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RESUMO

A pandemia causada pelo novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, detectada em dezembro de 2019,
trouxe consigo varias problematicas. Durante seu acontecimento houve aumento significativo
pela demanda de leitos de enfermaria e Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s). Muitos desses
pacientes foram colonizados e desenvolveram co-infec¢des oriundas do ambiente hospitalar. O
objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de p—lactamases e Enzimas Modificadoras de
Aminoglicosideos (EMA’s), além da capacidade para formagdo de biofilmes em isolados de
Acinetobacter baumannii provenientes de um surto ocorrido em uma UTI-COVID de um
hospital pablico em Recife-PE, durante os anos de 2020 a 2021. Foram analisados 36 isolados
de A. baumanii, identificados inicialmente pelo equipamento Phoenix-BD™ M50 e
confirmados pela Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass
Spectrometryv (MALDI-TOF-MS). Estes, foram analisados quanto ao seu perfil de resisténcia
fenotipico através do Phoenix-BD™ M50 e submetidos a reagdo em Cadeia da Polimerase —
PCR para deteccdo de genes B-lactdmicos (blakec, blaive, blaviv e blasky) e aminoglicosideos
(aac (6°)-1b-cr, ant (37°)-la e aph (3°’)-1a). Todos 0s genes tiveram amostras purificadas e
sequenciadas para confirmacgéo da regido amplificada. Adicionalmente, foi avaliado o potencial
para formacéo de biofilme por meio do método Cristal Violeta e, por fim, foi realizada a reagéo
em cadeia da polimerase (PCR) do consenso repetitivo intergénico enterobacteriano (ERIC-
PCR) para avaliar a relacdo clonal dos isolados. Os dados confirmaram que os isolados
correspondem a A. baumanii, e apresentam perfis de resisténcia/suscetibilidade distintos. Foi
observada a disseminacdo de 5,4% (n=2) bactérias Multidroga-Resistentes (MDR); 75,67%
(n=28) Extensivamente-Resistentes (XDR) e 18,9% (n=7) N-MDR. Ainda em relacéo ao perfil
fenotipico de resisténcia, dois isolados (AB21; AB30) foram resistentes a colistina. Em relacéo
as analises moleculares dos B-lactamicos, foi observada a incidéncia do gene blavim 18,91%
(n=7), seguido do blasnv: 16,21% (n=6), blakec: 10,81% (n=4) e blaiwr 8,10% (n=3). Ja em
relacdo aos aminoglicosideos, houve uma predominancia do aac (6°)-1b-cr 25% (n=9), seguido
do ant (3°')-1a, 13,88% (n=5), e do aph (3”’)-la 5,33% (n=2). Todos os isolados formaram
biofilme, porém com diferentes intensidades. N&o foi possivel correlacionar o perfil de
resisténcia com a capacidade de formacdo de biofilmes. Pela técnica de ERIC-PCR foram
encontrados, 22 perfis genéticos indicando uma disseminacdo clonal nos ambientes
investigados. Os dados encontrados sdo alarmantes e revelam a crescente capacidade adaptativa
da espécie A. baumannii no ambiente hospitalar, o que dificulta e retarda seu tratamento. A
presenca de clones dessa espécie enfatiza a necessidade de monitoramento constante e
vigilancia epidemioldgica para combater essas infeccdes hospitalares.

Palavras-chave: Resisténcia bactereiana; Acinetobacter baumannii; Pandemia de coronavirus
Infeccdo hospitalar; ERIC-PCR.



ABSTRACT

The pandemic caused by the novel coronavirus, SARS-CoV-2, detected in December 2019,
brought several challenges. During its occurrence, there was a significant increase in demand
for hospital ward beds and Intensive Care Units (ICUs). Many of these patients were colonized
and developed co-infections originating from the hospital environment. The aim of this study
was to investigate the occurrence of B-lactamases and Aminoglycoside-Modifying Enzymes
(AMES), as well as the capacity for biofilm formation in isolates of Acinetobacter baumannii
from an outbreak that occurred in a COVID-19 ICU of a public hospital in Recife,
Pernambuco, during the years 2020 to 2021. A total of 36 isolates of A. baumannii were
analyzed, initially identified by the Phoenix-BD™ M50 equipment and confirmed by Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry (MALDi-TOF-MS).
They were analyzed for their phenotypic resistance profile using the Phoenix-BD™ M50 and
subjected to Polymerase Chain Reaction (PCR) for the detection of B-lactam genes (blakpc,
blaive, blavim, and blaskv) and aminoglycosides (aac(6’)-1b-cr, ant(3’’)-la, and aph(3’’)-1a).
All genes had purified samples and sequenced for confirmation of the amplified region.
Additionally, the potential for biofilm formation was evaluated using the Crystal Violet
method, and finally, Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus (ERIC-PCR) was
performed to assess the clonal relationship of the isolates. The data confirmed that the isolates
correspond to A. baumannii and exhibit distinct resistance/susceptibility profiles. The
dissemination of 5.4% (n=2) Multidrug-Resistant (MDR) bacteria, 75.67% (n=28)
Extensively Drug-Resistant (XDR), and 18.9% (n=7) Non-MDR was observed. Still,
regarding the phenotypic resistance profile, two isolates (AB21; AB30) were resistant to
colistin. Regarding the molecular analyses of B-lactams, an incidence of blavim gene was
observed at 18.91% (n=7), followed by blasnv at 16.21% (n=6), blakpc at 10.81% (n=4), and
blaive at 8.10% (n=3). As for aminoglycosides, there was a predominance of aac(6°)-1b-cr at
25% (n=9), followed by ant(3’’)-la at 13.88% (n=5) and aph(3’’)-la at 5.33% (n=2). All
isolates formed biofilms but with different intensities. It was not possible to correlate the
resistance profile with the capacity for biofilm formation. Using ERIC-PCR, 22 genetic
profiles were found, indicating clonal dissemination in the investigated environments. The
data found are alarming and reveal the growing adaptive capacity of A. baumannii in the
hospital environment, which complicates and delays its treatment. The presence of clones of
this species emphasizes the need for constant monitoring and epidemiological surveillance to
combat these hospital infections.

Keywords: Bacterial resistance; Acinetobacter baumannii; Coronavirus pandemic; Hospital-
acquired infection; ERIC-PCR.
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1. INTRODUCAO

No final do ano de 2019, instaurou-se uma crise na satde publica em escala mundial,
apos a descoberta de um novo coronavirus (SARS-CoV-2), que causa predominantemente
danos ao sistema respiratorio. O SARS-CoV-2 dissemina-se facil e rapidamente e vem
gerando um expressivo nimero de 6bitos em escala global (KHALIL; KHALIL, 2020). Como
consequéncia, no inicio do ano de 2020, houve o aumento na demanda por leitos de enfermaria
e Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s) para o suporte adequado aos pacientes (GARCIA E
DUARTE, 2020). Muitos destes, desenvolveram coinfec¢fes oriundas do proprio ambiente
hospitalar, agravando ainda mais seus casos clinicos (LAMARI, CHAKROUN E RTIMI,
2017).

Os protocolos de tratamento utilizados apds o diagnostico de COVID-19, incluiam
antimicrobianos e corticosteroides, inicialmente. Alguns especialistas informam que, em
aproximadamente 40% dos casos, apos a admissao em leito de UTI, os pacientes apresentam
alguma infeccdo bacteriana associada e, apesar do percentual elevado, pouco se sabe sobre o

perfil microbiologico destes agentes (HE et al, 2020).

A disseminacdo de microrganismos multirresistentes causadores de Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) apresenta-se como um grande desafio aos
Servigos de Controle de Infecgdes Hospitalares (SCIH). De acordo com a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), o fendmeno mundial da resisténcia antimicrobiana é tdo perigoso
quanto uma pandemia, ameacando destruir um século de progresso médico (OMS, 2020;
OMS, 2015).

Em Recife-Pernambuco, durante a pandemia de COVID-19, em um hospital publico de
grande porte, o nimero de isolados de Acinetobacter baumannii se destacou, sobretudo nos
pacientes positivados para COVID-19, internados em leitos de terapia intensiva nesta unidade
hospitalar. Esta informacdo é baseada em evidéncias apresentadas nos relatorios de
prevaléncia, elaborados mensalmente pela Comissdo de Controle de Infeccdo Humana
(CCIH) do referido hospital, os quais indicaram um provavel surto endémico desses
microrganismos nesta unidade de salde, especialmente em paciente com Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SRAG). Deste modo, este trabalho tem como objetivo investigar
o perfil de resisténcia, a capacidade de formacdo de biofilme e o perfil de clonalidade de
isolados de A. baumannii, obtidos de UTI-SRAG, em um hospital publico de referéncia em

Recife-Pernambuco, Brasil.



2. DEFINICAO DOS OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar o perfil de resisténcia e viruléncia de Acinetobacter baumannii para
as diferentes classes de antimicrobianos, provenientes de paciente positivados para a
COVID-19 em UTI SRAG de um hospital pablico de referéncia em Recife-Pernambuco
entre os anos de 2020 e 2021.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar a ocorréncia e a frequéncia de genes produtores de betalactamases e de
genes codificadores de EMAs em isolados clinicos de A. baumanii;

e Comparar o perfil fenotipico e molecular de resisténcia dos isolados investigados;
e Verificar o potencial para formagéo de biofilme nos isolados investigados;
e Analisar a relagédo clonal entre os isolados de A. baumanii;

e Fazer a devolutiva dos dados gerados nesta pesquisa a CCIH da unidade
hospitalar investigada afim de auxiliar a adocdo de medidas de prevencgédo e

controle dos casos de coinfeccdo em pacientes vitimados pela COVID -19.

15
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REVISAO DE LITERATURA
.2 O COVID-19 - ASPECTOS GERAIS

Os coronavirus (CoV) integram uma ampla familia de virus que causam infeccbes
respiratdrias, do resfriado comum a doencas mais graves, como a Sindrome Respiratéria do
Oriente Médio (MERS-CoV) e a Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SARS-CoV)
(NOGUEIRA et al., 2020; SHARMA et al.,2021; MALONE et al., 2022). Quarenta e seis
espécies de Coronavirus ja foram descritas pelo Comité Internacional de Taxonomia de
Virus e estima-se que, apenas em morcegos, existam mais de 3 mil espécies de coronavirus
(ANTHONY et al., 2017). Algumas destas espécies sdo de facil disseminacdo e podem
apresentar diferentes niveis de viruléncia e, consequentemente, podem ser altamente
contagiosas, causando doengas entéricas ou sindromes respiratorias graves (Wilde et al.
2018).

Inicialmente, sendo encontrado apenas em animais, 0s estudos voltados ao
coronavirus surgiram por volta do final da década de 1930; desde entéo, ao longo do século
passado até a atualidade, espécies vém sendo descritas, como pode ser visto na figura 1
(COLVERO et al., 2015; SCHULZ; TONSOR, 2015). Nos seres humanos, 0 primeiro
isolado de coronavirus foi descrito na década de 1960 e durante muito tempo foram
associados apenas a quadros gripais leves. Foiapenas apds o surgimento da SARS, em 2002
que os coronavirus entraram para a lista de potenciais ameacas a saude humana mundial
(ZHONG et al., 2003), NOGUEIRA et al., 2020; SHARMA et al., 2021; MALONE et al.,
2022).

Até o presente momento, a literatura elenca sete espécies de coronavirus identificadas
como infecciosas ao ser humano; duas delas pertencem ao género Alfacoronavirus, 229E e
NL63, e quatro pertencem ao género Betacoronavirus, OC43, HKU1, SARS-CoV (causador
da Sindrome Respiratéria Aguda Grave ou SARS) e MERS-CoV (causador da Sindrome
Respiratoria do Oriente Médio ou MERS) (ANDERSEN et al., 2020; CORMAN et al.,
2018).

O primeiro caso de coronavirus ocorreu no Reino Unido por volta da década de 1967.
Nos anos subsequentes registrou-se o surgimento de novas cepas, incluindo as trés variantes
mais patogénicas: SARS-CoV, MERS-CoV e SARS-CoV-2 (0 novo coronavirus). Casos de

infeccbes causadas por estes coronavirus vém sendo registrados ao longo do tempo em
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varios lugares do mundo. Ap6s 0 SARS-CoV, ter ocorrido como um surto epidémico no final
de 2002 na china, e considerado erradicado em meados de 2003 (POON et al., 2004), o
MERS-CoV —coronavirus causador da sindrome respiratéria do Oriente Médio — emergiuem
humanos em 2012 (ZAKI et al., 2012). Comelevada taxa de mortalidade dos infectados,tendo
assim causado pequenos surtos todos os anos, principalmente na peninsula arébica.
(DONNELLY et al., 2019). Em relagdo ao SARS-CoV-2, este foi inicialmente chamado de
“nCoV-2019”; corresponde a segunda estirpe dentro da espécie Severe Acute Respiratory
Syndrome-Related Coronavirus (GORBALENYA et al., 2020) e ficou conhecido como novo
coronavirus, com os primeiros casos de infecgdo ocorridos na China em dezembro de 2019
(ANDERSEN et al., 2020; CORMAN et al., 2018).

Figura 1 - Linha do tempo com o aparecimento de diferentes espécies de coronavirus

HCOV-NL63 1 cas0
HCOV-0C43 Guangzhou-China SARS-CoV-2 ;
HCOV-229E 2018 Sdo Paulo - Brasil
Salisbury-Reino Unido A Fev-2020
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o (Global)
1° caso 2 4
HCOV-HKU1 SARS-CoV-2 2, 5‘
Hong Kong-China Wuhan-China ER
2005 Dez-2019 i maillises ;_ é
1 1 )
i T I ! ST A
2012 e
i MERS-CoV ey ~2,6 milhes |3 &
SARS-CoV S A 1° 6bito (Global) |& &
Guandong - China Arébia Saudita SARS-CoV-2 v 22
Wuhan-China Mar-2020
1° obito
SARS-CoV-2 Mar-2021

Séo Paulo - Brasil

FONTE: PEREIRA; CRUZ; LIMA, (2021)

O papel dos morcegos na evolugcdo de coronavirus é notavel, similarmente ao que
ocorre com porcos e aves para o virus influenza. Esta relacdo insallbre entre 0 homem e estes
animais, provenientes da caca ilegal, estatisticamente destaca as regifes de maior risco parao
surgimento de viroses emergentes. Fatores antropogénicos e ndo apenas a capacidade do virus
de adaptar-se a novos hospedeiros, sdao também determinantes na emergéncia de novas
zoonoses (JONES et al., 2008; KARESH et al., 2012).
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Os mecanismos que permitem aos coronavirus terem grande plasticidade de adaptacéo a
novos hospedeiros, ainda ndo foram completamente elucidados, porém a elevada capacidade
de recombinac&o viral, chegando a 25% do seu genoma, favorece a sua disseminacao entre as
diferentes espécies de animais, sobretudo os seres humanos (BANERJEE et al., 2019).

3.3 ESTRUTURA VIRAL SIMPLIFICADA DO SARS-COV-2

Ha diferentes componentes estruturais que formam a particula viral, dentre os quais
se destacam: uma molécula de RNA, o nucleocapsideo, o envelope, proteinas de membrana,
glicoproteinas Spike e o dimero hemaglutinina—esterase (Fang Li, 2017 e Song et al. 2019).
Os coronavirus sao virus envelopados e seu genoma é composto por uma molécula de RNA
de fita simples, ndo segmentada, de polaridade positiva. As particulas virais sdo esféricas,
embora pleomorficas, com aproximadamente 80-220 nm. O RNA genémico do SARSCoV-
2 possui aproximadamente 30 kb e, junto com os demais coronavirus, esta entre 0s maiores
virus de RNA identificados até o momento (CHAN et al., 2020; ICTV, 2011).

Nos coronavirus, 0 RNA gendmico estd associado a mdltiplas copias de
nucleoproteina, formando um nucleocapsideo helicoidal, que pode ser liberado por
tratamento com detergente. O envelope que envolve o nucleocapsideo € formado por uma
bicamada lipidica, na qual estdo ancoradas as proteinas de ESpicula (S), Membrana (M) e
Envelope (E), ver figura 2 (HELMY et al., 2020; LI et al., 2020).

As glicoproteinas S formam estruturas denominadas espiculas com formato aparente
de coroa, caracteristica que deriva 0 nome coronavirus, que se projetam do envelope para o
meio externo e sdo fundamentais para a interacdo virus-hospedeiro. Devido ao
reconhecimento das espiculas por receptores especificos, localizados na superficie da
membrana plasmatica da célula hospedeira, ocorre a fusdo da particula viral e a liberacéo do
material genético do virus no interior da célula (Yuan et al. 2020). Em sintese, este é o
processo de invasdo do coronavirus. As mutacdes na proteina S sdo as mais relevantes do
ponto de vista clinico-epidemiolégico (MICHELON et al., 2021; PAHO, 2022; GISAID,
2023).

O papel central das proteinas M é a montagem da particula viral. A partir da
interacdo com outras proteinas do envelope e com o RNA viral, a proteina M atua na
regulacdo do tamanho e do formato da particula. Além disso, ela esta associada a aglutinacdo
de fatores virais e de membrana da célula hospedeira a fim de conduzir o processo de

producdo de novas particulas durante a replicacdo viral (NEUMAN et al. 2011 e
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YOSHIMOTO, 2020).

A proteina HE representa um outro grupo de proteinas incorporadas a estrutura do
virus, também relacionadas diretamente a patogénese viral (Frieman; Baric, 2008). Seu
mecanismo de agdo estd intimamente ligado ao trato respiratério, realizando o
reconhecimento do &cido sidlico presente na membrana das células pulmonares. A HE
também foi identificada em varios outrostipos de virus, como o da gripe C, Virus da Hepatite

do Camundongo (MHV), coronavirus bovino (BCV), dentre outros (Klausegger et al. 1999).

Por fim, no interior da particula viral estd o material genético do coronavirus,
associado as proteinas N, cuja funcdo € proteger o genoma viral (Yan et al. 2020). As
proteinas N formam um capsideo cilindrico e oco, composto por capsémeros que circundam
0 material genético do virus e atribuem a molécula um formato helicoidal (TORTORA et al.
2012).

Figura 2. llustracdo das principais estruturas encontradas no Corona virus

Glicoproteina
Glicoproteina rd (S)

(S)
__ Envelope
Proteina de (E)
membrana
(M)

RNA fita simples
(+)

Nucleocapsideo

(N)

Fonte: J peiris, Y Guan & KYuen, Severe acute respiratory syndrome, nature medicine Supplement,
2004, 10 (12)

O receptor ECA2, ou seja, a Enzima Conversora de Angiotensina 2 desempenha um
papel fundamental na infeccdo pelo virus SARS-CoV-2. De acordo com South AM et al.
(2020), 0 gene ECA2 esta expresso em varias células epiteliais, incluindo as células epiteliais
dos rins, intestinos, vasos sanguineos e pulmdes. No entanto, é nas células epiteliais
pulmonares que ha uma alta expressdo do ECA2. Essas células sdo capazes de reconhecer a
proteina S (spike) do virus, que é essencial para a entrada do virus nas células hospedeiras e

0 inicio da infecg&o.
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Apos a ligacdo do virus as células epiteliais pulmonares através da interacdo entre a
proteina S viral e a enzima ECA2 na membrana da célula, ocorre a internalizacéo do virus.
Uma vez dentro da célula, o virus utiliza a maquinaria de sintese proteica das células
hospedeiras para replicar suas poliproteinas conforme pode ser visualizado na figura 3
(SOUTH AM, et al. 2020).

Figura 3: Infeccdo causada pelo novo coronavirus. Em 3A pode ser visualizado as particulas virais
do SARS-CoV-2 (pontos escuros) aderidos a membrana da célula; em 3B, sdo visualizados 0s
patégenos iniciando o processo de infeccdo; ja em 3C percebe-se as particulas virais no interior da
célula hospedeira, ap6s a infeccdo e a replicacdo. 3D pode ser vista uma imagem ampliada das

particulas virais no interior da célula hospedeira.

Fonte: Débora F. Barreto-Vieira/IOC/Fiocruz. https://portal.fiocruz.br/noticia/covid-19-imagens-

mostram-0-momento-da-infeccao-em-celula. Acesso 20/07/2023.
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O SARS-CoV2 infecta os seres humanos através do trato respiratdrio, quando entram
em contato comas células epiteliais que compdem o tecido que reveste o sistema respiratério
de cada individuo (WU et al., 2020). As particulas virais, quando se ligam ao receptor ECA2,
presente tanto nas membranas plasmaticas do epitélio quanto nas células epiteliais
alveolares, se replicam, consequentemente gerando dano celular, em parte do epitélio da
mucosa brénquica e as células epiteliais alveolares (YAO XH, et al. 2020).

Entretanto, vale salientar que além da acdo direta do virus, respostas imunoldgicas do
hospedeiro contra 0 SARS-CoV2, contribuem consideravelmente para a patogénese da
doenca, através da resposta inflamatdria imunoldgica intensa, evidenciada pela presenca de
neutrdfilos, linfécitos, mondcitos e macrofagos. Necropsias minimamente invasivas revelam
dano alveolar difuso, formagdo de membrana hialina e infiltrado inflamatdrio intersticial
mononuclear, com trombose em microcirculacdo. Foram relatados nesses pacientes niveis
elevados de citocinas pro-inflamatorias (interleucinas 1 e 6, fator de necrose tumoral e
interferon-g) no sangue, uma condi¢do denominada “tempestade de citocinas”.

3.4 SINTOMATOLOGIA DA COVID-19

As manifestacfes clinicas variam, podendo se manifestar de forma sintomatica e
assintomatica. Alguns sintomas iniciais se assemelham aos de outras infec¢des respiratorias
virais (SILVA et al., 2022), como Norovirose e Influenza (SILVA et al., 2022).

Dispneia e febre alta sdo sintomas que definem a principal diferenca clinica entre a
COVID-19 e o resfriado comum, que é acompanhado de congestdo nasal, lacrimejamento,
espirros e coriza, inicialmente hialina, mas que ao longo dos dias se torna amarelo-
esverdeada (BRASIL, 2021).

Embora esteja descrito na literatura que a COVID-19 se manifeste principalmente
como uma infeccdo do trato respiratorio, dados emergentes indicam que deve ser
considerada uma doenca sistémica que envolve maltiplos sistemas, incluindo sistema

cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, neurolégico, hematopoiético e imunoldgico.

As pessoas infectadas podem ter apresentac6es clinicas em graus de intensidade e
gravidade variaveis (Quadro 1), podendo apresentar-se comum quadro clinico assintomatico
ou com sintomas leves de infeccdo do trato respiratorio superior (80% dos casos), outros
(15%) correspondem aqueles em que a doenca pode evoluir com complica¢des, podendo
resultar em pneumonia grave e os demais (5%), podem apresentar insuficiéncia respiratoria
chegando a ébito (WHO, 2020; JOLY; SIGURET; VEYRADIER, 2020; PARASHER,
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2020).

Tabela 1. Visdo geral da COVID-19; gravidade da doenca e suas manifestacdes clinicas

COVID-19
Gravidade da doenca Apresentacdes clinicas

Assintomatico - Sem sintomas clinicos
- Teste de swab nasal positivo
- Raio-X de térax normal

- Febre, dor de garganta, tosse seca, mal-estar e dores
no corpo

- Nausea, vomito, fezes pastosas

- Dores de cabeca, fotossensibilidade, dor ocular

- Sintomas de pneumonia (febre e tosse persistentes),
sem hipoxemia

- LesBes significativas na TC de torax

Doenca leve

Doenga moderada
Doenca grave - Pneumonia sem hipoxemia (SpO2 < 92%)

- Sindrome do desconforto respiratorio agudo (SDRA),
podendo estar acompanhada de choque, alteracdes de
coagulacdo, encefalopatia, insuficiéncia cardiaca e
lesdo renal aguda

Doenca critica

Fonte: Adaptado de Zhu et al. (2020), Mao et al. (2020) e Tong et al. (2020).

O MS (2020) relata que individuos infectados por coronavirus também podem
apresentar outros sintomas, como por exemplo: producdo de escarro, obstrucdo nasal,
congestdo conjuntival, dificuldade na degluticao, dor de garganta, coriza, saturacao de O2 <
95%, sinais de cianose, batimentos da asa de nariz e, por fim, dispneia. Outros sinais e
sintomas inespecificos como: fadiga, mialgia/artralgia, cefaleia, calafrios, linfonodomegalia,
diarreia, ndusea, vomito, desidratacdo e inapeténcia também podem estar presentes (WU et
al., 2020). Além da intensidade da infec¢do, alguns sintomas predispde um pior progndstico
da doenca como é o caso da dispneia, e com o agravamento do quadro é realizado o
diagndstico da Sindrome da Angustia Respiratoria (SARS) (HUANG et al., 2020).

De acordo com o Ministério da Saude (MS), o diagnéstico clinico da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SARS) é realizado mediante a identificacdo da Sindrome Gripal
(SG) acompanhada de sintomas como opressao toracica, dispneia, saturagdo de oxigénio
(SpO2) em ar ambiente inferior a 95% ou coloracéo azulada nos labios, o que demanda uma

pronta alocacdo do paciente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) devido ao alto risco de
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insuficiéncia respiratoria (IR) e Obito. Além disso, a presenca de comorbidades, como
diabetes, Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica (DPOC), hipertensdo e obesidade, pode estar

associada a umagravamento mais significativo do quadro clinico do paciente.

De acordo com a Secretaria de Planejamento e Gestdo do Estado de Pernambuco
Seplag-PE, apesar do estado disponibilizar 1185 leitos de UTI Covid-19, a espera por vagas
nesse tipo de leito durante o pico da pandemia de Covid-19, chegou a ter uma fila com 340
pessoas aguardando vaga nestes leitos, nimero registrado no dia 25 de maio de 2021, foi o
maior desde o inicio da pandemia (PERNAMBUCO, 2021).

De acordo com a OMS (2020), aproximadamente 20% dos pacientes com Covid-19
requerem atendimento hospitalar por apresentarem dificuldade respiratdria, dentre esses
aproximadamente 5% podem desenvolver Sindrome Respiratoria Aguda Grave (SRAG) e
necessitar de suporte ventilatorio. Diante dessa necessidade, novos leitos de UTIs precisaram
ser criados visando o atendimento dos pacientes com as formas graves da Covid-19.

3.5 ANALISE DE OCUPAQAO DE LEITOS DE UTI COVID-19 (%) NO BRASIL

COM DESTAQUE EM PERNAMBUCO

O primeiro caso de infeccdo por SARS-CoV-2, no Brasil, foi constatado em 25 de
fevereiro de 2020, em um viajante que retornou para o estado de Séo Paulo, do norte da Italia
(JESUS et al., 2020). A partir de entdo, o numero de casos confirmados no Brasil, aumentou
diariamente (MINISTERIO DA SAUDE, 2022). Estes dados demonstram que ap6s sua
constatacdo em fevereiro do ano de 2020, no Brasil, 0 COVID deixou danos irreparaveis a
populacdo brasileira, chegando a atingir nimeros assustadores conforme mostrado na tabela
2.

Estudos apontaram que, ao final do primeiro semestre, 0 maior indice de casos
acumulados foi no estado de Sao Paulo, o qual representa o maior contingente populacional
do Brasil, contabilizando mais do dobro de casos acumulados quando comparado a qualquer
outro estado brasileiro, além de representar aproximadamente % dos Obitos registrados
(NORONHA et al., 2020).

Em contrapartida, estados como Pernambuco e Rio de Janeiro tiveram uma taxa de
letalidade maior quando comparados as demais Unidades Federativas. Ademais, o estado do
Mato Grosso do Sul, além de apresentar uma taxa de casos/100 mil habitantes baixa,
evidencia um grau de letalidade baixissimo, sendo o menor do pais (NORONHA et al.,
2020).



24

Tabela 2: Infec¢bes causadas pelo Sars CoV-2 no Brasil. Os dados revelam, dentre outras
informacdes, o nimero de casos confirmados por estados da federacdo, nimero de Obitos
acumulados e taxa de letalidade (%) ao final do primeiro semestre de 2020.

COVID-19
CASOS CASOS POR 100 OBITOS OBl'g(?I\SA IPLOR TAXA DE
ESTADOS CONFIRMADOS MIL ACUMULADOS | t09WIL  LETALIDADE
ACUMULADOS  HABITANTES (%)
RIO GRANDE DO 26941 235,97 614 5.38 228
SuL
SANTA 26354 362,69 341 4.69 1,29
CATARINA
PARANA 22877 198,27 649 5,62 284
SAO PAULO 281380 610,83 14763 32,05 525
RIO DE JANEIRO 111883 660,21 09848 58,11 8.8
MINAS GERAIS 45001 209,78 965 45 214
ESPIRITO SANTO 46893 1133,05 1647 39,8 3,51
MATO GROSSO 7965 284,39 76 271 0,95
DO SUL
GOIAS 24910 354,97 491 7 1,97
MATO GROSSO 15328 443,64 590 17,08 3,85
BAHIA 73307 472,25 1853 11,94 253
SERGIPE 25411 1080,3 676 28,74 266
ALAGOAS 35962 1051,62 1052 30,76 203
PERNAMBUCO 58858 609,89 4829 50,04 8.2
PARAIBA 46957 1145,89 977 23,84 208
RIO GRANDE DO 30352 843,51 1039 28,87 3,42
NORTE
PIAUI 22059 682,12 686 2121 3,11
CEARA 110483 1203,73 6146 66,96 556
MARANHAO 80451 1129,75 2048 28,76 255
TOCANTINS 10764 673,04 200 12,51 1,86
PARA 105853 1226,73 4960 57,48 4,69
AMAPA 28492 3380,18 417 49 47 1,46
RORAIMA 14641 2677,13 283 51,75 1,93
AMAZONAS 70823 1670,27 2823 66,58 3,99
ACRE 13253 1528,94 365 42,11 275
RONDONIA 19820 1066,74 486 26,16 245
DISTRITO 49218 1527,06 587 18,21 1,19
FEDERAL
BRASIL 1406236 663,08 59411 28,01 4,22

Fonte: FIOCRUZ 2020, adaptado pelo autor.

Seguindo esta linha de raciocinio, no Brasil, no primeiro semestre de 2020, houve um
aumento expressivo na quantidade de leitos de UTI do adulto implementados em cada estado
brasileiro, em resposta ao avan¢o da COVID 19 no Brasil. A maior porcdo das Unidades
Federativas tiveram umaumento de no minimo 50% de leitos criados, com excecdo do estado
de Goias (NORONHA et al., 2020).
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Doze estados apresentaram crescimento superior a 100%, com destaque notorio do
Amapa, que teve aumento de 312,5%. Entretanto, o ndmero absoluto de leitos dessa
localidade, apesar da ampliacdo exponencial, permaneceu muito baixo quando comparado as
outras localidades. Ademais, as regides sul e sudeste apresentaram as maiores proporcoes de
crescimento de acomodacGes hospitalares em nimeros absolutos. Destacando assim
aproximadamente 90% dos leitos do pais, quase dobrando seu nimero em todo territorio
Nacional para atender a demanda, ver tabela 3 (DATASUS-CNES, 2020).

Tabela 3 . Porcentagem de crescimento do nimero de Leitos UTI Adulto tipo 11 destinados a
pacientes contaminados com COVID-19 nas Unidades da Federagdo ao final do primeiro
semestre de 2020.

UTI Il ADULTO

REGIOES DO ESTADOS UTI ADULTO SINDROME RESP. AUMENTO
BRASIL TIPO 11 AGUDA GRAVE %
(SRAG)-COVID-19
RI10 GRANDE DO SUL 1623 1701 104,8
SUL SANTA CATARINA 1063 991 93,2
PARANA 2415 1209 50,1
SAO PAULO 6094 7047 115,6
SUDESTE R10 DE JANEIRO 2749 2801 101,9
MINAS GERAIS 4541 2289 50,4
ESPIRITO SANTO 1014 749 73,9
MATO GROSSO DO 339 345 101,8
CENTROESTE SUL
GOIAS 1386 579 41,8
MATO GROSSO 564 516 91,5
BAHIA 1976 1657 83,9
SERGIPE 264 207 78,4
ALAGOAS 309 420 135,9
PERNAMBUCO 1677 1841 109,8
PARAIBA 550 413 75,1
OIS RI0O GRANDE DO 493 574 116,4
NORTE
PIAUI 310 468 151,0
CEARA 960 1177 122,6
MARANHAO 708 619 87,4
TOCANTINS 186 94 50,5
PARA 887 993 112,0
AMAPA 24 75 312,5
RORAIMA 43 30 69,8
NORTE AMAZONAS 374 425 113,6
ACRE 91 94 103,3
RONDONIA 363 226 62,3
DISTRITO FEDERAL 701 450 64,2
BRASIL 31704 27990 88,3

Fonte: DATASUS-CNES 2020, adaptado pelo autor.

Para o célculo da taxa de ocupacdo de leitos de UTIs, multiplica-se por cem o

quociente resultante da divisdo do numero de leitos indisponiveis (ocupados + blogueados)
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pelo total do numero de leitos operacionais, que pode ser representado pela seguinte formula:

LEITOS OCUPADOS + LEITOS BLOQUEADOQOS x 100 =%

LEITOS OPERACIONAIS

Os leitos bloqueados sdo assim classificados por varios motivos, que incluem
“desinfecgdo e limpeza” nota-se que houve um aumento expressivo em cada estado brasileiro.
O Brasil, foi um dos paises mais atingidos pela COVID-19. Em 11 de mar¢o de 2021,
11.277.717 casos e 272.889 mortes foram relatados. Esses representam 9,5% e 10,4% dos
casos e 6bitos mundiais, respectivamente. No entanto, o Brasil compartilha apenas 2,7% da
populagdo mundial.

Aproximadamente, um ano depois, no primeiro semestre do ano de 2021, no estado de
Pernambuco, de acordo com a Seplag-PE, apesar do estado ter disponibilizado 1185 leitosde
UTI Covid-19, houve a espera por vagas nesse tipo de leito durante o pico da pandemia de
Covid-19, chegou a ter uma fila com 340 pessoas aguardando vaga em leitos de UTI, nimero
registrado no dia 25 de maio de 2021, foi o maior desde o inicio da pandemia
(PERNAMBUCO, 2021).

Apesar de o governador do estado de Pernambuco (Sr. Paulo Camara) ter anunciado,
05/04/2021, a interrupcdo no crescimento acelerado nas demandas por leitos de UTI
destinados a Covid-19 em Pernambuco, a ocupacdo nas unidades de terapia intensiva
continuou alta em todo o estado, acima dos 90% em média. Dos 2.773 leitos publicos para
tratamento da doenca, 1.558 foram de UTI, que estavam 97% ocupados. Ja com relacdo aos
1.215 leitos de enfermaria, 82% estavam ocupados, segundo a secretaria estadual de saude .
Na rede privada, a ocupacao de leitos de UTI esteve em 88% e os de enfermaria com 61%.
(CBN RECIFE, 2021)

Em relacdo a disponibilidade de leitos COVID-19, percebe-se que Pernambuco e
Espirito Santo foram os Estados brasileiros com maior disponibilidade, chegando proximo a

marca de 20 leitos a cada 100 mil pessoas (Figura 4).
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Figura 4 - Leitos destinados a pacientes infectados pela COVID-19 por 100 mil habitantes
nos Estados brasileiros ao final do primeiro semestre de 2020.
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Fonte: Os autor, 2023.

A Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) afirmou que na pandemia por COVID-19, o
Brasil passou pelo "maior colapso sanitario e hospitalar da historia”. O monitoramento
divulgado pela instituicdo aponta que 24 estados e o Distrito Federal apresentaram taxas de

ocupacdo de leitos de UTIs do Sistema Unico de Satde (SUS) iguais ou superiores a 80%.

Estudos foram conduzidos para avaliar a capacidade de atendimento hospitalar em
diversos paises, porém, na pratica, no Brasil a oferta de leitos hospitalares acabaram ndo sendo
proporcional ao nimero de acometidos, o que levou rapidamente a saturacédo dos sistemas de

salde, emum curto espaco de tempo (PEREIRA, 2021).

Os pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) sdo considerados 0s
mais expostos aos riscos de infec¢bes relacionadas a assisténcia em salde devido a sua
condicdo clinica frequentemente debilitada e imunocomprometida, além de se submeterem a
procedimentos invasivos (BLOT et al., 2022). Essas infeccdes representam a principal causa
de 6Obito nesse contexto. Os pacientes na UTI apresentam de 5 a 10 vezes mais probabilidade
de contrair infeccdes, e cerca de 20% das infeccGes hospitalares estdo associadas a essa
unidade, sendo as infecgdes relacionadas a Ventilagdo Mecénica (VM) as mais comuns
(TRABULSI et al., 2015; OUCHENIR et al., 2017; KONEMAN et al., 2017; NORI et al.,
2020; MARTINEZ-GUERRA et al., 2021).
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3.6 INFECCOES RELACIONADAS A ASSISTENCIA A SAUDE” (IRAS)

O conceito de IRAS é descrito como InfeccBes provenientes do processo de assisténcia
a salde, podendo ser considerado como hospitalar ou extra-hospitalar, como servicos de home-
care, que surgemdurante a internacdo ou apos a alta hospitalar e que ndo estavam presentes, ou
0 microrganismo estava em periodo de incubacdo, durante a admissdo do paciente no servico
de assisténcia a saude, sendo diagnosticada, em geral, 72h apés a internacdo (HAQUE et al.,
2018; YIEK et al., 2021).

As IRAS apresentam causas e aspectos clinicos altamente heterogéneos. Considera-se
que as mesmas possuem origem multifacetada, relacionadas aos procedimentos e sistemas de
assisténcia a satde, limitacdes econdmicas e ao comportamento humano, como por exemplo, 0
procedimento de antissepsia das mdos. Embora seja um ato simples, a falta de policiamento
entre os prestadores de servicos de saude € um problema em todo o mundo. Atualmente, as
organizagdes que visam a melhoria da seguranca do paciente no ambiente hospitalar estdo
investindo em campanhas de sensibilizacdo da necessidade de padrGes e praticas de
higienizacdo das méos na assisténcia a saide (HAQUE et al., 2018; SERRABURRIEL et al.,
2020).

Alguns microrganismos sdo responsaveis por causar infecgcdes hospitalares e dependem
de trés fatores para se disseminarem: a imunossupressao do paciente, o tipo de procedimento
realizado no ambiente clinico e a capacidade do microrganismo de causar doenca, podendo
acometer os pacientes através de duas fontes: enddgena, quando a microbiota do paciente é a
causadora; ou exogena quando a origem é de fontes externas ao paciente (BRASIL, 1998;
DUTRA et al., 2015).

Embora estejam sendo assistidos por profissionais especializados, 0s pacientes graves
acometidos pela COVID-19, puderam estar sujeitos a adquirir infecces no periodo de
internacdo. Fatores intrinsecos e extrinsecos estdo relacionados a vulnerabilidade para a
ocorréncia de IRAS, como a idade avancada, déficit imunologico, estado nutricional, diabetes,
tabagismo e tempo de internacdo; caracteristicas comumente observadas em ambito das
unidades de terapia intensiva (CARIOCA, 2019) sobretudo no pico da pandemia (PEREIRA,
2021).

No Brasil, fora do contexto de pandemia, aproximadamente cinco a 35% dos pacientes
que ddo entrada em UTI’s adquirem algum tipo de IRAS, sendo esta a quarta causa de
mortalidade no pais (SANTOS et al., 2016). A infeccdo mais comum e mais grave adquirida
em ambiente hospitalar é a pneumonia, seguida de sepse, infec¢des de trato urinario, infeccdes

de sitios cirdrgicos, dentre outras. Um dos problemas mais alarmantes € 0 aumento de bactérias,
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cada vez mais resistentes a multiplos antimicrobianos, elevando consideravelmente o indice de
mortalidade e tempo de hospitalizacdo dos pacientes (SOUZA et al., 2015).

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 microrganismos (LOREIRO et al., 2016;
OLIVEIRA; KOVNER; SILVA, 2010).

3.7 RESISTENCIA BACTERIANA

A Resisténcia Bacteriana (RAM) é uma preocupacdo premente e multifacetada. Seu
surgimento é influenciado por uma intersecdo complexa de diversos fatores, incluindo o uso
indiscriminado de antibioticos, a disseminacdo de genes de resisténcia entre as bactérias e a
escassez de novos antimicrobianos eficazes. Essa problematica tem se manifestado de
maneira alarmante, afetando uma ampla gama de patdgenos em diferentes contextos
clinicos. O avango da RAM acarreta um aumento substancial nos indices de morbidade e
mortalidade em escala global, representando uma ameaca significativa a satude publica e
exigindo medidas urgentes para conter sua propagacao e mitigar seus impactos devastadores.
(LIMA et al., 2020; BATRA et al., 2021).

O desenvolvimento da RAM ocorre naturalmente resultante da presséo seletiva. Mas,
nos ultimos anos, este evento vem sendo acelerado principalmente pelo uso generalizado e,
por muitas vezes, inadequado de medicamentos, conferindo ao microrganismo a capacidade
de resistir a um agente quimioterapico ao qual este é, normalmente, sensivel (LOREIRO et
al., 2016). Esta pode ser classificada em duas categorias principais: intrinseca e adquirida. A
resisténcia intrinseca refere-se as caracteristicas naturais e fenotipicas do microrganismo que
sdo transmitidas verticalmente para a prole, ou seja, € uma parte intrinseca e inerente da
heranca genética do microrganismo, estando presente desde 0 seu nascimento ou formacao,
resulta de mecanismos de defesa especificos que conferem resisténcia a determinadas drogas
ou agentes antimicrobianos (BLAIR et al., 2014).

Por outro lado, a resisténcia adquirida ocorre quando uma espécie bacteriana, que
anteriormente era sensivel a uma determinada droga, desenvolve a capacidade de resistir a
essa substancia (DAVIES; DAVIES, 2010). Nesse caso, ocorre 0 aparecimento de uma nova
caracteristica de resisténcia na espécie bacteriana, a qual ndo estava presente nas células
genitoras. A resisténcia adquirida é resultado de alteracdes estruturais e/ou bioquimicas na
celula bacteriana, que podem ser causadas por alteragdes genéticas cromossémicas ou extra-

cromossdmicas, como 0s plasmidios, por exemplo (BLAIR et al., 2014).
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Essas alteracGes genéticas conferem a bactéria a capacidade de inativar, degradar ou
evitar o efeito das drogas antimicrobianas, tornando-as ineficazes no tratamento da infecgéo
bacteriana (LISTER; WOLTER; HANSON, 2009; ZAVASCKI, et al., 2010).

Células bacterianas podem apresentar: alteracdo da proteina alvo, inativacdo
enzimatica, alteracdo da permeabilidade da membrana e mecanismo de efluxo. A alteracdo da
permeabilidade da membrana corresponde a modificacdes dos canais de porinas, modificando
a penetracao e, consequentemente, a acdo dos diferentes antibioticos. A alteracdo da proteina
alvo estéa associada a modificacdo do sitio especifico de ligacdo dos antibiéticos na bactéria,
diminuindo assim a afinidade da droga por esta regido e, portanto suaatividade. Quanto a
inativacdo enzimatica, bactérias podem produzir enzimas como, por exemplo, as
betalactamases, as quais neutralizam as drogas e seus efeitos antibioticos. Outromecanismo é
0 de efluxo ou bomba de efluxo que corresponde a propriedade de expulsar ativamente 0s
antibioticos para fora da célula, promovendo uma acdo ndo efetiva do antimicrobiano
(MARAGAKIS; PERL, 2008; ZAVASCKI, et al., 2010; GELLATLY; HANCOCK, 2013).

A baixa permeabilidade das membranas desse microrganismo, limita a capacidade de
penetracdo de moléculas de antimicrobianos em suas células, associada a ineficiéncia nos
canais de porina, conferindo as bactérias capacidade adaptativa a uma gama de
antimicrobianos (BREINDENSTEIN et al., 2011; MARAGAKIS; PERL, 2008).

A expressdo constitutiva da bomba de efluxo confere a estes microrganismos a
capacidade de transportar moléculas para o exterior das células, ejetando antimicrobianos
como cloranfenicol, fluoroquinolonas, macrélidos, novobiocina, sulfonamidas, tetraciclinas e
trimetoprima (GELLATLY; HANCOCK, 2013). Todos, no entanto, sdo propensos a terem
suas atividades farmacoldgicas comprometidas pela resisténcia mutacional, como por
exemplo, mutacGes das enzimas topoisomerases Il e IV que resulta em resisténcia as
fluoroquinolonas (LIVERMORE et al., 2002).

A resisténcia adaptativa acontece quando condi¢bes tais como exposicdes a
concentragdes antimicrobianas subinibitorias, formacdo de biofilmes e motilidade do tipo
swarming levam ao aumento da resisténcia. Essas condi¢cbes aumentam a regulacao de genes
que podem conferir resisténcia (BREINDENSTEIN et al. 2011).

Elementos de DNA, incluindo plasmideos, transposons, integrons, profagos e ilhas de
resisténcia podem ser transferidos entre as bactérias via conjugacédo, transformagdo ou por
transducdo, podendo conferir resisténcia a um ou mais antimicrobianos (ZAVASCKI et al.,
2010; BREIDENSTEIN et al., 2011; GELLATLY; HANCOCK, 2013).
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Figura 5 - Visdo geral dos principais mecanismos de resisténcia bacteriano
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Fonte: https://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/mod

ulo3/mec_animacao.htm) acesso 04/12/2022

O fenbmeno de patdégenos Multidroga-Resistentes (MDR) tem se tornado cada vez
mais alarmante, e se tornou um motivo de preocupacdo mundial, tanto em infeccdes
nosocomiais quanto em infeccdes adquiridas na comunidade. Os patégenos MDR mais
comuns e graves sao reconhecidos pelo acronimo "ESKAPE", que significa Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Estes microrganismos afetam principalmente
pacientes imunocomprometidos (PATINO; CONTRERAS; LIMON, 2017; NATHWANI et
al., 2014; HOWARD, 2012). De uma forma geral, o grupo “ESKAPE” vem mudando a
dinamica das infeccBes hospitalares representando um desafio para as equipes médicas,
devido a facilidade em que estas bactérias apresentam em adquirir mecanismos de resisténcia
a diversos agentes antimicrobianos, resultando em agravos, sobretudo na escolha da terapia
medicamentosa eficaz.

Dentre estas espécies, merece destaque a A. baumannii, que vem sendo alvo de
estudos, e de forma geral, é considerada patdgeno prioritario, por fazer parte do grupo
ESKAPE, segundo o boletim da OMS (2017), que recomenda fortemente a realizacdo de
pesquisas e o0 desenvolvimento de novos antimicrobianos, devido a sua ameaga mundial a

salde publica.


http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/mod
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3.8 CARACTERISTICAS GERAIS DE ACINETOBACTER BAUMANNI I

O género conhecido hoje como Acinetobacter sofreu modificacbes taxondmicas
significativas desde sua descoberta. Seu primeiro microrganismo 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, 1954, foi proposto por Brisou e
Prevot o género Acinetobacter que deriva do grego “Akinetos” (ndo motil). Porém, s em 1971
0 termo Acinetobacter foi oficialmente aceito (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008;
HOWARD et al.,2012; BAUMANN et al., 1968; BRISOU; PREVOT, 1954; BEIJERINCK,
1911).

As espécies deste género se apresentam como cocobacilos gram-negativos sem
motilidade, catalase positivo, oxidase-negativo e ndo fermentadoras de glicose. Pertencem a
familia Moraxellaceae, da ordem Gammaproteobacteria e sdo subdivididas em dois grupos: as
que oxidam a glicose; A. baumannii é a mais comum, e as espécies que ndo oxidam a glicose,
A. lowffii e A. haemolyticus. Estas crescem bem em meio de cultura solido como agar sangue
formando coldnias branco-acinzentadas e no agar MacConkey formam colénias de coloracao
levemente rosa, convexas, translicidas e opacas (TORTORA, 2017).

Atualmente, o género Acinetobacter compreende 34 especies de dificil distin¢do, sendo
necessario, na maioria das vezes, a utilizacdo de métodos precisos como de Biologia Molecular
ou Espectrofotometria de Massas, que ndo sdo amplamente utilizados na rotina em laboratorio
clinico. A tabela 4 mostra as espécies deste género, classificando-as em comuns e incomuns a
infeccdes humanas. A. baumannii é a espécie clinicamente mais relevante e faz parte do
complexo A. baumannii calcoaceticus, que agrupa outras espécies: A. nosocomialis
(anteriormente denominada genoespécie 13TU) e Acinetobacter calcoaceticus (de
predominancia ambiental) (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; MARTINS; BARTH,
2013; KIM et al., 2014; LI et al, 2016; HOWARD et al, 2012)

Organismos pertencentes a este género séo frequentemente considerados ubiquos e podem
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 maioria das espécies que integram este género Acinetobacter ndo sdo patogénica,
exceto A. baumannii (Figura 6). Esta espécie é um patégeno oportunista comumente associado
a surtos de infecgdes nosocomiais causando infec¢Bes do trato urinario, pneumonias associadas
a ventilacdo mecanica, bacteremias relacionadas ao uso de cateter venoso central, peritonites,
meningites, principalmente em pacientes imunodeprimidos tornando um grave problema de
salde publica (MARTINS e BARTH, 2010; MARTINS et al, 2013). A. baumannii raramente é
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encontrada em fontes ambientais. No entanto, esta espécie possui alta capacidade de se manter
vidvel por longos periodos em superficies secas, sendo frequentemente isolado no ambiente
hospitalar em varios objetos abidticos como bancadas, leitos, equipamentos de raios- X,
ventiladores, sistemas de circulacdo de ar entre outros (MARTINS; BARTH, 2013; HOWARD,
et al., 2012; AL ALTROUNI et al., 2016).

Figura 6: Acinetobacter baumannii em meio Brain Heart Infusion (BHI) Agar.

Fonte: O autor, 2020.

Tabela 4. Espécies de Acinetobacter spp. descritas na literatura

Espécies de acinetobacter Espécies de acinetobacter incomuns em infec¢des
comuns em infeccdes humanas
humanas

A. baylyi A. haemolyticus  A. gingfengesis
A. beijerinckii A. harbinensis  A. radioresistens
A. bereziniae A. indicus A. rudis

A. baumannii A. boissieri A. johnsonii A. schindleri

A. calcoaceticus A. bouvetii A. junii A. soli

A. pittii A. brisouii A. kookii A. tandoii

A. nosocomialis A. gerneri A. Iwoffii A. tjernbergiae
A. guillouiae A. nectaris A. towneri
A. grimontii A. parvus A. ursingii
A. gyllenbergii A. puyangensis A. venetianus

Fonte: O autor 2022 .
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Nas ultimas décadas, A. baumannii tem sido considerado um dos patdégenos de maior
relevancia clinica, fato associado aos multiplos mecanismos de resisténcia a antimicrobianos
que esta espécie possui. Considerado oportunista, acomete pacientes imunodeprimidos ou
submetidos a procedimentos invasivos, transplantados e principalmente em UTI, atingindo
uma ampla gama de infec¢cBes nosocomiais, incluindo: pneumonia associada a ventilagdo
mecanica, meningite, bacteremias, infeccOes cutaneas, do trato urindrio, entre outras
(PATINO; CONTRERAS; LIMON, 2017; MARTINS; BARTH, 2013).

O aumento da multirresisténcia a antimicrobianos por esse microrganismo oportunista
obrigatorio tornou-se alarmante, dificultando o tratamento eficaz e tornando fundamental o
entendimento dos mecanismos de resisténcia presentes (PATINO; CONTRERAS; LIMON,
2017). Essa bactéria possui um amplo espectro de mecanismos intrinsecos e uma enorme
capacidade de adquirir mecanismos de resisténcia a antimicrobianos, 0 que as tornam
persistentes em ambiente hospitalares facilitando a emergéncia de cepas MDR - Multidrug-
Resistant (Resistente a multiplas drogas): Refere-se a microrganismos que desenvolveram
resisténcia a pelo menos trés classes diferentes de drogas antimicrobianas, XDR - Extensively
Drug-Resistant (Extensivamente resistente a drogas): Refere-se a microrganismos que sao
resistentes a uma ampla variedade de drogas antimicrobianas, incluindo pelo menos uma
droga de todas as classes de antimicrobianos disponiveis, exceto aquelas classificadas como
"antibidticos de ultimo recurso”. E PDR - Pan Drug-Resistant (Resistente a todas as drogas):
Refere-se a microrganismos que sao resistentes a todas as classes de drogas antimicrobianas
disponiveis, incluindo os antibioticos considerados como ™antibidticos de uGltimo recurso™.
Isso significa que ndo existem antimicrobianos eficazes para tratar infecgdes causadas por
essas cepas, 0 que representa uma grave ameaca a salde publica, respectivamente. (LEMOS
et al., 2013; CUENTAS, 2016)

Por muito tempo, os carbapenémicos foram utilizados como ultimo recurso para
infeccdes causadas por A. baumannii MDR. Na década de 90, quando o primeiro isolado de
Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii (CRAB) foi identificado, observou-se um
aumento no numero de isolados resistentes a esses antimicrobianos, limitando ainda mais as
alternativas de tratamento (LIMA et al., 2020; MANCHANDA,; SINHA; SINGH, 2010). A
rapida emergéncia global de isolados de A. baumannii resistentes aos beta-lactamicos,
incluindo os carbapenémicos, ilustra o grande potencial que essa bactéria tem de responder as
mudangas na pressdo seletiva ambiental. A regula¢do de mecanismos inatos de resisténcia e a

aquisicdo de determinantes de resisténcia estrangeiros sdo habilidades que destacam o
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potencial de resisténcia dessa espécie (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

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 antibioticos

estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5. Principais mecanismos de resisténcia a antimicrobianos encontrados em

Acinetobacter baumannii

CLASSE DA DROGA MECANISMO DE EXEMPLOS
RESISTENCIA
Inativac&o de enzimas B-lactamases (AmpC, TEM, VEB,
Diminuicéo da expressdo da PER, CTX-M, SHV)
proteina da membrana externa Carbapenemases (OXA-23, -40, -
Alteracdo da expressao da 51, - 58- 143-like, VIM, IMP,
B- lactdmicos proteina de ligacdo a penicilina NDM-1, -2)

CarO, proteina 33-36 kDa,
proteina OprD-like

PBP2
Bombas de efluxo Modificacdo AdeABC
Fluoroquinolonas do alvo Bombas de efluxo Mutacoes em gyrA e parC
Enzimas modificadoras de AdeABC, AdeM
aminoglicosidos AAC, ANT, APH
Aminoglicosideos Bombas de efluxo AdeABC, AdeM
Metilacdo ribossomal ArmA
Tetraciclinas Bombas de efluxo AdeABC, TetA, TetB
Protecdo ribossémica TetM
Glicilciclinas Bombas de efluxo AdeABC
As muta¢des no sistema de dois
Polimixina (colistina) Modificagao do alvo componentes PmrA/ B

(modificagdo LPS), Mutagdes nos
genes da biossintese de LPS

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

Destaca-se a capacidade notavel que A. baumannii possui, ndo s6 de aquisicao
horizontal de tracos genéticos, mas também da 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 antibidticos, além de
determinantes de viruléncia, provavelmente adquiridos pelo processo de transferéncia
horizontal de genes (WEBER et al., 2015).
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O fenotipo de resisténcia para um antimicrobiano pode se dar por um tnico mecanismo
de resisténcia ou pela sinergia de mecanismos (LIN; LAN, 2014). O acumulo de varios
mecanismos de resisténcia em A. baumannii diminuiu gradualmente o nimero de classes de
antibidticos disponiveis para tratar infeccdes por essa bactéria na pratica clinica (LEE et al.,
2017). Os principais mecanismos de resisténcia identificados para diferentes classes de

antibioticos estdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6. Fatores de viruléncia descritos para Acinetobacter baumannii

FATOR DE VIRULENCIA PAPEL PROPOSTO NA PATOGENESE
(GENE)

Inducdo de apoptose em células hospedeiras, aderéncia e

OmpA (ompA . « ) oo « I

PA (0mpA) invasdo de células epiteliais, formacao de biofilmes,
motilidade superficial, resisténcia ao soro.
Lipopolissacarideo (IpsB) Evasdo da resposta imune do hospedeiro

Polissacarideo capsular (ptk e epsA)  Evasdo da resposta imune do hospedeiro, crescimento no

soro
Fosfolipase D (A1S_2989) Resisténcia ao soro, disseminacdo bacteriana,
sobrevivéncia bacteriana in vivo
Proteina 7/8 de ligacao a penicilina Biossintese de peptidoglicano, estabilidade celular,
(PbpG) crescimento no 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¢do de ferro Fornece ferro necessario para persistir no host, causa
mediado por acinetobactina apoptose celular

Fonte: Adaptado de Mc Connell, Actis e Pachon 2013.

De um modo geral, a aderéncia de A. baumannii a superficies bidticas e abioticas
resulta do desenvolvimento de biofilmes, permitindo que ela cres¢ca persistentemente em
condicBes e ambientes desfavoraveis. A formacdo de biofilme € bastante variavel entre 0s
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, portanto, sua formacdo (LEMOS et al.,2013; MCCONNELL; ACTIS; PACHON,
2012; HOWARD et al., 2012).

3.9 CARACTERISTICAS GERAIS DOS B-LACTAMICOS
Em 1928 Alexander Fleming descobre o antibidtico, a penicilina. A penicilina é um

antibiotico beta-lactdmico de baixa toxicidade, com essa descoberta acreditou-se que as
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doencas infecciosas havia acabado, mas o aparecimentos de bactérias como S. aureus que
produziam beta-lactamases mostrou o contrério, essas bactérias inativavam as enzimas
tornando os antibidticos ineficazes.

Emsua maioria os beta-lactamicos tem acdo contra bactérias gram-negativas e gram-
positivas. Dentre as bactérias Gram-negativas, a producdo de Beta-lactamases é o mais
importante mecanismo de resisténcia contra agentes beta-lactamicos. As betalactamases séo
enzimas capazes de inativar os antibioticos betalactamicos sendo consideradas as principais
causas de resisténcia a este conjunto de agentes antibacterianos (ROSA et al., 2021). O
impacto clinico da prevaléncia de bactérias produtoras dessas enzimas € extensamente
critico, devido a dependéncia de cefalosporinas e carbapenémicos para o tratamento de
infeccOes graves, especialmente na saide humana e animal (LIMA et al., 2020; BATRA et
al., 2021).

Em 1940 foram identificadas as primeiras betalactamases em cepas clinicas de S.
aureus, logo apos a introdugéo da Penicilina G na clinica medica, indicando assim, que 0
uso inadequado de betalactamicos foi 0 ponto de partida para o surgimento de mutagdes ou
transferéncia de genes que codificam novos tipos de betalactamases. As primeiras enzimas
mutantes, SHV-2, foram isoladas em 1983, em isolados de Klebsiella spp. (LIMA et al.,
2020; SANTOS et al., 2022).

A partir da descoberta da penicilina, outros B-lactamicos foram descritos e séo
atualmente divididos em quatro principais grupos em funcdo da estrutura quimica
apresentada: penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (Tabela 7).
Estruturas ligadas diretamente a esse nucleo comum os diferenciam, além dos demais
radicais presentes nas cadeias laterais, o que caracteriza cada representante desses grupos
(NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

Todos os antibioticos B-lactamicos tém um elemento estrutural farmacoférico em
comum, o anel azetidinona de quatro membros ou anel B-lactamico. Este anel central €
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 modificacbes estruturais
possiveis ficam restritas as cadeias laterais ao se adicionar diferentes grupos quimicos a esse
nucleo resultando em varias familias de penicilinas com novas propriedades fisico-quimicas
e farmacoldgicas (ESSACK, 2001; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).
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Tabela 7. Viséo geral da estrutura quimica dos principais grupos dos p-lactamicos.

Classe

Estrutura

Nota

R— C——NH
Penicilinas

Cefalosporinas H_NH

Monobactamico ”
R = C—NH

> N\

Carbapenémicos

N )K

COOH

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.

(Ex. Ampicilina, amoxicilina, piperacilina).

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.

(Ex. Cefalotina, cefuroxima, cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima, cefotetam e
cefepima).

Possui um anel de di-hidrotiazina fundido ao
anel - lactamico.
(Ex. Aztreonam)

Assemelha-se as penicilinas, com
excecdo do anel de cinco elementos em
que o atomo de enxofre foi substituido
por um &tomo de carbono e tem uma
ligacdo dupla entre o carbono 2 e 3.
(Ex.  Imipenem, meropenem e
ertapenem).

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, tém sua acdo inativada por hidrélise

da ligacdo B-lactamica e da cadeia lateral de acilamino do antibiotico através das enzimas

penicilinases e acilases, respectivamente, produzidas por essas bactérias. Penicilinas como

ampicilina e amoxicilina compdem um grupo de drogas com a¢do melhorada sobre bactérias
Gram-negativas (FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO,2013).

As cefalosporinas sdo agentes antimicrobianos semi-sintéticos derivados do fungo

Cephalosporium acremonium. Este grupo possui um nulcleo basico, o acido 7-amino-

cefalosporanico que é composto por um anel B-lactdmico ligado a um anel diidrotiazinico.
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Sdo distribuidos em quatro geracdes, de acordo com algumas caracteristicas microbioldgicas
e estruturais (BUSH; BRADFORD, 2016). A primeira geracéo destes farmacos apresentam
menor atividade em comparacédo as penicilinas, porém possuem boa atividade sobre alguns

COCOs gram-posistivos, como S. aureus, S. pyogenese e S. pneumoniae.

Ja as cefalosporinas de segunda geragdo, possuem maior espectro de acao 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 geracéo
contra cocos gram-positivos, elas exibem atividade muito maior contra as enterobactérias,
incluindo linhagens produtoras de PB-lactamases classicas. As cefalosporinas de quarta
geracdo, como cefepima, possuem um maior espectro de acdo quando comparadas as de
terceira geracio (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; SOUSA, 2006).

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

Ja os monobactamicos, como o aztreonam que € 0 Unico representante dessa classe,
apresentam atividade restrita a bactérias gram-negativas, como A. baumannii, K.
pneumoniae, Proteus mirabillis, Escherichia coli, P. aeruginosa, Neisseria meningitidis,
Yersinia enterocolitica, entre outras. Esse grupo de B-lactdmicos apresenta consideravel
estabilidade & degradacdo pela maioria das f-lactamases (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010).

Dentre os B-lactamicos, 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 microrganismos
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 antibiotico para que este exerca sua atividade farmacoldgica.

Associagdes frequentes séo piperacilina com tazobactam aplicado no combate a infeccGes
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do trato respiratério inferior e vias urinarias e amoxicilina com acido clavulanico em
infeccOes do trato respiratério (INFARMED, 2011).

Os B-lactamicos sdo os antimicrobianos mais utilizados no combate as infeccbes
bacterianas, correspondendo a muitas das prescri¢cdes de antibioticos utilizados na pratica
médica no mundo. Sdo prontamente adotados devido a sua eficicia e seguranca clinica e,
especialmente, a sua alta toxicidade seletiva. Sua atividade pode ser estendida ou restaurada
por meio de manipulacGes em sua estrutura quimica 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
fendmeno 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 infeccdo.

3.10 CARACTERISTICAS GERAIS DAS B-LACTAMASES

As B-lactamases sdo 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 pB-
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, Tabela 8 (BUSH; FISHER, 2011; BUSH, et al., 1995). O nimero de
betalactamases descritas, atualmente, excede 1.300, tornando um dos grupos de enzimas
mais numerosos que tem sido estudado em detalhes. Seu impacto clinico é, particularmente,
critico por causa da dependéncia de betalactdmicos para o tratamento das infec¢bes
bacterianas (BUSH, 2013).

A introducdo dos betalactamicos na clinica médica foi inicialmente bem-sucedida
no tratamento de varias infec¢cdes bacterianas, salvando inimeras vidas. No entanto, o uso
indiscriminado ao longo do tempo levou ao desenvolvimento de resisténcia em alguns
patdgenos que adquiriram mecanismos para neutralizar a acdo dos betalactdmicos conforme

destada a figura 7. A evolucdo de patdgenos produtores de betalactamases é fortemente
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impulsionada pelo uso irracional de antimicrobianos, promovendo a disseminagdo de
maltiplos genes codificadores de resisténcia. Essa resisténcia abrangente afeta diversas
classes de antimicrobianos, limitando as opg¢0es terapéuticas efetivas. A coexisténcia de
genes de resisténcia representa um desafio complexo no tratamento de infecgdes. Nesse
contexto, é crucial promover o uso criterioso de antimicrobianos e implementar estratégias
de controle de infeccBes para enfrentar o continuo desenvolvimento de resisténcia
bacteriana. (LIMA et al., 2020; BATRA et al., 2021).

Em 1940, as primeiras betalactamases foram identificadas em cepas clinicas de S.
aureus, logo apo6s a introducdo da Penicilina G na clinica médica, o que aponta para 0 uso
inadequado de betalactamicos como um fator desencadeante de mutagdes ou transferéncia de
genes que codificam novos tipos de betalactamases. As primeiras enzimas mutantes, como a
SHV-2, foram isoladas em 1983 em Klebsiella spp. na Alemanha Ocidental. Nos bacilos
gram-negativos, observa-se que 0 surgimento de novas variantes dessas enzimas ocorre
simultaneamente coma aplicacdo de novos betalactdmicos na pratica clinica humana e animal.
Essa relacdo sugere que a pressao seletiva exercida por esses antimicrobianos pode estar
contribuindo para o surgimento e disseminacéo dessas enzimas resistentes, tornando essencial
a vigilancia e o uso criterioso dessas drogas para conter o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana. (LIMA et al., 2020; SANTOS et al., 2022).

Figura 7. Relacdo entre a introducdo da utilizacdo de betalactamicos e o surgimento das

enzimas betalactamases.

Ampicilina, Cefalosporinas Cefalosporinas 5*
i Carbenicilina el o Aztreonam
INTRODUCAO _ o
Cefalosporinas 1* | Inibidores de A
Penicilinas I betalactamase Cefalosporinas 4
1960 1970 198( 199( 2000 2010
l plasmideo 1 l KPC\ 1 \
BETALACTAMASES OXA ™ ey ESBL | [MP GES sl
Familia
cTx MR CA-ESBL 1

(JUNIOR, 2022)

A resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos é resultante da acdo de ESBL, um
grupo diversificado de enzimas codificadas por genes que concede resisténcia as

cefalosporinas de terceira e quarta geragdo e aos monobactamicos. Porém, a maioria €
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bloqueada por inibidores de p-lactamases. Além dessas enzimas, vém sendo descritas as
carbapenemases, que sdo capazes de hidrolisar todos os B-lactdmicos. A prevaléncia e o
aumento de bactérias resistentes devem-se, em grande parte, a producdo dessas enzimas que
séo derivadas de mutagdes pontuais (SEYEDJAVADI; GOUDARZI; SABZEHALLI, 2016;

ELRAMALLI; ALMSHAWT; AHMED, 2017).

Tabela 8. Classificagdo molecular e agrupamento funcional de 3-lactamases.

Classificagao
Class Grupo Enzimas representantes Mecanismos de ac¢ao
Ambler (Bush-
Jacob)
C 1 AmpC, CMY-2, FOX-1, Hidrolisa cefalosporinas, cefamicinas e
MIR-1, P99 penicilinas.
C le GCleCM Y-37 Hidrolisa penicilinas e até a 32 geracdo de
celosporinas.
A 2a PC1 Hidrolisa melhor penicilinas do que
cefalosporinas.
A 2b SHV-1, TEM-1, TEM-2 Hidrolisa similar para penicilinas e
cefalosporinas
A 2be TEM-3, SHV-5, TEM-10, Hidrolise ampliada para todas as
TEM- 26, SHV-2, CTX- cefalosporinas e aztreonam
M15, PER-1, VEB-1
A 2br TEM-30, TEM-76, TEM- Hidrolisa penicilinas e primeiras
103, SHV-10, SHV-26 cefalosporinas.
A 2ber TEM-50, TEM-68, TEM-89 Hidrolisa penicilinas, cefalosporinas,
monobactamicos.
A 2c, 2ce PSE-1, CARB-3 Hidrolisa carbenicilina.
D 2d OXA-1, OXA-10 Hidrolisa ampliada para Cloxacilina ou
oxacilina
D 2de OXA-11, OXA-15 Hidrolisa ampliada para penicilinas e
todas as cefalosporinas.
D 2df OXA-23, OXA-48 Hidrolisa ampliada para penicilinas e
carbapenémicos.
A 2e CepA Hidrolisa cefalosporinas, mas ndo
monobactamicos.
A 2f MI-1, KPC-2, KPC-3, SME-  Hidrolisa todos p-lactamicos, inclusive
1, GES-2 carbapenémicos.
B 3a IMP-1, L1, VIM-1, NDM-1 Hidrolisa todos B-lactamicos, exceto
monobactamicos.
B 3b CphA, Sfh-1 Hidrolisa todos B-lactamicos, exceto

monobactamicos.

Fonte: Adaptado de Bush e Jacoby (2010); Buch e Fisher (2011).
3.11 CARACTERISTICAS GERAIS DAS AMPICILINASES C

Em 1940, descobriu-se a primeira enzima de resisténcia a penicilina em E. coli.
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Porém, os estudos genéticos s6 ocorreram em 1965 e, as mutagdes com resisténcia gradual
foram denominadas ampA e ampB. A primeira consistia na regulacdo do gene ampA que
ocasionava a producdo de betalactamases em excesso e a presenca de uma mutacdo nesse
gene, gerava reducdo na resisténcia sendo denominado, portanto, ampC (LINDSTROM;
BOMAN; STEELE, 1970). J4 ampB, era um locus que causava alteracdo do envelope celular
(ERIKSONN-GRENNBERG; NORDSTROM; ENGLUND, 1971).

As ampicilinases C, também conhecidas como cefalosporinases, sdo enzimas que
proporcionam resisténcia as penicilinas, inibidores de B-lactamases, cefalosporinas de
primeira, segunda e terceira geracao, portanto, sensiveis a cefepima (42 geracdo). Possuem
baixa afinidade aos carbapenémicos. No entanto, quando a enzima é produzida em grande
quantidade, fecha as porinas das bactérias, tornando possivel a hidrélise do antimicrobiano e
proporcionando a resisténcia aos carbapenémicos. Quando presente, o gene ampC (localizado
nos cromossomos), possibilitam que as bactérias regulem molecularmente a sua expressao
génica sintetizando, quando necessario, essa p-lactamase (BOU & MARTINEZ-BELTRAN,
2000). Contudo, essas enzimas sdo adquiridas por algumas bactérias por meio de plasmidios,
podendo estar presente tambeém 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).

3.12 B-LACTAMASES DE ESPECTRO ESTENDIDO

As 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. Estas
enzimas sdo sintetizadas a partir de genes que sofreram mutacdes pontuais, com a
substituicdo de um a quatro aminoacidos, que acarreta a ampliacdo da atividade hidrolitica
das enzimas originais. 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 (SILVA;
LINCOPAN, 2012).

Além dessas familias de ESBL ja bem estabelecidas (TEM, SHV e CTX-M), ha
outras enzimas que também possuem atividade de espectro-estendido sendo descritas (K1,
BES-1, CME-1, GES-1, IBI-1, IBI-2, PER-1, PER-2, VEB-1, SFO-1, derivadas OXA),
porém estas sdo encontradas com menor freqiiéncia (RUSCHEL et al., 2008).

A primeira beta-lactamase codificada por elemento genético mdvel foi identificada

emum isolado de E. coli (TEM-1) e sua localizacdo emplasmideos e transposons possibilitou



sua disseminacdo por transferéncia horizontal em outras espécies de Enterobacteriaceae
como também em P. aeruginosa, H. influenza e N. gonorrhoeae. Na América Latina, a
primeira descricdo de ESBL foi descrita no Chile, sendo reportada a presenca de SHV-5
(SILVA; LINCOPAN, 2012).

Vale ressaltar que, os plasmideos que possuemo gene que codifica para ESBL podem
conter genes que codificam resisténcia a outros antimicrobianos como aminoglicosideos,
sulfonamidas, tetraciclinas, quinolonas e cloranfenicol o que torna ainda mais desafiador o
controle destas infeccdes (RUSCHEL et al., 2008).

3.13 CARACTERISTICAS GERAIS DA METALO-B-LACTAMASES (MLB)

Considerado o grupo mais importante clinicamente, as metalo-p-lactamases,
pertencem ao grupo 3 da classificacdo de Bush e a classe B de Ambler. Estas enzimas séo
capazes de hidrolisar todos os B-lactamicos, com exce¢do 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 frequliéncia em espécies da familia Enterobacteriaceae
e no género Acinetobacter. Esta disseminacdo resulta da prescricdo dos carbapenémicos
utilizados como ultimo recurso nas infeccbes por microrganismos gram-negativos
multirresistentes, além da natureza movel que apresentam e as dificuldades na sua deteccéo
e indisponibilidade clinica de inibidores. Consequentemente, estes estdo emergindo como um
importante problema de salde publica em todo mundo. Baseado em caracteristicas
bioguimicas, este grupo de enzimas foi subdividido em dois grupos. O grupo 3 (inclui as
principais familias, codificadas por plasmideos, como IMP e VIM), bem como as
pertencentes a subclasse 3b (CAU-1, GOB-1 e FEZ-1), (MALTEZOU, 2009; BUSH;
JACOBY, 2011).

3.14 CARACTERISTICAS GERAIS DA SERINO-B-LACTAMASES

Pertencentes a classe molecular A e subgrupo 2f, as serino-pB-lactamases sdo 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 sdo
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
vém sendo associadas, a grandes surtos de infeccdes em gram-negativas resistentes a varios
medicamentos em unidades hospitalares, com disseminacdo e abrangéncia mundial.
Atualmente, as familias KPC e GES podem incluir pelo menos 10 sequéncias de aminoacidos

Unicas e 17 variantes especificos, em bactérias fermentadoras e ndo fermentadores (BUSH;
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FISHER, 2011). Inicialmente, a KPC foi identificada em um isolado de K. pneumoniae nos
Estados Unidos em 1996 e posteriormente se difundiu para outros membros da familia
Enterobacteriaceae. As serino-pB-lactamases possuem capacidade de hidrolisar todos os
antibioticos B-lactdmicos disponiveis na préatica clinica e tem agdo 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).

3.15 CARACTERISTICAS GERAIS DOS AMINOGLICOSIDEOS

Os antibiéticos Aminoglicosideos sdo antibi6ticos constituidos por dois ou mais
aminoacgucares, unidos por ligacdo glicosidica a hexose ou ao aminociclitol. Essas
substancias sdo majoritariamente de origem natural, uma vez que sdo produzidas por
microrganismos. Por outro lado, eles também podem ser obtidos in vitro, por sintese quimica,
a base de produtos naturais. Esse é o caso da netilmicina, amicacina, arbecacina e isepamicina
(Durante-Mangoni et al., 2009).

A resisténcia aos aminoglicosideos em A. baumannii pode ser alcancada por meio de
proteinas de efluxo extrusoras desses compostos (revisadas abaixo) ou pela expressdo de
Enzimas Modificadoras de Aminoglicosideos (EMAS), especificamente acetiltransferases,
nucleotidiltransferases e fosfotransferases (Cho et al., 2009). A atividade dos AMEs resulta
na modificacdo dos grupos hidroxila ou amino presentes nos aminoglicosideos que
diminuem sua afinidade pelo sitio alvo (Smith e Baker, 2002).

Os AMEs podem estar localizados no cromossomo bacteriano ou em plasmideos e
geralmente estdo associados a integrons de classe 1 e ilhas de resisténcia, onde dois ou mais
genes de resisténcia a aminoglicosideos geralmente ocorrem em combinacdo (Cho et al.,
2009).

Essas enzimas atuam modificando quimicamente os aminoglicosideos, tornando-os
inativos ou menos eficazes na inibicdo da sintese proteica bacteriana. Existem diferentes
classes de EMAs, cada uma com mecanismos de acdo especificos: Acetiltransferases
(AACs): As AACs adicionam grupos acetila aos aminoglicosideos, modificando sua
estrutura quimica e reduzindo sua afinidade pelos ribossomos bacterianos. Isso impede que
os antibidticos se liguem aos sitios ativos do ribossomo e, consequentemente, inibam a
sintese proteica bacteriana. (SHAW et al., 1993). Fosfotransferases (APHs): As APHSs

adicionam grupos fosfato aos aminoglicosideos, o que altera a carga elétrica dessas
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moléculas. Essa modificacdo prejudica a ligagdo dos aminoglicosideos aos ribossomos
bacterianos, diminuindo sua eficdcia como antibidticos. Nucleotidiltransferases (ANTS): As
ANTSs adicionam grupos nucleotidicos aos aminoglicosideos, causando alteragdes estruturais
que impedem sua interacdo com os ribossomos bacterianos. Isso leva a perda de atividade
antimicrobiana dos aminoglicosideos. Adenililtransferases (AADs): As AADs adicionam
grupos adenosina aos aminoglicosideos, resultando em mudancas conformacionais que
afetam sua ligacdo aos ribossomos bacterianos. 1sso torna os aminoglicosideos menos
eficazes como antibidticos. (Kimet al., 2008; Karthikeyan et al., 2010).

3.16 TIPAGEM MOLECULARE RELAQAO CLONAL

A tipagem molecular é de extrema importancia na area da microbiologia e
epidemiologia, pois permite a identificagdo e caracterizagdo de diferentes linhagens e cepas
bacterianas de forma precisa e detalhada. Essa técnica utiliza marcadores genéticos especificos
para distinguir os microrganismos em estudo, permitindo a analise de suas semelhancas e
diferencas genéticas (MAHMOUD et al., 2020).

Os surtos de doencas infecciosas sdo comumente resultantes da exposicdo a um agente
etiologico de origem comum, cujos descendentes sdo geneticamente idénticos ou estritamente
relacionados (LEE; PARK, 2020). Em termos epidemioldgicos, os organismos envolvidos em
surtos sao relacionados clonalmente. Estes organismos sdéo membros de uma mesma espécie e
possuem fatores de viruléncia e caracteristicas bioquimicas e genéticas semelhantes (PFALLER
et al., 2001; BAKHSHI; AFSHARI; FALLAH, 2018). No entanto, grandes variacfes genéticas
ndo sdo distinguidas nos testes microbiolégicos e bioquimicos tradicionais. Desta forma, a
aplicacdo de tecnologias modernas e avancadas, como ferramentas de diagnostico molecular e
impressbes digitais moleculares, pode ser uma escolha apropriada em investigacdes
epidemiologicas moleculares (MEACHAM et al.,, 2003; BEHZADI; BEHZADI 2007;
MOMTAZ et al., 2013).

A investigacdo da diversidade molecular de bactérias gram-negativas em um
determinado local, pode envolver diferentes métodos, tais como analise plasmidial (CHEN et
al., 2009), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) (CHMELNITSKY et al., 2008),
ribotipagem classica (IVERSEN et al., 2007), DNA polimorfico amplificado aleatério (RAPD)
(YE et al., 2010), polimorfismo de fragmento amplificado (AFLP) (IVERSEN et al., 2007),
ribotipagem por reagdo em cadeia da polimerase (PCR) e tDNA-PCR (LOPES et al., 2007),
PCR dos elementos repetitivos palindrémicos extragénicos (REP-PCR) e PCR de consenso
intergénico repetitivo enterobacteriano (ERIC-PCR) (XU et al., 2020), e multilocus sequence
typing (MLST) (SALAZAR-OSPINA; VANEGAS; JIMENEZ, 2021). A ERIC-PCR destaca-
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se como uma tecnologia de genotipagem simples, precisa e econdmica para discernir as
diferentes impressdes digitais de DNA em varias cepas bacterianas (RANJBAR et al., 2017,
SCAVUZZI et al., 2017; FIRMO et al., 2020; OLIVEIRA et al., 2020).

No ambiente hospitalar, a disseminacdo de clones resistentes e de genes pode ser
atribuida ao contato direto entre profissionais de saude e pacientes, bem como a transferéncia
de pacientes entre diferentes unidades hospitalares. Estudo conduzido por Cassettari et al.
(2006) revelou a presenga de isolados com padrdes moleculares idénticos em diversas
enfermarias, inclusive alguns isolados apresentaram perfis genéticos idénticos as cepas isoladas
das maos dos profissionais de salde. Nesse contexto, a tipagem molecular torna-se
imprescindivel para identificar surtos de infeccbes, determinar suas fontes e desempenhar um
papel crucial na detecgéo de transmissdo cruzada de patégenos no ambiente hospitalar (LIMA
et al., 2020).

A disseminacdo clonal de bactérias, tanto intra como inter-hospitalar, vem sendo
descrita e representa um desafio crescente para a saude publica, devido a capacidade de certos
microorganismos em persistir e adaptar-se emambientes hospitalares (LIMA et al., 2020). Esse
fendmeno é impulsionado, em grande parte, pela alta capacidade de sobrevivéncia dos
patogenos em superficies inertes, formacdo de biofilmes e disseminacdo por meio de
dispositivos médicos, como cateteres e ventiladores mecanicos (MAHMOUD et al., 2020).

A analise molecular por meio de técnicas como Pulsed-Field Gel Electrophoresis
(PFGE) ou Eletroforese em Gel de Campo Pulsado, Multilocus Sequence Typing (MLST) ou
Tipagem de Sequéncias Multilocus e Whole-Genome Sequencing (WGS) ou Sequenciamento
do Genoma Completo, tem fornecido evidéncias da presenca de clones de Acinetobacter em
diferentes hospitais e ao longo do tempo, apontando para uma disseminacéo regional e global
de linhagens resistentes e virulentas. Esses estudos tém sido importantes para identificar surtos
e compreender a disseminacdo de cepas resistentes entre instituicdes de satde (KUNDU et al.,
2022).

A movimentacdo de pacientes entre hospitais e a transferéncia direta de cepas resistentes
entre pacientes e profissionais de saude sdo fatores importantes que contribuem para a
disseminacdo clonal. Além disso, a réapida evolucdo e disseminacdo de mecanismos de
resisténcia, como p-lactamases e carbapenemases, tém agravado o cenério, tornando o
tratamento eficaz dessas infec¢es ainda mais desafiador.

3.17 CARACTERISTICAS GERAIS DO BIOFILME
O biofilme é uma estrutura de grande importancia na patogénese das infeccdes causadas

por microrganismos e foi descrito pela primeira vez na década de 1930. Essas formacdes
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tridimensionais, multicelulares e complexas consistem em aglomerados de bactérias e/ou
fungos que se organizam em comunidades, aderindo de forma irreversivel a diversas
superficies, sejam bidticas ou abioticas. Essas estruturas tém sido objeto de estudo em varias
pesquisas recentes, destacando-se as investiga¢cdes conduzidas por Verderosa, Totsika e
Fairfull-Smith (2019), Rossi et al. (2021), Gedefie et al. (2021) e Silva et al. (2022).

Essas estruturas sdao formadas a partir de comunidades bioldgicas estruturadas,
coordenadas e funcionais de microrganismos, capazes de produzir uma matriz polimérica, na
qual encontram-se imersas. O biofilme promove uma barreira protetora entre as bactérias e o
ambiente, atuando como um importante fator de viruléncia, atribuindo as cepas bacterianas
resisténcia aos antimicrobianos e imunidade do hospedeiro (COSTA-JUNIOR et al., 2018).

Sé&o reportadas diversas espécies de microrganismos capazes de produzir biofilmes, em
bactérias patogénicas de infecgdes hospitalares, infecgdes comunitarias, colonizadoras e
ambientais. Os microrganismos isolados de hospitais apresentam maior prevaléncia em
amostras de superficies de dispositivos medicos e tecidos vivos, como valvulas cardiacas,
pulmdes e esmalte dentario (ALAV, SUTTON, RAHMAN, 2018; COSTA-JUNIOR et al.,
2018).

Esses microrganismos estdo intrinsecamente associados a uma matriz extracelular ou
Substancia Exopolimérica (EPS), que desempenha um papel crucial na patogénese, tornando as
opcdes de tratamento mais desafiadoras. A forma planctonica (vida livre) de varias espécies
bacterianas € pouco comum na natureza, com a maioria delas encontrando-se em estados de
vida comunitaria, formando biofilmes (Berlanga & Guerrero, 2016; Pelling et al., 2019; Ciofu
& Tolker-Nielsen, 2019).

A matriz autoproduzida (EPS) representa aproximadamente 80% da biomassa do
biofilme. Sua composicdo varia entre diferentes espécies, podendo ser mono ou multiespécies,
e inclui componentes como celulose, alginatos, proteinas, lipidios, fosfolipidios,
polissacarideos, é&cidos nucleicos (como o DNA extracelular ou eDNA e RNA),
biossurfactantes, metabdlitos, glicose e outros compostos organicos. Essa matriz desempenha
um papel fundamental na tolerancia e formacéo do biofilme, desde sua adesdo, proporcionando
interacdes fisicas, até sua capacidade de facilitar a troca de antimicrobianos e genes de
resisténcia (Pang et al., 2019; Gebreyohannes et al., 2019; Vestby et al., 2020).

A formacédo dos biofilmes bacterianos ocorre em trés estagios: adesdo e colonizacdo,
formacdo da matriz e maturacdo (Figura 9). A formacéo inicial do biofilme ocorre a partir da
adesdo das cepas bacterianas a superficie e dividem-se para a formacéo das microcolénias. Estas

se fundem em grandes agregados, deixando canais abertos para permitir a passagem de fluidos
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contendo nutrientes. A medida que o biofilme envelhece, as células sésseis tornam-se cobertas
com a matriz polimérica e exopolissacaridica, comportando-se como barreira de difusdo contra
agentes antibacterianos, células fagocitarias e componentes do sistema complemento (ALAV,
SUTTON, RAHMAN, 2018; SAIPRIYA et al., 2020).

Figura 9 - Representacdo esquematica do ciclo de formacéo de biofilme.
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Fonte: Adaptacdo de Mermel (2014).

Dessa forma, o biofilme proporciona o ambiente ideal para troca de materiais genéticos
e comunicacdo entre 0s microrganismos. As taxas de transferéncias genéticas em biofilmes
apresentam ordens de magnitudes elevadas quando comparadas as taxas entre as células de vida
livre, consequentemente, ha o aumento da resisténcia a antimicrobianos, sanitizantes e
detergentes. A matrix polissacaridica pode aumentar em até 1000 vezes os valores de CIM
bacteriano (SAUER et al., 2022).

O tratamento de infeccBes causadas por cepas produtoras de biofilmes tornou-se um
desafio em virtude da auséncia de farmacos eficazes com atividade antibiofilme.
Frequentemente, exigem-se altas doses de antimicrobianos comerciais como opcdes
terapéuticas frente esses microrganismos, porém o uso de altas doses dos farmacos
convencionais pode levar a efeitos adversos prejudiciais a satde do paciente (ALAV, SUTTON,
RAHMAN, 2018).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 ISOLAMENTO, IDENTIFICAQAO E PERFIL FENOTIPICO DE RESISTENCIA

Os 36 isolados de A. baumannii investigado neste trabalho foram provenientes de
pacientes positivados para 0 novo corona virus, internos em UTI’s direcionadas a Sindromes
Respiratérias Agudas Graves (UTI’s SRAGs) de um hospital publico de grande porte da capital
pernambucana, nordeste do Brasil, entre 0 periodo de agosto de 2020 a dezembro de 2021. Estas
amostras foram semeadas em BHI e incubadas a 37 °C por 24 h e mantidas em glicerol 25% (v
/v) a-80 °C. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas que envolvam humanos
(CEP/Plataforma Brasil) registrado sob o nimero de CAAE: 5.848.665.

Todos os isolados foram inicialmente identificados pelo sistema Phoenix-BD™ M50 o
qual também permitiu determinar as Concentracdes Inibitérias Minimas (MIC) para diversos
antibioticos e identificar o perfil de suscetibilidade de acordo com as recomendacdes do BrCast
(2021). Para isso, foram utilizados os seguintes antimicrobianos: Amicacina, Ciprofloxaxina,
Gentamicina, Imipenen Levofloxacina, Meropenem, Polimixina B, Trimetoprim-
Sulfametoxozol e Colistina. O perfil de resisténcia foi avaliado de acordo com a frequéncia de
isolados MDR, XDR e N-MDR.

4.2 IDENTIFICACAO BACTERIANA POR MALDI-TOF-MS

Para confirmacéo taxonémica dos isolados foi utilizada a técnica MALDIi-TOF MS. As
colonias bacterianas foram suspendidas em 300 puL de agua Milli-Q e depois adicionados 900
uL de etanol absoluto. As suspensdes foram centrifugadas a 15.600 g por 2 min, o sobrenadante
removido e o sedimento foi seco em SpeedVac por 20 min. Em seguida, foram adicionados 50
uL de acido formico a 70% e 50 uL de acetonitrila. A mistura foi homogeneizada em agitador
vortex, centrifugada a 15.600 g por 2 min e o sobrenadante transferido para um novo microtubo.
A matriz preparada com acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/mL), acetonitrila 50% e
acido trifluoroacético 0,3% foi aplicada na placa de MALDi com a amostra em temperatura
ambiente para cristalizacdo. A aquisicdo dos espectros de massas, em modo linear positivo
(Voltagem de aceleracdo: 20 kV e Faixa de detec¢do - m/z: 2.000 — 20.000), foi realizada pelo
Programa Flex Control Version 3.0 em Espectrémetro de Massa MALDI-TOF Autoflex I11
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Os espectros de massa obtidos foram comparados com
0 Banco de Dados MALD:i Biotyper Version 3.1.

4.3 IDENTIFICACAO DOS GENES DE RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

Para identificacdo dos genes de resisténcia, os isolados foram submetidos a PCR

direcionada aos genes B-lactamicos (blakec, blame, blavim € blasny) e aminoglicosideos (aac
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(6°)-1b-cr, ant (37’)-la e aph (3°’)-1a). A reacdo foi preparada para um volume final de 25 pL
por tubo, compreendendo: 50 ng de DNA gendmico, 10 pmoldo primer 1 x, 200 uM de dNTPs,
1,5 mM de MgCI2 e enzima Tag DNA polimerase (2U). As reacdes foram realizadas no
termociclador (Biosystems) e ap6s aquecimento prévio (95 °C por 5 min), foram realizados 35
ciclos de 1 mina 95 °C, 1 min na temperatura especifica de anelamento para cada primer (Tabela
1) e 1 min a 72 °C. A extensao final foi de 10 min a 72 °C para 0s genes blasnv e blakpc € 5
minutos a 68 °C para os genes blaive e blavim. Enquanto que para os genes de aminoglicosideos,
apos o0 aquecimento prévio (94 °C por 5 min), o DNA foi submetido a 30 ciclos de 1 min na
temperatura especifica para cada primer (Tabela 1), 1 mina 72 °C e 10 mina 72 ° C de extensdo
final para ambos.

Tabela 1 Sequéncia dos primers de resisténcia e viruléncia utilizados no presente estudo

Temperatura
Primer Gene Sequencia (5*-3%) de Referéncia
anelamento
KPC -For blasgec TGTCACTGTATCGCCGTC 63 °C Yigit et al (2001)
KPC - Rev CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
SHV -For blasar GGGTTATTCTTATTTGTCGC 62 °C Rasheed et al. (2000)
SHI - Rewv AGCGCGAGAAGCATCCTG
IMP -For blans GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 60 °C Dong et al. (2008)
IMP —Ver GTGATGCGTICYCCAAYTTCACT
VIM -For  blams CAGATTGCCGATGGTGTITTGG 61 °C Dong et al. (2008)
VIM - Rev AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
aac(6°)-Ib- aac(6’)- TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 54 °C EFTEKHAR;
cr Ib-cr CTCGAATGCCTGGCGTGTTT SEYEDPOUR, 2015
Ant(37)-Ta Ant(3”)- TCGACTCAACTATCAGAGG 55 °C MIRO etal 2013
Ia ACAATCGTGACTTCTACAGCG
aph(3”)-Ia aph(3”)- CGGCGTGGGCGGCGACTG 55 oC MIRO etal 2013
Ia CCGGATGGAGGACGATGTTGG

Os produtos de PCR (3 pL) juntamente com o corante Blue DNA (1 pL) foram
adicionados em gel de agarose 1% (p / v) para visualizacdo dos amplicons. O gel foi entdo
submerso em 0,5 x tampdo Tris / Borato / EDTA e submetido a uma voltagem constante de 100
V. Um marcador de 1 kb (Plus DNA Ladder, Invitrogen) foi usado como padrdo de peso
molecular. Apds o termino da eletroforese, os amplicons foram visualizados sob luz ultravioleta
e fotodocumentados. Uma amostra (amplicon) de cada gene foi purificado seguindo o protocolo
do kit de purificacdo PureLink (Invitrogen) e sequenciados em sequenciador automatico de

DNA ABI 3100. As sequéncias obtidas foram comparadas com outras sequéncias depositadas
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no banco de dados Genbank do NCBI wusando a ferramenta BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.qgov/BLASTY/).

4.4 FORMAQAO DE BIOFILME

A formacdo de biofilme foi avaliada em microplacas de poliestireno pelo método de
Cristal Violeta descrito por Stepanovic et al. (2007), em meio de cultura BHI. Apds a incubagao
(37 °C / 24h), o indculo foi retirado, as microplacas lavadas (3x) com solucdo salina estéril a
0,9% e o biofilme fixado (55 °C / 1h). Na sequéncia, foi acrescentado Cristal Violeta (0,4 %)
em temperatura ambiente por 15 minutos, seguido de trés lavagens para retirar 0 excesso do
corante e adicionado etanol absoluto por 30 minutos. A partir das leituras de Densidade Optica
(DO) a 570 nm, foi determinada a média dos valores da absorbancia de cada amostra (DOa) em
comparacdo com a absorbancia do Controle de Esterilidade (ODc). As amostras foram
classificadas como fortes (4x ODc¢ < ODa), moderadas (2x ODc¢c < ODa < 4x ODc) e fracas
(ODc < ODa < 2x 0ODc) formadoras de biofilme.

45 ERIC-PCR

As reacOes da ERIC-PCR foram preparadas com volume total de 25 uL por tubo,
compreendendo: 100 ng de DNA gendmico, 40 pmol de iniciadores (ERIC-1
[SATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-37; ERIC-2 [5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC
G-37), 1 x Bufer,200 uM de trifosfato de desoxirribonucleotideo, 1,5 mM de MgCI2 e 1,0 U
da enzima Tag DNA polimerase. Os parametros de amplificacéo utilizados (Tabela 2) foram de
acordo com Duan et al. (2009). Os produtos da PCR foram corados por Blue-Green (Kasvi,
Brasil), submetidos a eletroforese 1,5% em gel de agarose; visualizados sob luz ultravioleta e
fotodocumentados para posterior analise de perfil clonal. Os padrdes de amplificacdo foram
comparados ao marcador de peso molecular para genotipagem dos isolados. Estes padrdes
permitiram a construcdo de uma matriz binaria submetida a uma analise filogenética detalhada.
Coeficiente de similaridade, método de agrupamento, otimizacéo e valores de tolerancia foram
avaliados com base em Duan et al (2009). Bandas observadas em geis de agarose foram
avaliadas com base na presenca (codificado 1) ou auséncia (codificado 0) de fragmentos
polimérficos em primers ERIC. A andlise de cluster foi realizada em NTSYS-pc (Versao 2.20),
pacote de software de taxonomia numérica e analise multivariada com base no coeficiente de
Similaridade de Dados (SD) com posicao de 1% tolerancia, bem como no método de Grupo de
Pares Nao Ponderados com Média Aritmética (UPGMA). Por fim, cada isolado foi considerado
uma Unidade Taxondmica Operacional (OTU). Isolados apresentando 90% de similaridade

foram tratados como um Unico isolado (DUAN et al., 2009).
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Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para tipagem molecular (ERIC-PCR)
mostrando as condig¢Oes de temperatura e referéncia utilizada.

Primers  Sequéncia oligonucleotidica (5°-3’) Temp.* Referéncia

ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC Duan et al.
0 2009).

ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 36°C (2009)

*Temperatura de anelamento.
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5. RESULTADOS
Os resultados deste trabalho serdo apresentados em formato de artigo cientifico
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RESUMO

A pandemia causada pelo novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, detectada em dezembro de 2019,
trouxe consigo varias problematicas, dentre elas: o aumento significativo pela procura de leitos
de enfermaria e Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s). Muitos dos pacientes positivados para
COVID-19 foram colonizados e desenvolveram co-infecgdes oriundas do ambiente hospitalar.
O objetivo deste trabalho foi investigar a ocorréncia de genes de B-lactamases e Enzimas
Modificadoras de Aminoglicosideos (EMA’s), além da capacidade para formacao de biofilmes
em isolados de Acinetobacter baumannii provenientes de um surto ocorrido em UTI’s-COVID
de um hospital publico em Recife-PE, durante o ano de 2020 a 2021. Neste estudo foram
analisados 36 isolados de A. baumanii, identificados inicialmente pelo equipamento Phoenix-
BD™ M50 e confirmados pela Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometryv (MALDI-TOF-MS). Estes, foram analisados quanto ao seu perfil de
resisténcia fenotipico (Phoenix-BD™ M50) e molecular por meio da Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) direcionada a sete genes. Amostras dos amplicons foram purificadas e
sequenciadas para confirmacdo da regido amplificada. Adicionalmente, foi avaliado o potencial
para formacéo de biofilme utilizando o método do Cristal Violeta no meio Brain Heart Infusion
(BHI). Por fim, foi aplicada a técnica de Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano —
Reacdo em Cadeia da Polimerase (ERIC-PCR) para verificar a relacdo clonal. Os 36 isolados
foram confirmados como A. baumanii e apresentaram perfis de resisténcia/suscetibilidade
distintos, sendo 75,67,2% (n=28) Extensivamente-Resistentes (XDR); 5,4% (n=2) Multidroga-
Resistentes (MDR) e 18,9% (n=7) Nao-MDR (N-MDR). Dois isolados (AB21 e AB30) foram
resistentes a colistina. Os genes fB-lactamicos mais frequentemente observados, foram: blavim
18,91% (n=7), blasnv 16,21% (n=6), blakprc 10,81% (n=4) e blavpr 8,10% (n=3); enquanto os
aminoglicosideos, foram: aac (6°)-1b-cr 25% (n=9), ant (3’)-1a, 13,88% (n=5) e aph (3)-la
5,33% (n=2). Todos formaram biofilme, porém com intensidades diferentes. N&o foi possivel
correlacionar o perfil de resisténcia com a capacidade para formacdo de biofilmes. Através da
tipagem molecular foi evidenciado uma alta variabilidade genética (22 perfis). Os dados
encontrados sdo alarmantes, pois revelam a disseminacao de clones de A. baumanii resistentes
a B-lactamicos e aminoglicosideos como agentes de infecgdo secundaria em pacientes positivos
para COVID-19. Os resultados revelam a crescente capacidade adaptativa desta espécie no
ambiente hospitalar, o que dificulta seu tratamento e erradicacdo e enfatizam a necessidade de
monitoramento constante e vigilancia epidemioldgica nestas unidades de saude.

Palavras-chave: Genes de resisténcia; B-lactamicos; Aminoglicosideos; Pandemia.
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Introducéo

A pandemia (COVID-19) causada pelo novo coronavirus, 0 SARS-CoV-2, foi detectada
em dezembro de 2019 e afetou todo 0 mundo (KHALIL; KHALIL, 2020). Como consequéncia,
houve aumento na demanda por leitos de enfermaria e Unidades de Terapia Intensiva (UTI’s)
para 0 suporte adequado nas manifestacdes mais graves da doenca (GARCIA E DUARTE,
2020). Alguns pacientes com manifestagdes clinicas mais graves, em UTI, desenvolveram co-
infecgBes oriundas do proprio ambiente hospitalar, agravando ainda mais seus casos clinicos
(LIMA et al., 2020).

Os protocolos de tratamento utilizados ap6s o diagndstico de COVID-19 incluiam
antimicrobianos e corticosterdides, o que pode alterar tanto o padrdo de sensibilidade
microbioldgica quanto a resposta imunologica do paciente. A literatura relata que
aproximadamente 40% dos pacientes, apds a admissdo em leito de UTI apresentam alguma
infeccdo bacteriana; a maioria delas identificadas por volta de nove dias. Apesar do percentual
elevado, pouco se sabe sobre o perfil microbioldgico destes agentes (HE et al, 2020). Dentre os
patdgenos responsaveis por provocar infecces hospitalares, destaca-se A. baumannii (LIMA
et al., 2020).

Durante muito tempo, esta espécei foi considerada um agente oportunista de baixa
patogenicidade. No entanto, nos ultimos anos, tém sido descritos varios fatores de viruléncia
que possibilitam a sua sobrevivéncia no ambiente hospitalar e sua capacidade para causar
doenca, particularmente em individuos debilitados clinicamente (GLASS, 2021; ANVISA,
2022).

Acinetobacter baumannii é considerado um patdgeno de prioridade critica pela
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e apresenta natureza ubiqua com suscetibilidade
diminuida a condi¢cGes ambientais adversas, 0 que contribui para o seu potencial de
transmissibilidade em ambientes hospitalares (OMS, 2017; TOMCZYK et al., 2019).

A disseminacdo de microrganismos multirresistentes causadores de Infeccdes
Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) é um grande desafio aos Servicos de Controle de
Infeccdes Hospitalares (SCIH). De acordo com a OMS, o fendmeno mundial da Resisténcia
Antimicrobiana (RAM) € tdo perigoso quanto uma pandemia, ameacando destruir um século de
progresso medico (OMS, 2020; OMS, 2015).

Durante o periodo pandémico, o numero de isolados de A. baumannii se destacou,
sobretudo nos pacientes positivados para COVID-19 internados em leitos de UTI em um dos
hospitais publicos de referéncia para o tratamento do novo corona virus na cidade do Recife,

Pernambuco, nordeste do Brasil. Esta informacao é baseada em evidéncias apresentadas nos
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relatérios de prevaléncia, elaborados mensalmente pela Comissdo de Controle de Infeccdo
Humana (CCIH) do referido hospital, os quais indicaram um surto endémico deste
microrganismo.

Sendo assim, este trabalho teve como objetivo investigar a ocorréncia e a frequéncia de
genes de resisténcia e viruléncia em isolados clinicos de A. baumannii oriundos de pacientes
positivados para a COVID-19 nesta unidade de salde, a fim d e contribuir com as politicas de
salde publica quanto a elaboracédo de estratégias de controle de surtos epidémicos.

Material e Métodos

Isolamento, Identificacdo e Perfil Fenotipico de Resisténcia

Os 36 isolados de A. baumannii investigado neste trabalho foram provenientes de
pacientes positivados para 0 novo corona virus, internos em UTI’s direcionadas a Sindromes
Respiratorias Agudas Graves (UTI’s SRAGs) de um hospital ptablico de grande porte da capital
pernambucana, nordeste do Brasil, entre o periodo de agosto de 2020 a dezembro de 2021. Estas
amostras foram semeadas em BHI e incubadas a 37 °C por 24 h e mantidas em glicerol 25% (v
/v) a-80 °C. O estudo foi aprovado pelo comité de ética em pesquisas que envolvam humanos
(CEP/Plataforma Brasil) registrado sob o numero de CAAE: 5.848.665.

Todos os isolados foram inicialmente identificados pelo sistema Phoenix-BD™ M50 o
qual também permitiu determinar as Concentracdes Inibitérias Minimas (MIC) para diversos
antibioticos e identificar o perfil de suscetibilidade de acordo com as recomendacdes do BrCast
(2021). Para isso, foram utilizados os seguintes antimicrobianos: Amicacina, Ciprofloxaxina,
Gentamicina, Imipenen Levofloxacina, Meropenem, Polimixina B, Trimetoprim-
Sulfametoxozol e Colistina. O perfil de resisténcia foi avaliado de acordo com a frequéncia de
isolados MDR, XDR e N-MDR.

Identificacdo Bacteriana por MALDi-TOF-MS

Para confirmacao taxondmica dos isolados foi utilizada a técnica MALDi-TOF MS. As
colonias bacterianas foram suspendidas em 300 pL de agua Milli-Q e depois adicionados 900
uL de etanol absoluto. As suspens@es foram centrifugadas a 15.600 g por 2 min, o sobrenadante
removido e o sedimento foi seco em SpeedVac por 20 min. Em seguida, foram adicionados 50
uL de acido formico a 70% e 50 pL de acetonitrila. A mistura foi homogeneizada em agitador
vortex, centrifugada a 15.600 g por 2 min e o sobrenadante transferido para umnovo microtubo.
A matriz preparada com acido alfa-ciano-4-hidroxicindmico (10 mg/mL), acetonitrila 50% e
acido trifluoroacético 0,3% foi aplicada na placa de MALDi com a amostra em temperatura
ambiente para cristalizagcdo. A aquisicdo dos espectros de massas, em modo linear positivo

(Voltagem de aceleragéo: 20 kV e Faixa de detecgdo - m/z: 2.000 — 20.000), foi realizada pelo
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Programa Flex Control Version 3.0 em Espectrometro de Massa MALDI-TOF Autoflex I11
(Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA). Os espectros de massa obtidos foram comparados com
0 Banco de Dados MALD:i Biotyper Version 3.1.

Identificacdo dos Genes de Resisténcia aos Antimicrobianos

Para identificacdo dos genes de resisténcia, os isolados foram submetidos a PCR
direcionada aos genes B-lactamicos (blakPC, blaIMP, blaVIM e blaSHV) e aminoglicosideos
(aac (6°)-1b-cr, ant (3°’)-la e aph (3°°)-1a). A reacdo foi preparada para um volume final de 25
uL por tubo, compreendendo: 50 ng de DNA gendmico, 10 pmol do primer 1 x, 200 uM de
dNTPs, 1,5 mM de MgClI2 e enzima Taq DNA polimerase (2U). As reacdes foram realizadas
no termociclador (Biosystems) e ap6s aquecimento prévio (95 °C por 5 min), foram realizados
35 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min na temperatura especifica de anelamento para cada primer
(Tabela 1) e 1 min a 72 °C. A extensdo final foi de 10 min a 72 °C para 0s genes blaSHV e
blaKPC e 5 minutos a 68 °C para os genes blaIMP e blaVIM. Enguanto que para os genes de
aminoglicosideos, apds o aquecimento prévio (94 °C por 5 min), o DNA foi submetido a 30
ciclos de 1 min na temperatura especifica para cada primer (Tabela 1), 1 mina 72 °C e 10 min
a 72 ° C de extensao final para ambos.

Tabela 1 Sequéncia dos primers de resisténcia e viruléncia utilizados no presente estudo

Temperatura
Primer Gene  Sequencia (5°-3%) de Referencia
anelamento
KPC -For blagec TGTCACTGTATCGCCGTC 63 °C Yigitetal (2001)
KPC -Rev CTCAGTGCTCTACAGAAAACC
SHV -For blasar GGGTITATTCTTATTTGTCGC 62 °C Rasheed et al. (2000)
SHV - Rev AGCGCGAGAAGCATCCTG
IMP -For blape GGAATAGAGTGGCTTAATTCTC 60 °C Dong et al. (2008)
IMP —Ver GTGATGCGTCYCCAAYTTCACT
VIM -For Dlam: CAGATTGCCGATGGIGITTGG 62 °C Deong et al. (2008)
VIM - Rev AGGTGGGCCATTCAGCCAGA
aae(6°)-Ib- aac(6)- TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 54°C EFTEKHAR:
cr Ib-cr CTCGAATGCCTGGCGTGTITT SEYEDPOUR, 2015
Ant(3”)da Ant(3”)- TCGACTCAACTATCAGAGG 55 °C MIRO et al _ 2013
Ia ACAATCGTGACTTCTACAGCG
aph(3”)-Ia aph(3”)- CGGCGTGGGCGGCGACTG 55 °C MIRO et al _ 2013
Ia CCGGATGGAGGACGATGTTGG

Os produtos de PCR (3 uL) juntamente com o corante Blue DNA (1 pL) foram



adicionados emgel de agarose 1% (p / v) para visualizacdo dos amplicons. O gel foi ent&o
submerso em 0,5 x tampé&o Tris / Borato / EDTA e submetido a uma voltagem constante
de 100 V. Um marcador de 1 kb (Plus DNA Ladder, Invitrogen) foi usado como padrao
de peso molecular. Apds o término da eletroforese, os amplicons foram visualizados sob
luz ultravioleta e fotodocumentados. Uma amostra (amplicon) de cada gene foi purificado
seguindo o protocolo do kit de purificagdo PureLink (Invitrogen) e sequenciados em
sequenciador automatico de DNA ABI 3100. As sequéncias obtidas foram comparadas
com outras sequéncias depositadas no banco de dados Genbank do NCBI usando a
ferramenta BLASTn (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/BLAST/).

Formagéo de Biofilme

A formacéo de biofilme foi avaliada em microplacas de poliestireno pelo método
de Cristal Violeta descrito por Stepanovic et al. (2007), em meio BHI. Apos a incubacéo
(37°C/24h), 0 inoculo foiretirado, as microplacas lavadas (3x) comsolugéo salina estéril
a 0,9% e o biofilme fixado (55 °C / 1h). Na sequéncia, foi acrescentado Cristal Violeta
(0,4 %) em temperatura ambiente por 15 minutos, seguido de trés lavagens para retirar o
excesso do corante e adicionado etanol absoluto por 30 minutos. A partir das leituras de
Densidade Optica (DO) a 570 nm, foi determinada a média dos valores da absorbancia de
cada amostra (DOa) em comparacdo com a absorbancia do Controle de Esterilidade
(ODc). As amostras foram classificadas como fortes (4x ODc < ODa), moderadas (2x
ODc < ODa < 4% ODc) e fracas (ODc < ODa < 2x ODc) formadoras de biofilme.

ERIC-PCR

As reacoes da ERIC-PCR foram preparadas com volume total de 25 pL por tubo,
compreendendo: 100 ng de DNA genémico, 40 pmol de iniciadores (ERIC-1
[SATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3T; ERIC-2 [5-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGC G-31), 1 x Bufer,200 pM de trifosfato de
desoxirribonucleotideo, 1,5 mM de MgCI2 e 1,0 U da enzima Taq DNA polimerase. Os
parametros de amplificacdo utilizados (Tabela 2) foram de acordo com Duan et al. (2009).
Os produtos da PCR foram corados por Blue-Green (Kasvi, Brasil), submetidos a
eletroforese 1,5% em gel de agarose; visualizados sob Iluz ultravioleta e
fotodocumentados para posterior analise de perfil clonal. Os padrdes de amplificacdo
foram comparados ao marcador de peso molecular para genotipagem dos isolados. Estes
padrfes permitiram a construcdo de uma matriz binaria submetida a uma anéalise

filogenética detalhada. Coeficiente de similaridade, método de agrupamento, otimizacao
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e valores de tolerancia foram avaliados com base em Duan et al (2009). Bandas
observadas em géis de agarose foram avaliadas com base na presenca (codificado 1) ou
auséncia (codificado 0) de fragmentos polimorficos em primers ERIC. A andlise de
cluster foi realizada em NTSYS-pc (Versdo 2.20), pacote de software de taxonomia
numeérica e analise multivariada com base no coeficiente de Similaridade de Dados (SD)
com posicao de 1% tolerancia, bem como no método de Grupo de Pares Ndo Ponderados
com Média Aritmética (UPGMA). Por fim, cada isolado foi considerado uma Unidade
Taxondmica Operacional (OTU). Isolados apresentando 90% de similaridade foram
tratados como um Gnico isolado (DUAN et al., 2009).

Tabela 2. Sequéncia dos primers utilizados para tipagem molecular (ERIC-PCR)
mostrando as condic¢Oes de temperatura e referéncia utilizada.

Primers Sequéncia oligonucleotidica (5°-3) Temp.* Referéncia

ERIC-1 ATGTAAGCTCCTGGGGATTAAC Duan et al
0]
ERIC-2 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 36°C  (2009).

*Temperatura de anelamento.

RESULTADOS

Este trabalho investigou a ocorréncia de infec¢fes secundarias em pacientes positivados
com o0 SARsCoV-2 em um hospital publico de referéncia em COVID-19 em Recife, estado de
Pernambuco, nordeste do Brasil. Os dados apresentados pela CCIH da unidade hospitalar
investigada, revelam infecgdes secundarias provenientes de varias espécies bacterianas. No
entanto, em todas as UTI’s e periodos analisados, isolados de A. baumanii se destacaram como
principal microrganismo responsavel pelas infeccdes indicando, portanto, umsurto. Estes dados

podem ser visualizados e comparados nas figuras Figura 1 e 2
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Figura 1: Ocorréncia de microrganismos isolados durante o ano de 2020 nas UTI’s SRAGS

direcionadas ao tratamento de pacientes testados positivos para COVID-109.
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Figura 2: Ocorréncia de microrganismos isolados durante o ano de 2021 nas UTI’s SRAGS

direcionadas ao tratamento de pacientes testados positivos para COVID-109.
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Estes isolados foram identificados inicialmente como A. baumanii pelo sistema

automatizado Phoenix-BD™ M50 e confirmados molecularmente pela analise de MALDI-
TOF-MS. Os resultados apresentaram scores que variaram de 1.7 a 2.4 indicando bons indices
de compatibilidade e confiabilidade. A origem mais frequente dos isolados foi secrecéo traqueal
65,7% (n=21) seguida de sangue 13,1 % (n=5), urina 10,5% (n=3), ponta de catéter 5,2% (n=2),
fragmento dsseo 2,6% (n=1) e swab retal 2,6% (n=1), (Tabela 3).

Quando analisado o perfil fenotipico de resisténcia foi verificado que 75,67,2% (n=28)
apresentaram-se como XDR; 5,4% (n=2) como MDR e 18,9% (n=7) como N-MDR. Apesar de
apresentarem perfis distintos, todos foram resistentes ao grupo dos B-lactdmicos (imipenem,
meropenem, ceftazidima e ceftriaxona), com destaque para dois isolados (AB21 e AB30) que

foramresistentes a colistina (Tabela 3).
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Tabela 3. Caracteristicas gerais do perfil fenotipico de resisténcia de isolados de A. baumanii oriundos de pacientes positivados para COVID-
19 em um hospital publico em Recife, Pernambuco, Brasil.

SITIODE TRIMETOPRIM-

ISOLADOS SCORES AMICACINA  CIPROFLOXAXINA GENTAMICINA IMIPENEN LEVOFLOXACINA MEROPENEM POLIMIXINAB COLISTINA
ISOLAMENTO SULFAMETOXOZOL
ABO1 1.71 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 ( Sens) >2/38 ( Res) (Sens)
ABO02 2.01 Sec. Traqueal <=8 (Sens) >2 (Res) 4 (Sens) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) N/ Reali >2/38 ( Res) N/Reali
ABO3 2.02 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) N/ Reali >2/38 ( Res) (Sens)
ABO4 2.01 Sec. Traqueal 32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5(Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
ABO5 1.93 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
ABO06 2.17 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5(Sens) >2/38 ( Res) (Sens)
ABO7 2.10 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5(Sens) >2/38 ( Res) (Sens)
ABO08 1.96 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5(Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
ABO09 2.19 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) N/ Reali >2/38 ( Res) (Sens)
AB10 2.11 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) 8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 ( Res) 0.5 (Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB11 2.28 Sangue >32 (Res) >2 (Res) >8 (Sens) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 ( Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB12 2.06 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5(Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB13 1.96 Sangue >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5 (Sens) 1/19 (Sens) N/Reali
AB14 2.22 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 ( Sens) >2/38 (Res) N/Reali
AB15 2.40 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) <=2 (Sens) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 ( Sens) >2/38 (Res) (Sens)
AB16 1.90 Pont. Catéter >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5(Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB17 2.21 Sangue >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.25( Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB18 2.02 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 2.0 (Sens) >2/38 (Res) N/Reali
AB19 2.03 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5 (Sens) <=0.5/9,5 (Sens) (Sens)
AB20 2.19 Urina >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 ( Res) (Sens)
AB21 2.16 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 2.0 (Sens) >2/38 ( Res) >4 (Res)
AB22 1.97 Sangue >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5 (Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB23 2.23 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 ( Res) <=1 (X)
AB24 2.12 Sangue >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 ( Res) (Sens)
AB25 2.13 Urina >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 ( Res) >32 (Res) 0.25( Sens) 1/19 (' Sens) N/Reali
AB26 2.32 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) <=2 (Sens) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 ( Res) (Sens)
AB27 2.21 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.5 (Sens) 2/38 ( Sens) N/Reali
AB28 2.02 Pont. Catéter >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 ( Res) (Sens)
AB29 1.97 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 0.25( Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB30 2.16 Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 2.0 (Sens) >2/38 ( Res) >4 (Res)
AB*01 N/R Swab Retal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) N/ Reali >2/38 ( Res) N/Reali

AB*02 N/R Frag. Osseo 32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
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AB*03 N/R Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) N/ Reali 1/19 (Sens) N/Reali
AB*04 N/R Urina >32 (Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 2.0 (Sens) >2/38 ( Res) N/Reali
AB*05 N/R Sec. Traqueal >32 (Res) >2 (Res) 4 (Sens) >8 ( Res) >4 (Res) >32 (Res) N/ Reali >2/38 ( Res) (Sens)
AB*06 N/R Sec. Traqueal >32 ( Res) >2 (Res) >8 (Res) >8 (Res) >4 (Res) >32 (Res) 1.0 (Sens) >2/38 (Res) ( Sens)

AB — A. baumannii; AB*- Identificado apenas como Acinetobacter baumannii/calcoaceticus; Res - Resistente; N/ Reali — N&o realizado; Sens —

Sensivel
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Quando analisado o perfil de resisténcia molecular direcionado aos aminoglicosideos,
foi constatado que 25% (n=9) dos isolados apresentaram o genotipo AAC para aac (6°)-1b-cr;
13,88% (n=5) apresentaram o gendtipo APH do gene aph (37’)-la e 5,55% (n=2) apresentaram
0 gendtipo ANT do gene ant (3”’)-la. A coexisténcia de dois genes foi detectada em apenas dois
isolados AB22 ( aac (6°)-lb-cr + ant (3°’)-1a) e AB26 ( aac (6°)-1b-cr + aph (3°’)-1a) e a
associacdo entre os trés genes de aminoglicosideos investigados ndo foi identificada em
nenhuma amostra (Tabela 4).

Ja em relacdo ao perfil de resisténcia molecular aos B-lactdmicos, foi observado que
18,91% (n=7) apresentaram o gendtipo VIM de blavim; 16,21% (n=6) apresentaram o genotipo
SHV do gene blasny, enquanto 10,81% (n=4) apresentaram o genotipo KPC do blakpc. O
genotipo IMP de blavp foi detectado em apenas 8,10% (n=3) dos isolados. Para este grupo foi
observada uma maior associacdo génica. Seis isolados apresentaram coexisténcia envolvendo
dois ou trés genes dirigidos aos betalactamicos, foram eles: AB12 (blakec + blaive + blavim);
AB13 (blasyv + blaime + blaviv); AB21 (blakec + blavim); AB25 (blaswv+ blavim); AB30
(blakec + blavim) e AB*04 (blaskv + blavim). A associagdo mais frequentemente observada foi
blakpc + blavim (8,10%, n=3) e blasnv + blavim (8,10%, n=3), seguida de blasnv + blame (3%,
n=1), blakpc + blaiwe + blavim (3%, n=1) e blasny + blave + blavim (3%, n=1). A associacao
entre 0s quatro genes investigados ndo foi detectada em nenhuma amostra (Tabela 4).

Seis isolados apresentaram coexisténcia de genes aminoglicosideos e betalactamicos,
foram eles: AB12 (aph (3°’)-la + blakec + blave + blavim); AB21 (aph (3°°)-la +blakpc +
blavim); AB25 (‘aac (6°)-1b-cr + blasny+ blavim); AB26 (aac (6°)-1b-cr + aph (3”)-la + blaviv);
AB30 (aph (3”’)-la + blakec + blavim) AB*04 (aac (6°)-1b-cr + blasny + blavim).
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Tabela 4. Deteccdo e associacdo dos genes de resisténcia a aminoglicosideos e p —lactamicos,
além da capacidade para formagdo de biofilme em isolados de A. baumannii oriundos de
pacientes positivos para COVID-19.

AMINOGLICOSIDEOS p-LACTAMICOS
ISOLADOS GENE GE’EE GENE GENE | GENE | GENE | GENE | BIOFILME
ant a aac
(37)-la (3,g_|a (6")-1b-cr blakec | blavim blashv | blawe
ABO01 - - - - - - _ T+ +
ABO02 - - - - - - - ++
ABO3 - - - - - - - T+ 4+
ABO04 - - - - - - - T+ 4+
ABO05 - - - - N - - T+
ABO6 - - + - - - - ++ 4+
ABOQ7 - - - - B - - T+ 4+
ABO08 - - + - - - - + +
ABQ9 - - + - - - - + +
AB10 - - - - - + - ++ +
AB11 - - - + N - - T+
AB12 - + - + + - + + + +
AB13 - - - - + + + +++
AB14 - - - - N - - T+
AB15 - - - - - - _ R
AB16 - - - - - ¥ _ T+
AB17 - + - - B - - R
AB18 - - - - - - _ R
AB19 + - - - N - i, T
AB20 - - - - - - + F++
AB21 - + - + + - - ++ 4+
AB22 + - + - - - - + + +
AB23 - - + - - - - + +
AB24 - - - - p - ; R
AB25 - - + - + + - + 4+ +
AB26 - + + - + - - + +
AB27 - - - - p - ; R
AB28 - - + - - - - + +
ABZg = - - - - - - + + +
AB30 - + - + + - - + + +
AB*01 - - - - - - - T+ +
AB*OZ = - - - - - - + + +
AB*O3 = - - - - - - + + +
AB*04 - - + - + + - T+
AB*05 - - - - - + - ¥+
AB*OG - - - - - - - + + +
AB*07 - - - - - - _ T+ +

AB — A. baumannii; AB*- ldentificado apenas como A. baumannii/calcoaceticus; (++) Intermediario formador de
biofilme; (+++) Forte formador de biofilme.

O sequenciamento confirmou que os fragmentos amplificados correspondiam as
sequencias génicas investigadas, revelando uma similaridade e homologia acima de 97%

quando comparados as sequéncias depositadas no GENBANK.
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Emrelacédo ao potencial para formacéo de biofilme, foi observado que todos os isolados
formaram biofilme, mas com intensidades diferentes. 72% (n=26) foi classificado como forte
formador (+++) e 28% (n=10) como moderado formador (++), ver tabela 4.

A tipagem molecular ocorreu nos isolados que tiveram sua identidade confirmada pelo
MALDI-TOF-MS (n=30). Foram identificados 22 perfis genéticos, denominados AcB-1 a AcB-
22. Cinco, foram representados por mais de um isolado AcB-4 (AB13, AB17, AB27); AcB-7 (
ABO7; AB09); AcB-11 (ABO5; AB11); AcB-13 (AB04; AB20; AB22) e AcB-16 (ABO3;
ABO01; AB18), os quais possuiam 100% de similaridade e o mesmo sitio de isolamento (AcB-
7 e AcB-16). Houve similaridade de 90% entre os perfis AcB11 e AcB12 e os perfis AcB- 13
e 0 AcB-14, os quais apresentaram diferentes sitios de isolamento. Quanto aos demais perfis,
foi observado que todos apresentaram apenas um isolado bacteriano (Figura 3).



Figura 3. Genotipagem das amostras de Acinetobacter baumannii oriundas de pacientes positivos para COVID-19

SIMILARITY Grupos | Isolados Sitio infeccioso Genotipo
000 015 030 045 0.60 0.75 0.90
AcB-1 AB26-  SEC TRAQUEAL aph (3”)-1a; aac (6”)-1b-cr; blavim
AcB-2 AB15-  SEC TRAQUEAL -
— AcB-3 AB14- SEC TRAQUEAL -
AB13 - SANGUE b|aVIZ; Ela}s’riv_;lglamp
| A PBLT- SANGUE Ph(37)
I AB27 - SEC TRAQUEAL -
AcB-5 AB25 - URINA aac (6°)-1b-cr; blavim; blaskv
AcB-6  ABOG- SEC TRAQUEAL aac (6)-Ib-cr
acgy  ABO7T-  SEC TRAQUEAL -
— A% AB09-  SEC TRAQUEAL aac (6”)-1b-cr
L AcBS8 AB21-  SEC TRAQUEAL aph (3°)-13; blakec; blavim
AcB-9 AB10-  SEC TRAQUEAL blasrv
AcB-10  ABO08- SEC TRAQUEAL aac (6")-1h-cr
ABO5-  SEC TRAQUEAL -
—— ACB1l ABi1- SANGUE Blaxec
| | AcB-12  AB02-  SEC TRAQUEAL -
AB04-  SEC TRAQUEAL ;
_ | AcB-13  AB20- URINA Blaive
AB22- SANGUE ant (3”)-1a; aac (6°)-1b-cr
L AcB-14 AB24- SANGUE -
_ AcB-15  ABI9- SEC TRAQUEAL ant (3)-1a
AB03-  SEC TRAQUEAL blaive
AcB-16  ABp1-  SEC TRAQUEAL )
— ' AB18- SEC TRAQUEAL -
AcB-17  AB29-  SEC TRAQUEAL ;
AcB-18  AB23-  SEC TRAQUEAL aac (6")-1b-cr
AcB-19  AB28- PONTA DE CATETER aac (6°)-1b-cr
AcB-20  AB30-  SEC TRAQUEAL aph (37)-1a; blaxec; blavim
AcB-21  AB16- PONTA DE CATETER blasnv
AcB-22 AB12- EC TRAQUEAL aph (3”)-1a; blakec; blavim; blalvpe
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Discussao

A ocorréncia de cepas de A. baumannii multiresistente em UTI’s no Brasil, varia
conforme a regido de abrangéncia do estudo (PINTADO et al., 2021; GOMEZ-
SIMMONDS et al., 2021; GRASSELLI et al., 2021). Todavia, durante a pandemia de
COVID-19, de acordo com o MS, ocorreu superlotacdes nos servigos assisténciais de
satde, bem como nas UTI’s por todo o Brasil, resultando em uma maior exposi¢ao dos
pacientes as infec¢des secundarias (SELEGATTO et al., 2022).

A identificacdo dos isolados, por meio da técnica molecular MALDi-TOF MS,
confirmou a identidade taxon6mica ao nivel de espécie e mostrou-se como alternativa
eficiente e rapida na deteccdo de patogenos bacterianos. Essa agilidade é fundamental,
sobretudo em casos de co-infeccdo onde uma antibioticotarapia rapida e efetiva é
fundamental e, muitas vezes, pode ser comprometida pelo uso de métodos convencionais
de identificacdo bacteriana devido a laténcia que estes metodos apresentam (OVIANO e
RODRIGUEZ-SANCHEZ, 2021; WATTAL et al., 2016; LEEDAHL et al., 2014).

Quanto ao perfil de resistencia foi observado que os isolados apresentaram perfis
distintos aos farmacos testados, independentemente de serem de uso frequente ou de alta
relevancia na pratica clinica. A maioria, aproximadamente 75,6% (n=28), foi identificado
como XDR, ou seja, apresentaram resisténcia a multiplas classes de antibioticos; 5,4%
(n=2) foram classificados como MDR, exibindo resisténcia a mais de uma classe de
antibioticos, enquanto 18,9% (n=7) foram considerados N-MDR, mostrando
sensibilidade a maioria dos antibioticos testados. Tais achados corroboram com
investigacgdes prévias, a exemplo do estudo de GLASS (2021) e LIMA et al., (2020), que
apontaram para cenarios similares. A ocorréncia de bactérias XDR (Extensivamente
Resistentes a Medicamentos) é especialmente notavel em um cendrio caracterizado pelo
uso indiscriminado de antimicrobianos, como foi observado durante a pandemia de
COVID-19, o que desempenhou um papel crucial em sua disseminacdo. De acordo com
Martins (2023), essas caracteristicas intrinsecas tém um efeito catalisador significativo
na propagacao de agentes infecciosos bacterianos, tornando o controle das infeccbes
ainda mais desafiador. Esse fenbmeno representa uma séria preocupacdo para a saude
publica, uma vez que as bactérias XDR requerem tratamentos mais complexos e podem

levar a complicagOes graves para os pacientes infectados.



69

Um dado interessante corresponde aos isolados (AB21 e AB30) resistentes a
colistina, uma vez que esta substancia é reconhecida como um antimicrobiano de ultima
instdncia para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias gram-negativas de
resisténcia multidroga (QUI et al., 2016; DUARTE et al., 2016). Esses resultados
apontam para uma exigéncia constante de vigilancia epidemiolégica, aliada ao
desenvolvimento urgente de novas abordagens terapéuticas.

Os resultados do nosso estudo revelaram uma alta resisténcia aos
carbapenémicos, com concentracdes inibitérias minimas (CIM) elevadas. Essa
resisténcia provavelmente estad associada a producdo de carbapenemases e pode ser
resultado da combinagdo de varios mecanismos de resisténcia, tais como a perda de
porinas especificas e a ativacdo da bomba de efluxo (QUI et al., 2016; DUARTE et al.,
2016). No entanto, é importante destacar que 0 estudo ndo investigou outros possiveis
mecanismos de resisténcia que poderiam estar envolvidos.

Avaliando molecularmente o perfil de resisténcia foi constatado que o gendtipo
VIM blaviv: detectado em sete isolados (18,91%), foi 0 mais abundante, diferentemente
do encontrado na literatura onde é rara a deteccdo deste gene em amostras de A.
baumannii, embora ja tenha sido encontrado na Grécia, Turquia, Alemanha e Coréia,
sobretudo da variante blaviv-1 (POIREL, 2006; TSAKRIS et al., 2006; BERIS et al.,
2016). Tais achados sugerem a possibilidade de um perfil especifico das amostras
circulantes no territorio brasileiro. Esses resultados atipicos constituem um estimulo para
prosseguir em nossas investigacdes, visando a compreensdo mais aprofundada desse
fendmeno e suas implicacdes clinicas. Esse gene confere resisténcia aos isolados atraves
da producdo de Metalobetalactamase (MBLs) VIM, que é responsavel por conferir
resisténcia aos carbapenémicos. O Genotipo blaskv, presente em seis isolados (16,21%)
esta relacionado a enzima B-lactamase SHV, uma B-lactamase de Espectro Estendido
(ESBL, do inglés Extended-Spectrum Beta-Lactamase) que inativa penicilinas,
cefalosporinas de terceira geragio e monobactimicos (HRABAK; CHUDACKOVA;
PAPAGIANNITSIS, 2014) .

J& 0 gene blakpc, detectado em quatro (10,81%) isolados esté associado & enzima
B-lactamase KPC, conhecida por conferir resisténcia a carbapenémicos podendo inativar
diversos carbapenémicos como imipenem, meropenem, doripenem e ertapenem,

amplamente utilizados no tratamento de infec¢Bes graves causadas por bactérias gram-
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negativas (HRABAK; CHUDACKOVA; PAPAGIANNITSIS, 2014; SHERIF et al.,
2021).

Por outro lado, o gene blaiwpe foi detectado em apenas trés isolados (8,10%). Além
das MBLs VIM detectadas em A. baumannii, relatos também apontam a presencadas
variantes IMP-1 e IMP-6 circulantes no Brasil (TOGNIM et al., 2004). Alguns estudos
(ANTONIO et al., 2011; GALES et al., 2012; LAISHRAM, 2016), vem demonstrando o
aumento significativo nas taxas de resisténcia ao imipenem em isoladosde A. baumannii.
Este dado é preocupante e demonstra que esta espécie vem aumentando seu arsenal
genético de resisténcia dificultando, assim, o combate as infec¢des causadaspor este
patdgeno.

Ja emrelacéo a deteccdo dos genes ligados a formagdo de Enzimas Modificadoras
de Aminoglicosideos, 0 aac (6°)-Ib-cr foi o mais abundante presente em 25 % dos
isolados, seguido do ant (3°')-1a, 13,88% e do aph (3’)-1a ( 5,33%). Quando comparado
ao perfil fenotipico foi visto que 97,23% (n=35) foi resistente & amicacina e 86,12%
(n=31) a gentamicina Os estudos conduzidos por LEAL et al. (2020) e DA PAZ
PEREIRA et al. (2020) revelaram taxas médias de 50% de resisténcia a esses
medicamentos em hospitais situados na mesma localidade do presente trabalho,
evidenciando a progressdao do padrdo de resisténcia a esses compostos em Recife,

Pernambuco.

Dois isolados apresentaram padrdo de coexisténcia entre dois genes
relacionados aos aminoglicosideos, um (AB22) apresentou coexisténcia entre ant (3°)-
la e aac (6°)-1b-cr (2,77%) e outro (AB26) apresentou coexisténcia entre o aph (3°’)-1a)
e 0 aac (6°)-1b-cr (2,77%). No estudo conduzido por Boettger et al. (2020), os autores
investigaram seis isolados de A. baumannii provenientes de um hospital terciario em Séo
Paulo e constataram que 100% dos isolados continham mais de um gene EMAs. De
maneira analoga a este estudo, uma pesquisa conduzida no Ird (SALIMIZAND et al.,
2018) investigou a distribuicdo de EMAs, o ant(3)-la foi o gene mais frequente,
representando 74,1% em A. baumannii. Porém, ndo foram observados nenhuma

coexisténcia génica entre 0s genes dirigidos aos aminoglicosideos.

Seis isolados apresentaram coexisténcia envolvendo dois ou trés genes dirigidos

aos betalactamicos, forameles: AB12 (blakec + blave + blaviv); AB13 (blasky + blaive
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+ blavim); AB21 (blakpc + blaviv); AB25 (blasny + blaviv); AB30 (blakec + blaviv) e
AB*04 (blasnv + blavim). A associacdo mais frequentemente observada foi blakec +
blavim (8,10%, n=3) e blasnv+ blavim(8,10%, n=3), seguida de blasnv+ blaiwe (3%, n=1),
blakec + blave + blavim (3%, n=1) e blasyy + blaive + blavim (3%, n=1). A coproducio
de KPC com outras carbapenemases, como VIM e NDM, em Acinetobacterbaumannii
vem sendo relatada em diferentes paises, incluindo Italia (RICHTER et al., 2009), Grécia
(GIAKKOUPIA et al., 2009) e China (HU et al., 2014), o que indica sua distribuicdo
mundial (KUMARASAMY et al., 2012; CANDEVIR et al., 2017; IRAZ etal., 2015).
Esses estudos evidenciam a ocorréncia dessas enzimas em diversos locais geogréficos,
sugerindo uma ampla disseminacdo e relevancia clinica significativa..

No presente estudo, todos os isolados foram formadores de biofilme, mas com
intensidades diferentes. O perfil de forte formador foi predominante (72% n=26),
independente da susceptibilidade aos antimicrobianos. Esses dados demonstram o
crescente grau de viruléncia dessa espécie e a gravidade do quadro de infeccdo por ela
causado. Arelacéo entre a capacidade de formacao de biofilme e o fenotipo de resisténcia
antimicrobiana € uma area de pesquisa ativa e em constante evolugdo. Embora existam
estudos que sugerem uma relacdo positiva entre esses dois eventos, é importante
mencionar que nem todos os estudos concordam com essa associacao direta (LIMA et
al., 2020). Algumas pesquisas encontraram uma correlagdo entre altos niveis de
resisténcia antimicrobiana e uma maior capacidade de formacao de biofilme, enquanto
outras ndo encontraram essa relacdo ou encontraram resultados inconsistentes (QUI et
al., 2016; DUARTE et al., 2016, DOMENICO et al, 2017). No entanto, no presente
estudo ndo houve relacdo significativa entre a producdo de biofilme e os fendtipos de
resisténcia, indicando a presenca de eventos multifatoriais demonstrando que a formacéo
de biofilme é uma caracteristica intrinseca dos patdgenos investigados (LIMA et al.,
2020).

No presente estudo, os dados acerca da ERIC-PCR, demonstraram uma grande
variabilidade do perfil genético de A. baumanii proveniente de pacientes positivos para
COVID-19. A analise identificou 22 perfis genéticos e destes, os perfis AcB-4; AcB-7;
AcB-11; AcB-13; AcB-16, apresentaram 100% de similaridade. Esse padrdo clonal se
assemelhou aos resultados descritos por Ece et al. (2015), reforgando a consisténcia dos

dados obtidos. Alinhado aos nossos resultados, pesquisas conduzidas por Lima et al.



72

(2020) em isolados de A. baumannii provenientes de dois hospitais publicos em Recife-
PE também revelaram a identificacdo de cinco clones pela ERIC-PCR, sugerindo uma
disseminacgéo clonal intra e interhospitalar.

A presenca de manifestacdes epidémicas causadas por A. baumanii durante a
pademia da COVID-19 é encontrada na literatura. SHINOHARA et al., (2021)
evidenciaram uma manifestacdo epidémica associada exclusivamente a um unico clone
de A. baumannii resistente aos carbapenémicos na UTI da COVID-19 de um
estabelecimento hospitalar no estado do Parana, regido sul do Brasil. Um estudo
semelhante realizado por Tawfick et al. (2020), identificou variabilidade genotipica
mediada por plasmideos em isolados de A. baumannii portadores de EMA’s em pacientes
sob cuidados intensivos relacionados primariamente a pandemia da COVID-19.

A identificacdo de clones resistentes nestes ambientes hospitalares evidencia a
correlacdo entre a disseminacéo clonal e a elevada incidéncia de infecgdes hospitalares,
resultando em impactos adversos a satde dos pacientes. Consoante com Alfouzan et al.
(2021), diversas vias de contaminacao subsistem e, para enfrenta-las sdo preconizadas

medidas profilaticas cruciais, como a ado¢éo assidua de higienizacdo das maos,
utilizacdo de Equipamentos de Protecdo Individual (EPI), implementacdo de protocolos

de isolamento e desinfeccdo periodica de superficies hospitalares. Ademais, a
contaminacdo pelos profissionais da saude exerce papel critico na propagacao de
microrganismos resistentes, considerando que mantém contato direto e frequente com os
pacientes. A falta de ades@o adequada as praticas de higienizacdo das maos, uso de EPI
e protocolos de precaucdo podem incrementar o risco de transmissdo desses
microrganismos entre os profissionais da salide e os pacientes (ALFOUZAN et al., 2021).
Em contexto pandémico, avulta a relevancia das medidas profilaticas
hospitalares, além do despertar de toda sociedade para o desenvolvimento de habitos
biosseguros. O sobrecarregamento dos sistemas de salde, a elevada rotatividade de
pacientes e a exposicdo polimicrobiana ensejam a propagacdo de microrganismos
refratarios. Ademais, pacientes acometidos pelo virus pandémico podem manifestar
maior suscetibilidade a infeccBes hospitalares, recrudescendo a gravidade dos desfechos
clinicos (DOBROVIC et al., 2023).
Conclusédo
Para diminuir a ocorréncia de A. baumannii com relagdo clonal em UTIs no
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Brasil em um contexto pandémico, acarretando em superlotagfes hospitalares, séo
necessarias medidas estratégicas e abrangentes. Isso inclui uma melhor vigilancia
epidemioldgica para identificar casos e rastrear a disseminacdo da bactéria, além de
implementar medidas rigorosas de controle. E importante garantir a higienizaco
adequada das méos, a limpeza e desinfec¢do adequadas de equipamentos e superficies e
0 uso prudente de antibi6ticos para evitar o desenvolvimento de resisténcia.

A selecdo adequada de terapia para infeccdes causadas por A. baumannii tem se
tornado, cada vez mais, desafiadora. Essa dificuldade é preocupante, uma vez que reflete
0 cenario critico atual das infecgBes hospitalares, agravado pelo contexto pandémico. E
evidente a necessidade urgente de uma vigilancia epidemiol6gica abrangente dessas

infecgdes, a fim de mitigar sua incidéncia e impacto no ambiente hospitalar.
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6. CONCLUSOES

1. Os diferentes perfis de suscetibilidade fenotipicos e genotipicos encontrados,
demonstram a capacidade de adaptacdo dos patdgenos investigados e revelam a
problematica terapéutica das infeccOes causadas por eles;

2. Os resultados descritos neste estudo demonstram a situacdo critica na
transmissé@o de infeccdes hospitalares, reforcando a necessidade de intervencdes
com estratégias tanto para o tratamento quanto para 0 monitoramento das

infeccdes hospitalares, bem como para a prevencao da infec¢do cruzada;

3. N&o foi possivel correlacionar o perfil de resisténcia com a capacidade de
formacdo de biofilme, indicando que essa capacidade parece ser intrinseca e

multifatorial na espécie investigada;

4. O presente estudo forneceu dados alarmantes que indicam a elevada e crescente
capacidade de adaptacdo de A. baumanii no ambiente hospitalar, demonstrando

0 aspecto problematico do tratamento e erradicacao desse patogenos.
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SUMULA CURRICULAR

e Certificagdo no curso “Medidas de protecdo no manejo da COVID-19 na Atencdo
Especializada”, produzido pela Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), na
categoria qualifica¢do profissional, com carga horaria de 15 horas - 2021.

e 2021 - 2021 Técnicas de Coloracdo de Gram. (Carga horaria: 15h). plataforma de
Educacdo Permanente, TELELAB, Brasil.

e 2021 - 2021 Biosseguranca Laboratérios de DST, AIDS e Hepatites Virais. (Carga
horaria: 15h).

e Resumos publicados em anais de congressos: Ocorréncia de Acinetobacter baumannii
resistentes a drogas e formadores de biofilme em uma UTI-COVID, no ano de
2020/2021 RECIFE, PERNAMBUCO, BRASIL .
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