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RESUMO

O surgimento de cepas de Acinetobacter baumannii resistentes aos carbapenémicos dentro do
ambiente hospitalar por vezes estd associada a enzimas p-lactamases (oxacilinases e
carbapenemases). Por esta raz&o, o objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia de genes de
oxacilinases (blaoxa-23-likes blaoxa-2s-ike, blaoxasiqike, blaoxassiike € blaoxa-143iike) ©
carbapenemases do tipo KPC, metalo-B-lactamases, (blaspm.1, blajve € blayiv), além de
analisar o perfil clonal dos isolados clinicos de Acinetobacter spp. provenientes de pacientes
de um hospital terciario de Recife-PE, coletados durante os anos de 2018 e 2019. Foram
analisados 35 isolados de Acinetobacter spp., destes 33 isolados bacterianos foram multidroga
resistentes inclusive aos carbapenémicos. Em relacdo a deteccdo genética das enzimas
oxacilinases, as frequéncias das oxacilinases OXA-51 (85,71%), OXA-143 (77,4%) e OXA-
23 (14,28%) encontradas no estudo, destacando que OXA-143 foi a segunda mais frequente,
sendo este padrdo diferente dos dados prévios em outros estudos no Brasil e no mundo. O
gene blayv (8,57%) apresentou frequéncia baixa nos isolados Acinetobacter spp. estudados e
0 gene blakpc foi detectado em 5,71%. De acordo com os resultados, a ERIC-PCR mostrou
diversidade genética e heterogeneidade entre os 35 isolados clinicos de Acinetobacter spp.
avaliados, com similaridade variando de 24% a 100%, sendo identificados dois clones. A
OXA-143 foi a segunda oxacilinase mais frequente nos isolados estudados, diferente dos
dados prévios em outros estudos no Brasil e no mundo. Concluindo que os resultados deste
estudo descrevem um perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos que esta relacionado a
resisténcia bacteriana aos carbapenémicos nos 35 isolados bacterianos de Acinetobacter spp.
Quanto a deteccdo genética das oxacilinases OXA-51, OXA-143 e OXA-23 foram as mais
frequentes no estudo, destaque para OXA-143 apresentou um padrdo diferente dos dados
prévios em outros estudos. Em relacdo a ocorréncia do gene blayy ocorreu com frequéncia
baixa nos isolados Acinetobacter spp. pesquisados, enquanto ndo foram detectados 0s genes
blaspm-1 € blayvp. A detecgdo da B-lactamases KPC neste estudo foi detectada uma frequéncia
de 5,71%, considerado indice baixo quando comparada a outros estudos no Brasil. A analise
filogenética apresentou diversidade genética e heterogeneidade entre os 35 isolados clinicos

de Acinetobacter spp., sendo identificados apenas dois clones.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; beta-lactamases; resiténcia microbiana a

medicamentos.



ABSTRACT

The emergence of carbapenem-resistant strains of Acinetobacter baumannii in the hospital
environment is sometimes associated with p-lactamases enzymes (oxacylinases and
carbapenems). For this reason, the aim of this study was to evaluate the occurrence of
oxacylinase genes (blaoxa-2s-ike; Blaoxa-24-ike, Blaoxa-s1-ike, Dlaoxassiike @aNd blaoxa-143-ike)
and carbapenemases in the KPC type, metallo-B-lactamases, (blaspm-1, blajve and blayv), in
addition to analyzing the clonal profile of clinical isolates of Acinetobacter spp. from patients
from a tertiary hospital in Recife-PE, collected during the years 2018 and 2019. 35
Acinetobacter spp. isolates were analyzed, of these 33 bacterial isolates were multidrug
resistant, including carbapenems. Regarding the genetic detection of oxacylinase enzymes, the
frequencies of oxacylinases OXA-51 (85,71%), OXA-143(77,4%) and OXA-23(14,28%)
found in the study, highlighting that OXA-143 was the second most frequent, which is
different from previous data in other studies in Brazil and worldwide. The blaym gene
(8,57%) showed a low frequency in the Acinetobacter spp. isolates studied and the blakpc
gene was detected in 5,71%. According to the results, ERIC-PCR showed genetic diversity
and heterogeneity among the 35 clinical isolates of Acinetobacter spp. evaluated, with
similarity ranging from 24% to 100%, and two clones were identified. OXA-143 was the
second most frequent oxacillinase in the isolates studied, different from previous data in other
studies in Brazil and worldwide. The results of this study describe an antimicrobial
susceptibility profile that is related to bacterial resistance to carbapenems in the 35 bacterial
isolates of Acinetobacter spp. As for the genetic detection of oxacillinases OXA-51, OXA-
143 and OXA-23 were the most frequent in the study, emphasis on OXA-143 showed a
pattern different from previous data in other studies. Regarding the occurrence of the blayv
gene, it occurred with low frequency in the Acinetobacter spp. isolates investigated, while the
blaspm and blajve genes were not detected. The detection of KPC B-lactamases in this study
was detected at a frequency of 5,71%, considered a low rate when compared to other studies
in the Brazil. As for the phylogenetic analysis, it showed genetic diversity and heterogeneity

among the 35 clinical isolates of Acinetobacter spp., with only two clones being identified.

Keywords: Acinetobacter baumannii; beta-lactamases; microbial drug resistance.
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1 INTRODUCAO

As infeccBes nosocomiais tem sido um dos mais importantes riscos aos pacientes
hospitalizados. Com o advento de novas tecnologias relacionadas a identificacdo de
microrganismos, além da constante ampliacdo das terapias antimicrobianas, € crescente o
aparecimento de bactérias multirresistentes aos antibioticos disponiveis. Neste contexto,
destaca-se 0 género Acinetobacter, bactéria por vezes presente em infeccdes relacionadas a
assisténcia a saude (IRAS), principalmente em pacientes com internacfes com duragédo
prolongada, com uso de dispositivos invasivos, gravemente enfermos e imunossuprimidos.
(Gian, D. C.; Marcelo, C. A., 2016)

Isolados de Acinetobacter spp., principalmente Acinetobacter baumannii, tém
acumulado resisténcia a uma ampla gama de antibidticos, tais como penicilinas,
cefalosporinas e quinolonas. Assim, a classe antimicrobiana dos carbapenémicos por vezes é a
terapia de escolha para os quadros infecciosos mais graves relacionados a esse género.
(Rocha, 2017)

Os genes de resisténcia do tipo OXA carbapenemases em isolados de Acinetobacter
spp. sdo os principais responsaveis pela resisténcia aos carbapenémicos em todo o mundo
(Opazo et al., 2012; Kobs et al., 2016). No Brasil, existem relatos de altas taxas de resisténcia
aos carbapenémicos. Neste contexto, o presente estudo propde-se avaliar a frequéncia destes
genes e resisténcias as oxacilinases em isolados hospitalares de Acinetobacter spp. de hospital
terciario de Recife-PE.

Aliramezani et al., 2016 verificaram Acinetobacter baumannii resistente a
carbapenémicos associados a oxacilinases, tendo identificado os genes blaoxa-23-likes Dlaoxa-24-
like © blapxa-ssike. O estudo limitou-se a identificar apenas os trés genes tipo OXA citados.
Sendo também de importante interesse a avaliacdo da presenca do gene blaoxa-si-iike, 0 qual
ndo foi inserido no estudo. O gene blapxa-si-iike € iNtrinseco A. baumannii, desta forma inferir
como caracteristica a confirmacao e identificacdo molecular desta bactéria.

Biglari et al., 2015 em seu estudo com A. baumannii encontraram quatro subgrupos de
carbapenemases que sdo adquiridas, dentre elas estdo OXA-23, OXA-24, OXA-58 e OXA-
143. Ainda que tenha abrangido um maior numero de genes, tal estudo néo evidenciou se 0s
genes conferiam uma potencial resisténcia aos isolados.

Desta forma, faz-se necessario a realizagdo de estudo sobre a freqiiéncia em que séo
identificados os genes OXA, englobando de forma mais abrangente as suas variagoes

genéticas e confirmar a resisténcia aos carbapenémicos.
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Este estudo tem por objetivo avaliar o perfil clonal dos isolados, verificar a ocorréncia
dos genes codificantes que conferem resisténcia aos carbapenémicos, as carbapenemases
OXA, blagya zz.iiker Plaoxa-24-tiker D1aoxas1-tiker Plaoxa-se-iike€ PlAoxa-143-1iker DEM COMO avaliar a
susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados de Acinetobacter spp de hospital terciario de
Recife-PE, coletados durante os anos de 2018 e 20109.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1.  Acinetobacter spp.

A taxonomia do Acinetobacter por muito tempo esteve indefinida. Foi descrita a
primeira vez em 1911, sendo inicialmente denominada como Micrococcus calcoaceticus,
depois recebendo diferentes nomenclaturas, como Bacterium anitratum e Achoromobacter.
Em 1950, apoOs estudo sobre as caracteristicas do género, foi definido e aceito como
Acinetobacter spp. (Henriksen, 1973; Dijkshoorn L.; Nemec A.; Seifert H. 2007)

O género Acinetobacter é composto por bactérias sapréfitas ubiqua, encontradas na
natureza, como solo e agua, e no ambiente hospitalar: em equipamentos de respiracao
mecanica, superficies secas e Umidas, podendo apresentar pacientes colonizados ou
infectados. Nos individuos saudaveis, podem ser isolada na pele, orofaringe, fezes e em outras
secrecBes. Sdo cocobacilos gram negativos, aerobios estritos, ndo fermentadores de
carboidratos, ndo formadores esporos, com motilidade negativa e teste de oxidase negativa.
Quando semeada em meio agar MacConkey, as colonias apresentam-se em uma tonalidade
levemente rosa, enquanto que no agar sangue as coldnias sao opacas e nunca pigmentadas.
(Winn et al., 2008; Tortora, 2012; Cavalcanti, 2017)

Acinetobacter spp. como patégeno oportunista esta envolvido em diversos episodios de
infeccBes hospitalaresem pacientes gravemente enfermos e imunossuprimidos, causando
bacteremia, infeccdes do trato urindrio e principalmente relacionado as infeccbes
respiratdrias. Acinetobacter spp. causadoras de IRAS sédo de dificil tratamento, devido a sua
capacidade em adquirir resisténcia aos principais antimicrobianos que usualmente sdo
prescritos na pratica clinica. (Howard et al., 2012; Rocha, 2017)

Entre as diferentes espécies compreendidas no género Acinetobacter, destaca-se A.
baumannii a qual tem acumulado resisténcia a uma ampla gama de antibi6ticos, tais como
penicilinas, cefalosporinas e quinolonas. Assim, a classe antimicrobiana dos carbapenémicos
tornou-se terapia de escolha para os quadros infecciosos mais graves relacionadas a
Acinetobacter spp. Entretanto, o surgimento de cepas resistentes aos carbapenémicos no
ambiente hospitalar tem sido crescente, e na maioria das vezes associado a producdo de

enzimas B-lactamases (carbapenemases e oxacilinases). (Harding et al., 2013; Rocha, 2017)
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2.2.  Acinetobacter baumannii

Existem mais de 30 espécies diferentes pertencentes ao género Acinetobacter que foram
identificadas (Montero, J. G.; Villar, R. A. 2010). Por exemplo, Acinetobacter genoespécie 1
(A. calcoaceticus), genoespécie 2 (A. baumannii), genoespécie 3 e genoespécies 13TU, sdo
fenotipicamente semelhantes, formando, assim, o complexo Acinetobacter calcoaceticus-
baumannii (AcB). Por apresentarem caracteristicas fenotipicas semelhantes, ndo devem ser
diferenciadas apenas por testes fenotipicos. Fazendo se necessaria realizacdo testes
moleculares para a identificacdo da espécie. Entretanto, quando a Acinetobacter spp. nao é
identificada por métodos genéticos, sdo referidas como pertencentes ao complexo
Acinetobacter calcoaceticos—baumannii (Bergogne-Berezin; Towner, 1996).

O avanco da biologia molecular e dos métodos genéticos que auxiliam na identificacdo
do complexo AcB estdo mais acessiveis, e a pesquisa do gene blapxa-s1-iike Pode ser utilizada,
uma vez que este gene codificante estd presente intrinsecamente na espécie A. baumannii e
pode ser utilizado para identificacdo da espécie deste microrganismo. (Evans; Amyes, 2014;
Rocha, 2017)

Desta forma, A. baumannii caracteriza-se como genoespécie 2 do complexo AcB, sendo
a espécie principal associada a doencas humanas. E, ainda, a espécie que mais apresenta
resisténcia aos antibidticos e com maior importancia clinica. A. baumannii é caracterizada por
ser muito resistente a fatores ambientais, uma propriedade que facilita a sua disseminacéo
rapida e o desenvolviemnto de resisténcias frente aos antimicrobianos convencionais Chuang,
Y.C. etal. 2011).

Koulenti D., Tsigou E., Rello J. 2016, em estudo observacional prospectivo de 27 UTIs
em nove paises europeus diferentes identificou A. baumannii entre os patdgenos mais comuns
gue causaram pneumonia nosocomial, sendo o isolado mais comum na Grécia e na Turquia.

Diante da importancia desta espécie no cenario de infecches hospitalares, o
conhecimento da epidemiologia hospitalar das amostras isoladas de A. baumannii €

fundamental para definicdo de medidas de prevencédo e controle das infec¢des hospitalares.
2.3. RESISTENCIA BACTERIANA
A resisténcia aos antimicrobianos nada mais € que a capacidade de uma bactéria de se

defender contra a acdo dos antibidticos. Os seus mecanismos podem ser intrinsecos ou

adquiridos e foram divididos de acordo com a forma de inativacdo do antibidtico. Os
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mecanismos de resisténcia frequentemente expressos em cepas nosocomiais de Acinetobacter
spp. incluem alteragdo da permeabilidade da membrana, alteragdes genéticas, bomba de
efluxo e acbes enzimaticas que degradam ou modificam antibidticos. (Figura 1) (Mulvey;
Simor, 2009)

Figura 1: Sitos de acdo e possiveis mecanismos de resisténcia bacteriana contra agentes antimicrobianos.
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Fonte: Mulvey; Simor (2009).

2.3.1. Mecanismos enzimaticos

O mecanismo de resisténcia bacteriano mais frequente é a degradagdo do
antimicrobiano através de enzimas. A partir da transferéncia de grupos quimicos (acil,
fosfatos, nucleotidil), existem enzimas que alteram a molécula da droga, podendo ser
codificadas em cromossomos ou em elementos genéticos maveis.

A resisténcia aos B-lactamicos relacionados a presenga das enzimas p-lactamases sao
grandes exemplos deste mecanismo. As bactérias podem apresentar resisténcia a penicilina
por producdo de B-lactamases induzida pela presenca do antibiético e/ou codificada por meio
de plasmideos. Na intencdo de neutralizar a acdo destas enzimas, foram produzidos inibidores
de B-lactamases, como acido clavulénico e tazobactam, para vencerem a degradacdo das

enzimas, e assim, obter efeito no interior das celulas bacterianas. (Blair, 2014)
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As B-lactamases de Espectro Estendido (ESBL) também s&o mediadas por plasmideos,
e inativam antibidticos mais potentes, como cefalosporinas de terceira geracdo. Cepas
de Klebsiella pneumoniae podem produzir estes compostos enzimaticos, levando a maiores
dificuldades nas escolhas terapéuticas. (Pfeifer, Y. et al.2010)

Enquanto o mecanismo de resisténcia clinica mais preocupante relacionado a
Acinetobacter spp. tem sido a aquisicdo de enzimas f-lactamases, incluindo serina e metalo-

B-lactamases, que conferem resisténcia aos carbapenémicos. (Bonomol, R., Szabo, A., 2006)

2.3.2. Permeabilidade da membrana

A reducdo da permeabilidade da membrana externa € um mecanismo de resisténcia
exclusivo de bactérias gram negativas, uma vez que estas sdo intrinsecamente menos
permeaveis a muitos antibidticos por possuirem membrana externa na constituicdo de sua
parede celular, o que ndo existe na parede celular de bactérias gram positivas.

Os antibio6ticos devem ultrapassar a membrana externa ou toda a parede celular para
poder atingir seu alvo e ter o efeito esperado. Antibidticos hidrofilicos, como B-lactdmicos e
fluoroquinolonas, ultrapassam a membrana externa por difusdo passiva através de proteinas
de membrana externa, denominadas porinas. Alteracdes ou perda destas proteinas podem
causar permeabilidade mais seletiva ou até mesmo impermeabilidade as drogas. Este
mecanismo costuma afetar pouco a sensibilidade aos carbapenémicos. (Rice, 2012)

2.3.3. Bomba de efluxo

Trata-se de um mecanismo de protecdo bacteriana contra o ingresso de antimicrobianos
ao interior da célula por meio de transporte ativo para o exterior celular através de um sistema
denominado bomba de efluxo. Admintindo a célula bacteriana resisténcia antibioticos. Esse
sistema de excrecdo é baseado na abertura de um canal que atravessa a mambrana interna e
externa da bactéria, permintindo a expulsédo de moléculas e garantindo impermeabilidade a

disinfetantes e a maioria dos antimicrobianos. (Neves, 2010)

2.4. B -LACTAMASES

B-lactamases sdo enzimas que hidrolizam o anel B-lactamico, inativando o antibi6tico e

impedindo que ele apresente alguma atividade contras as enzimas que sdo responsaveis pela
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sintese da parede celular becteriana. Os B-lactamicos sdo a classe de antibidticos mais
potentes e que representam a classe de antimicrobianos mais prescritos clinicamente, sendo
compostas por cefalosporinas, penicilinas, monobactamicos e os carbapenémicos. (Murray et
al., 2004; Bertoncheli, R. Horner, 2008).

Diversas B-lactamases foram identificadas, sendo necessarias variadas formas de
classificacdo para agrupar estas enzimas, a partir de suas caracteristicas bioquimicas e de suas
estruturas moleculares. As B-lactamases formam grupos de acordo com suas estruturas
primarias e divididas em quatros classses, de “A” a “D”, de acordo com Ambler (1980). E,
também classificadas de acordo com seus distintos mecanismos de catalizagdo. Desta forma
estas classes foram identificadas em dois grupos: serina-p-lactamases (A, C e D) e as metalo-
B-lactamases (classe B). (Bertoncheli, R. Horner, 2008).

As pB-lactamases, incluindo as carbapenemases, sdo categorizadas empregando
diferentes critérios. A classificacdo proposta por Ambler (1980) se baseia na estrutura
molecular das enzimas ¢ inclui as quatro classes de -lactamases: A, B, C e D. As classes A,
C e D sdo compostas por enzimas com serina no sitio ativo, e a classe B é composta por
enzimas com zinco em seu sitio ativo e, portanto, sdo chamadas de metalo--lactamases.

Ja Bush, Jacoby e Medeiros, em 1995 correlacionaram os substratos e perfis de inibicao
das enzimas em grupos de 1 a 4, realizando divisdo em subgrupos, e atualizagdo dessas
correlagdes em 2010. Assim, as carbapenemases fazem parte das classes A, B e D de Ambler
(1980) e aos grupos 2df, 2f, 3a e 3b de Bush e Jacoby, 2010.

2.5. CARBAPENEMASES

As enzimas carbapenemases sdo p-lactamases hidrolisadoras de carbapenemenicos que
conferem resisténcia a um amplo espectro de substratos B-lactdmicos. Baseando-se na
classificacdo de Ambler, as p-lactamases de classe A com atividade carbapenemase podem
ser codificadas em cromossomos ou elementos moveis genéticos, os plasmideos. Ja as f-
lactamases de classe B sdo conhecidas como metalo-B-lactamases (ML), sdo caracterizadas
por hidrolizar todos os [-lactdmicos disponiveis comercialmente, salvo a excec¢do do
aztreonam. O qual necessita de ions de zinco ou outros cations divalente como cofator para
obter acdo catalitica. N&o sendo inibidas pelas p-lactamases comercialmente acessiveis,
porém podem ser inibidas por agentes quelantes de ions, como o EDTA. (Bertoncheli, R.
Horner, 2008).
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O EDTA apresenta inibigdo das B-lactamases fenotipicamente, mas ndo sdo inibidores
de B-lactamases, como tazobactam, clavulanato, sulbactam e avibactam. Onde as duas
principais metalo-p-lactamases foram relatadas em A. baumannii, do tipo IMP e VIM. (Yum,
J. H. 2002).

Yum, J. H. (2002), em estudo coreano, detectou VIM-2 B-lactamase em isolados de A.
baumannii com niveis significativos de resisténcia aos carbapenémicos. As B-lactamases de
classe D também sdo referidas como enzimas do tipo OXA devido a sua capacidade
preferencial de hidrolisar a oxacilina. A ocorréncia recente mais problematica é o surgimento
de numerosas enzimas do tipo OXA em A. baumannii que podem conferir resisténcia aos 3-
lactamicos.

Entre o grupo OXA heterogéneo (que inclui mais de 100 enzimas), seis subgrupos
foram identificados com vérios graus de atividade hidrolisadora de carbapenemases: OXA-23,
OXA-24/0XA-40, OXA-48, OXA-58, OXA- 143, e OXA-51. Os primeiros cinco grupos sao
transportados em plasmideos transmissiveis, enquanto o ultimo grupo, OXA-51, é codificado
cromossomicamente. Onde em sua maioria dos isolados de A. baumannii possui uma
carbapenemase do tipo OXA-23, OXA-24/40 ou OXA-58, que sdo resistentes aos
carbapenémicos. Conforme explanado por Walther-Rasmussen, J., Hgiby, N. (2006). Esta
resisténcia pode resultar de uma acdo combinada de uma carbapenemase do tipo OXA e um
mecanismo de resisténcia secundario, como deficiéncias das porinas ou bombas de efluxo
super expressas.

Turton, J. F. et al.2006 estudaram o papel de um elemento de inser¢do do promotor
ISAba-1 na expressdo de genes OXA carbapenemase em isolados de A. baumannii no reino
unido. Os resultados encontrados sugeriam que ISAba-1 fornecia o promotor para blapgxa-si-

like €, provavelmente, para blapxa-23-like, CONtribuindo para a resisténcia aos carbapenemicos.

2.6. ENZIMA KPC

A enzima carbapenemase KPC foi descrita pela primeira vez nos Estados Unidos de um
isolado clinico de Klebsiella pneumoniae. (Yigit et al., 2001) S&o carbapenemases
pertencentes ao grupo A da classificacdo de Ambler, as enzimas Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC), sendo a mais importante clinicamente das carbapenemases do grupo.
Diversas variantes de enzimas KPC ja foram identificadas. Essas enzimas residem em

plasmideos transmissiveis e conferem resisténcia a maioria dos B-lactdmicos. As bactérias


https://www.uptodate.com/contents/oxacillin-drug-information?search=Carbapenemases+%28classifica%C3%A7%C3%A3o%29&topicRef=471&source=see_link
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produtoras de enzima KPC hidrolisam os B-lactdmicos em taxas variadas, contribuindo para
diferentes perfis de susceptibilidade antimicrobiana testadas in vitro. A enzima KPC esta
bastante envolvida em surtos endémicos no Brasil e no mundo. (Yigit et al., 2001; Jacome,
2011)
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3 OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos em isolados clinicos de
Acinetobacter spp., realizar a deteccdo genética de enzimas oxacilinases e de B-lactamases
proveniente de sitios infecciosos de pacientes de um hospital terciario, coletados durante 0s
anos de 2018 e 2019.

3.2. OBIJETIVOS ESPECIFICOS

o Analisar o perfil de susceptibilidade dos isolados clinicos de Acinetobacter spp. frente

aos antimicrobianos;
. Investigar a ocorréncia dos genes codificantes de enzimas oxacilinases blaoxa-23-like,
blaoxa-24-tike; Dlaoxa-51-likes Dlaoxa-ss-like € Dlaoxa-143-ike NOS isolados clinicos de Acinetobacter

spp. proveniente de sitios de infeccdo de pacientes de um hospital terciario;

o Investigar a ocorréncia degenes codificantes de B-lactamases blaspm, blayvp,blaviv, €

blakpc;

o Analisar o perfil clonal dos isolados clinicos de Acinetobacter spp.
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4 METODOLOGIA

41 DESENHO DO ESTUDO

O presente trabalho consiste em uma pesquisa que foi desenvolvida através de estudo
descritivo de base laboratorial, que avaliou o perfil de susceptibilidade frente aos
antimicrobianos, o perfil clonal dos isolados de Acinetobacter spp., e a detecgdo molecular da
frequéncia dos genes codificadores relacionados a resisténcia aos carbapenémicos do tipo
OXA, MBL e KPC em um hospital terciario de Recife, Pernambuco. Os isolados bacterianos
foram adquiridos de pacientes internados em um hospital pablico em Recife-PE, durante o
periodo de 2018 a 2019. E que foi aprovado pelo Comité de Pesquisa de Etica da
Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Saude (CEP/CCS/UFPE)
namero CAAE 0490.0.172.000-11.

42 LOCAL DO ESTUDO

Os procedimentos microbioldgicos e moleculares foram realizados no Laboratério de
Bacteriologia e Biologia Molecular (LBBM) da Universidade Federal de Pernambuco
(DMT/UFPE), onde os isolados bacterianos obtidos por demanda espontanea foram
submetidos aos testes moleculares para pesquisa das enzimas oxacilinases, p-lactmases e

relacdo clonal.

43  POPULACAO DO ESTUDO

Os isolados de Acinetobacter spp. foram provenientes de pacientes internados em
diversos setores de um hospital publico terciario na cidade do Recife, Pernambuco, Brasil, de
diferentes sitios de infeccdo. As cepas foram disponibilizadas para estudo pelo Laboratério de

Microbiologia do servigo, durante o periodo de 2018 e 2019.
44  TAMANHO AMOSTRAL
O tamanho da amostra deste estudo foi de 35 isolados bacterianos, obtidos por demanda

espontdnea e provenientes de sitos de infeccdo por Acinetobacter spp., e se deu por

conveniéncia, fornecidos pelo laboratério de microbiologia do hospital.
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45  ANALISE DO PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA

Os isolados foram identificados e o perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi
analisado através sistema automatizado BD Phoenix = no Laboratério de Microbiologia do
proprio hospital. Em seguida, foram enviados para o Laboratério de Bacteriologia e Biologia
Molecular do Departamento de Medicina Tropical/UFPE, onde foram conservados em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) adicionado de glicerol 20% e mantidos em estoque a -80°C.

Os isolados de Acinetobacter spp. foram testados para os seguintes antibioticos:
amicacina, ampicilina-sulbactam, cefepima, ceftazidima, ceftriaxona, ciprofloxacino,
gentamicina, levofloxacino, imipenem, meropenem, piperacilina-tazobactam e trimetoprim-

sulfametoxazol, seguindo os critérios de interpretacao do BrCast.

46  ANALISE MOLECULAR DOS ISOLADOS DE Acinetobacter spp.

4.6.1 Extracédo do DNA total

Os isolados foram reativados em tubos de ensaio contendo meio caldo BHI, incubados
por 48 horas em estufa a 36 + 1°C, semeados em meio Luria Bertani (LB) e incubados em
estufa a 36 £ 1°C por mais 24 horas.

A extracdo do conteudo genético foi executada através do Kit Brazol (LGC-
Biotecnologia), conforme o protocolo do fabricante. (figura 2) Enquanto a quantificacdo do
DNA extraido foi realizada através de espectrofotometria entre 0 comprimento de onda de
260 a 298 nm. (Jacome, 2011)
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Figura 2: Representacéo do esquema da extragdo do DNA total, por meio do Kit Brazol (LGC-Biotecnologia).
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Fonte: Jacome, (2009).

4.6.2. Detecgéo dos genes de oxacilinases

As Reagdes em Cadeia de Polimerase (PCR) foram realizadas para a deteccao dos genes
de oxacilinases: blaoxa-2sike, blaoxa-24-ikes Dlaoxasiikes Dlaoxassiike € blaoxa-143-ike NOS
isolados clinicos de Acinetobacter spp., obtidos de diferentes sitios de infeccdo, de acordo
com a metodologia descrita pelos artigos referenciados para cada gene, conforme a tabela 1.
Os primers usados nas reacdes de PCR e o tamanho dos fragmentos em pares de base (pb)

também expostos na tabela 1.
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Tabela 1. Relag8o dosprimers para pesquisa dos genes de oxacilinases.

Genes Primers (5° - 3?) Tamanhodo Referéncia
amplicon (pb)

blaoxa-23-ike F: GATCGGATTGGAGAACCAGA 501 Woodford
R: ATTTCTGACCGCATTTCCAT et al., 2006

blaoxa-24-like F.GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA 246 Woodford
R:AGTTGAGCGAAAAGGGGATT et al., 2006

blaoxa-s1-like F.-TAATGCTTTGATCGGCCTTG 353 Woodford
R: TGGATTGCACTTCATCTTGG et al., 2006

blaoxa-ss-like F:AAGTATTGGGGCTTGTGCTG 599 Woodford
R:CCCCTCTGCGCTCTACATAC et al., 2006

blaoxa-143-like F.:TGGCACTTTCAGCAGTTCCT 149 Higgins et
R: TAATCTTGAGGGGGCCAACC al., 2010

F: Forward, R: Reverse, pb: Pares de base. Fonte: O autor, (2022)

Para a deteccdo dos genes OXA carbapenemases, cada reacdo de amplificagdo foi
preparada em um volume final de 25 pL para cada tubo. Para 0s genes blaoxa-23-iikes Blaoxa-24-
liken Dlaoxasi-ikes € blaoxa-143ike Cada reacdo de amplificacdo incluiu: 10 ng de DNA
gendmico (5,0 pL), 10 pmol de cada primer (2 pL para cada primer), 5x tampao (5,0 pL), 200
UM de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec) (0,6uL), 1,5 mM MgCy,
(1,5 pL) e 2,0 U Taq DNA polimerase (Promega) (0,4 puL) e agua ultrapura. Para o gene
blapxa-ss-like: @ reacdo de amplificacdo contém: 10 ng de DNA gendmico (10,0 pL), 20 pmol
de cada primer (2,5 pL para cada primer), 5x tampd (5,0 pL), 200 pM de
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec) (0,6 uL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 pL)
e 2,0 U Tag DNA polimerase (Promega) (0,4 uL) e agua ultrapura.

Os padrdes de amplificacdo dos genes blaoxa-23-iikes blaoxa-24-like, Dlaoxa-51-tikes € blaoxa-
143-like: desnaturacao inicial 94°C por 3 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C
por 1 minuto, anelamento a 52°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, a extensao
final 72°C por 10 minutos. (Figura 3) Para as rea¢es de amplificacdo do gene blaoxa-ss-like:
desnaturacéo inicial 94°C por 5 minutos, em seguida por 30 ciclos de desnaturac¢do a 94°C por
45 segundos, anelamento a 52°C por 45 segundos e extensdo 72°C por 1 minuto, a extensdo
final 72°C por 6 minutos. (Figura 4) (Woodford et al., 2006; Higgings, 2010)



23

Figura 3: Padronizacéo de amplificacdo dos genes blagxa-23-iikes Dlaoxa-24-tikes Plaoxa-s1-tikes € DlaoxA-143-1ike
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Fonte: O autor, (2022)

Figura 4: Padronizacdo de amplificacdo do gene blagxa-sgike
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4.6.3. Deteccdo dos genes relacionados a producdo de metalo-p-lactamases (MBL)

As reagdes de amplificacdo para os genes codificantes de metalo-p-lacatamses foram
realizadas nos isolados de Acinetobacter spp. para deteccdo dos genes blaym, blaype € blaspm-
1. Foram utilizados os primers descritos por Poirel et al. (2011) e Jacome et al. (2016),
conforme tabela 2. Para a detecgdo dos referidos genes, cada reagdo de amplificacdo foi
preparada em um volume final de 25 pL para cada tubo. Para os genes blayv, blajwe € blaspm-
1, cada reacdo de amplificacdo incluiu: 25 ng de DNA gendémico (1 uL), 10 pmol de cada
primer (1 uL para cada primer), 1x tampdo (1 pL), 100 uM de dNTP (Ludwig Biotec) (0,6
pL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 pL) e 1,0 U Taq DNA polimerase (Promega) (0,4 pL) e agua
ultrapura Jacome et al. (2016).

Para cada corrida de amplificacdo foi incluido um controle negativo, composto por
microtubo contendo todos os componentes da reacéo e adicionando agua ultrapura ao invés do
DNA genbmico, e um controle positivo para cada gene: blayu (P. aeruginosa VIM-1), blajup
(P. aeruginosa 48-1997A) e blaspm-1 (P. aeruginosa PSA319). Disponiveis na colecdo de
bactérias do Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina
Tropical/UFPE.
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Tabela 2. Primers e temperatura de anelamento para pesquisa dos genes de MBL

Genes Primers (5’ - 3°) Temperaturade Referéncia
Anelamento

blavim F: CAGATTGCCGATGGTGTTTGG 56,8°C Jacome et
R: AGGTGGGCCATTCAGCCAGA al., 2016

blajmp F: GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 50,6°C Jacome et
R: GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT al., 2016

blaspm-1 F: CCTACAATCTAACGGCGACC 60,0°C Jacome et
R: TCGCCGTGTCCAGGTATAAC al., 2016

F: Forward, R: Reverse. (Autor, 2022)

As amplificagdes dos genes blayu e blayve foram realizadas nas seguintes condigdes de
PCR: desnaturacao inicial a 95°C por 5 minutos, seguido de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C
por 1 minuto, temperatura de anelamento segundo a tabela 2, por 1 minuto e extensdo a 72°C
por 1 minuto, a extensdo final por 10 minutos a 72°C. Jacome et al. (2016). Condicdes
dispostas nas figuras 5 e 6 respectivamente. Para as amplificagio do gene blagpm-1:
desnaturacdo inicial 95°C por 5 minutos, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 1
minuto, anelamento segundo descrito na tabela 02 por 1 minuto e extensdao a 68°C por 1
minuto, a extensao final 68°C por 5 minutos. Conforme condic¢des de amplificacdo do gene
blaspm-1 de Jacome et al. (2016) modificado, como ilustrado na figura 7.

Figura 5: Padronizacdo de amplificagdo do gene blayy.
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Fonte: O autor, (2022)

Figura 6: Padronizacdo de amplificacdo do gene blayyp.
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Figura 7: Padronizacdo de amplificagcdo do gene blaspy.;.

95°C 95°C
L 5 min. lﬂJJIl ‘\\ aReC

e b

68°C .
. ) ;7 1 min Smin.
s B0cC - .
1 min. -

F———— 30cidlos ———

Fonte: O autor, (2022)

4.6.4. Deteccdo de genes blakpc

Para 0 gene blakpc cada reacdo de amplificacdo incluiu: 5 ng de DNA gendmico (0,5
pL), 25 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 5x tampdo (5 pL), 200 uM de
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 pL)
e 2,0 U Tag DNA polimerase (Promega) (0,4 pL) e agua ultrapura.Os padrdes de

amplificacdo do gene blakpc estéo dispostos de acordo com a figura 8.

Figura 8: Padronizacao de amplificagdo do gene blakpc.
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4.6.5. ERIC-PCR

A pesquisa da relacdo genética entre os isolados ocorreu atraves da técnica de ERIC-
PCR. Onde as reacOes foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo,
100 ng de DNA gendmico, dos primers (ERIC-1[5’-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’]);(ERIC-2 [5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-
3’]), Tampéo 1x, 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgClI2 e 1,0 U da
enzima Taq DNA polimerase. (Duan et al., 2009).

compreendendo: 10 pmol

Os parametros de amplificacdo utilizados na ERIC-PCR foram: desnaturagéo inicial a
95°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 92°C por 1 minuto, anelamento a

36°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 8 minutos. Ap6s o0s 30 ciclos, extensdo final por 16
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minutos a 72°C. Todos os produtos de PCR corados com Blue-green e submetidos a
eletroforese a 1,5% em gel de agarose, visualizados sob luz UV.

4.6.6. Deteccao das bandas de DNA

Os produtos de PCR foram corados com Blue-green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia): Corante fluorescente de alta sensibilidade para detectar os acidos nucléicos
submetidos a eletroforese a 1,0% - 1,5% em géis de agarose em TBE buffer (Tris-borato
0.089M e EDTA 0,002M) sob voltagem constante de 100V, visualizados sob luz UV e em
seguida fotodocumentados. (Figura 9)

Figura 9: Gel de agarose 1,5% sob luz U.V.
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Fonte: O autor, (2022)
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5 RESULTADOS

Os resultados desta pesquisa serdo apresentados na forma de artigo cientifico, que sera

submetido a Research, Society and Development.

DETECCAO MOLECULAR DE OXACILINASES E CARBAPENEMASES EM
ISOLADOS DE Acinetobacter spp. PROCEDENTES DE UM HOSPITAL DE RECIFE-
PE.

JOSE LUCIANO BRAINER DE FARIAS FILHO, ADRIANA MARIA COSTA MARQUES
DA SILVA, SERGIO DIAS DA COSTA JUNIOR, JAILTON LOBO DA COSTA LIMA,
CARLOS ROBERTO WEBER SOBRINHO, MARIA AMELIA VIEIRA MACIEL

RESUMO

O surgimento de cepas resistentes aos carbapenémicos de Acinetobacter baumannii (CRAD)
dentro do ambiente hospitalar, por vezes esta associada a enzimas B-lactamases (oxacilinases
e carbapenemases). O objetivo do presente estudo € avaliar a ocorréncia de genes de
oxacilinases (blaoxa-2ziike, blaoxa2a-iike, Dlaoxasiike, Dlaoxa-ssiike € Dblaoxa-143-like) €
carbapenemases do tipo KPC, metalo-B-lactamases, (blaspm-1 blawe € blayiv), além de
analisar o perfil clonal dos isolados clinicos de Acinetobacter spp. provenientes de pacientes
de um hospital terciario de Recife-PE, coletados durante os anos de 2018 e 2019. Foram
analisados 35 isolados de Acinetobacter spp. Destes, 33 isolados bacterianos foram
multidroga resistentes inclusive aos carbapenémicos. Em relacdo a deteccdo genética das
enzimas oxacilinases, as frequéncias das oxacilinases foram: OXA-51 (85,71%), OXA-143
(77,4%) e OXA-23 (14,28%), destacando que OXA-143 foi a segunda mais frequente, sendo
este padrdo diferente dos dados prévios em outros estudos no Brasil e no mundo. O gene
blavim (8,57%) apresentou frequéncia baixa nos isolados Acinetobacter spp. estudados e o
gene blakpc foi detectado em 5,71%. De acordo com os resultados, a ERIC-PCR mostrou
diversidade genética e heterogeneidade entre os 35 isolados clinicos de Acinetobacter spp.
avaliados, com similaridade variando de 24% a 100%, sendo identificado dois clones. A
OXA-143 foi a segunda oxacilinase mais frequente nos isolados estudados, diferente dos

dados prévios em outros estudos no Brasil e no mundo.
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Palavras-chave: Acinetobacter baumanni. beta-lactamases. resisténcia microbiana a

medicamentos

ABSTRACT

The emergence of carbapenem-resistant strains of Acinetobacter baumannii (CRAb) within
the hospital environment is sometimes associated with B-lactamases enzymes (oxacylinases
and carbapenemases). For this reason, the aim of this study was to evaluate the occurrence of
oxacylinase genes (blaoxa-2s-ike; Dlaoxa-24-ike, Blaoxa-s1-ike, Dlaoxassiike @and blaoxa-143-ike)
and carbapenemases in the KPC type, metallo-B-lactamases, (blaspm-1, blajwe and blay), in
addition to analyzing the clonal profile of clinical isolates of Acinetobacter spp. from patients
from a tertiary hospital in Recife-PE, collected during the years 2018 and 2019. 35
Acinetobacter spp. isolates were analyzed, of these 33 bacterial isolates were multidrug
resistant, including carbapenems. Regarding the genetic detection of oxacylinase enzymes, the
frequencies of oxacylinases OXA-51 (85,71%), OXA-143 (77,4%) and OXA-23 (14,28%)
found in the study, highlight ting that OXA-143 was the second most frequent, which is
different from previous data in other studies in Brazil and on the world. The blayu gene
(8,57%) showed a low frequency in the Acinetobacter spp. isolates studied and the blakpc
gene was detected in 5,71%. According to the results, ERIC-PCR showed genetic diversity
and heterogeneity among the 35 clinical isolates of Acinetobacter spp. evaluated, with
similarity ranging from 24% to 100%, and two clones were identified. OXA-143 was the
second most frequent oxacillinase in the isolates studied, different from previous data in other

studies in Brazil and worldwide.

Keywords: Acinetobacter baumannii. beta-lactamases. microbial drug resistance.

RESUMEN

La aparicion de cepas de Acinetobacter baumannii (CRAD) resistentes a los carbapenémicos
en el &mbito hospitalario se asocia en ocasiones a enzimas P-lactamases (oxacilinasas y
carbapenemas). Por ello, el objetivo de este estudio fue evaluar la aparicion de genes de
oxacilinasa (tipo blapxa-23, tipo blapgxa-24, tipo blaoxasi, tipo blaoxass Y tipo blaoxa-143) Y

carbapenemas. en el tipo KPC, metalo-p-lactamasas, (blaspm-1, blayvpe y blayiv), ademas de
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analizar el perfil clonal de aislados clinicos de Acinetobacter spp. de pacientes de un hospital
de tercer nivel en Recife-PE, recolectados durante los afios 2018 y 2019. Se analizaron 35
aislamientos de Acinetobacter spp., de estos 33 aislamientos bacterianos fueron
multirresistentes, incluyendo carbapenémicos. En cuanto a la deteccion genética de enzimas
oxacilinasas, las frecuencias de OXA-51 (85,71%), OXA-143 (77,4%) y OXA-23 (14,28%)
encontradas en el estudio, destacando que OXA-143 fue la segunda mas frecuente, lo que
difiere de datos previos en otros estudios en Brasil y en el mundo. El gen blay (8,57%)
mostrd una frecuencia baja en los aislados de Acinetobacter spp estudiados y el gen blakpc se
detectd en el 5,71%. Segun los resultados, ERIC-PCR mostr6 diversidad y heterogeneidad
genética entre los 35 aislados clinicos de Acinetobacter spp. evaluados, con una similitud que
va del 24% al 100%, y se identificaron dos clones. OXA-143 fue la segunda oxacilinasa mas
frecuente en estudios aislados, a diferencia de datos previos en otros estudios en Brasil y en el

mundo.

Palabras clave: Acinetobacter baumanni. beta-lactamasas. farmacorresistencia microbiana.

INTRODUCAO

Nos diversos setores dos hospitais, destacando unidade de terapia intensiva (UTI)
encontram-se pacientes criticos com variadas patologias e comorbidades em uso de diversos
dispositivos invasivos, como cateteres e tubos (Hernandez — Gémez et al., 2014). Estes
pacientes ficam mais susceptiveis a adquirir infecgdes diversas (Curcio, 2011). Nas Ultimas
décadas houve aumento mundial no numero de bactérias multirresistentes aos
antimicrobianos, principalmente os gram negativos como Acinetobacter baumannii e
Pseudomonas aeruginosa. (Soltani et al., 2014).

Para terapéutica antimicrobiana, estdo disponiveis diversas classes de farmacos
utilizados no tratamento do paciente com quadro infeccioso. Os carbapenémicos configuram a
principal escolha no tratamento de bacilos gram negativos multirresistentes, no entanto, o
surgimento de cepas resistentes a esta classe de antibidticos configurou um cenéario de
problema de salde publica e um desafio na terapéutica dos pacientes (Wirth et al., 2009).

O principal mecanismo da resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp. esta
relacionado as OXA-carbapenemases e, em menor frequéncia, as carbapenemases da Classe B
de Ambler, as metalo-B-lactamases (MBL). As enzimas OXA mais presentes em A.

baumannii sdo divididas em seis subfamilias as intrinsecas blapxa-si-like € as adquiridas
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blaoxa-23-like, Blaoxa-24-ike, Dlaoxa-ss-like, Dlaoxa-143-ike € blaoxa-235-1ikes SENAO blaoxa-23-ike Mais
relatado em A. baumannii resistentes aos carbapenémicos (CRAb) em todo mundo. (Opazo et
al., 2012; Bush & Bradford, 2020).

A B-lactamase do tipo KPC é classificada na classe molecular “A” de Ambler,
(carbapenemases serina-dependentes), sendo encontrada em muitas espécies de bactérias
gram negativas, incluindo as pertencentes a ordem das Enterobacteriales e espécies nédo
fermentadoras (incluindo P. aeruginosa e A. baumannii), no entanto, sdo mais predominantes
em isolados de Klebsiella pneumoniae (Chen et al., 2015).

As enzimas MBL séo inibidas in vitro pelo EDTA, quelante de metais, e séo capazes de
inibir o acido clavulanico. Essas enzimas hidrolisam o imipenem, penicilinas, cefalosporinas
de espectro amplo e restrito, porém, ndo sdo capazes de hidrolisar o aztreonam. As primeiras
ML foram descritas no Bacillus cereus. Algumas MBL foram descritas em A. baumannii, a
Verona imipenemase (VIM), German imipenemase (GIM), Seul imipenemase (SIM) e S&o
Paulo metalo-B-lactamase (SPM), Korean imipenemase (KHM), Austrelian imipenemase
(AIM), New Delhi metalo-beta-lactamase (NDM). (Labarca et al, 2014, Jacomé et al, 2016)

Isolados de Acinetobacter spp. resistentes aos carbapenémicos presentes em unidades de
salde estdo frequentemente associados, na maioria das vezes, a aquisi¢do de carbapenemases
do tipo OXA, incluindo os genes blaoxa-ss-iikes Plaoxa-24-like € blaoxa-23-ike. A disseminacédo
inter e intra hospitalar de isolados abrigando esses genes de resisténcia tem aparecido em
relatos no mundo todo (Aliramezani et al., 2016), como também descrita a ocorréncia de ML
(Labarca et al, 2014, Jacomé et al,2016 ).

B-lactamases, em especial as carbapenemases, estdo descritas globalmente, com
variantes genéticas especificas em relacdo as preferéncias geogréficas (Bush & Bradford
2020). Este estudo tem por objetivo avaliar a ocorréncia dos genes codificantes relacionados a
resisténcia aos carbapenémicos do tipo OXA, MBL e KPC, além de analisar o perfil clonal
dos isolados de Acinetobacter spp., provenientes de hospital terciario de Recife-PE.

MATERIAIS E METODOS

Para a realizacdodo presente trabalho foi desenvolvido estudo descritivo de base
laboratorial, que avaliou o perfil clonal dos isolados de Acinetobacter spp., e a detecgéo da
frequéncia dos genes codificantes relacionados a resisténcia aos carbapenémicos do tipo
OXA, MBL e KPC de um hospital terciario de Recife-Pernambuco. Os isolados bacterianos

foram de pacientes internados no hospital publico de Recife-PE, durante o periodo de 2018 a
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2019, cujo estudo foi aprovado pelo Comité de Pesquisa de Etica da Universidade Federal de
Pernambuco Centro de Ciéncias da Saude (CEP/CCS/UFPE) numero CAAE 0490.0.172.000-
11.

Os isolados de Acinetobacter spp. foram provenientes de pacientes internados em
diversos setores de um hospital terciario publico na cidade do Recife, Pernambuco, Brasil, e
coletados em diferentes sitios de infecgdo. Os isolados foram identificados e o perfil de
susceptibilidade foi analisado no sistema automatizado BD Phoenix ~ no Laboratério de
Microbiologia do préprio hospital. Estes isolados foram enviados para o Laboratorio de
Bacteriologia e Biologia Molecular do Departamento de Medicina Tropical/UFPE, onde
foram conservados em caldo BHI (Brain Heart Infusion) adicionado de glicerol 20% e
mantidos em estoque a -80°C.

Para a realizacdo dos ensaios microbiologicos e moleculares os isolados foram
reativados em tubos de ensaio contendo caldo BHI, incubados por 48 horas em estufaa 36 £ 1
°C, semeados em meio Luria Bertani (LB) e incubados em estufa a 36 + 1 °C por 24 horas e
posteriormente, submetidos a identificacdo molecular através da deteccdo do gene blapxa-ss-
like para confirmacéo da espécie A. baumannii, de acordo com Woodford et al., 2006.

A extracdo do conteudo genético foi executada através do Kit Brazol (LGC-
Biotecnologia), conforme o protocolo do fabricante. Enquanto a quantificacdo do DNA
extraido foi realizada através de espectrofotometria entre o comprimento de onda de 260nm a
298nm. Jacome, (2011). Para detectar dos genes tipo OXA foram realizadas reacdes em
cadeia de polimerase (PCRs), utilizados os primers especificos. (Woodford et al., 2006;
Higgings,2010).

As PCRs para deteccdo dos genes blaym, blaype, blaspm-1 € blakpc foram realizadas
utilizados os primers descritos por Poirel et al. (2011) e Jacomé et al. (2016). Para a deteccdo
de cada um dos referidos genes codificantes, a reacdo de amplificacdo foi preparada em um
volume final de 25 pL paracada tubo. Para o gene blakpc, a reacdo de amplificagéo incluiu: 5
ng de DNA gendémico (0,5 pL), 25 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 5x tampao
(5 pL), 200 uM de desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5
mM MgCI2 (1,5 pL) e 2,0 U Tag DNA polimerase (Promega) (0,4 uL) e agua ultrapura. Para
0s genes codificantes blayv, blayvpe € blaspm-1 cada reacdo de amplificacdo incluiu: 25 ng de
DNA genomico (1 pL), 10 pmol de cada primer (1 pL para cada primer), 1x tampéo (1 pL),
100 uM de dNTP (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 puL) e 1,0 U Taqg DNA

polimerase (Promega) (0,4 uL) e agua ultrapura (Jacome et al., 2016).
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Para a deteccdo dos genes OXA carbapenemases, blaoxa-23-iikes Blaoxa-24-ike, Dlaoxa-51-
likes € Dlaoxa-143-1ike, Cada reacdo de amplificacdo incluiu: 10 ng de DNA genémico (5,0 pL),
10 pmol de cada primer (2 puL para cada primer), 5x tampdo (5,0 pL), 200 uM de
desoxirribonucleotideo trifosfato (ANTP) (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 pL)
e 2,0 U Tag DNA polimerase (Promega) (0,4 pL) e 4gua ultrapura. Para o gene blaoxa-ss-like, &
reacdo de amplificagdo contém: 10 ng de DNA gendmico (10,0 uL), 20 pmol de cada primer
(2,5 pL para cada primer), 5x tampdo (5,0 puL), 200 uM de desoxirribonucleotideo trifosfato
(dNTP) (Ludwig Biotec) (0,6 pL), 1,5 mM MgCI2 (1,5 pL) e 2,0 U Taq DNA polimerase
(Promega) (0,4 uL) e &gua ultrapura.Woodford et al., (2006); Higgings, (2010).

A pesquisa da relacdo genética entre os isolados ocorreu através da técnica de ERIC-
PCR. Onde as reacGes foram preparadas em um volume total de 25 pl portubo,
compreendendo: 100 ng de DNA genémico, 10 pmol dos primers (ERIC-1 [5°-
ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’;ERIC-2[5’AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-
3’]), Tampao 1x, 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCl2 e 1,0 U da
enzima Taq DNA polimerase. (Duan et al., 2009). Todos os produtos de PCR corados com

Blue-green e submetidos a eletroforese a 1,5% em gel de agarose, visualizados sob luz UV.

RESULTADOS

Os 35 isolados bacterianos provenientes de varios sitios de infec¢do foram analisados
neste estudo, sendo deamostras de hemocultura (10), secrecao traqueal (17), ponta de cateter
(4), secrecdo biliar (1), liquido pleural (1), tecido (1) e urina (1). (Figura 1)

Em relagdo ao perfil de susceptibilidade antimicrobiana dos isolados de Acinetobacter
spp., 94,3% (33/35) foram considerados como multidroga resistente (MDR). Estes
apresentaram resisténcia aos carbapenémicos (imipinem e meropenem), as cefalosporinas de
terceira geracdo (ceftazidima e ceftriaxona), piperacilina/tazobactam, fluoroquinolonas
(ciprofloxacino e levofloxacino). Apenas dois isolados foram resistentes a apenas uma das

classes, ou seja, Ndo-MDR. (Tabela 1)

Tabela 1 - Frequéncia de isolados multidroga resistente de Acinetobacter spp. nos sitios de infeccdo

Perfil de Origem do Isolado
resisténcia
Secrecdo Traqueal Sangue  Pontade Cateter  Outros
(%) MDR 17 (100%) 9 (90%) 4 (100%) 3 (75%)
(%) Ndo-MDR 0 (0%) 1 (10%) 0 (0%) 1 (25%)

Fonte: O autor, (2022)



Figura 1 - Quantitativo de amostras por setor hospitalar
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Em relacdo a pesquisa dos genes codificantes blaoxa-23-iike, Plaoxa-24-like, Plaoxa-51-tike,

blaoxa-ss-like, Dlaoxa-143-like, 0S genes mais frequentes entre os 35 isolados foram: blaoxa-s1-like €

blaoxa-143-1ike;, COM porcentagens de 85,71% e 77,14% respectivamente, enquanto osgenes

blaoxa-ss-iike € blaoxa-23-ike foram menos frequentes. O gene blapxa-24-iike N80 foi detectado em

nenhum dos isolados deste estudo. (Tabela 2)

Tabela 2 - Detec¢do dos Genes OXA’s

Gene N° Isolado %
blaoxa-23-like 05 14,28
blaoxa-24-tike - 0
blaoxa-s1-like 30 85,71
blaoxa-ss-like 13 37,14
blaoxa-143-ike 27 77,14

Fonte: O autor, (2022)

No que diz respeitoaos genes B-lactamases blaspm.1, blajme, blaviv, € blakpc, dos 35 isolados

analisados, detectamos apenas dois isolados (5,71%) do gene blakpc € trés (8,57%) do gene

blayiv.. blaspm-1 € blajwp ndo foram detectados em nenhum dos isolados. (Tabela 3)
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Tabela 3 - Detecgdo dos Genes B-lactamases

Gene N° Isolado %
KPC 02 571
VIM 03 8,57
SPM-1 - 0

IMP - 0

Fonte: O autor, (2022)

A técnica de ERIC-PCR foi aplicada para analise da relacdo filogenética entre os
isolados. Esse método de tipagem molecular foi selecionado por ser de facil execucdo e com a
obtencdo de resultados confidveis. De acordo com os resultados, a ERIC-PCR mostrou
diversidade genética e heterogeneidade entre os 35 isolados clinicos de Acinetobacter spp.
avaliados. Com similaridade variando entre 24% a 100%, sendo identificados apenas dois
clones. Clone 1: respresentado pelos isolados A32, A88 e A92, e o clone 2 pelos isolados
A33, A47 e A48. (Figura 2)

Figura 2 - Padrdes do Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR) de isolados clinicos de
Acinetobacter spp. de um hospital terciario de Recife-PE, Brasil.
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DISCUSSAO

Em 2019, seis patogenos (Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus pneumoniae, A. baumannii, e Pseudomonas aeruginosa) foram
responsaveis por mais de 250.000 mortes relacionada a resisténcia antimicrobiana. Estima-se
que A. baumannii seja a quarta causa de mortes mundiais relacionadas a resisténcia aos
carbapenémicos. (Lancet,2019). Estudos genémicos com diferentes isolados de A. baumannii,
procedentes de varios hospitais em Recife, Pernambuco (Leal et al, 2020), descreve que A.
baumannii tem uma plasticidade gendmica, onde os marcadores de resisténcia espalham esta
resisténcia em diversos ambientes, principalmente nos hospitalares.

As infeccbes nosocomiais relacionadas ao Acinetobacter spp. tem sido importante
objeto de estudo, devido a grande variedade de mecanismos de resisténcia bacteriana,
tornando a terapéutica antimicrobiana um desafio. Estudos como o de Tamar, 2021 apontam o
impacto direto no aumento das cepas MDR, como A baumannii (Tamar et al., 2021).

No que diz respeito a procedéncia do sitio de infeccdo, no presente estudo foram
identificados 35 isolados de Acinetobacter spp. de diferentes sitios. Destes, 48% estavam
presentes em secrecdo traqueal, 28% em amostras sanguineas, e 16% em ponta de cateter,
sendo este Gltimo o sitio menos frequente. Oliveira et al., 2019 realizou analise de 114
isolados obtidos em dois hospitais gerais localizados em Niterdi-RJ, onde foi descrita uma
frequéncia de 83,3% de isolados de Acinetobacter spp. em amostras clinicas de secre¢édo
traqueal, 12,5% lavado bronqueoalveolar, 20,2%, sangue,10,5% urina e 7,9% ponta de
cateter. J& no estudo de Castilho et al., 2017, foram obtidos 84 isolados de A. baumannii,
sendo o pulméo a topografia de infeccdo mais comum (53,1%), seguido pelo local da
intervencdo cirdrgica (10,9%), trato urinario (7,8%) e corrente sanguinea (6,2%). Tais
resultados concordam que este microrganismo estd mais frequentemente associado a
infecgBes do trato respiratorio.

Em relacdo ao gene blakpc, 0 mesmo foi detectado em apenas 2 (5,71%) dos 35 isolados
de Acinetobacter spp., sendo considerado um baixo indice quando comparado aos estudos de
Araujo Lima et al., 2020, que detectou uma frequéncia de 22,85/% (35) do gene KPC nos
isolados de A. baumannii procedentes de dois hospitais publicos de Recife, Pernambuco.
Assim como Ribeiro et al, 2016, em estudo com 128 isolados de A. baumannii na cidade de
S&o Luis, Maranhdo, detectou o gene blakpc em 16,4% dos isolados de A. baumannii

analisados.
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Jacome et al., 2016 em seu estudo com 36 isolados ndo detectou o gene blakpc nos
isolados de Acinetobacter spp. Assim, embora a frequéncia de identificacdo do gene blakpc
mostre-se maior em alguns estudos, sdo resultados discordantes mas que apresentam algumas
variaveis, de acordo com o perfil dos pacientes internados, perfil microbiologico do setor
hospitalar, epidemiologia do hospital, sendo necessario um maior aprofundamento destas
analises.

A ocorréncia dos genes, blaspm-1, blawe € blayv ndo € muito frequente em isoladosde
Acinetobacter spp. (Bush & Bradford, 2020). O primeiro relato de blasppm-1em Acinetobacter
spp. no Brasil foi descrito em paciente oncolégico de Recife, Pernambuco (JA&come et al, 2016
). Dados sobre a ocorréncia de MBL no Brasil em Acinetobacter spp., descrevem uma
frequéncia baixa destas enzimas. Um estudo na Regido do Amazonas, em Belém-PA com 478
isolados de Acinetobacter spp., detectou o gene blayp., em 03. (Brasilience et al, 2019).
Estudo realizado em Recife, Pernambuco, por Araujo Lima et al, 2020, 35 isolados de A.
baumannii foram analisados, sendo descrita uma frequéncia de 2,8% do gene blayu , além de
apenas 01 isolado albergando o gene blajvp.

Um estudo com quantitativo amostral mais expressivo foi realizado na Unidade Terapia
Intensiva (UTI) em Kampala, Uganda (Aruhomukama et al, 2019).Dados de 488 isolados de
A. baumannii descrevem uma frequéncia de 4,3% do gene blay;u. Assim, tanto analises de
estudos brasileiros como a andlise internacional mencionada, sugerem que os genes MBL em
isolados de Acinetobacter spp. sdo pouco frequentes quando comparados com as OXA-
carbapenemases.

Jano que diz respeito as OXA-carbapenemases, em isolados de A. baumannii, OXA-58,
OXA-24/40, e OXA-143, OXA-51, OXA-23 permanecem como mais frequentes (Héritier C
et al, 2005,. Higgins PG et al,2009). Os dados analisados no presente estudo demonstram que
a OXA-51 foi a mais frequente, presente em 85,87% dos isolados. Em segundo lugar ficou a
OXA-143, identificada em 77,14%. Estudos brasileiros como o de Castilho et al,2017 que
detectou 55,1% 0 gene blaoxa-2siike, Oliveira et, 2019 (95,6%) e Gollino et, al, 2021
(94,4%)e internacionais o estudo de Aruhomukama et al, 2019 que indentificou 29% e o de
Aliramezani, et al. 2016 22,2% para 0 gene blapxa-23-ike COMO sendo mais frequente que a
OXA-143 do presente estudo.

A técnica de ERIC-PCR foi utilizada neste estudo para investigacdo da relagdo
filogenética entre os isolados. Esta analise favorece melhor entendimento da epidemiologia
dos surtos e identificacdo de coinfecgdes aprimorando o controle da infecgdo relacionada a

assisténcia a saude (IRAS) (Al-Hamad A et al 2020). Podemos destacar que outros autores
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descrevem a relacdo filogenética de isolados de Acinetobacter spp. relacionado a IRAS,
utilizando a técnica de eletroforese em gel de campo pulsado (Pulsed-field gel electrophoresis
- PFGE) (Brasillience et al , Oliveira et al,2019). No nosso estudo atécnica ERIC-PCR foi
selecionada por ser rapida, de facil execucdo e confiavel na obtencdo de dados para anélise
epidemioldgica como descrito em outros artigos (Araujo Lima et al, 2020 e Martins et al,
2014) das linhagens bacteriana que circulam no ambiente hospitalar.

De acordo com os resultados obtidos pela ERIC-PCR, podemos descrever que ocorreu
uma diversidade genética e heterogeneidade entre os 35 isolados clinicos de Acinetobacter
spp., sendo identificados apenas dois clones. Apresentando uma similaridade entre 24% a
100%. Estes dados concordam com outros trabalhos que encontraram clones dispersos no
mesmo hospital, no estudo de Brasilience et al,. 2019 e entre hospitais evidenciado por Araljo
Lima et al,, 2020.

CONCLUSAO

A rapida disseminacdo global de bactérias que causam infecgdes, e que resistem aos
tratamentos com antibiéticos comumente utilizados na pratica clinica, torna fundamental a
vigilancia em resisténcia antimicrobiana. Os dados filogenéticos fornecem informacgdes que
vao subsidiar mais opcBes de tratamentos e estratégias em politicas de reducdo de IRAS
(Kurirara et al,2020) .

Com os resultados obtidos no presente estudo, podemos descrever que o perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos estd relacionado a resisténcia bacteriana aos
carbapenémicos nos 33 isolados bacterianos de Acinetobacter spp. de hospital terciario
Recife-Pernambuco. Estes foram, também, considerados como MDR, sendo as amostras
clinicas mais frequente de secrecéo traqueal e corrente sanguinea.

Em relacdo a deteccdo genética das enzimas oxacilinases OXA-51, OXA-143 e OXA-
23 foram as mais frequentes no estudo, destacando que OXA-143 apresentou um padrdo
diferente dos dados prévios em outros estudos no Brasil e no mundo. A ocorréncia dos genes
blaym e blawe ocorreu com frequéncia baixa nos isolados Acinetobacter spp. estudados.

A B-lactamases KPC, no presente estudo foram detectadas em frequéncia de 5,71%,
considerada indice baixo quando comparada a outros estudos do Brasil. A anélise filogenética
mostrou diversidade genética e heterogeneidade entre os 35 isolados clinicos de Acinetobacter

spp., sendo identificados apenas dois clones.
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6 CONCLUSOES

a) Os resultados obtidos do estudo descrevem que o perfil de susceptibilidade aos
antimicrobianos esta relacionado a resisténcia bacteriana aos carbapenémicos nos 33 isolados
bacterianos de Acinetobacter spp. de hospital terciario Recife-Pernambuco, assim foram

considerados como isolados MDR;

b) Os sitios de isolamento bacterianos de Acinetobacter spp. mais frequentes foram de
secrecdo traqueal, corrente sanguinea, ponta de cateter, secre¢do biliar, liquido pleural, tecido

e urina respectivamante;

c) Quanto a deteccdo genética dos genes codificantes de oxacilinases: blaoxa-si-like,
blaoxa-143-like € blaoxa-23-ike fOram as mais frequentes no estudo, com destaque para blapxa-143-
like que apresentou um padrdo diferente dos dados prévios em outros estudos no Brasil € no

mundo;

d) Em relacdo a ocorréncia do gene blay ocorreu com frequéncia baixa nos isolados

Acinetobacter spp. estudados, enquanto ndo foram detectados os genes blaspm-1 € blayvp;

e) A deteccdo da pB-lactamases KPC, neste estudo foi detectada uma frequéncia de 5,71%,

considerada indice baixo quando comparada a outros estudos do Brasil;

f) A anélise filogenética identificou diversidade genética e heterogeneidade entre os 35
isolados clinicos de Acinetobacter spp., sendo identificado dois clones, clone 1 (isolados A32,
A88 e A92) e o clone 2 (isolados A33, A47 e A48).
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