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RESUMO

A alta prevaléncia de infecgdes causadas por A. baumannii resistente a carbapenémicos
levou ao retorno da utilizacdo de antimicrobianos antigos, como as polimixinas,
consideradas como “Ultimo recurso” na terapia clinica. Esse estudo teve como objetivo
determinar o perfil de suscetibilidade de 60 amostras de A. baumannii provenientes de
um hospital do municipio do Rio de Janeiro, sendo 27 amostras obtidas de pacientes de
um surto ocorrido em 2011, e um total de 33 amostras obtidas tanto de pacientes quanto
do ambiente, coletadas no periodo de 2014 a 2015, no mesmo hospital. As amostras
apresentaram elevados (> 80%) niveis de resisténcia para piperacilina/tazobactam,
cefotaxima, ciprofloxacino, cefepime, imipenem e meropenem. O maior percentual
de resisténcia apresentado pelas amostras de 2011 foi para o ciprofloxacino (96%).
Para as amostras ambientais, a maior percentagem de resisténcia encontrada foi para
cefotaxima (94%). Dentre as 60 amostras testadas, 19 (32%) foram sensiveis a polimixina
B (CIM < 2 pg/mL) e 41 (68%) foram resistentes (CIM = 4 pg/mL), sendo 27 obtidas de
pacientes (20 do periodo de 2011 e 7 de 2014-2015) e 14 ambientais. A resisténcia as
polimixinas ainda é rara, porém, o uso extensivo das polimixinas tem levado ao surgimento
de amostras de A. baumannii resistentes.

PALAVRAS-CHAVE: Acinetobacter baumannii; Resisténcia; Polimixina B; Infeccédo
Hospitalar; Vigilancia Sanitaria

ABSTRACT

Higher prevalence of carbapenem-resistant A. baumannii infections has led to the return
of old antimicrobials, such as polymyxins, “last-resort” drugs for the clinical therapy.
This study aimed to determine the susceptibility profile of 60 A. baumannii isolates from
a hospital in the city of Rio de Janeiro, 27 isolates obtained from patients in an outbreak
in 2011, and a total of 33 isolates from both patients and the hospital environment
collected in the 2014-15 period, in the same hospital. Isolates showed high levels
(> 80%) of resistance to the antimicrobials tested: piperacillin/tazobactam, cefotaxime,
ciprofloxacin, cefepime, imipenem and meropenem. The highest resistance percentage
presented in isolates from the 2011 period was to ciprofloxacin (96%). Regarding the
environmental isolates, the highest resistance percentage was found to cefotaxime (94%).
Among the 60 isolates tested, 19 (32%) were sensible to polymyxin B (MIC < 2 mg/mL)
and 41 (68%) were resistant (MIC > 4 mg/mL), 27 were obtained from patients (20 from
the 2011 period and 7 from the 2014-2015 period) and 14 from the hospital environment.
The resistance to polymyxins is still rare; however, the extensive use of polymyxins has
led to the emergence of resistant strains of A. baumannii.

KEYWORDS: Acinetobacter baumannii; Resistance; Polymyxin B; Hospital Infections;
Sanitary Surveillance
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INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii tem se destacado como um importante
patogeno oportunista responsavel por Infeccées Relacionadas a
Assisténcia a Satde (IRAS). Sua significancia clinica tem sido jus-
tificada por fatores como: sua alta prevaléncia em epidemias
e situacdes endémicas, capacidade de adquirir resisténcia aos
antibiodticos, capacidade de formar biofilmes em dispositivos
médicos e resisténcia a dessecacao’23.

Nas ultimas décadas, A. baumannii tem apresentado altos
indices de resisténcia aos antimicrobianos comumente utili-
zados, seja por mecanismos intrinsecos ou adquiridos’. Com
o passar dos anos, o tratamento com antimicrobianos mais
potentes como os carbapenémicos se tornou essencial, entre-
tanto, junto ao emprego desses antibidticos, tem sido observado
indices crescentes de cepas resistentes a essas drogas, devido
a emergéncia das b-lactamases?. Por conta disso o uso dos lipo-
polipeptideos (polimixina B e polimixina E), considerados como
“Ultimo recurso”, vem sendo cada vez mais necessario.

Na década de 1960, os lipopolipeptideos foram amplamente utili-
zados no tratamento de infec¢des por A. baumannii e Pseudomonas
aeruginosa, no entanto, foram substituidos por drogas eficazes e
menos toxicas, como as cefalosporinas e os aminoglicosideos™®.
Na década de 1990, com a emergéncia de cepas de A. baumannii
e P. aeruginosa resistentes a multiplas drogas (MDR), seu uso foi
restabelecido, especialmente no caso de amostras resistentes aos
carbapenémicos. O uso intensivo das polimixinas nos Gltimos anos
tem levado ao surgimento de amostras de A. baumannii resistentes,
ja tendo sido relatadas taxas de resisténcia de 40,7% na Espanha e
30,6% na Coreia’®. Atualmente, em alguns paises, as polimixinas
tém sido consideradas a Unica opgédo para o tratamento de infec-
coes graves causadas por A. baumannii MDR®.

O presente estudo teve como objetivo avaliar amostras de
A. baumannii de origem clinica e ambiental provenientes de um
hospital da rede publica do municipio do Rio de Janeiro, por meio
da identificacdo por provas bioquimicas e métodos genotipicos e
da determinacao do perfil de suscetibilidade frente aos antimicro-
bianos por disco difusao e a polimixina B por microdiluicdo em caldo.
A coleta foi realizada em dois momentos diferentes, no periodo de
marco a junho de 2011, referente ao primeiro surto de A. baumannii
ocorrido no hospital e posteriormente no periodo de 2014 a 2015,
quando foi observada a endemicidade do microrganismo.

METODOLOGIA

Amostras bacterianas

Foram estudadas 60 amostras de Acinetobacter baumannii cole-
tadas em um hospital da rede publica do municipio do Rio de
Janeiro. Entre essas, 27 amostras obtidas de pacientes foram
envolvidas em um surto ocorrido no periodo de marco a junho
de 2011, e o restante foi coletada no periodo de 2014 a 2015,
sendo 15 amostras obtidas de pacientes e 18 amostras ambien-
tais (oriundos de grades de leito, cabeceiras de leito e mesas de
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cabeceira) coletadas na Unidade de Terapia Intensiva (UTI) do
mesmo hospital. Os surtos foram identificados e caracterizados
pela propria equipe da Comisséo de Controle de Infeccao Hospi-
talar do hospital e reportados aos autores desse trabalho com o
objetivo de auxiliar no controle dos surtos.

Identificacdo bacteriana

As amostras obtidas de pacientes foram inicialmente identificadas
no hospital pelo sistema automatizado VITEK 2 (Bio Mérieux Inc.,
Hazcwood, Mo). Para realizar a pesquisa da presenca de A. baumannii
de origem ambiental, foram amostradas as seguintes superficies da
UTI: cabeceiras de leitos, mesas de cabeceira, grades de leitos, ban-
cada central do setor, estetoscopios, pias e macanetas. Para tal, duas
coletas foram feitas (com intervalo de um més) através de esfregaco
em superficie com swab estéril umedecido em solugao salina a 0,85%.
O setor possui uma bancada central, quatro pias e 10 boxs, cada
um com um leito e uma mesa de cabeceira, além de outros equipa-
mentos. Ao todo foram coletados 77 swabs das superficies.

No laboratorio de pesquisa, apos verificacdo da pureza, foram
realizados os seguintes testes para confirmacao de identificacao
do género: observacdo das caracteristicas morfotintoriais apos
coloracéo pelo método de Gram, teste da producao da citocromo
oxidase, teste de oxidacao-fermentacao da glicose em meio de
Hugh-Leifson, utilizacao do Citrato (Simmons), crescimento a 42°C,
teste de Motilidade e producao de Indol, segundo Murray et al.™.
Para a identificacdo em nivel de espécie das amostras obtidas de
pacientes foram realizados os seguintes métodos: Reacdo em Cadeia
da Polimerase (PCR) para o gene rpoB'!, posterior sequenciamento e
analise do gene, e também PCR para o gene bla,, .,
da identificacdo das amostras ambientais foi realizada através da
PCR do gene bla,,, ", além da técnica de espectrometria de massa
MALDI-TOF MS (VITEK®). Todas as amostras foram estocadas em
caldo Caldo Triptona de Soja (TSB) (Difco®), contendo 20% de glicerol
(v/v) e mantidos em freezer a -20°C e -70°C.

2, Aconfirmacao

Avaliacao da suscetibilidade aos antimicrobianos

Técnica de disco difusdo

As amostras foram submetidas ao teste de suscetibilidade
aos antimicrobianos pela técnica de disco difusdo, conforme
recomendacées do Clinical and Laboratory Standards Insti-
tute'™™. Os antibidticos utilizados foram: amicacina (30 pg),
gentamicina (10 pg), ampicilina-sulbactam (10 upg/10 pg),
piperacilina-tazobactam (100 pg/10 pg), cefotaxima (30 pg),
ceftazidima (30 pg), cefepima (30 pg), ciprofloxacino (5 pg), imi-
penem (10 pg) e meropenem (10 pg) (SENSIFAR®).

B por microdiluicao em caldo

As amostras foram avaliadas com relacéo a suscetibilidade a poli-
mixina B pelo método de microdiluicdo em caldo. A metodologia e
os valores de corte utilizados foram os preconizados pelo CLSI'*",
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Foram selecionadas para serem testadas as seguintes concentra-
¢oes antimicrobianas: 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL,
4ug/mL, 2 ug/mL, 1 yg/mL, 0,5 pg/mL, 0,25 yg/mLe 0,125 pg/mL.
A leitura foi realizada através de inspecéo visual, por meio da qual
a primeira concentracdo que ndo apresentou crescimento bacte-
minima. Os ensaios foram realizados em triplicata e a cepa Esche-
richia coli ATCC 25.922 foi utilizada como controle dos testes.

RESULTADOS

Identificacdo bacteriana e distribuicao das amostras

Através das provas bioquimicas convencionais, o género Acineto-
bacter foi determinado nas amostras. Além disso, por meio da téc-
nica de PCR, foi observada a presenca do gene bla,, ,
amostras. A confirmacao da identificacao de A. baumannii nas amos-
tras obtidas de pacientes foi feita através do sequenciamento do
gene rpoB e analise por comparacao com as sequéncias depositadas
no GenBank, utilizando-se a ferramenta BLAST, onde todas as amos-
tras apresentaram um nivel de similaridade > 98%. Ja a identificacdo
das amostras ambientais foi confirmada através de MALDI-TOF MS,
utilizando o valor de identificacao > 75%'. Assim, a identificacao de
todas as 27 amostras obtidas de pacientes pertencentes ao surto em
2011 foi confirmada, além de 15 amostras coletadas de pacientes
no periodo de 2014 e 2015. Em relacdo as amostras ambientais,
18 amostras de A. baumannii foram obtidas da UTI do hospital estu-
dado, sendo 13 (72%) amostras de cabeceiras de leito, quatro (22%)
de mesas de cabeceira e uma (6%) de grade de leito.

em todas as

Perfil
Disco-difusao

de suscetibilidade aos antimicrobianos através de

A avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos mostrou que as
amostras pertencentes ao surto de 2011 apresentaram taxas elevadas
de resisténcia para todos os antimicrobianos testados, com percen-
tagens iguais ou maiores que cerca de 80% para oito dos dez anti-
microbianos testados (Figura 1). O maior percentual de resisténcia
encontrado foi para o ciprofloxacino (96%, n = 26), seguida por cefota-
xima, cefepime e piperacilina-tazobactam (93%, cada), meropenem e
imipenem (85% e 81%, respectivamente), ampicilina/sulbactam e cef-
tazidima (78%, cada). Amicacina foi o antimicrobiano que apresentou
a maior taxa de suscetibilidade (44%), seguida da gentamicina (41%).

100%
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Em relacdo as amostras obtidas de pacientes e ambientais cole-
tados em 2014 e 2015, foi observada a presenca de perfis de
suscetibilidade semelhantes entre os antimicrobianos testados
e também foram encontrados altos percentuais de resisténcia a
quase todas as classes testadas (Figura 1). As amostras obtidas
de pacientes apresentaram os maiores porcentuais de resis-
téncia aos antimicrobianos cefotaxima, cefepime, ciprofloxa-
cino, imipenem e meropenem (93%, n = 14), seguida de pipera-
cilina-tazobactam (86%). A menor percentagem de resisténcia
encontrada foi aos antimicrobianos ampicilina-sulbactam e
amicacina (40%). Ja entre as amostras ambientais, o maior
percentual de resisténcia encontrado foi a cefotaxima (94%,
n =17), seguido pelo ciprofloxacino (89%), cefepime, imipenem,
meropenem e piperacilina-sulbactam (84%, cada). A menor per-
centagem de resisténcia encontrada foi aos antimicrobianos
ampicilina-sulbactam e gentamicina (44%, cada).

De acordo com o perfil de resisténcia as diferentes classes de
antimicrobianos testadas, algumas amostras foram classificadas
como multirresistentes (MDR)". Entre as amostras do surto de
2011, 63% foram resistentes a pelo menos um agente de trés
ou mais classes testadas, sendo consideradas multirresistentes,
além de 33% que foram resistentes a todos os antimicrobianos
testados. Em relacdo as amostras obtidas de pacientes e ambien-
tais coletados em 2014 e 2015, 73% foram MDR e 15% foram resis-
tentes a todos os antimicrobianos testados.

Todas as amostras que apresentaram resultados intermediarios
foram consideradas resistentes.

Dentre as 60 amostras avaliadas, 19 (32%) foram sensiveis a
polimixina B (CIM < 2 pg/mL) e 41 (68%) foram resistentes
(CIM > 4 pg/mL). Dentre as resistentes, a maioria apresentou
CIM de 4 pg/mL e 8 pg/mL, respectivamente 28% e 27% (n = 60).
Avaliando em paralelo as amostras do surto de 2011 com as
obtidas de pacientes e ambientais coletadas em 2014 e 2015, foi
observada uma diminuicado na resisténcia a polimixina B de 74%
para 64% (dados nao mostrados). A maioria das amostras de 2011
apresentou CIM de 8 pg/mL (52%, n = 14), enquanto as amos-
tras obtidas de pacientes de 2014 e 2015 apresentaram em sua
maioria CIM de 2 pg/mL (40%, n = 6) e as amostras ambientais
CIM de 8 pg/mL (56%, n = 10) (Figura 2).
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2014-15 C: amostras clinicas; 2014-15 A: amostras ambientais; AK: amicacina; CN: gentamicina; SAM: ampicilina/sulbactam; TZP: piperacilina/tazobactam;
CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepima; CIP: ciprofloxacina; IPM: imipenem; MEM: meropenem.

Figura 1. Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos pelo método de disco difusao das amostras obtidas de pacientes e ambientais de A. baumannii,

referentes ao surto de 2011 e ao periodo de 2014 a 2015.
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DISCUSSAO

Os altos niveis de multirresisténcia (> 80%) as diferentes
classes de antimicrobianos em A. baumannii encontrados no
estudo, em casos de infeccoes e em amostras de ambiente
hospitalar, no Rio de Janeiro, ressaltam o reflexo de achados
globais relacionados a este patdgeno oportunista. Diversos
estudos de paises da América Latina tém relatado altos niveis
de multirresisténcia em A. baumannii'®'%2, No Brasil, Carvalho
et al.?", no Rio de Janeiro, e outros estudos com amostras de
diversas regides brasileiras, relataram resultados semelhantes
envolvendo os mesmos antimicrobianos. Esses estudos também
revelaram maior e menor percentagens de resisténcia de
A. baumannii aos antimicrobianos ciprofloxacino e amicacina,
respectivamente?>?3. Apesar desse resultado, a toxicidade da
amicacina limita seu uso clinico?.

0 uso indiscriminado dos antimicrobianos carbapenémicos tem
levado as amostras de A. baumannii a apresentarem elevados
percentuais de resisténcia a essas drogas. Um estudo com amos-
tras coletadas no Rio de Janeiro e Maranhao observou 100% de
resisténcia ao meropenem, ja em relacdo ao imipenem apenas
23% das amostras coletadas no Rio de Janeiro eram resistentes?.
Outro estudo com amostras mais recentes, oriundas de diversas
regides brasileiras, relatou resisténcia superior a 90% a esses
dois antimicrobianos?, resultado semelhante ao encontrado em
nosso estudo.

Com o crescente aumento da resisténcia aos carbapenémicos, as
polimixinas se tornaram a Ultima opgdo de tratamento de amos-
tras de A. baumannii panresistentes. No entanto, a resisténcia
a esses agentes também tem crescido e sido relatada em varios
paises?*?728, Um estudo englobando dados de diversos trabalhos
da América Latina com amostras de A. baumannii de 2002 a 2010
relatou uma alta suscetibilidade (> 98%) a colistina. Porém, foi
observado um isolado resistente em um estudo em 2008 no Brasil,
revelando a necessidade de estudos que correlacionem a possivel
resisténcia a esse agente mediante sua exposi¢do?. Em outro estudo
brasileiro, com amostras de A. baumannii MDR de 2008 a 2009, foi
observada a resisténcia a polimixina B de 39% das amostras®. No
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presente estudo, com amostras mais recentes, 68% foram resis-
tentes a polimixina B. Um possivel motivo para o aparecimento
de cepas resistentes a polimixina B é a heterorresisténcia, que
ja foi descrita para polimixinas em A. baumannii?’*3'32, Apesar
dos mecanismos de resisténcia de A. baumannii a polimixina B
ainda nao terem sido esclarecidos, acredita-se que mutacoes no
gene pmrB sejam responsaveis por esse perfil®3435, Esses genes
nao sao geralmente transmissiveis entre as bactérias, ja que na
transmissao horizontal dificilmente podera ocorrer uma ampla
disseminacao®. Porém, recentemente foi descrito pela primeira
vez um plasmideo mediando resisténcia a colistina¥, presente em
uma cepa comensal de E. coli isolada de porcos, sendo que esse
plasmideo foi prontamente compartilhado entre outras cepas de
E. coli. Uma explicacao para essa evidéncia poderia ser o amplo
uso da colistina na agricultura desde 1950, sendo que em 2010
esse foi 0 quinto antibiético mais vendido para o uso na agricultura
na Europa®. Segundo Liu et al.?’, dados obtidos na China mostram
que cepas de E. coli, obtidas de porcos e outros animais, tém altas
taxas de resisténcia a colistina mediada por plasmideos. Esses
achados sugerem uma relacao muito direta entre o uso da colis-
tina na agricultura e a deteccao de cepas resistentes em animais,
nos alimentos e em humanos. Outros relatos também ja foram
realizados, sendo a presenca do gene plasmidial mcr-1 também
detectada em uma cepa de E. coli obtida de infeccao do trato
urinario de um paciente nos Estados Unidos*. Uma possibilidade
para interromper essa relacao, segundo Paterson e Harris*, seria
a limitacdo ou mesmo a suspensao do uso da colistina na agricul-
tura da China, porém, os autores discutem que o insucesso dessas
medidas podera criar um grande problema de satde piblica.

Desde o surgimento da resisténcia a polimixina B, ainda nao sur-
giram outras opcdes terapéuticas para o tratamento de infec-
cOes causadas por amostras de Acinetobacter spp. MDR*.

0 aumento da resisténcia a polimixina B deve ser monitorado
e relatado as autoridades sanitarias, como a Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), ja que providéncias devem ser
tomadas no sentido que a unidade hospitalar possa ser acompa-
nhada e medidas de orientacao sejam aplicadas. Essa preocupacao
vem sendo externada desde 2001 em publicacao de Gales et al.*,
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quando foi realizada uma revisao dos critérios de interpretacao
disponiveis e das diretrizes preconizadas para o controle de quali-
dade dos métodos de avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana
para a polimixina B e colistina. Nela, os autores recomendaram
que os laboratorios clinicos devessem exclusivamente usar os
métodos dilucionais de avaliacdo da suscetibilidade para auxi-
liar na aplicagdo terapéutica desses antimicrobianos. Em 2003,
no Brasil, Reis et al.” descreveram o surgimento de cepas resis-
tentes a polimixina B possivelmente devido a presséo seletiva e
disseminacdo de cepas clonais, sugerindo que medidas deveriam
ser adotadas para impedir a emergéncia das cepas resistentes.

Somente em 2013, a Anvisa publicou uma Nota Técnica contendo
medidas de prevencao e controle de infeccbes por enterobacté-
rias multirresistentes. Entre os itens preconizados existe a orien-
tacdo terapéutica em caso de terapia empirica para utilizacdo
de polimixina B ou colistina, sempre em associacao com um ou
mais antimicrobianos, ja que a monoterapia pode levar ao rapido
desenvolvimento de resisténcia. Além disso, deve ser providen-
ciada imediatamente a comunicacao a Comissao/Servico de Con-
trole de Infeccao Hospitalar da unidade hospitalar. A participacao
do laboratorio clinico é essencial, ja que uma vez detectado um
microrganismo multirresistente, a comunicacdo devera ser reali-
zada imediatamente aos responsaveis pela tomada de decisdo no
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