sobral. de de 2016,

Ciente:

Assinatura do Sujeito, responsavel ou testemunha

Assinatura do Pesquisador
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SANTA CASA

DL MISERICORDIA

DFE SOBRAL

SANTA CASA DE MISERICORDIA DE SOBRAL
DEPARTAMENTO DE ENSINO, PESQUISA E EXTENSAO
SUBCOMISSAO DE PESQUISA

Sobral-CE, 16 de junho de 2016.

CARTA DE ANUENCIA PARA cOMITE DE ETICA EM PESQUISA

Declaramos que o Projeto de Pesquisa intitulado “INVESTIGAGAD DA
DIVERSIDADE GENOMICA DE ISOLADOS NOSOCOMIAIS DE
Acinetobacter baumanii MULTIRRESISTENTES PRODUTORES DE
CARBAPENEMASES”, sob responsabilidade do Orientador, Prof.Francisco
César Barmoso Barbosa: obedece ao protocolo para realizagao de pesquisa
desta ingtituicio, obtendo Parecer Favordvel desta subcomissdo para sua
realizag3o. A pesquisa foi submetida a0 DEPE (Departamento de Ensino,
Pesquisa e Extenséo) no més de junho/2016 e terd como campo de coleta de
dados a Santa Casa de Missricdrdia de Sobral, durante os meses descritos no

cronograma em anexo.

Atenciosamente,

AL

Vicente de Paulo Teixeira Pinto
Diretor do DEPE

Pral. Or. Vicente de Paulo T, P
Diretor dc Dapartamento gp
Ensing, Pesq. » Extensso.
Santa Casa de M. ds Sobva!
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AUTORIZACAO

Autorizo a Farmacéutica ¢ estudante de mestrado em Ciéncia da
Satide pela Universidade Federal do Ceara Izabelly Linhares Ponte Brito a
ter acesso as amostras bioldgicas do setor de Microbiologia do Laboratério
de Anilises Clinicas do Hospital Geralde Fortaleza - HGF, para realizagio
de sua dissertagio de mestrado, cuja pesquisa é assim intitulada
“INVESTIGACAO DA DIVERSIDADE GENOMICA DE ISOLADOS

NOSOCOMIAIS DE Acinetobacter baumannii MULTIRRESISTENTES
PRODUTORES DE CARBAPENEMASES”

Coordenador do Laboratdrio de Anélises Clinicas
Hospital Geral de Fortaleza - HGF
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AUTORIZACAO

Autorizo a Farmacéutica ¢ estudante de mestrado em Ciéncia da
Saudc pela Universidade Federal do Ceard Izabelly Linhares Ponte Brito a
ter acesso 4s amostras biolégicas do setor de Microbiologia do Laboratério
de Analises Clinicas do Hospital Geral Cesar Calls, para realizagdo de sua
dissertagio  de mestrado, cuja pesquisa ¢ assim intitulada
“INVESTIGACAO DA DIVERSIDADE GENOMICA DE ISOLADOS
NOSOCOMIAIS DE Acinetobacter baumannii MULTIRRESISTENTES
PRODUTORES DE CARBAPENEMASES”

Coordenadd atério de Analises Clinicas

Hospital Geral Cesar Calls
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AUTORIZACAO

Autorizo a Farmacéutica e estudante de mestrado em Ciéncia da
Satide pela Universidade Federal do Ceara lzabelly Linhares Ponte Brito a
ter acesso 4s amostras bioldgicas do setor de Microbiologia do Laboratdrio
dc Andlises Clinicas do Hospital Universitario Walter Cantidio, para
realizagdo de sua dissertagfo de mestrado, cuja pesquisa & assim intitulada
“INVESTIGACAO DA DIVERSIDADE GENOMICA DE ISOLADOS
NOSOCOMIAIS DE Acinetobacter bawmanni MULTIRRESISTENTES

PRODUTORES DE CARBAPENEMASES”

ez e
égifi ah. 4o find fes ClinizasHUWC
CRF:25% SINPE; 1BSEME

Jose Nilson Ferreira Gomes Neto
Coordenador do Laboratério de Andlises Clinicas
Hospital Universitario Walter Contidio
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADDS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: IWEE'I'IGAQE-D DA DIVERSIDADE GEMOMICA DE 1SOLADOS NOSOCOMIAIS DE
Acinetocbacter baumannii MULTIRRESISTENTES PRODUTORES DE

CARBAPENEMASES
Pesquisador: lzabelly Linhares Ponte Brito
Area Temitica:
Versio: 2

CAAE: 57085216.0.0000.5053
Instituigdo Proponente: Universidade Estadual Vale do Acaral - UVA
Patrocinador Principal: Santa Casa de Misericordia de Sobral

DADDS DO PARECER

Mumero do Parecer: 1.843.504

Apresentagio do Projeto:

. Coleta de dados: De Movembro de 2018 a Abril de 2017, serdo coletadas espécies nosocomiais de A.

baumannii isclados de amostras clinicas de sangue, de infecgies do trato respiratdrio, ponta de cateter
percutineo, secre¢do de abscesso e de ferida cinlrgica. Vale ressaltar, que o isolamento das espécies
bacterianas sera realizado a partir de amosiras clinicas de pacientes intemnados em enfermarias e Unidades
de Terapia Intensiva com suspeita de infecgdo hospitalar, desde que essas amostras ja tenham sido
previaments solicitadas e coletadas pela equipe médica dos hospitais de ensine envolvidos nesta pesquisa.
Portamto, ndo sera feita coleta adicional de sangue & nem de nenhuma outra amostra dinica do paciente.
Dessa forma, a quantidade e manipulagio das amostras segue o protocolo operacicnal padrdo de cada
hospital, assim

como o metodo de descarte das amostras biclogicas segue o plano de gerenciamento de residuos de
senvigo de salde de acorde com a Resolugio RDGC N*306 de 0T de dezembro de 2004. Tedos os isclados
serdo previamente identificados no laboratario de microbiclogia dos referidos hospitais

pelo sistema automatizado VITEK®@2 (BicMeérieux, Marcy-I'Etoile, France). Apds, os espécimes serio
armmazenados e enviados em tubos contendo

BHI {Brain Heart Infusion) (Himedia &, Mumbai, irn:ia] com glicerol a 20% ao Laboratorio de

Enderego. Ay Comandante Maumcsiio Rocha Ponte, 150

Balrra: Dery CEP: 520414040
UF: CE Municipio: SOBRAL
Telafome: (B8)3677-4255 Fax: (E8)3677-4242 E-mall: wva_comiiedesticaihobmall com

Prisgirea 01 S 54
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