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RESUMO

A evolucgdo de bactérias cada vez mais resistentes decorre de multiplos fatores, que incluem o uso
generalizado e por muitas vezes, inadequado de antimicrobianos. Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa séo espécies de natureza ubiqua que possuem suscetibilidade diminuida a
condicdes ambientais adversas como a dessecacéo, solucdes desinfetantes, antissépticas e variagdes
de temperatura, o que contribui para o seu potencial de transmissibilidade em ambientes hospitalares.
O objetivo do presente trabalho foi investigar a ocorréncia de B-lactamases em isolados de A.
baumannii e P. aeruginosa obtidos de dois hospitais publicos em Recife-PE, além de verificar sua
capacidade para formacéao de biofilmes. A identificacdo de 100 isolados (35 de A. baumanii e 65 de
P. aeruginosa) foi realizada pelo método automatizado Vitek®2 Compact (bioMérieux) e confirmada
pela técnica MALDI-TOF-MS. Foram realizados experimentos moleculares por meio da Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para detec¢do dos genes blakpc blaive, blaviv e blasny. Amostras de
fragmentos amplificados foram purificadas e sequenciadas para confirmacéo da identidade génica.
Foi avaliado, também, o potencial de formacdo de biofilme em diferentes meios de cultura: Luria
Bertani Miller (LB Miller), Tryptose Soy Broth (TSB) ambos suplementados, ou ndo, com 1% de
glicose (25%) pelo método Cristal Violeta. Como resultado, a identidade fenotipica dos isolados
bacterianos foi confirmada pelo método MALDI-TOF-MS, demonstrando assim, a eficiéncia das
técnicas utilizadas. Os isolados apresentaram perfis de resisténcia/suscetibilidade distintos, porém o
maior indice de resisténcia para ambas as espécies foi detectado para o0 gene piakpc, sSeguido do biasHv,
blavim € blaimp. O gene blakpc apresentou positividade em 60 isolados (54.28% de A. baumanii e 63.07%
de P. aeruginosa) enquanto que o gene blassv em 39 (22.85% de A. baumanii e 38.46% de P.
aeruginosa). O blave foi detectado em apenas um isolado de A. baumannii (2.85%) e o blayim, em
oito (2.8% em A. baumanii e 7.69% em P. aeruginosa). Foi possivel verificar a disseminacdo de
bactérias Multidroga-Resistentes (MDR) e Extensivamente-Resistentes (XDR) em diferentes setores
dos hospitais investigados. Todos os isolados foram sensiveis a polimixina, sendo essa a Ginica opcao
terapéutica. Esses dados séo alarmantes e indicam a elevada e crescente capacidade de adaptacao
destas espécies no ambiente hospitalar, demonstrando o aspecto problematico do tratamento e
erradicagdo desses micro-organismos. Todos os isolados formaram biofilme nos meios testados,
porém com diferentes intensidades. Ndo foi possivel correlacionar o perfil de resisténcia com a
capacidade de formacdo de biofilmes. Nas duas espécies investigadas, os isolados XDR, MDR e N-
MDR foram encontrados como formadores fortes, moderados e fracos. A elevada diversidade de
perfis microbianos de A. baumanii e P. aeruginosa, observada nesse estudo, demonstra a dificuldade
na escolha eficaz do tratamento para essas espécies e revela a necessidade de monitoramento
continuo, com vigilancia epidemioldgica destas infecgdes no ambiente hospitalar.

Palavras-chave: KPC; clones; disseminagéo de bactérias; ambiente hospitalar.



ABSTRACT

The evolution of increasingly resistant bacteria stems from multiple factors, including widespread
and often inadequate use of antimicrobials. Acinetobacter baumannii and Pseudomonas aeruginosa
are species of ubiquitous nature that have decreased susceptibility to adverse environmental
conditions such as desiccation, disinfecting solutions, antiseptics and temperature variations, which
contributes to their potential for transmissibility in hospital settings. The objective of the present study
was to investigate the occurrence of B-lactamases in isolates of A. baumannii and P. aeruginosa
obtained from two public hospitals in Recife-PE, as well as to verify their capacity for biofilm
formation. The identification of 100 isolates (35 of A. baumanii and 65 of P. aeruginosa) was
performed using the automated Vitek®2 Compact method (bioMérieux) and confirmed by the
MALDI-TOF-MS technique. Molecular experiments were carried out by means of the Polymerase
Chain Reaction (PCR) for the detection of the piakec gene blave, blaVIM and blaSHV. Samples of
amplified fragments were purified and sequenced for confirmation of the gene identity. The potential
of biofilm formation in different culture media was also evaluated: Luria Bertani Miller (LB Miller),
Tryptose Soy Broth (TSB) both supplemented or not with 1% glucose or (25%) by the Crystal method
Violet. As a result, the phenotypic identity of the bacterial isolates was confirmed by the MALDI-
TOF-MS method, thus demonstrating the efficiency of the techniques used. The isolates presented
distinct resistance / susceptibility profiles, but the highest resistance index for both species was
detected for the blakec gene, followed by blasny, blavim and blame. The blakec gene showed
positivity in 60 isolates (54.28% of A. baumanii and 63.07% of P. aeruginosa) whereas the blasnv
gene in 39 (22.85% of A. baumanii and 38.46% of P. aeruginosa). The blave was detected in only
one isolate of A. baumannii (2.85%) and blavim, in eight (2.8% in A. baumanii and 7.69% in P.
aeruginosa). It was possible to verify the dissemination of Multidrug-Resistant (MDR) and
Extensively Resistant (XDR) bacteria in different sectors of the hospitals investigated. All isolates
were sensitive to polymyxin, which is the only therapeutic option. These data are alarming and
indicate the high and increasing capacity of adaptation of these species in the hospital environment,
demonstrating the problematic aspect of the treatment and eradication of these microorganisms. All
the isolates formed biofilm in the media tested, but with different intensities. It was not possible to
correlate the resistance profile with the biofilm formation capacity. All the isolates were sensitive to
polymyxin, being the only therapeutical option. These data are alarming and indicate the high and
increasing capacity of adaptation of these species in the hospital environment, demonstrating the
problematic aspect of the treatment and eradication of these microorganisms. All the isolates formed
biofilm in the media tested, but with different intensities. It was not possible to correlate the resistance
profile with the biofilm formation capacity. In the two species investigated, isolates XDR, MDR and
N-MDR were found to be strong, moderate and weak formers. The high diversity of microbial
profiles of A. baumanii and P. aeruginosa observed in this study demonstrates the difficulty in the
effective choice of treatment for these species and reveals the need for continuous monitoring with
epidemiological surveillance of these infections in the hospital environment.

Key words: KPC; clones; dissemination of bacteria; hospital environment.
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1. INTRODUCAO

A evolucdo de bactérias cada vez mais resistentes a antimicrobianos decorre de multiplos
fatores que incluem o uso generalizado e, por muitas vezes, inadequado de antimicrobianos. A
resisténcia a esses antimicrobianos pode ocorrer por meio de dois mecanismos: mutagdo num loci
cromossomal ou por transferéncia horizontal de genes, ou seja, por aquisi¢ao de genes de resisténcia
presentes anteriormente em outros micro-organismos por meio de mecanismos de transducdo,
transformagéo ou conjugagdo. Essa transferéncia envolve, na maioria dos casos, aquisi¢cdo de
elementos genéticos como: plasmideos, transposons e integrons. Outro fator que favorece o fenétipo
de multiressisténcia é a resisténcia intrinseca, que pode ser explicada pela baixa permeabilidade da
membrana celular externa a certos antibioticos, expressdo constitutiva de algumas bombas de efluxo
ou mesmo a interacdo destes dois mecanismos. Esses, separados ou em conjunto, favorecem a
emergéncia e disseminacao de micro-organismos resistentes possibilitando a disseminacao de clones
multirresistentes nos ambientes hospitalares e, em alguns casos no meio ambiente (ZHAO& HU,
2015; LU et. al., 2010).

Os antibidticos beta-lactdmicos englobam quatro familias: penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos e carbapenémicos. Esses beta-lactamicos sdo agentes bactericidas que inibem a
sintese da parede celular. Esta é uma estrutura complexa composta de uma rede muito firme de
moléculas de peptidioglicanos que tem por funcdo a manutencdo da forma celular bacteriana,
protegendo-a de altas pressdes osmdticas internas. Esses antibidticos sempre estiveram entre 0s
primeiros agentes antimicrobianos disponiveis para o tratamento de doencas infecciosas, porém com
0 surgimento dos organismos resistentes foi necessario a utilizacdo de compostos com atividade de
largo espectro, como os carbapenémicos (SILVA E LINCOPAN, 2012).

Dentre 0s patdgenos responsaveis por provocar infeccdes hospitalares, destacam-se
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa: espécies de natureza ubiqua e que possuem
suscetibilidade diminuida a condigdes ambientais adversas como a dessecacdo, as solucdes
desinfetantes, antissépticas e variacOes de temperatura, o que contribui para o seu potencial de
transmissibilidade em ambientes hospitalares (CARVALHO et al., 2013).

Ainda que considerados como organismos de baixa viruléncia, espécies de Acinetobacter
correspondem a patdgenos nosocomiais que apresentam taxa de mortalidade em torno de 30% e
parece possuir uma propensdo a desenvolver resisténcia antibidtica muito rapidamente (LEE et al.,
2011). J&4 P. aeruginosa é uma bactéria gram-negativa altamente virulenta. As infec¢fes causadas por
essas cepas costumam levar a ébito entre 40-60% dos casos, principalmente as estirpes multidroga-
resistes, MDR, (ROYER et al., 2015).
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Os microrganismos patogénicos possuem varios mecanismos de viruléncia utilizados para
induzir a infeccdo. Um desses mecanismos que merece destaque é a capacidade de aderir-se a uma
superficie bidtica ou abiotica para formar biofilme (LAMARI, CHAKROUN E RTIMI, 2017).
Estudos vem mostrando divergéncia em relacdo as caracteristicas de resisténcia/suscetibilidade dos
micro-organismos e capacidade para formacéo de biofilme (Abidi et al, 2013; QUI et al., 2016).

Este trabalho tem como objetivo investigar a ocorréncia de genes de beta-lactamases em
isolados bacterianos de A. baumannii e P. aeruginosa obtidos de dois hospitais publicos em Recife-
PE e verificar o seu potencial para formacéao de biofilme, a fim de contribuir com as politicas de satude

publica quanto a elaboracgéo de estratégias de controle de surtos epidémicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Infeccdo Hospitalar

Infeccdo hospitalar (IH) é considerada toda infeccdo que se desenvolve apds internacdo ou
causada por micro-organismos adquiridos enquanto o paciente esta hospitalizado ou submetido a
procedimentos invasivos (Portaria 2.616, publicada em 12 de maio de 1998 pelo Ministério da Saude).
A IH pode ser de origem enddgena quando a microbiota do paciente é a causadora ou exdgena, quando
a origem é de fontes externas ao paciente (BRASIL, 1998; DUTRA et al., 2015).

Nos ultimos anos, o termo “Infecgdes Relacionadas a Assisténcia a Saade” (IRAS) vem sendo
mais empregado, englobando todos os locais onde héa prestacdo de cuidado e assisténcia a salde.
Portanto, o ambiente hospitalar ndo € o unico local onde o paciente esta passivel de adquirir uma
infeccdo, podendo haver risco em servicos de hemodialise, procedimentos ambulatoriais, casas de
repouso para idosos, assisténcia domiciliar (“home care”), clinicas odontoldgicas e instituigdes para
doentes cronicos. Entretanto, para fins de estudos limitados ao ambiente hospitalar, o termo IH é
ainda aceito (MENEZES et al., 2016; SANTOS et al., 2016).

IRAS atualmente é considerado como um dos mais importantes problemas de satde publida
e esta diretamente relacionado ao aumento da mortalidade e incapacidade fisica temporéaria ou
permanente. Além desses fatores, as IRAS estdo intimamente associadas a procedimentos invasivos,
sejam eles de diagnoésticos ou terapéuticos, a gravidade da doenca de base que acomete o paciente,
ao sitio da infeccdo, a adequacdo da terapia e a sensibilidade dos micro-organismos aos
antimicrobianos (SOUZA et al., 2015).

No Brasil, aproximadamente cinco a 35% dos pacientes que ddo entrada em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) adquirem algum tipo de IRAS, sendo esta a quarta causa de mortalidade no
pais (SANTOS et al., 2016). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), UTIs de
1.692 hospitais, os quais apontaram a quantidade de incidéncia de Infeccdo Primaria da Corrente
Sanguinea Laboratorial (IPCSL) em UTI adulto, apresentaram uma média de 5,1 infec¢des a cada
1.000 Cateter Venoso Central (CVC)/dia. Nos pacientes pediatricos essa incidéncia foi de 5,5
infecgdes a cada 1.000 CVVC/dia. Na UTI Neonatal, a densidade € inversamente proporcional a medida
gue o peso do paciente aumenta ao nascer (ANVISA, 2015).

A infeccdo mais comum e mais grave adquirida em ambiente hospitalar € a pneumonia,
seguida de sepse, infeccOes de trato urinério, infeccdes de sitios cirurgicos, dentre outras. Um dos
problemas mais alarmantes é o aumento de bactérias cada vez mais resistentes a multiplos

antimicrobianos, elevando consideravelmente o indice de mortalidade e tempo de hospitalizacdo dos
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pacientes. O desprovimento de alternativas terapéuticas no combate as infeccbes nosocomiais
severas, provocadas por bactérias multirresistentes, estd diretamente relacionado as caracteristicas
adaptativas das bactérias de relevancia clinica, frente a pressdo exercida por diversos antibioticos na
seletividade destes micro-organismos (LOREIRO et al., 2016; OLIVEIRA; KOVNER; SILVA,
2010).

2.2 Resisténcia Bacteriana

Considerado um dos problemas de satde publica mais relevantes, a resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, decorre de multiplos fatores e esta diretamente relacionado ao aumento da
morbidade e mortalidade de pacientes. O desenvolvimento de resisténcia bacteriana € um fenémeno
natural, resultante da presséo seletiva pelo uso de antimicrobianos, mas que vem sendo acelerado
principalmente pelo uso generalizado e, por muitas vezes, inadequado dos mesmos (LOREIRO et al.,
2016).

A resisténcia a esses antimicrobianos pode ocorrer por meio de varios mecanismos como
mutacdo, transferéncia horizontal de genes, ou seja, aquisicdo de genes de resisténcia presentes
anteriormente em outros micro-organismos por meio de mecanismos de transducao, transformacéo
ou conjugacdo (VON WINTERSDORFF et al., 2016). Essa transferéncia envolve, na maioria dos
casos, aquisicdo de elementos genéticos moveis, como: plasmideos, transposons e integrons. Outro
fator que favorece o fen6tipo de multiressisténcia é a resisténcia intrinseca, que pode ser explicada
pela baixa permeabilidade da membrana celular externa a certos antibidticos, expressdo constitutiva
de algumas bombas de efluxo ou mesmo a interacédo destes dois mecanismos. Esses, separados ou em
conjunto, favorecem a emergéncia e disseminagdo de micro-organismos resistentes possibilitando a
disseminacdo de clones multirresistentes nos ambientes hospitalares e, em alguns casos no meio
ambiente (ALOS, 2015; ZHAO; HU, 2015; BARQUERO; TEDIM; COQUE, 2013; LU et al., 2010).

O fenbmeno de patdgenos Multidroga-Resistentes (MDR) tem se tornado cada vez mais
motivo de preocupagdo mundial, tanto em infec¢des nosocomiais quanto em infec¢des adquiridas na
comunidade. Os patdgenos MDR mais comuns e graves foram abrangidos pelo acrénimo "ESKAPE",
que significa Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Estes micro-organismos afetam
principalmente pacientes imunocomprometidos (PATINO; CONTRERAS; LIMON, 2017;
NATHWANI et al., 2014; HOWARD, 2012). A dindmica das infec¢fes hospitalares causadas por
eles tornou-se um desafio para as equipes medicas, devido a facilidade que estas bactérias apresentam

em adquirir mecanismos de resisténcia a diversos agentes antimicrobianos, resultando em
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dificuldades na escolha da terapia medicamentosa eficaz e contribuindo para sua disseminacdo e
persisténcia no cenario hospitalar.

No Brasil, 0 surgimento e disseminacao de bactérias produtoras de 3-lactamases de espectro
estendido (ESBL) tém sido retratados como um grande problema de salde publica, especialmente no
que diz respeito aos patdgenos associados a IRAS (CARVALHO et al., 2013). Nos hospitais da
cidade do Recife, em Pernambuco, destacam-se os isolados de A. baumannii e P. aeruginosa que tem
demonstrado elevados niveis de resisténcia aos antibioticos beta-lactimicos e a outros
antimicrobianos de escolha terapéutica, dificultando o controle das infec¢bes. Esses dados apontam
para necessidade do conhecimento dos mecanismos de resisténcia presentes nesses isolados a fim de
contribuir com as politicas de satde publica quanto a elaboracéo de estratégias de controle de surtos
epidémicos. Sendo assim, o diagndstico rapido e preciso dos genes de resisténcia no tratamento de
infeccdes causadas por essas bactérias € extremamente importante na prevencao da propagacao dessas

infeccdes, auxiliando a terapéutica adequada nesses servigos (CARVALHO et al., 2013).

2.3 Caracteristicas gerais de Acinetobacter baumannii

Acinetobacter baumannii (ordem Pseudomonadales, familia Moraxellaceae) é um cocobacilo
Gram-negativo, estritamente aerobico, pleomorfico, que ndo apresenta motilidade (Figura 1). O
primeiro micro-organismo do género foi descrito em 1908 como Diplococcus mucosus, o qual foi
posteriormente isolado do solo em 1911 por Beijerinck, sendo descrito como Micrococcus
calcoaceticus. Anos mais tarde, foi proposto por Brisou e Prevot o género Acinetobacter que deriva
do grego “Akinetos” (nao matil) e, em 1968, foi oficialmente aceito através dos estudos de Baumann
(HOWARD et al.,2012; BAUMANN et al., 1968; BRISOU; PREVOT, 1954; BEIJERINCK, 1911).

Figura 1: Acinetobacter baumannii em meio Brain Heart Infusion (BHI) Agar.

Fonte: A autora 2017
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Atualmente esse género compreende 34 especies diferentes (Tabela 1) que sdo de dificil
distincdo devido a semelhanca entre elas, sendo necessario, na maioria das vezes, a utilizacdo de
métodos precisos como de Biologia Molecular ou Espectrofotometria de Massas, que ndo séo
amplamente utilizados na rotina em laboratorio clinico. A. baumannii € a espécie clinicamente mais
relevante, e faz parte do complexo A. baumannii calcoaceticus, que agrupa quatro diferentes espécies:
A. pitti, A.nosocomialis, A. calcoaceticus e A. baumannii (KIM et al., 2014; MARTINS; BARTH,
2013).

Tabela 1. Espécies de Acinetobacter spp. descritas na literatura

Espécies de Acinetobacter spp

Comuns em infec¢fes humanas . ~
Incomuns em infec¢es humanas
A. baumannii A. baylyi A. haemolyticus A. gingfengesis
A. calcoaceticus A. beijerinckii A. harbinensis A. radioresistens
A. pittii A. bereziniae A. indicus A. rudis
A. nosocomialis A. boissieri A. johnsonii A. schindleri
A. bouvetii A. junii A. soli
A. brisouii A. kookii A. tandoii
A. gerneri A. lwoffii A. tjernbergiae
A. guillouiae A. nectaris A. towneri
A. grimontii A. parvus A. ursingii
A. gyllenbergii A. puyangensis A. venetianus

Fonte: A autora 2017

O género Acinetobacter spp. pode adaptar-se a diferentes ambientes, possuindo uma alta
versatilidade nutricional, sendo encontrada em solo, agua, vegetais, animais, pele e trato
gastrointestinais de seres humanos saudaveis. A. baumannii, espécie mais relevante clinicamente,
raramente tem sido encontrada em fontes ambientais, mas possui uma enorme capacidade de se
manter viavel por longos periodos em superficies secas, sendo frequentemente isoladas no ambiente
hospitalar em vérios objetos abidticos como bancadas, leitos, equipamentos de raios- X, ventiladores,
sistemas de circulacdo de ar entre outros (MARTINS; BARTH, 2013; HOWARD, et al., 2012).

Nas ultimas décadas, A. baumannii tem sido considerado um dos patégenos de maior
relevancia clinica, fato associado aos multiplos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos que
possui. Considerado oportunista, acomete pacientes imunodeprimidos ou submetidos a
procedimentos invasivos, transplantados e principalmente em Unidades de Tratamento Intensivo
(UTI), atingindo uma ampla gama de infeccBes nosocomiais incluindo pneumonia associada a
ventilagdo mecanica, meningite, bacteremias, infeccbes cutdneas, do trato urinério, entre outras
(PATINO; CONTRERAS; LIMON, 2017; MARTINS; BARTH, 2013).

O aumento da multirresisténcia a antimicrobianos por esse micro-organismo oportunista

obrigatdrio tornou-se alarmante, dificultando o tratamento eficaz e tornando fundamental o
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entendimento dos mecanismos de resisténcia presentes nesses micro-organismos (PATINO;
CONTRERAS; LIMON, 2017). Essa bactéria possui um amplo espectro de mecanismos intrinsecos
e uma enorme capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, o que as tornam
persistentes em ambiente hospitalares facilitando a emergéncia de cepas MDR, Extensivamente-
Droga-Resistentes (XDR) e Pan-Droga-Resistentes (PDR), ou seja, cepas resistentes a trés ou quatro
classes de drogas, resistentes a cinco ou seis classes de antimicrobianos ou o tipo especialmente
alarmante de resisténcia, ndo havendo antimicrobianos com atividade contra essas cepas,
respectivamente (CUENTAS, 2016; LEMOS et al., 2013; CONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).
Destaca-se a capacidade notavel que A. baumannii possui, ndo so de aquisi¢cdo horizontal de
tracos genéticos, como também reorganizacdo de genes pré-existentes. Essa espécie apresenta um
genoma cromossomal relativamente pequeno e um genoma extra cromossomal grande, que hospeda
numerosos genes de resisténcia aos antibioticos, além de determinantes de viruléncia, provavelmente
adquiridos pelo processo de transferéncia horizontal de genes. A resisténcia aos carbapenémicos
nesse micro-organismo, por exemplo, resulta com frequéncia da producdo de B-lactamases, como
também pode resultar da excessiva expressao de bombas de efluxo, que expulsam antibidticos para o
meio extracelular ou de alteraces nas porinas da membrana externa, que blogueiam a entrada de
antimicrobianos. A espécie também possui uma oxacilinase intrinseca de classe D, pertencente ao
grupo de enzimas do tipo OXA-51 que constitui mais de 40 variantes de sequéncia. A natureza ubiqua
de genes semelhantes a OXA-51 em A. baumannii, possibilitou que esse gene se tornasse um
importante marcador genético na identificacdo dessa bactéria ao nivel da espécie (CUENTAS, 2016;
LEMOS et al., 2013; CONNELL; ACTIS; PANCHON, 2012). Os principais mecanismos de

resisténcia identificados para diferentes classes de antibidticos estdo resumidos na Tabela 2.



17

Tabela 2. Principais mecanismos de resisténcia a antimicrobianos encontrados em Acinetobacter

baumannii

Classe da droga

Mecanismo de resisténcia

Exemplos

B- lactamicos

Fluoroguinolonas

Aminoglicosideos

Tetraciclinas
Glicilciclinas

Polimixina
(colistina)

Inativacdo de enzimas

Diminuicao da expressao da proteina da
membrana externa

Alteracdo da expressdo da proteina de
ligaco a penicilina

Bombas de efluxo

Modificagdo do alvo

Bombas de efluxo

Enzimas modificadoras de
aminoglicosidos

Bombas de efluxo

Metilacdo ribossomal

Bombas de efluxo
Prote¢do ribossdmica
Bombas de efluxo

Modificagéo do alvo

B-lactamases (AmpC, TEM, VEB, PER,
CTX-M, SHV)

Carbapenemases (OXA-23, -40, -51, -
58- 143-like, VIM, IMP, NDM-1, -2)
CarO, proteina 33-36 kDa, proteina
OprD-like

PBP2
AdeABC

MutacBes em gyrA e parC
AdeABC, AdeM

AAC, ANT, APH

AdeABC, AdeM
ArmA

AdeABC, TetA, TetB

TetM

AdeABC

As mutacBes no sistema de dois
componentes PmrA /B (modificagdo
LPS), Mutagdes nos genes da
biossintese de LPS

Fonte: Adaptado de Mc Connell, Actis e Pachon (2012).

Apesar do grande papel de A. baumannii nas infeccBes nosocomiais, seus varios fatores de

viruléncia especificos ainda nao estdo totalmente elucidados (Tabela 3). Dentre eles, destacam-se 0s

sistemas de aquisicdo de ferro, mediados por sideréforos, proteina OmpA, e a formacédo de biofilme,

que contribuem significativamente, para o aumento da sua patogenicidade (LEMOS et al., 2013;

HOWARD et al., 2012).

O fator de viruléncia mais bem caracterizado é a proteina OmpA. Sua acdo contribui na adesao

e na invasdo de células epiteliais, permitindo que esse micro-organismo cres¢a em soro humano,

evitando sua morte mediada pelo sistema complemento, bem como uma maior formacéao de biofilme
(MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).
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Tabela 3. Fatores de viruléncia de Acinetobacter baumannii

Fator de viruléncia (gene) Papel proposto na patogénese

OmpA (ompA) Indu,(;ao de apopFo:se em celu~|a5 hospeqelras, aderfer?ma € Invasao
de celulas epiteliais, formacao de biofilmes, motilidade
superficial, resisténcia ao soro

Lipopolissacarideo (IpsB) Evaséo da resposta imune do hospedeiro

Polissacarideo capsular (ptk e u . . .
P (p Evasdo da resposta imune do hospedeiro, crescimento no soro

epsA)

Fosfolipase D (A1S_2989) Resisténcia ao soro, disseminacdo bacteriana, sobrevivéncia
bacteriana in vivo

Proteina 7/8 de ligacdo a Biossintese de peptidoglicano, estabilidade celular, crescimento

penicilina (pbpG) Nno soro

Entrega de fatores de viruléncia ao citoplasma de células
Vesiculas de membrana externa hospedeiras, transferéncia de material genético entre células
bacterianas

Sistema de aquisi¢éo de ferro Fornece ferro necessario para persistir no host, causa apoptose
mediado por acinetobactina celular
Fonte: Adaptado de Mc Connell, Actis e Pachén 2013.

De um modo geral, a aderéncia de A. baumannii a superficies bioticas e abidticas resulta do
desenvolvimento de biofilmes, permitindo que ela cresca persistentemente em condigdes e ambientes
desfavoraveis. A formacédo de biofilme é bastante variavel entre os isolados clinicos, sem apresentar
correlacdo entre a natureza da superficie que esta sendo aderida. Adicionalmente, envolve uma série
de fatores bacterianos e sinais quimicos que facilita sua formacdo (LEMOS et al.,2013;
MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2012; HOWARD et al., 2012).

2.4 Caracteristicas gerais de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa (familia Pseudomonadaceae) € um bacilo Gram-negativo, aerébio,
ndo fermentador de glicose e mdvel (Figura 2). Apresenta uma temperatura 6tima de crescimento
entre 37°C e 42°C, e em alguns meios de cultura produz alguns pigmentos como a pioverdina,
piocinina, piorrubina e piomelanina, que associados resultam em uma coloracdo esverdeada,

caracteristica comum a cepas desta espécie (LAILA; SANTQOS, 2016).
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Figura 2: Pseudomonas aeruginosa em meio Brain Heart Infusion (BHI) Agar

Fonte: A autora 2017

O primeiro micro-organismo do género foi descrito por Migulo em 1894, e durante varios
anos 0 género compreendeu indmeras espeécies, que ndo foram bem caracterizadas. Apenas em 1965
Stanier e colaboradores, estabeleceram a base taxondmica para sua identificacdo. Atualmente,
compreende 144 espécies reconhecidas e é considerado o género mais complexo e mais
representativo. Dentre as 144 espécies, as principais causadoras de doengas em seres humanos séo:
P.aeruginosa, P. fluorescens, P. putida, P. cepacia, P.stutzeri, P.maltophilia e P. putrefaciens. A que
merece maior destaque, por ser mais frequentemente encontrada em infeccGes hospitalares e
associada a complicacgdes é P. aeruginosa (GOMILA et al., 2015; NADEEM et al., 2009), que pode
ser encontrada em varios ambientes, como solo, agua, plantas e seres humanos. Essa bactéria
comporta-se como oportunista, acometendo pacientes imunocomprometidos, tendo como principais
sitios de infeccdo o trato respiratorio, urinario e esta relacionada a uma grande variedade de infeccdes
sistémicas, acometendo muitos pacientes com fibrose cistica, por exemplo (LAILA; SANTOS, 2016;
OCHOA et al., 2013).

Este micro-organismo, considerado uma das principais causas de infeccdo nosocomial, esta
associado com uma maior taxa de mortalidade sendo incluido na lista de patdgenos representando
ameaca a saude publica mundial, devido a sua alta prevaléncia derivada da ineficicia de agentes
antimicrobianos existentes. A elevada resisténcia esta associada, a baixa permeabilidade de sua
parede celular e a sua enorme capacidade de adquirir e expressar multiplos mecanismos de resisténcia,
ver Tabela 4 (MARTIS; LEROY; BLANC, 2014; MULCAHY; ISABELLA; LEWIS, 2013).
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Tabela 4. Principais mecanismos de resisténcia de Pseudomanas aeruginosa

Classe da droga Mecanismo de resisténcia

Depressdao de AmpC

Desregulamentacdo da Oxacilinase de classe D;

Carboxipenicilina hidrolisando b-lactamases enzima

especifica de P. aeruginosa (PSE);
B- lactdmicos B-lactamases de espectro extendido (ESBLs). Diferentes
enzimas (SHV, TEM, VEB, GES, PER)
Metalo-p lactamases (IMP, VIM, SPM, GIM)
Diminuicéo da expressdo da membrana externa canal de
porina (OprD)
Bombas de efluxo
Enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AME)
Aminoglicosideo acetiltransferases (AAC)
Adreniltransferases de aminoglicosideo (ANT)
Metilagdo de 16S rRNA (RmtA)
Impermeabilidade
Bombas de efluxo
DNA gyrase
Fluoroquinolonas Mutagdes em gyrA / gyrB

Bombas de efluxo
Fonte: Adaptado de Martis, Leroy e Blanc (2014).

Aminoglicosideo

Devido ao seu genoma relativamente grande, esse patdgeno apresenta alta plasticidade
gendmica, codificando uma série de genes de resisténcia, incluindo bomba de efluxo, enzimas, entre
outros, tornando assim a terapia desafiadora. P. aeruginosa é naturalmente resistente a penicilinas,
cefalosporinas de 1% e 22 geracdo, macrdlidos, ciclinas, glicopeptideos e clotrimexazol (LAILA;
SANTOS, 2016; NATAHWANI et al., 2014; PEDROSA et al., 2014).

O tratamento e erradicacdo das infecgBes persistentes causadas por essa espécie sdo
dificultados principalmente pela sua resisténcia adaptativa que é consequéncia da soma de diversos
fatores de viruléncia. Estes fatores (Tabela 5) neutralizam as defesas do hospedeiro causando, muitas
vezes, danos diretos aos seus tecidos e aumentando, assim, a competitividade da bactéria
(GELLATLY; HANCOCK, 2013).
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Tabela 5. Principais fatores de viruléncia em P. aeruginosa

Papel proposto na
patogénese

Funcionam como adesinas e sdo

Fator de viruléncia Referéncia (s)

Miao et al., 2007, Mikkelsen et

Flagzlﬁqst;r?;! 4e responsaveis tanto pela fixacéo, g};ﬁon e Gellatly; Hancock,
como também pela motilidade
Hauser et al., 2009 e Gellatly;
Sistema de secre¢do 3 (T3SS) Atua antagonizando a Hancock, 2013
ExoY, ExoS, ExoT e ExoU cicatrizacdo e causando leséo

celular

S0 regulados por esse sistema a
sobrevivéncia celular,
Quorum sense e Formacgao de comunicacdo, formagéo de
biofilme biofilmes e a viruléncia,
diminuindo a penetragéo de
substancias quimicas tdxicas.

Hall-Stoodley; Stoodley, 2009,
Lieleg et al., 2011 e Gellatly;
Hancock, 2013

Matsumoto, 2004, Kipnis et al.,

Degradar imunoglobulinas e 2006 e Gellatly; Hancock, 2013

fibrina e interromper juncGes
epiteliais apertadas e danos nos
tecidos

Proteases (LasA, LasB)

King et al. 2009, Lam et al.

Lipopolissacarideo (lipideo A e Atuam na resposta inflamatéria e 2011 e Gellatly: Hancock, 2013

O-polissacarideo) interac6es mediantes com
antibidticos
Induzir a apoptose em Lau et al., 2004, Bianchi et al.,
neutréfilos, bem como inibir a 2008 e Gellatly; Hancock, 2013

Pigmentos (piocianina) fagocitose por macréfagos

Gaddy et al. 2012 e Gellatly &
Sistema de aquisicao de ferro Fornece ferro necessario para Hancock, 2013
mediado persistir e apoptose celular

Fonte: A autora 2017

Um fator de viruléncia que merece destaque é a capacidade de formacédo de biofilme, que
contribui significativamente para sua persisténcia. O biofilme se torna um importante problema
médico, pois confere a P. aeruginosa, a capacidade de se aderir a equipamentos médicos, como
cateteres e tubos endotraqueais em poucas horas, podendo crescer também em tecidos hospedeiros,
como superficies epiteliais durante as infeccbes (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Infec¢des fatais
por P. aeruginosa tem sido relacionada a formacdo de biofilmes, onde por meio da colonizagéo
cronica, ocorre a conversao do fen6tipo ndo mucdide para 0 mucoide. Este micro-organismo é capaz

de secretar uma grande quantidade de exopolissacarideo altamente viscoso, composto
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particularmente por alginato, acidos nucléicos e proteinas; constituintes principais do biofilme,
contribuindo assim para o seu aumento e perpetuacdo (PINTO, 2011; LAILA; SANTOS, 2016).

2.5 Caracteristicas gerais dos B-lactdmicos

O primeiro antibiotico p-lactamico foi descoberto acidentalmente por Alexander Fleming, em
1928, como uma substancia secretada pelo fungo Penicillium notatum, sendo entdo denominadacomo
"penicilina" (FLEMING, 1929).Todos os farmacos pertencentes a essa classe apresentam em sua
estrutura molecular um anel B-lactdmico, sendo este essencial para 0 seu mecanismo de a¢do na
parede celular bacteriana e alvo de atuacdo de B-lactamases. A estrutura quimica destes farmacos vem
sendo frequentemente manipulada para se obter maior atividade e mais aplicabilidades terapéuticas
(ESSACK, 2001; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

A partir da descoberta da penicilina, outros -lactdmicos foram descritos e sdo atualmente
divididos em quatro principais grupos em funcdo da estrutura quimica apresentada: penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (Tabela 6). Estruturas ligadas diretamente a esse
nacleo comum os diferenciam, além dos demais radicais presentes nas cadeias laterais o que
caracteriza cada representante desses grupos (NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

Todos os antibidticos B-lactdmicos tém um elemento estrutural farmacoférico em comum, o
anel azetidinona de quatro membros ou anel B-lactdmico. Este anel central é fundido a outros
membros, como no caso das penicilinas que sdo formadas por um anel tiazolidinico ou nas
cefalosporinas, um anel difidrotiazinico, qualquer alteracdo estrutural pode levar a perda da atividade
antibacteriana da molécula. As modificacdes estruturais possiveis ficam restritas as cadeias laterais
ao se adicionar diferentes grupos quimicos a esse nucleo resultando em vérias familias de penicilinas
com novas propriedades fisico-quimicas e farmacoldgicas (ESSACK, 2001; GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).
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Tabela 6. Estrutura dos principais grupos dos B-lactdmicos

Classe Estrutura Nota

Consistem de um anel de tiazolidina fundido
com o anel de B-lactdmico em que as
diferentes cadeias laterais de grupos acilas
estdo ligadas a radicais.

R——C——NH
Penicilinas

o] cooH  (Ex. Ampicilina, amoxicilina, piperacilina).

Possui um anel de di-hidrotiazina fundido ao
anel B- lactamico.

Cefalosporinas (Ex. Cefalotina, cefuroxima, cefotaxima,
N, 52 ceftriaxona, ceftazidima, cefotetam e
o cefepima).
COOH
(0]

T U_NH R Mo!ét_:u_la de B-Ia_ctémico monc_;ciclica,
inicialmente isolada a partir de
Chromobacterium violaceum.

(Ex. Aztreonam)

Monobactamicos

0O SO:H

< Assemelha-se as penicilinas, com exce¢do do
anel de cinco elementos em que o 4tomo de
/ S—R  enxofre foi substituido por um atomo de
A - N igaca
Carbapenémicos / carbono e tem uma ligacdo dupla entre o
o) carbono 2 e 3.

C=0
| (Ex. Imipenem, meropenem e ertapenem).
OH

Fonte: Adaptado de Essack (2001).

A partir da base estrutural acido 6-aminopenicilinas, inicialmente produzidas por
fermentacdo, foi possivel produzir varias compostos sintéticos e semi-sintéticos. As penicilinas G e
V, ativas contra cocos Gram-positivos, t€ém sua agdo inativada por hidrdlise da ligagao B-lactdmica e
da cadeia lateral de acilamino do antibiotico atraves das enzimas penicilinases e acilases,
respectivamente, produzidas por essas bactérias. Penicilinas como ampicilina e amoxicilina compde
um grupo de drogas com acdo melhorada sobre bactérias Gram-negativas (FERNANDES;
AMADOR; PRUDENCI0,2013).

As cefalosporinas sdo agentes antimicrobianos semi-sintéticos derivados do fungo

Cephalosporium acremonium. Este grupo possui um nucleo béasico, o &cido 7-amino-cefalosporanico
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que é composto por um anel B-lactamico ligado a um anel diidrotiazinico. Séo distribuidos em quatro
geracdes, de acordo com algumas caracteristicas microbioldgicas e estruturais. A primeira geracao
destes farmacos apresentam menor atividade em comparacao as penicilinas, porém possuem boa
atividade sobre alguns cocos Gram-posistivos, como Staphylococcus aureus, Streptococcus
pyogenese e Streptococcus pneumoniae. J& as cefalosporinas de segunda geracdo, possuem maior
espectro de acdo frente a bactérias Gram-negativas, entretanto, sdo menos efetivas que as de terceira
geracdo. A terceira geracdo inclui as de amplo espectro de acdo, como cefotaxima, ceftazidima e
ceftriaxona. Apesar de normalmente serem menos ativas do que aquelas de primeira geracdo contra
cocos Gram-positivos, elas exibem atividade muito maior contra as enterobactérias, incluindo
linhagens produtoras de - lactamases classicas. As cefalosporinas de quarta geracdo, como cefepima,
possuem um maior espectro de acdo quando comparadas as de terceira geracdo (GUIMARAES:;
MOMESSO; PUPO, 2010; SOUSA, 2006).

Os carbapenémicos, como imipenem e mais recentemente doripenem, foram apontados como
alternativas terapéuticas no combate as infeccdes nosocomiais graves, provocadas, principalmente
por bactérias Gram-negativas multirresistentes, como aquelas produtoras de ESBL (B-lactamase de
espectro estendido). Estes compostos exibem também um espectro de agdo mais amplo em relagdo a
todos os outros antibidticos B-lactdmicos, incluindo cocos Gram-negativos e Gram-positivos, bacilos
Gram-negativos e Gram-positivos e algumas cepas multirresistentes e anaerébias (NORDMANN;
DORTET,; POIREL, 2012).

J& 0s monobactdmicos, como o aztreonam que é 0 Unico representante dessa classe,
apresentam atividade restrita a bactérias Gram-negativas, como Acinetobacter baumannii, Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabillis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Neisseria meningitidis,
Yersinia enterocolitica, entre outras. Esse grupo de B-lactamicos apresenta consideravel estabilidade
a degradac&o pela maioria das B-lactamases (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Dentre os B-lactdmicos, inclui-se também o grupo dos inibidores de B-lactamases, como acido
clavulanico, sulbactam ou tazobactam, que atuam como coadjuvantes dos antibioticos,
potencializando o espectro das penicilinas no combate a micro-organismos produtores de [-
lactamases. Tais farmacos possuem similar estrutura ao da penicilina, com variagdo apenas na cadeia
lateral. Funcionam como substrato para as (-lactamases e dessa forma deixam disponivel o
antibidtico para que este exerca sua atividade farmacologica. Associacdes frequentes sdo piperacilina
com tazobactam aplicado no combate a infec¢bes do trato respiratorio inferior e vias urinarias e
amoxicilina com &cido clavulanico em infecc6es do trato respiratorio (INFARMED, 2011).

Os B-lactdmicos séo os antimicrobianos mais utilizados no combate as infec¢des bacterianas,

correspondendo a muitas das prescri¢es de antibidticos utilizados na pratica médica no mundo. Séo
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prontamente adotados devido a sua eficacia e seguranca clinica e, especialmente, a sua alta toxicidade
seletiva. Sua atividade, pode ser estendida ou restaurada por meio de manipulacfes em sua estrutura
guimica e, portanto nenhuma outra classe de antimicrobiano fornece igual maleabilidade quimica e
versatilidade (FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO, 2013).

O uso extensivo de antimicrobianos B-lactamicos cada vez mais frequente tem ocasionado
pressdo seletiva com consequente surgimento de bactérias multirresistentes. Tal fenémeno possui
impacto direto na escolha da terapia antimicrobiana mais adequada, contribuindo para o insucesso
terapéutico e, por vezes, a morte do paciente acometido por este tipo de infeccao.

2.6 Caracteristicas gerais das p-lactamases

As B-lactamases sao enzimas que hidrolisam o anel B-lactdmico e sdo classificadas conforme
a estrutura e as caracteristicas bioquimicas e funcionais. A classificacdo baseada na estrutura
molecular foi inicialmente proposta por Ambler (1980), dividindo as p-lactamases em quatro
diferentes grupos (A, B, C e D), considerando a similaridade entre as sequéncias de aminoacidos. A
segunda importante classificacdo foi postulada por Bush, Jacoby e Medeiros (1995) dividindo-as em
quatro grupos (1, 2, 3 e 4) levando em conta, além de seu aspecto funcional, sua estrutura, seus
substratos e sensibilidade aos inibidores de B-lactamases, ver Tabela 7 (BUSH; FISHER, 2011;
BUSH, et al., 1995).

A resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos é resultante da agdo de B-lactamases de
Espectro Estendido (ESBL), um grupo diversificado de enzimas codificadas por genes que concede
resisténcia as cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e monobactdmicos. Porém a maioria €
bloqueada por inibidores de P-lactamases. Além dessas enzimas, vem sendo descritas as
carbapenemases, que sdo capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos. A prevaléncia e 0 aumento de
bactérias resistentes devem-se, em grande parte, a producdo dessas enzimas que sao derivadas de
mutacfes pontuais (SEYEDJAVADI; GOUDARZI; SABZEHALI, 2016; ELRAMALLI;
ALMSHAWT; AHMED, 2017).
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Tabela 7. Classificacdo molecular e agrupamento funcional de B-lactamases.

Classificacdo Enzimas Mecanismos
Classe Grupo (Bush-Jacob representantes de acdo
C 1 AmpC, CMY-2, FOX-1, MIR-1, Hidrolisa cefalosporinas,
P99 cefamicinas e penicilinas.
C le GCleCM Y-37 Hidrolise penicilinas e até a 3?2
geracdo de celosporinas.
A 2a PC1 Hidrolisa melhor penicilinas do que
cefalosporinas.
2b SHV-1, TEM-1, TEM-2 Hidrolise similar para penicilinas e
cefalosporinas
A 2be TEM-3, SHV-5, TEM-10, TEM- Hidrolise ampliada para todas as
26, SHV-2, CTX-M15, PER-1, cefalosporinas e aztreonam
VEB-1
A 2br TEM-30, TEM-76, TEM-103, Hidrolise eficiente de penicilinas e
SHV-10, SHV-26 primeiras cefalosporinas.
A 2ber TEM-50, TEM-68, TEM-89 Hidrdlise das penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos.
A 2c, 2ce PSE-1, CARB-3 Hidrdlise eficiente da carbenicilina.
D 2d OXA-1,0XA-10 Hidrolise ampliada para Cloxacilina
ou oxacilina
D 2de OXA-11, OXA-15 Hidrolise ampliada para penicilinas
e todas as cefalosporinas.
D 2df OXA-23, OXA-48 Hidrolise ampliada para penicilinas
e carbapenémicos.
A 2e CepA Hidrolisa cefalosporinas, mas ndo
monobactamicos.
A 2f MI-1, KPC-2, KPC-3, SME-1, Hidrolisa todos B-lactamicos,
GES-2 inclusive carbapenémicos.
B 3a IMP-1, L1, VIM-1, NDM-1 Hidrolisa todos B-lactamicos,
exceto monobactamicos.
B 3b CphA, Sth-1 Hidrolisa todos p-lactamicos,

exceto monobactamicos.
Fonte: Adaptado de Bush e Jacoby (2010); Buch e Fisher (2011).

2.6.1 Ampicilinases C

As ampicilinases C, também conhecidas como cefalosporinases, sdo enzimas que
proporcionam resisténcia as penicilinas, inibidores de B-lactamases, cefalosporinas de primeira,
segunda e terceira geracdo, entretanto sensiveis a cefepima (42 geragdo). Possuem baixa afinidade aos
carbapenémicos, porém quando a enzima € produzida em grande quantidade, fecha as porinas das
bactérias, tornando possivel a hidrolise do antimicrobiano e proporcionando a resisténcia aos
carbapenémicos. Quando presente, o gene ampC nos cromossomos, as bactérias regulam

molecularmente a sua expressao génica, sintetizando quando necessério essa -lactamase. Contudo,
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essas enzimas sdo adquiridas por algumas bactérias por meio de plasmidios, podendo estar presente
também nos genes cromossomais, como em algumas bactérias Gram-negativas, a exemplo de P.
aeruginosa e A. baumannii, além de representantes da familia Enterobacteriaceae (SUAREZ et al.,
2006; GHAFOURIAN et al., 2015).

2.6.2 B-lactamases de Espectro Estendido

B-lactamases de Espectro Estendido (ESLB) sdo enzimas que possuem a capacidade de
hidrolisar cefalosporinas de terceira e quarta geracOes e aztreonam e, podem ser inativadas por
inibidores especificos, como o clavulanato, sulbactam e tazobactam. Seus representantes pertencem
ao grupo 2B (TEM, SHV e CTX-M) e ao grupo 2D (OXA), de acordo com a classificacdo de Bush-
Jacoby-Medeiros. A primeira beta-lactamase codificada por elemento genético movel foi identificada
em um isolado de Escherichia coli (TEM-1) e sua localizagdo em plasmideos e transposons
possibilitou sua disseminacédo por transferéncia horizontal em outras espécies de Enterobacteriaceae
como também em P. aeruginosa, Haemophilus influenza e Neisseria gonorrhoeae. Na América
Latina, a primeira descri¢cdo de ESBL foi descrita no Chile, sendo reportada a presenca de SHV-5 em
K. pneumoniae, enquanto que no Brasil, sua producdo em Enterobacteriaceae e outras espécies é
alarmante, uma vez que variantes do tipo TEM, SHV, CTX-M, OXA, BES, GES e VEB tem sido
descritas. Um dos tipos de ESBL que merece destaque por ser considerado o mais prevalente entre as
beta-lactamases € o SHV-1 que possuem, atualmente, mais de 100 variantes no mundo e sdo
encontrados em ampla gama de enterobactérias, P. aeruginosa e Acinetobacter spp (GHAFOURIAN
etal., 2015; SILVA; LINCOPAN, 2012).

2.6.3 Metalo-p-lactamases

Considerado o grupo mais importante clinicamente, as metalo-p-lactamases, pertencem ao
grupo 3 da classificagdo de Bush e a classe B de Ambler. Estas enzimas séo capazes, de hidrolisar
todos os B-lactamicos, com excecdo do monobactamico, aztreonam. O primeiro MLB foi detectado
em 1988, no Japdo em um isolado de P. aeruginosa. Nos ultimos anos, tem sido detectado com
freqiiéncia em espécies da familia Enterobacteriaceae e no género Acinetobacter. Esta disseminacgao
resulta da prescri¢do dos carbapenémicos utilizados como ultimo recurso nas infec¢fes por micro-
organismos Gram-negativos multirresistentes, além da natureza movel que apresentam e as
dificuldades na sua detecc¢éo e indisponibilidade clinica de inibidores. Consequentemente, estes estao
emergindo como um importante problema de salde publica em todo mundo. Baseado em

caracteristicas bioquimicas, este grupo de enzimas foi subdividido em dois grupos. O grupo 3 inclui
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as principais familias, codificadas por plasmideos, como IMP e VIM, bem como o0 CAU-1, GOB-1 e
FEZ-1, pertencentes a subclasse 3 b (MALTEZOU, 2009; BUSH; JACOBY, 2011).

2.6.4 Serino-B-lactamases

Pertencentes a classe molecular A e subgrupo 2f, as serino-p-lactamases séo enzimas que
apresentam um residuo de serina no centro ativo de suas estruturas e possuem atividades frente a
penicilinas, cefalosporinas, carbapenémicos e aztreonam. Suas representantes séo IMI-1 e NMC-1,
encontradas nos genes GES-3, GES-4 e KPC, codificadas por plasmideos. As que merecem destaque,
no entanto, incluem as do tipo KPC e algumas enzimas GES, que vem sendo associadas, a grandes
surtos de infeccbes em Gram-negativas resistentes a varios medicamentos em hospitais, com
disseminacdo mundial. Atualmente, as familias KPC e GES podem incluir pelo menos 10 sequéncias
de aminodcidos Unicas e 17 variantes especificos, em bactérias fermentadoras e ndo fermentadores
(BUSH; FISHER, 2011).

Inicialmente, a KPC foi identificada em um isolado de Klebsiella pneumoniae nos Estados
Unidos em 1996 e posteriormente se difundiu para outros membros da familia Enterobacteriaceae.
As serino-p-lactamases possuem capacidade de hidrolisar todos os antibidticos B-lactdmicos
disponiveis na prética clinica e tem acéo contra outras classes de antibiéticos como aminoglicosideos
e macrolideos. Isolados de Enterobacteriaceae, Acinetobacter spp. e P. aeruginosa produtoras de
KPC, vem recebendo destaque mundial como multirresistentes, muitos dos quais, sdo trataveis apenas
por colistina/polimixinas e tigeciclinas (BUSH; FISHER, 2011; BUSH; JACOBY, 2010;
ROBLEDO, 2010).

2.7 Biofilme

Biofilmes séo estruturas tridimensionais, multicelulares complexas com células em contato
intimo entre si, apresentando-se como comunidades, formados pelos mais diversos tipos de micro-
organismos, como fungos, algas, protozoarios ou por uma ou mais espécies bacterianas. O biofime
organiza-se em varias camadas aderidas de modo irreversivel a uma superficie bidtica ou abidtica que
sdo envolvidas numa matriz extracelular que pode ser constituida por hidratos de carbono, acidos
nucléicos, proteinas, entre outras macromoléculas. O maior componente da massa total do biofilme é

aagua que pode variar entre 70% a 95% e, referente a massa organica, 70% a 95% ¢é representada por
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exopolissacarideo (EPS), sendo o restante constituido por substancias poliméricas e, em menor
quantidade pelo micro-organismo (LAILA, 2016; MC CONNELL; ACTIS; PACHON, 2012).

Os biofilmes sdo formados de maneira dindmica e gradual (Figura 3), envolvendo varias
etapas, dependendode fatores externos e internos como temperatura, pH, superficie de adesao,
producdo de EPS, presenca de pili, fimbrias e flagelos, hidrofobicidade da parede celular bacteriana,
aléem de fatores genéticos, de viruléncia e resisténcia. A primeira fase da formacdo é a adesdo
bacteriana reversivel que pode ocorrer em superficies bidticas, mediadas por interagdes moleculares
ou em superficies abioticas, por meio de interacGes fisico-quimicas. A segunda etapa da adesédo
bacteriana consiste na adesdo irreversivel, onde ocorre a consolidagdo do processo de adesdo por
meio da produgdo de EPS. Apos o estabelecimento e amadurecimento da matriz protetora na fase
irreversivel, o ciclo é finalizado com a ruptura do biofilme e a liberacdo das células bacterianas
(TRENTIN; GIORDANI; MACEDO, 2013; MONROE, 2007).

Figura 3. Etapas da ades&o e formag&o de biofilme bacteriano
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Fonte: Adaptado de Monroe (2007).

O biofilme se torna uma condi¢do vantajosa a0 micro-organismo, pois oferece protecdo,
facilita seu crescimento, fornece nutrientes e proporciona aumento de sobrevivéncia em ambientes
hostis e maior capacidade de suportar variacdes de pH. Adicionalmente, fornece protecdo contra a
acdo das ceélulas do sistema imune, depreciagdo de nutrientes e altas concentracbes de
antimicrobianos. Tais propriedades tornam o biofilme um importante fator de viruléncia, pois facilita
a adesdo bacteriana a materiais plasticos como cateteres e tubos de ventilagdo mecanica, favorecendo
a colonizacdo e infecgéo dos pacientes (LAILA, 2016).

A utilizacdo de dispositivos implantaveis, como catéteres venosos centrais, endoproteses
coronarianas, dispositivos de assisténcia ventricular, implantes de estimulagdo neuroldgica e préteses
articulares, entre outros, é indispensavel em quase todas as areas da medicina, principalmente em
UTlIs. Independentemente da sofisticacdo do implante, todos esses dispositivos, estdo suscetiveis ao

risco de colonizag¢do microbiana e a formacdo de biofilmes esta frequentemente associada a infecgdes
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que utilizam estes dispositivos. A dificuldade de tratamento, devido a resisténcia bacteriana em
infeccBes associadas a biofilmes, possui consequéncias ndo so6 financeiras como também relacionadas
a qualidade de vida dos pacientes, estando associadas ao aumento da morbidade e mortalidade dos
mesmos. Portanto sdo de fundamental importancia o entendimento e o controle da formacéo de
biofilmes. Tarefa essa complexa, devido a heterogeneidade das superficies bacterianas, a
variabilidade entre as diferentes espécies envolvidas e a dificuldade de unir as vérias areas do
conhecimento cientifico visando a melhoria do sistema de saide (TRENTIN; GIORDANI,
MACEDO, 2013).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

» Investigar a ocorréncia de genes [-lactamases e o potencial de formacdo de biofilme em
isolados de Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa obtidos de dois hospitais

publicos em Recife-PE- Brasil.

3.2 Objetivos Especificos

« Confirmar a identidade taxondmica dos isolados por meio do método MALDi-TOF-MS;

» Caracterizar os isolados de A. baumannii e P. aeruginosa quanto ao perfil de
resisténcia/suscetibilidade a diferentes classes de antimicrobianos;

« Detectar e comparar a frequéncia genotipica dos genes blakpc, blaive, blavim e blaswy nos
isolados investigados;

» Analisar o potencial de formacéo de biofilme nesses isolados.
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Abstract

Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa sdo as bactérias Gram-negativas mais relevantes
relacionadas com infecgdes associadas aos cuidados de satde (HAI). Este estudo avaliou 35 isolados
de A. baumanii e 65 de P. aeruginosa de dois hospitais publicos de Recife, Brasil, a fim de identificar
o perfil de resisténcia e capacidade de formacdo de biofilmes. A identificacdo dos isolados foi
realizada pelo método automatizado Vitek® 2 Compact e confirmada por MALDI-TOF-MS. Os
isolados apresentaram perfis de resisténcia distintos, mas o maior indice foi detectado para o blakPC,
seguido por blaSHV, blaVIM e blaIMP. Todos os isolados foram sensiveis aos formadores de
polimixina e biofilme nos meios testados, porém com intensidades diferentes. Nao foi possivel
estabelecer correlagdo entre o perfil de resisténcia e a capacidade de formacdo de biofilme. Os
resultados sdo alarmantes e demonstram a importancia de programas de monitoramento para
combater a disseminacdo desses patdgenos no ambiente hospitalar.

Palavras-chave: isolados clinicos; disseminacdo; resisténcia a drogas; bactérias Gram-negativas, b-
lactamases
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1. Introducao

As infeccBes causadas por bactérias Gram-negativas estdo entre as principais causas de morte
em todo o mundo (Leylabadlo et al., 2017). O desenvolvimento de antimicrobianos terapéuticos
representou um grande avango no tratamento dessas doengas. No entanto, 0 uso extensivo e
indiscriminado de medicamentos antimicrobianos levou ao surgimento de cepas bacterianas
Multidroga- Resistente (MDR) e a consequente ineficacia de muitos antimicrobianos (Erdénmez;
Rad; Akstz, 2017). A prevaléncia de cepas MDR aumentou consideravelmente nos Gltimos anos,
tornando-se um desafio clinico e implicando em altos custos para os sistemas de saude (Oliveira et
al., 2010; Bilal et al., 2017). Atualmente, um aumento exponencial no nimero de cepas MDR e XDR
esta sendo relatado para a maioria das espécies microbianas (Lahmar et al., 2016).

A resisténcia microbiana é descrita para todas as classes de antibidticos frequentemente
usados na clinica, mas aumenta abruptamente principalmente para os antibidticos B-lactamicos
(Laxminarayan et al., 2013). Isso pode ser explicado pela ampla ocorréncia de B-lactamases de
espectro estendido (ESBL), um grupo diverso de enzimas codificadas por genes que fornecem
resisténcia a cefalosporinas de terceira e quarta geracdes e monobactamicos. Dentre essas enzimas, o
tipo SHV-1 é considerado o mais prevalente, incluindo mais de 100 variedades encontradas em uma
ampla gama de espécies em todo o mundo (Ghafourian et al., 2015; Silva; Lincopan, 2012). Além
disso, foram descritas as enzimas chamadas carbapenemases, que séo capazes de hidrolisar todos 0s
B-lactdmicos. O aumento de bactérias resistentes é em grande parte devido & produgdo dessas enzimas
que sdo derivadas de mutacbes pontuais (Seyedjavadi; Goudarzi; Sabzehali, 2016; Elramalli;
Almshawt; Ahmed, 2017).

O ambiente hospitalar representa um foco de disseminacdo de cepas resistentes e, entre 0S
patdgenos causadores de infecgdBes nosocomiais, destacam-se as bactérias Gram-negativas
Acinetobacter baumannii e Pseudomonas aeruginosa. As infeccbes causadas por esses
microrganismos resultam em sérios problemas, principalmente em pacientes de UTI, devido a
multirresisténcia aos antibidticos (Erdonmez; Rad; Aksdz, 2017; Tariq, 2014). Kang et al. (2017)
investigaram a atividade antibacteriana de farmacos contra A. baumannii e P. aeruginosa MDR e
XDR com o objetivo de buscar alternativas de antibioticoterapia.

A resisténcia a B-lactamas é particularmente evidente em bacilos Gram-negativos como A.
baumannii e P. aeruginosa, que tém um coeficiente de difusdo transmembrana relativamente baixo
para B-lactamases (Nordmann, 2010). Sua resisténcia aos carbapenémicos estd relacionada a
expressao de B-lactamases, diminuigdo da permeabilidade da membrana externa bacteriana e / ou

devido a hiperexpressdao de bombas de efluxo (Nachimuthu et al., 2016). A maioria dos genes
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carbapenemase, como VIM, IMP, SPM, GIM, AIM, DIM, SHV, SIM, KPC, BIC, OXA-48 e NDM
foram descritos nessas duas bactérias, sendo IMP, SHV e NDM os mais freqlientemente relatados
(Akhi et al., 2017; Mcconnell; Actis; Pachon, 2013; Mathlouthi et al., 2016). A resisténcia
antimicrobiana também pode ser facilitada pela capacidade desses patdgenos de formar biofilmes. O
biofilme pode atuar como uma barreira que impede a entrada do farmaco na célula bacteriana e
também facilita a transferéncia de genes de resisténcia entre os individuos (Tanner et al., 2017).
Nesse contexto, é necessario conhecer os mecanismos de resisténcia presentes em isolados
clinicos resistentes de A. baumannii e P. aeruginosa, a fim de contribuir com a elaboracdo de
estratégias de controle de surtos epidémicos a serem utilizadas em satde publica. O presente trabalho
investigou a ocorréncia de algumas das principais variantes do gene bla (blaSHV, blalMP, blaVIM,
blaKPC), que esta ligado a produgdo de B-lactamases, em isolados clinicos de A. baumannii e P.
aeruginosa obtidos em hospitais publicos de Recife, Pernambuco, Brasil. Além disso, foi verificado

0 potencial dos isolados em formar biofilmes.

2. Materiais e métodos

2.1 Isolados Clinicos

Foram obtidos 100 isolados, sendo 35 de A. baumannii e 65 de P. aeruginosa em Recife-
Pernambuco / Brasil. As amostras foram coletadas em diversos sitios de infeccdo de pacientes
internados em diferentes setores de dois hospitais publicos, no periodo de abril a outubro de 2016. As
amostras foram semeadas em Brain Heart Infusion (BHI) e incubadas a 37 °C por 24 h. Os isolados
foram mantidos em glicerol a 25% (v / v) a -80 ° C. Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa com Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (parecer numero
1.480.085).

2.2. ldentificacdo bacteriana por MALDI-TOF-MS

As colonias bacterianas foram ressuspensas em 300 pL de agua Milli-Q e 900 uL de etanol
absoluto foram adicionados. As suspensdes foram centrifugadas a 15.600 g por 2 min, o sobrenadante
foi removido e o pellet obtido ap6s secagem em concentrador a vacuo por 5 min. Em seguida, foram
adicionados 50 pL de acido formico a 70% (v / v) e 50 uL de acetonitrila. A mistura foi agitada com
vortex e centrifugada a 15.600 g (2 min) e o sobrenadante foi transferido para um novo microtubo. A

matriz foi preparada com &cido a-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg / mL) em 50% (v / v) de
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acetonitrila e 0,3% (v / v) de acido trifluoroacético e aplicada a placa MALDi juntamente com a
amostra na sala temperatura de cristalizacdo. A aquisicdo dos espectros de MS no modo linear
positivo (tensdo de aceleracdo 20 kV e faixa de detecgdo m / z 2.000-20.000) foi realizada usando o
software Flex Control versdo 3.0 em um espectrémetro de massa MALDi-TOF Autoflex 111 (Bruker
Daltonics, Billerica, MA, EUA). Os espectros obtidos foram comparados com o banco de dados
MALD: Biotyper versdo 3.1.

2.3. ldentificacdo do perfil de resisténcia / susceptibilidade e determinacdo das concentracfes
inibitérias minimas (MIC)

A identificagdo do perfil de suscetibilidade e a determinacéo das concentracGes inibitorias
minimas (CIM) para os antibidticos foram realizadas previamente pelos laboratorios dos hospitais
utilizando o método automatizado Vitek® 2 Compact (bioMérieux). A determinacdo do perfil de
resisténcia / suscetibilidade seguiu as recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2014). Foram utilizados 21 antimicrobianos na caracterizagcdo do perfil dos isolados de A.
baumannii e P. aeruginosa: amicacina, aztreonam, cefazolina, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona,
cefuroxina, cefuroxina / axetil, ciprofloxacina, gentamicina, imipenem, levofloxacina, meropenem,
norfloxacina, ampicilina, ampicilina/ sulbactam, cefalotina, cefoxitina, ertapenem, ticarcilina/ acido
clavulanico, polimixina B. Destes, nove (Polimixina B, Ciprofloxacina, Amicacina, Gentamicina,
Meropenem, Imipeneno, Cefepidima, Ceftriaxona) eram comuns as espécies Ceftriaxona. O perfil de
resisténcia foi avaliado e comparado entre os dois hospitais investigados de acordo com a frequéncia
de isolados MDR, XDR e N-MDR.

2.4. Extracdo total de DNA

Apbs incubacdo em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por um periodo de 18 a 24 horas, a
extracdo do DNA total foi realizada utilizando o kit PureLink® (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A qualidade do DNA extraido foi avaliada por eletroforese em gel de agarose
1% (p / v). Apos a corrida, o gel foi observado em um transiluminador de UV e fotodocumentado. A
concentracdo de DNA foi determinada medindo a densidade Optica em 260 e 280 nm em
espectrofotdbmetro NanoDrop 2000, obtendo-se uma estimativa da quantidade de DNA presente na

amostra e 0 grau de pureza.

2.5. Condices para deteccdo de genes blakPC, blalIMP, blaVIM e blaSHV através de PCR
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Os isolados foram submetidos & Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para pesquisa dos
genes blaKPC, blaIMP, blaVIM e blaSHV. A reacao foi preparada para um volume final de 25 pL.
por tubo, compreendendo: 50 ng de DNA genémico, 10 pmol do primer 1 x, 200 uM de dNTPs, 1,5
mM de MgCI2 e enzima Taq DNA polimerase (2 U). As reac6es foram realizadas no termociclador
(Biosystems) e ap0s aquecimento prévio (95 °C por 5 min), foram realizados 35 ciclos de 1 min a
95 °C, 1 min na temperatura especifica para cada primer (Tabela 1) e 1 min a 72°C. A extensdo final
foi de 10 mina 72 ° C para os genes blaSHV e blakPC e 5 minutos a 68 ° C para os genes blalMP e
blaVIM.

Tabela 1. Primers utilizados para deteccdo de genes de B-lactamases

Primer Gene Sequencia (5°-3%) Te;nn%ﬁ;a;]léﬁge Referéncia
KPC - For blakpc TGTCACTGTATCGCCGTC 63°C Yigitetal.
KPC - Rev CTCAGTGCTCTACAGAAAACC (2001)

SHYV - For blaskv GGGTTATTCTTATTTGTCGC 62°C Rasheed et al.
SHV - Rev AGCGCGAGAAGCATCCTG (2000)

IMP - For blaymp GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 60°C Dong et al.
IMP - Rev GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT (2008)

VIM - For blavim CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 62°C Dong et al.
VIM - Rev AGGTGGGCCATTCAGCCAGA (2008)

2.6. Visualizacdo de Amplicons

Os produtos de PCR (5 pL) juntamente com o corante Blue DNA (1 uL) foram carregados em
gel de agarose 1% (p / v) para visualizacdo dos amplicons referentes aos genes estudados por
eletroforese. O gel foi submerso em 0,5 x Tris / Borato / tamp&o EDTA e submetido a uma voltagem
constante de 100 V. Um marcador de 1 kb (Plus DNA Ladder, Invitrogen) foi usado como padréo de
peso molecular. Apos o término da eletroforese, os amplicons foram visualizados sob luz ultravioleta

e fotodocumentados.

2.7. Ensaio de formacdo de biofilme

Para avaliar o potencial de formac&o de biofilme dos isolados, foi utilizado o método cristal
violeta (Stepanovic et al., 2007) realizado em placas de microtitulacdo de fundo plano de poliestireno
de 96 pogos utilizando diferentes meios de cultura: Luria Bertani Miller (LB Miller) , LB25%, Caldo
Triptose de Soja (TSB), TSB25% e TSB mais LB suplementado com 1% (p / v) de glicose.

As cepas foram semeadas em agar BHI e incubadas a 37 ° C por 24 h. As colbnias foram
inoculadas em NaCl 0,85% e homegeinezadas. Posteriormente, a densidade 6ptica (DO) em 600 nm

foi medida e ajustada na faixa de 0,145 a 0,155. A seguir, 20 uL da suspensao bacteriana e 180 pL de
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um dos meios de cultura descritos acima foram adicionados ao poco da microplaca. Oito réplicas
foram preparadas para cada amostra. A placa foi incubada durante 24 h a 37 ° C. Ap06s esse periodo,
as células ndo aderidas foram removidas por lavagem com 200 uL de NaCl 0,85% e a coloracgéo foi
realizada com 0,4% (p / v) de cristal violeta por 15 min. As células aderidas foram fixadas (30 min)
com 200 pL de etanol 100% e a densidade 6ptica (DO) em 570 nm foi determinada. Os valores médios
de cada amostra (ODs) foram determinados em comparacdo com os OD no controle de esterilidade
(ODc). As amostras foram classificadas como formadores de biofilme fortemente (4 x ODc <ODs),
moderadamente (2 x ODc <ODs < 4 x ODc) ou fracamente (ODc <ODs < 2 x ODc).

Resultados

3.1. Identificacdo bacteriana

A identificacdo taxonémica dos isolados foi confirmada pela analise de MALDi-TOF-MS, com
valores de pontuacéo entre 2.300 e 2.700, indicando altos indices de compatibilidade e confiabilidade
(Tabela 2).

3.2. Perfis de susceptibilidade aos antimicrobianos

Trinta e dois isolados de A. baumannii (88,6%) apresentaram perfil XDR e trés (9,57%) foram
resistentes a menos de trés classes de antimicrobianos (perfil N-MDR). Néo foi detectado nenhum
isolado MDR para esta espécie. Em relacdo aos isolados de P. aeruginosa, 55 (85,49%) foram
considerados XDR, nove (13,84%) foram MDR e apenas um (1,53%) foi N-MDR. A origem mais
frequente dos isolados para ambas as espécies foi a secrecdo traqueal (36%), seguida da urina (17%)
e liquido cefalorraquidiano (11%). O setor hospitalar que apresentou o maior percentual de pacientes
infectados pelas duas espécies foi a Unidade de Terapia Intensiva (UTI), totalizando 39% dos
isolados.

Foi avaliado o perfil de resisténcia dos isolados de A. baumanii e P. aeruginosa aos nove
antibidticos testados (Fig. 1) e comparada a porcentagem entre os setores e os diferentes hospitais
investigados, ver resultados descritos a seguir (Tabela 2). A droga que apresentou menor poder de
acdo contra as duas espécies foi a ciprofloxacina (classe das fluoroquinolonas), sendo 91,4% e 84,6%
dos isolados resistentes de A. baumanii e P. aeruginosa, respectivamente. Para os demais antibioticos,
as duas espécies apresentaram perfis de resisténcia distintos, sendo principalmente resistentes ao
grupo dos B-lactamicos (imipenem, meropenem, ceftazidima e ceftriaxona). Todos os isolados foram

sensiveis a polimixina B.
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Em relacdo a distribuicdo dos perfis de resisténcia, verificou-se que tanto no hospital 1 quanto
no hospital 2 foram encontrados isolados XDR e N-MDR (Tabela 2). No hospital 1 foram observados
75% de XDR e 25% N-MDR de isolados de A. baumanii e 76,3% de XDR e 23,7% de MDR de P.
aeruginosa. Por outro lado, para o hospital 2, 100% dos isolados de A. baumanii eram XDR, enquanto

81,5% eram XDR, 14,8% MDR e 3,7% N-MDR para P. aeruginosa.

Fig 1. Perfis de susceptibilidade antimicrobiana de isolados de A. baumannii e P. aeruginosa
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PB, Polimixina B; CIP, Ciprofloxacina; AMI, Amicacina; GEN, gentamicina; MER, Meropenem;IMl,
Imipenen; CPE, Cefepime; CRO, Ceftriaxona; CAZ, Ceftazidima.

Deteccdo e frequéncia genotipica dos genes blaSHV, blaKPC, blalIMP e blaVIM

Dentre os isolados testados, 39 (22,85% de A. baumanii e 38,46% de P. aeruginosa)
apresentaram o geno6tipo SHV do gene blaSHV, enquanto 60 (54,28% de A. baumanii e 63,07% de
P. aeruginosa) apresentaram o genotipo KPC para blakKPC. O geno6tipo IMP de blalMP foi detectado
em apenas um isolado de A. baumannii (2,85%) e o genétipo VIM de blaVIM, em oito isolados (2,8%
em A. baumanii e 7,69% em P. aeruginosa). A combinacdo de genes mais frequentemente observada
foi entre blaSHV + blaKPC (26%), genétipo SHV + KPC, seguido por blakPC + blaVIM (3%),
blaSHV + blaVIM (2%) e blaSHV + blaKPC + blaVIM (1%). Associacdo entre os quatro genes

estudados ndo foi identificada em nenhuma amostra (Tabela 2).
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Tabela 2. Identificacdo de isolados bacterianos por aquisicdo de espectro de massa, hospital (setor), local de infeccdo, perfil de resisténcia, formacéao de biofilme e genétipo

Abilidade de
Isolados Scores Setor Hospitalar Sitio de Infecgdo Perfil de Suceptibilidade Formagao de Genétipo
Biofilme
A 4384 Z2.376 Neurologia Liquido Cetalorraquiaiano N-VIDR Forte Dlakre
A4T73.4 2.309 UAN Liquido Cefalorraquidiano N-MDR Moderado blakpc
A.557.4 2.35 Sala de Recuperagio Urina XDR Forte blakpc
A.749.4 2.46 Emergencia Secrecdo Traqueal XDR Moderado blasnv+ blakec
A.789.4 2.300 uTI Liquido Cefalorraquidiano XDR Moderado blakec
A.895.4 2.355 uTI Secrecgo Traqueal XDR Moderado blagny+ blakec
A.898.4 2.366 uTi Secregéo Traqueal XDR Moderado blakpc
A.619.5 2.289 Neurologia Abscesso XDR Fraco blakpct+blam
A.620.5 2.39 Neurologia Abscesso XDR Forte -
A.62.6 2.61 Pediatria Liquido Cefalorraquidiano XDR Moderado blaspv+ blakec
A.223.6 2.344 Pediatria Liquido Cefalorraquidiano N-MDR Forte -
A.452.6 2.390 Neurologia Ferida operatéria XDR Moderado -
A.8687 2.099 uTI Sangue XDR Forte blakec
A.8710-1 2.283 uUco Secregdo Traqueal XDR Forte blakpctblayim
A.8747 2.306 uTi Secregdo Traqueal XDR Forte blakec
A.8896 2.354 uco Secregdo Traqueal XDR Forte blaswv
A.9450 2.542 uTI Sangue XDR Forte blakec
A.9733-2 2.387 Emergencia Sangue XDR Forte blaskv
A.10865 2.559 UTI Secregdo Traqueal XDR Forte -
A.10986 2.333 UTI Secregdo Traqueal XDR Forte -
A11229 2.324 uTl Cathetertip XDR Forte -
A.11471 2.449 uTl Secrecio Traqueal XDR Forte blasuy
A.11481 2.385 Cardiologia Secrecdo Traqueal XDR Forte blakec
A.11562 2.452 Emergencia Sangue MDR Forte blasyy+blayim
A.11580 2.388 Clinica cirurgica Sangue XDR Forte blavim
A.11596 2.512 uco Secregao Traqueal XDR Forte -
A.11531 2.476 uco Sangue XDR Forte -
A.12156 2.588 uco Sangue XDR Forte blaswy+ blakec
A.12166 2.426 ICU Secrego Traqueal XDR Forte blakpc
A.14700 2.409 uco Secrecdo Traqueal XDR Moderado -
A.14731 2.799 uco Secrecdo Traqueal XDR Forte blakec
A.14808 2453 uTi Secrecdo Tragueal XDR Moderado blakpc
A.14900 2.469 Emergencia Secregao Traqueal XDR Moderado -
A.14967 2511 uco Secrecdo Traqueal XDR Forte blakpc
A.15166 2.581 uco Secregao Traqueal XDR Forte -
P.535.4 2.388 Neurologia Urina XDR Forte blasny
P.538.4 2.289 Neurologia Urina XDR Forte blakec
P.554.4 2.373 Pediatria Secregdo Oral MDR Forte blasuy
P.555.4 2.655 Pediatria Secregdo Oral MDR Forte blakpc
P.586.4 2.459 UCEN Couro Cabeludo XDR Forte -
P.661.4 2.245 UTI Urina MDR Forte -
P.670.4 2.387 Pediatria Ferida XDR Forte blakec
P.680.4 2.301 uTI Liquido Cefalorraquidiano XDR Moderado blakec
P.683.4 2.314 Unidade de Trauma Abscesso MDR Forte blagny+blakpc
P.732.4 2.678 uTI Liquido Peritoneal XDR Forte blaspv+blakec
P.810.4 2.428 uTI Urina XDR Forte blasnv+blakec
P.824.4 2.377 UTI Secregdo Traqueal XDR Forte blaspyy+blakpc
P.837.4 2.449 uTi Secregéo Traqueal XDR Forte blakpc



P.876.4
P.921.4
P.528.5
P.552.5
P.603.5
P.666.5
P.7175
P.8415
P.936.5

P.1058.5

P.1087.5

P.1098.5

P.64.6
P.75.6
P.96.6
P.98.6
P.170.6
P.198.6
P.199.6
P.235.6
P.244.6
P.332.6
P.432.6
P.484.6
P.545.6
P.8305
P.8410
P.8662
P.8665
P.8697
P.8843
P.8999
P.9128
P.9362
P.9392
P.9367
P.9474

P.9688-1

P.9798-2
P.11256
P.11394
P.11557
P.11739
P.11807
P.11809
p.11877
P.11914
P.14325
P.14357
P.14685
P.16304
P.16025

UCEN
UTI
Clinica
uTI
UAN
Neurologia
BTU
Neurologia
uTI
BTU
Clinicacirtrgica
Neurologia
Enfermaria
Ambulatério
uTI
UTI
UTI
Unidade de Trauma
Unidade de Trauma
UTI
Clinicacirtrgica
Neurologia
ANSU
Unidade de Trauma
uTI
uTI
uco
uTI
Emergencia
UTI
Emergencia
Clinica Vascular
uco
UTI
UTI
UTI
UTI
UTI
Cardiologia
UTI
Clinica Vascular
uco
UTI
Clinicacirargica
Clinicacirargica
Clinica Vascular
Clinica
UTI
uco1
UTI
UTI
Emergencia

Liquido Cefalorraquidiano
Liquido Peritoneal
Escara
Secregdo Traqueal
Urina
Liquido Cefalorraquidiano
Urina
Liquido Cefalorraquidiano
Liquido Cefalorraquidiano
Urina
Urina
Liquido Cefalorraquidiano
Ferida Operatoria
Urina
Secregdo Traqueal
Secrecdo Traqueal
Urina
Fragmento de Osso
Fragmento de Medula Ossea
Urina
Urina
Ponta de Cateter
Secrecdo Traqueal
Abcesso
Secregdo Traqueal
Secrecdo Traqueal
Secrecdo Traqueal
Secregdo Traqueal
Urina
Urina
Urina
Secrecéo
Ponta de Cateter
Sangue
Sangue
Urina
Secrecdo Traqueal
Secrecdo Traqueal
Secrecdo Traqueal
Secrecdo Traqueal
Ponta de Cateter
Secregao Traqueal
Secregdo Traqueal
Secrecao Retroperitoneal
Tecido
Tecido
Secregao Traqueal
Ponta de Cateter
Swab Retal
Secregdo Traqueal
Urina
Sangue

XDR
XDR
XDR
XDR
MDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
MDR
XDR
MDR
MDR
MDR
XDR
XDR
MDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
N-MDR
XDR
XDR
XDR
MDR
MDR
XDR
XDR
XDR
XDR
MDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR
XDR

Forte
Forte
Forte
Forte
Fraco
Moderado
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Fraco
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Moderado
Moderado
Moderado
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Forte
Moderado
STRONG
STRONG

blaspv+blakec
blakec
blasnv+blakpec
blakpctblavim
blaspv+blakpc
blaskv+blakec
blakpc
blaspv+blakec

blaspv+blayim
blakpc
blashy
blakec
blakec
blakec
blakec
blaspv+blakpc
blasnv+blakec
blagpctblayiv
blakpc
blaspv+blakpc
blaskv+blakec
blaskv+blakec
blavim
blashy
blaskv+blaxkec
blasnv

blakec
blakec

blaskv+blaxkec
blaspv+blakpc

blakec

blaspv+blakpc

blasny+blakpc

blasyy+blakpc
blasnv+blakec
blasnv+blakpctblayivm

blaSHV+ blakPC

A: A. baumannii P: P. aeruginosa UAN- Unidade Avangada de Neurocirurgia UCO- Unidade Coronariana UQ- Unidade de Queimados UTI- Unidade de Tratamento Intensivo
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Sequenciamento de genes de resisténcia
O sequenciamento dos amplicons confirmou a identidade molecular dos fragmentos
amplificados revelando alto nivel de similaridade e homologia dos genes IMP, SHV, VIM e KPC

(superior a 97%) quando comparados com as sequéncias depositadas no GENBANK.

Formac&o de biofilme em diferentes meios de crescimento

Todos os isolados analisados formaram biofilme nos meios testados (TSB, TSBG, TSB25%,
LB, LBG, LB25%), mas com intensidades diferentes. Em A. baumannii, 0 meio TSB suplementado
com glicose (TSBG) foi 0 que proporcionou uma maior formagdo de biofilme enquanto para P.

aeruginosa foi o meio LB (Fig. 2).

Fig 2. Formagcéo de biofilme em diferentes meios de crescimento por isolados de A. baumannii (A) e

P. aeruginosa (B).
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Entre os 35 isolados de A. baumannii, 24 (68,6%) mostraram-se fortes formadores de biofilme
(23 XDR e um N-MRD), 10 (28,6%) foram formadores moderados (nove XDR e um N-MDR) e
apenas um (2,9%) eram formadores fracos, mostrando um perfil de XDR (Figura 3A). Em relagéo
aos 65 isolados de P. aeruginosa, 59 (90,8%) mostraram-se formadores fortes (47 XDR, 11 MDR e
um N-MDR), trés (4,6%) foram formadores moderados (dois XDR e um MDR) e trés (4,6%) eram
formadores fracos (dois XDR e um MDR).

N&o foi possivel correlacionar o perfil de resisténcia com a capacidade de formacgédo de
biofilme. Nas duas espécies, os isolados XDR foram encontrados como formadores fortes, moderados
e fracos. A Fig. 3 mostra a distribuicdo dos isolados de acordo com o perfil de resisténcia e a

capacidade de formacdo de biofilme.
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Fig 3. Formacao de biofilme e correlacdo do perfil de resisténcia para isolados de A. baumannii (A) e P. aeruginosa (B).
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Discussao

No presente estudo, a identificagdo dos isolados foi realizada inicialmente pelo laboratorio
dos hospitais por meio do método automatizado descrito na metodologia. Posteriormente, a
identidade foi confirmada por MALDI-TOF-MS com base na andlise de proteinas. Esta técnica gera
espectros de massa das proteinas do microrganismo desconhecido fornecendo uma impressao digital
protedmica, que é entdo comparada a um banco de dados de referéncia, levando a uma identificacdo
precisa no nivel de género e espécie (Wattal et al., 2016). As identidades de todos isolados bacterianos
foram confirmadas, com 100% de concordancia entre os resultados obtidos e os registros do banco
de dados.

A identificacdo rapida e precisa dos patdgenos é de fundamental importancia para a terapia
antimicrobiana, uma vez que permite intervencdes clinicas especificas, facilitando o tratamento e,
consequentemente, reduzindo custos. A técnica MALDI-TOF-MS tem o potencial de substituir ou
complementar as técnicas convencionais de identificacdo de cepas bacterianas e fungicas, reduzindo
0 tempo necessario para obtencdo de resultados de 24 a 48 h para menos de uma hora. Apesar do
custo significativo do instrumento e da manutencdo, 0s gastos com custos operacionais e reagentes
sdo inferiores aos de outros métodos convencionais, tornando essa tecnologia uma ferramenta

importante para a rotina clinica (Wattal et al., 2016).

As infecgbes causadas por bactérias XDR e MDR séo extremamente dificeis de tratar. O teste
de sensibilidade aos antimicrobianos mostrou que os isolados de A. baumannii e P. aeruginosa aqui
estudados apresentaram altos niveis de resisténcia a maioria dos antibidticos testados. Isolados de A.
baumannii apresentaram resisténcia superior a 90% as cefalosporinas de terceira geracdo e 65% as de
segunda geracdo. Além disso, apresentava resisténcia superior a 90% aos carbapenémicos, que
costumam ser os farmacos de escolha para o tratamento dessas infec¢des (Doi et al., 2015; Potron;
Poirel; Nordmann, 2015; Duarte et al., 2016). Além disso, aproximadamente 60% dos isolados foram
resistentes aos aminoglicosideos e 90% a fluoroquinolona testada. Todos os isolados eram suscetiveis
a polimixina, que permanecia, entdo, a Unica op¢do de tratamento. Esses resultados reforcam a
necessidade de abordar novas alternativas terapéuticas. Resultados semelhantes foram relatados por
outros autores que demonstraram o elevado numero de resisténcia dos isolados desta espécie a

antibioticos de diferentes classes de acdo (Qui et al., 2016; Duarte et al., 2016).

A maioria dos isolados de P. aeruginosa apresentou resisténcia a fluoroquinolona (86%),

cefalosporinas (70%) e aminoglicosideos (mais de 60%). Todos eram sensiveis a polimixina. O alto
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indice de resisténcia aos antibidticos foi relatado por outros autores, contrastando apenas na
porcentagem encontrada (Domenico et al., 2017). Esses dados demonstram a relevancia do estudo e
apontam a necessidade de monitoramento do perfil de disseminacdo de resisténcia desses patdgenos
no ambiente hospitalar, uma vez que os isolados XDR e MDR foram detectados em diferentes setores
dos hospitais. A identificacdo de clones MDR e XDR em diversos setores (incluindo emergéncia e
ambulatorio) revela o alto risco de disseminagdo desses patdgenos.

O frequente isolamento de cepas produtoras de ESBL, com variantes do tipo CTX-M, no
Brasil € mais comum do que as enzimas TEM e SHV prevalentes na América do Norte e Europa
Ocidental, que levam ao fracasso da terapia pela administracdo de cefalosporinas de primeira e
segunda geracdo. Esse fato contribuiu para a escolha do tratamento com carbapenémicos; no entanto,
isso levou ao aparecimento e disseminacdo de carbapenemases (KPC-2, SPM-1, PXA-23, IMP-1 e
OXA-143) em todo o Brasil, principalmente associadas a infeccdes associadas a cuidados de saude
(HAI) (Silva, Lincopan, 2012). A taxa de infecgdes nosocomiais por B-lactamases de espectro
estendido no Brasil estd entre as mais altas do mundo (Guzman-Blanc et al., 2014; Jacome et al.,
2016). No presente estudo, a alta incidéncia de genes beta-lactamicos (KPC (60%), SHV (36%), VIM
(10%) e IMP (1%)) é indicativa da necessidade de implementacao de medidas eficazes para o controle
de infecgBes por meio de programas de vigilancia microbioldgica e monitoramento dos padrdes de
resisténcia aos antimicrobianos, a fim de reduzir as taxas de morbimortalidade por esses

microrganismos e os custos hospitalares.

Foi possivel comparar e confirmar os perfis de resisténcia por métodos bioquimicos, com a
presenca dos genes de resisténcia investigados, exceto para algumas cepas (duas de A. baumannii e
seis de P. aeruginosa) que foram positivas para o gene KPC, mas ndo expressaram resisténcia a
carbapenemos. Esse resultado se deve ao fato de que a aquisi¢do dos genes das carbapenemases nem
sempre é suficiente para garantir a resisténcia. Uma supressdo genética que leva ao silenciamento do
gene ou mesmo a presenca de outros mecanismos de resisténcia pode impedir a evidéncia fenotipica
(Peleg et al., 2005; Cabral et al., 2012).

Dentre todos os genes investigados, 0 KPC foi o mais abundante, presente em 60% dos
isolados (54,3% de A. baumannii e 63,1% de P. aeruginosa). A primeira classe de drogas de escolha
para o tratamento de infecgdes por esses microrganismos séo os carbapenémicos, mas o0 aumento da
ocorréncia desse gene limitou as opgOes terapéuticas, aumentando as taxas de mortalidade e muitas
vezes restringindo as op¢oes de tratamento para polimixinas ou tigelina (Cabral et al., 2012; Duarte

et al., 2016). O primeiro relato de um gene blaKPC em P. aeruginosa no Brasil ocorreu em Recife
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(Jacome et al., 2012). Estudos anteriores detectaram a presenca de blakPC em 25,8% na mesma

espécie (Jacome et al., 2016). No presente estudo, essa detec¢do aumentou.

Um fator de viruléncia que merece atencdo em microrganismos € a capacidade de formacao
de biofilme. Em A. baumannii e P. aeruginosa, essa capacidade contribui significativamente para a
persisténcia e versatilidade dessas espécies em causar infec¢cdes nosocomiais. A formacéo de biofilme
permite que essas bactérias crescam em ambientes desfavoraveis, tornando-se um importante
problema médico devido a aderéncia em equipamentos medicos como cateteres e tubos
endotraqueais, representando um risco significativo para os pacientes (Mc Connell, Actis, Pachon,
2012, Hardard et al., 2012, Gellatly, Hancock, 2013, Lemos et al., 2013).

Todos os isolados investigados de ambas as espécies formaram biofilme nos diferentes meios
testados, mas com intensidades diferentes. A. baumannii apresentou maior formacéo de biofilme no
meio TSBG (64,6%), enquanto P. aeruginosa apresentou maior capacidade no meio LB (90,8%).
Ressalta-se que apenas a Ultima espécie respondeu aos tratamentos de estresse quando submetida a
variagdo do meio TSB para formacdo de biofilme. Observou-se um maior ndmero de isolados
formadores de biofilme quando submetidos ao meio TSB 25% quando comparados aos resultados
obtidos em meio TSB em concentracGes normais e em meio TSB mais glicose. Esse resultado
possivelmente se deve ao fato de que, quando exposto a condi¢des de estresse, 0 microrganismo
aumentou sua patogenicidade e sintese de fatores de viruléncia. Nesse caso, uma baixa concentragdo

de suplementos pode ter levado a uma maior formacao de biofilme (Laila; Santos, 2016).

No presente estudo, o perfil de forte formador de biofilme em ambas as espécies foi
predominante, independente da susceptibilidade aos antimicrobianos. Esses dados demonstram o
crescente grau de viruléncia dessas espécies e a gravidade do quadro de infeccdo por elas causado.
Atualmente, existem diferencas entre os autores sobre a relagdo entre a capacidade de formacao de
biofilme e o fendtipo de resisténcia antimicrobiana. Alguns estudos com A. baumannii e P.
aeruginosa, além de outras espécies, afirmam que existe uma relacao positiva entre esses dois eventos,
onde o perfil MDR esta diretamente ligado a alta formag&o de biofilme (Gurung et al., 2013; Reiter
etal., 2011; Sanchez et al., 2013; Abidi et al, 2013). No entanto, outros autores concluiram que existe
uma possivel relacdo inversa entre resisténcia e producao de biofilme, ou seja, a formacéo de biofilme
esta diretamente relacionada ao perfil N-MDR (Rodriguez-Bafio et al., 2008; Perez et al., 2015; Qui
et al., 2016). No entanto, no presente estudo ndo houve relagdo significativa entre a produgéo de
biofilme e os fendtipos de resisténcia, indicando a presenca de eventos multifatoriais demonstrando
que a formacao de biofilme € uma caracteristica intrinseca dos patdgenos investigados (Duarte et al.,
2016, Domenico et al, 2017).
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Estudos anteriores demonstraram que a presenga de plasmideos contendo genes para -
lactamases classes A e D tem o potencial de causar distirbios nas estruturas de adesdo bacteriana
essenciais para a formacdo de biofilme e motilidade bacteriana. Esta propriedade foi observada em
cepas de E. coli e P. aeruginosa e é especifica apenas para essas classes. OC e B nao apresentaram
essa propriedade (Gallant et al., 2005). Porém, no presente estudo, B-lactamases classe A (SHV e
KPC) ndo demonstraram influéncia antibiofilme nos isolados testados, demonstrando potencial de
viruléncia ainda maior nessas espécies. Este estudo apresenta a diversidade genética e bioquimica dos
isolados investigados e reforca a importancia do monitoramento continuo desses patdgenos em

ambientes hospitalares.
Conclusao

A alta diversidade de perfis microbianos observada em isolados de A. baumanii e P.
aeruginosa demonstra a dificuldade na escolha efetiva do tratamento para esses microrganismos.
Esses dados sdo preocupantes, pois revelam o atual cenario critico das infeccBes hospitalares,
apontando para a necessidade de monitoramento continuo, com vigilancia epidemioldgica dessas

infecgdes, ajudando a minimiza-las ou mesmo elimina-las no ambiente hospitalar.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As técnicas utilizadas foram satisfatorias para identificagdo dos micro-organismos
investigados;

Os diferentes perfis de resisténcia/suscetibilidade encontrados demonstram a capacidade de
adaptacdo dos patogenos investigados e revelam a problematica terapéutica das infeccdes
causadas por eles;

A frequéncia génica observada demonstra o nUmero crescente de bactérias KPC™
disseminadas nos hospitais do Recife-PE. Esse dado é preocupante, pois demonstra a
inexisténcia ou ineficiéncia das agcOes de vigilancia e monitoramento para disseminacao de

bactérias resistentes no ambiente hospitalar;

N&o foi possivel correlacionar o perfil de resisténcia com a capacidade de formacdo de
biofilme, indicando que essa capacidade parece ser intrinseca as espécies investigadas;

O presente estudo forneceu dados alarmantes que indicam a elevada e crescente capacidade
de adaptacdo destas espécies no ambiente hospitalar, demonstrando o aspecto problematico
do tratamento e erradicagdo dessas bactérias.
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