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RESUMO

Acinetobacter spp é um grupo de patdgenos oportunistas causadores de infec¢Ges relacionadas
a assisténcia a saude (IRAS), especialmente em Unidades de Terapia Intensiva (UTI). Suas
crescentes taxas de resisténcia a multiplas drogas representam um grave problema de salde
publica. O presente estudo teve como objetivos analisar o perfil epidemiologico de 106
pacientes com IRAS causadas por bactérias do género Acinetobacter spp internados no
Hospital de Urgéncia de Teresina, Piaui, Brasil, bem como investigar o perfil de resisténcia
aos antimicrobianos desses isolados clinicos e a identificacdo do mecanismo de resisténcia
por bomba de efluxo. A identificacdo e a determinacdo do perfil de resisténcia de
Acinetobacter foram realizadas pelo método automatizado no BD PHOENIX 5.1. Para
determinar a ocorréncia de mecanismo de resisténcia mediado por bomba de efluxo, a
concentracdo inibitéria minima de diferentes antibidticos foi determinada na presenca e na
auséncia do Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona. Observou-se que a maioria dos pacientes
era do sexo masculino (68,9%), entre 20 a 60 anos (56,6%) e com infecgdes do trato
respiratorio (77,4%). Dos 106 isolados, 101 eram A. baumannii e 5 Acinetobacter spp. Entre
os isolados clinicos verificou-se um elevado percentual (90,6%) de cepas multirresistentes,
com maior prevaléncia de resisténcia a gentamicina (98,0%), ceftriaxona (94.3%),
ceftazidima (92,0%), ciprofloxacina (90,5%) e levofloxacina (90,5%). Por outro lado, todas as
cepas foram sensiveis a colistina. A ocorréncia de resisténcia mediada por bomba de efluxo
foi verificada em 26,4%, 16% e 8,5% das cepas resistentes a ceftazidima, amicacina e
ciprofloxacina, respectivamente. Estes resultados alertam para a necessidade da
implementacdo de medidas preventivas visando reduzir a prevaléncia de cepas de
Acinetobacter spp multirresistentes no ambiente hospitalar.

Palavras-chave: Acinetobacter spp, Infeccdes relacionadas a assisténcia a saude, Resisténcia
bacteriana.



ABSTRACT

Acinetobacter spp is an opportunistic pathogen which causes healthcare-associated infections,
especially in intensive care units (ICUs). The increasing rate in multiple drug resistance
represents a serious public health problem. The present study aimed to analyze the
epidemiological profile of 106 patients with healthcare -associated infections, caused by
bacteria from the Acinetobacter genus, hospitalized at an emergency hospital in Teresina,
Piaui, Brazil, as well as to investigate the resistance profile to antimicrobials of these clinical
isolates. Identification and resistance profile determination of the Acinetobacter was
performed by an automated method using the BD PHOENIX 5.1. To determine the
occurrence of efflux pump-mediated resistance mechanism, the minimum inhibitory
concentration of different antibiotics was determined in the presence and absence of
carbonylcyanide m-chlorophenylhydrazone. The majority of the patients were male (68.9%),
aged 20-60 years old (56.6%), with respiratory tract infections (77.4%). From the 106
isolates, 101 were A. baumannii and the remaining 5 were from other species. A high
percentage of multiresistant strains (90.6%) with a greater resistance prevalence to gentamicin
(98.0%), ceftriaxone (94.3%), ceftazidime (92.0%), ciprofloxacin (90.5%) and levofloxacin
(90.5%) being observed among clinical isolates. On the other hand, all the strains were
sensitive to colistin. The occurrence of efflux pump-mediated resistance was verified in
26.4%, 16% and 8.5% of ceftazidime, amikacin and ciprofloxacin resistant strains,
respectively. These results point to a need for implementing preventive measures aimed at
reducing the prevalence of multiresistant Acinetobacter spp strains in hospital environments.

Keywords: Acinetobacter spp, Healthcare-associated infections, Bacterial resistance.



RESUMEN

Acinetobacter spp es un patdgeno oportunista causante de infecciones relacionadas con la
asistencia a la salud especialmente en unidades de terapia intensiva (UCI). Sus crecientes
tasas de resistencia a multiples drogas representan un grave problema de salud publica. El
presente estudio tuvo como objetivos analizar el perfil epidemiolégico de 106 pacientes com
infecciones relacionadas con la asistencia a la salud causadas por bacterias del género
Acinetobacter internados en el hospital de urgencias de Teresina, Piaui, Brazil, asi como
investigar el perfil de resisténcia a los antimicrobianos de estos aislados clinicos. La
identificacion y la determinacion del perfil de resistencia de Acinetobacter se realizaron
mediante el método automatizado en BD PHOENIX 5.1. Para determinar la ocurrencia de
mecanismo de resistencia mediado por bomba de eflujo, la concentracion inhibitoria minima
de diferentes antibi6ticos se determind en presencia y ausencia del Carbonilcianeto m-
clorofenil-hidrazona. Se observd que la mayoria de los pacientes eran del sexo masculino
(68.9%), entre 20 a 60 afios (56.6%) y con infecciones del tracto respiratorio (77.4%). De los
106 aislados, 101 eran A. baumannii y 5 de otras especies, entre los aislados clinicos se
verifico un elevado porcentual (90.6%) de cepas multirresistentes, con mayor prevalencia de
resistencia a la gentamicina (98.0%), ceftriaxona (94.3%), ceftazidima (92.0%),
ciprofloxacino (90.5%) y levofloxacino (90.5%). Por otro lado, todas las cepas fueron
sensibles a la colistina. La presencia de resistencia mediada por bomba de eflujo fue
verificada en el 26.4%, el 16% y el 8.5% de las cepas resistentes a la ceftazidima, amicacina y
ciprofloxacino, respectivamente. Estos resultados advierte de la necesidad de aplicar medidas
preventivas para reducir la prevalencia de cepas de Acinetobacter spp multirresistentes en
ambiente de hospitales.

Palabras clave: Acinetobacter spp, Infecciones relacionadas con la asistencia salud,
Resistencia bacteriana.



LISTA DE FIGURAS

Figura 01 - Fluxograma do teste de modulagao..........c.cccvevviieiieii i 39

Figura 02 - Incidéncia das cepas de Acinetobacter como agente causador de IRAS no Hospital
de Urgéncia de Teresina — PI, no periodo de julho de 2016 a julho de 2017. Teresina,
2008, ..ottt R bRt E e R Rt e Rt Rt R e Re b et e Rt Re e e Rt R Rt ne et nrens 41

Figura 03 — Padrdo de resisténcia da infeccdo por Acinetobacter spp em pacientes com quadro
de IRAS, atendidos no Hospital de Urgéncia de Teresina — Pl, apresentadas no periodo de
julho de 2016 a julho de 2017. Teresing, 2018.........cccceiieiieiiiiere e 47



LISTA DE TABELAS

Tabela 01 — Distribuicdo por sexo, faixa etaria e espécime clinico de pacientes com IRAS,
causadas por Acinetobacter spp, atendidos no Hospital de Urgéncia de Teresina-Pl, no
periodo de julho de 2016 a julho de 2017. Teresing, 2018. ........ccccvvivevierieieiene e, 42

Tabela 02 — Perfil de resisténcia quanto aos fenotipos das cepas de Acinetobacter spp,
isoladas de pacientes com quadro de IRAS internados no Hospital de Urgéncia de Teresina-
P1, apresentadas no periodo de julho de 2016 a julho de 2017. Teresina, 2018...................... 45

Tabela 03 — Deteccdo do mecanismo de resisténcia por bomba de efluxo para ceftazidima,
amicacina e ciprofloxacina em cepas de Acinetobacter spp em isolados clinicos de pacientes,
com quadro de IRAS, atendidos no Hospital de Urgéncia de Teresina-Pl. Teresina, 2018. ...50



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABC — transportadores de cassetes de ligacdo de ATP
AFLP — Polimorfismo de Comprimento de Fragmento Amplificado
AMI — Amicacina

ATP — Adenosina trifosfato

AmpC — Adenosina monofosfato ciclico

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BGNNF — Bacilo Gram negativo nao fermentador
BGNNFG — Bactérias Gram N&o Fermentador de Glicose
BHI — Caldo Cérebro-Coracéo

CAAE - Certificado de Apresentacdo para Apreciacio Etica
CCCP - Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona

CDC - Centro de controle e prevencéo de doengas

CEF - Cefepime

CEP — Comité de Etica em Pesquisa

CAZ — Ceftazidima

CPM - Cefepime

CRO - Ceftriaxona

CIM - Concentracdo Inibitéria Minima

CIP — Ciprofloxacina

CTI - Centro de Terapia Intensiva

CLSI — Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais

COL - Colistina

Complexo ACB Acinetobacter baumannii — Acinetobacter calcoaceticus
CTX — Ceftriaxona

DAPI — 4 '.6-diamino-2-fenilindol

DMT - Drug-Metabolite Transporter

DNA — Acido desoxirribonucleico

DPOC - Doenga Pulmonar Obstrutiva Cronica

ESBL - Betalactamases de Espectro Ampliado

EUA — Estados Unidos da América

EARS — Rede Europeia de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana

ENVIN — Estudo Nacional de Controle de Infeccdo Hospitalar



GEN — Gentamicina

HUT — Hospital de Urgéncia de Teresina

HUSM — Hospital Universitario de Santa Maria

IC — Intervalo de Confianca

IH — Infeccdo Hospitalar

IPM — Imipenem

IDSA — Sociedade de Doencas Infecciosas da América
IRAS — Infec¢des Relacionadas a Assisténcia a Saude
KSA — Reino da Arébia Saudita

LEV - Levofloxacina

LPS — Lipopolissacarideos

MYSTIC — Coleta de informacdes do teste de suscetibilidade anual Meropenem
MALDI-TOF — Dessor¢éo lonizada por Laser Associada a Matriz - Tempo de Voo
MATE — Extrusdo de multiplos farmacos e compostos toxicos
MBLs — Metalo-beta-lactamases

MF — Mediador principal

MG — Minas Gerais

MDR — Multidroga resistente

MER — Meropenem

MFP — Proteina de fusdo de membrana

MFS — Superfamilia Facilitadora Maior

ML — Microlitros

MLST - Digitagéo de Sequéncia MultiLocus

AN — Agar Nutriente

NMP — (1-naftilmetil) -piperazina

NNIS — Vigilancia Nacional de Infecgdes Hospitalares
OmpA — Proteina integrante de membrana

OMPs — Proteinas de membrana externa

OPAS - Organizacdo Pan-Americana de Saude

OXA - Oxacilinase

PG — Pagina

PAN — Phe-Arg - dicloridrato de naftilamida

PABN — fenilalanina-arginina-naftilamida

PBPs — Proteinas ligadoras de penicilina



PCR — Reagdo em Cadeia da Polimerase

PDR - Pandroga resistente

PPT — Piperacilina/tazobactam

PFGE — Eletroforese em Gel de Campo Pulsado

PH — Potencial Hidrogenionico

Pl — Piaui

Rede RM — Rede Nacional de Monitoramento de Resisténcia Microbiana em Servicos de
Saude

RNA- Acido ribonucleico

RND - Diviséo de Resisténcia-Nodulacéo

rRNA — RNA ribossémico

SCOPE - Vigilancia e Controle de Patogenos de Importancia Epidemioldgica
SPP — Plural para vérias espécies

SENTRY - Sistema de Vigilancia Internacional da Resisténcia aos Antimicrobianos
SMR - Pequenas proteinas multirresistentes

SUT - Sulfametoxazol Trimetoprima

SFH — Hospital das Forcas de Seguranga

TIG - Tigeciclina

TRINSUL - Sulfametoxazol —Trimetroprim

UFC — Unidade Formadora de Colbnia

UFPI — Universidade Federal do Piaui

UTI - Unidade de Terapia Intensiva

ug — Micrograma

ul — Microlitro

mL — Mililitro

XDR — Extremamente resistente


https://consultaremedios.com.br/sulfametoxazol-trimetoprima/pa

SUMARIO

L0 INTRODUGAO ..ottt sttt ettt 15
2.0 OBIETIVOS ... 18
2.1 ODBJEUIVO GEIAI ..ttt s b e et e e snb e e e snb e e e nnbe e e anneean 18
2.2 ODJetiVOS ESPECITICOS. ... eeiuteieiiiiieiiie ettt e e anne e 18
3.0 REFERENCIAL TEORICO .......coiiiitiiitetecieeete sttt ettt st enssbenesnenes 19
3.1 Infeccd@o Relacionada & AsSIStENCIA & SAUE ..........ceveiiiiiiiiiiieiie e 19
3.2 GENEIO ACINELODACIEN .....eiiiiiieie e 21
3.2.1 CaraCteriStiCAS GBIAIS .....eeiuvreiirieiieeestee e st e sttt ettt e e st e e et e e st e e e ssb e e e snb e e e nnbeesnnneeaa 21
3.2.2 Fatores de risco, mecanismos de patogenicidade e VIirulenCia...........cccoovvvernieeniieenineens 23
3.2.3 1dentificagao 1aDOratorial............eeeiiiiiiiiiiiii e 25

3.3 Epidemiologia das infec¢des causadas por Acinetobacter baumannii ..........ccccoovecvvvveeennnnn, 27
3.4 Conduta terapéutica e resisténcia bacteriana .........ccoocvvveeiiiiiee i 28
3.5 Mecanismo de resisténcia por bomba de efluX0 ..., 32
4.0 METODOLOGIA ... 36
4.1 INvestigac8o EPIdemiOlOQICa .......coiuriiiieieiiiie ettt 36
4.2 AMOSEIAS BACTEITANAS ....eeoveiiiiiie ittt et sbb e s nnn e e nneeas 36

4.3 ldentificagcdo bacteriana e teste de sensibilidade pelo sistema automatizado BD PHOENIX

S USSP PR 37
4.4 Ensaio para a determinacao da ocorréncia de resisténcia mediada por bombas de efluxo 38
4.5 ANALISE ESTALISTICA .....eveeieeieiie ittt n e 40
4.6 ProCedimentos ETICOS ........cviveveviriiiiiieterisesssietesese ettt ese e ss st se ettt s e s st b esess e s senenis 40
5.0 RESULTADOS E DISCUSSAD. ........covoiieieteeeiisieteeesesseetes s sasis s esssesese s s ssssesess s anesns 41
5.1 Analise EPIidemiOlOQICa ......ccceiiuviiieiiiiiie ettt et e e e st e e e e s e e e e e e e e sbreeeeans 41
5.2 Perfil de susceptibilidade.............ooooiiiiiiii e 45
5.3 Presenca de bombas de efluxo como mecanismo da resisténcia a antibacterianos em cepas
(o AN o [ T=1 (oo T Tt (=] ] o o TP OT ST TPRT 49
6.0 CONSIDERAGOES FINAIS ....ooovvivceeeeeeteetete ettt en st st en sttt es sttt en st 53
REFERENCIAS ..o ctiieteectete ettt sttt st sttt te st te et et essste s et et e s st ese st ese st et esssteseseareseee 54

ANEXOS ..ot r e e e e r et e e e e s e e e e et e e e e s a e e reeens 71



15

1.0 INTRODUCAO

Infeccdo relacionada a assisténcia a saude (IRAS) é toda e qualquer infecgdo atribuida
a hospitalizacdo, quando ndo se tem o conhecimento sobre o periodo de incubacdo do
patdgeno causador e ndo se possui dados clinicos ou laboratoriais que comprovem infec¢do no
momento da internacdo ou o surgimento de qualquer sinal clinico de infeccdo que surja 72
horas ap6s admissdo do paciente no hospital (OLIVEIRA, SILVA e LACERDA, 2016).
Também sdo considerados 0s casos em que o paciente, diagnosticado com infeccédo
comunitaria, manifeste um agravamento ou que tenha-se isolado um novo agente etiologico
(NOGUEIRA et al., 2009). Fatores que potencializam as IRAS sdo: a utilizacdo de drogas
antimicrobianas, o ndo cumprimento dos procedimentos basicos de controle de infeccéo e a
debilidade do sistema imunolégico dos pacientes. Como exemplo pode-se observar o
crescente nimero de casos de pneumonia nosocomial, como a segunda maior causa de IRAS
correspondendo a 18% das mesmas (BOYE e SOW, 2007).

As IRAS no Brasil sdo um problema crescente, pois geram um elevado custo no
tratamento dessas infeccBes se compararmos ao tratamento das infec¢bes comunitarias. Em
nosso pais, os dados sobre infec¢des relacionadas a assisténcia a satde sdo pouco divulgados,
pois 0s mesmos ndo sdo mensurados nem consolidados corretamente, sendo necessario um
maior controle das IRAS, perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, atengdo aos
procedimentos invasivos, reducdo do periodo de internacdo, conduta adequada da equipe de
salde e o repasse de conhecimento a populacdo quanto aos riscos bioldgicos (PADOVEZE e
BRANCO, 2014). As pesquisas realizadas no estado do Piaui referentes as taxas de infec¢do
hospitalar sdo escassas. Entretanto, merece destaque o trabalho de Moura e colaboradores
(2007) que revelou uma taxa de 60,8% de IRAS em um hospital publico de referéncia de
Teresina—Piaui, um valor bem acima do indice registrado nos hospitais brasileiros (15,5%).

Diversos patdgenos oportunistas estdo envolvidos com o desenvolvimento de IRAS,
com destaque para as bacterias, sendo agentes etiologicos de reconhecida importancia no
ambito das infecgdes humanas. Dentre as bacterias causadoras de IRAS, os bacilos Gram-
negativos ndo fermentadores (BGNNF), apresentam uma importancia indiscutivel. Os
representantes deste grupo de bactérias tém ampla distribuicdo na natureza, podendo ser
encontrados no solo, na agua e nas plantas. Apresentam como caracteristicas: aerobios, ndo
formadores de endosporos e utilizam a via oxidativa na degradacéo dos carboidratos (GALES
et al., 2005; MENEZES et al., 2004). De acordo com Falagas e colaboradores (2006), 120
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espécies de BGNNF sdo classificadas como patogénicas, sendo responsaveis pela maioria das
infeccOes relacionadas a assisténcia a satde (IRAS). Radice e colaboradores (2011) destacam
as espécies Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Stenotrophomonas
maltophilia e Burkholderia cepacia como as mais importantes causadoras de IRAS.

O género Acinetobacter, de acordo com Whitman e colaboradores (2015), pertence a
familia Moraxellaceae e a classe Gammaproteobacteria. E composto por 31 espécies
diferentes, porem 17 ndo foram nomeadas pelo fato de raramente serem isoladas em seres
humanos (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008). Apresentam as seguintes caracteristicas:
séo cocobacilos Gram-negativos, sem motilidade, ndo-fermentadoras, catalase-positiva e
oxidase negativa. Crescem bem em meio sélido, quando incubados a 37°C, formando col6nias
lisas branco acinzentadas, podendo apresentar muco. Entre as espécies mais importantes do
ponto de vista clinico, destaca-se 0 Acinetobacter baumannii, espécie responsavel por
diversos tipos de infeccbes como: pneumonias, septicemias, urindrias, meningites e
nosocomiais principalmente em pacientes imunocomprometidos (GIAMARELLOU,
ANTONIADOU e KANELLAKOPOULOQOU, 2008). Essa diversidade de infec¢bes causadas
pelo A. baumannnii, decorre da sua elevada capacidade de permanéncia no ambiente
hospitalar e de seus fatores de viruléncia, os quais citam-se: a presenca de fimbrias,
lipopolissacarideos (LPS), céapsula polissacaridica, sider6foros, producdo de enzimas
hidroliticas e formac&o de biofilme (JOLY e GUILLOU, 2005).

Outra caracteristica dessa espécie que contribui para a sua patogenicidade é o elevado
potencial de resisténcia aos antimicrobianos, que pode ocorrer de duas formas: intrinseca ou
adquirida. Para Li e Nikaido (2004) os mecanismos de resisténcia mais encontrados em A.
baumannii sdo: perda da permeabilidade da membrana externa, producdo de B-lactamases,
inativacdo de drogas, alteracdo de alvos e efluxo ativo. De acordo com pesquisas realizadas, 0
A. baumannii ja foi relatado por apresentar resisténcia as seguintes classes de antibacterianos:
aminoglicosideos (AGHAZADEH et al., 2013), carbapenémicos (POIREL e NORDMANN,
2006), penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geragéo, clorafenicol e tetraciclinas
(BERGOGNE-BEREZIN e TOWNER, 1996).

Dentre 0s mecanismos de resisténcia citados anteriormente, destaca-se a bomba de
efluxo eficaz para diversas classes de antimicrobianos. O mecanismo de bomba de efluxo atua
aumentando o efluxo do antibidtico de forma que a droga em concentracdo usual ndo atinge a
concentra¢do necessaria para eliminar o patégeno (BARKER, 1999). As bombas de efluxo
sdo expressas nas células vivas, exercendo a fungdo de protecdo contra efeitos toxicos de

produtos quimicos organicos, determinando a resisténcia bacteriana a diferentes classes de
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antimicrobianos. A superexpressdao dessas bombas funciona sinergicamente com a baixa
permeabilidade da membrana externa. Até 0 momento descreveu-se seis familias de bomba de
efluxo, tanto para bactérias Gram-positivas, quanto Gram-negativas: ABC “ATP Binding
Cassette”, MFS “Major Facilitator Superfamily”, SMR “Small Multidrug Resistance”, MATE
“Multidrug and Toxic Compound Extrusion”, DMT “Drug-Metabolite Transporter” e RND
“Resistance-Nodulation Division” (POOLE, 2002). Em A. baumannii ja foram descritas a
presenca de algumas familias de bombas de efluxo, em especial a familia RND (RICHMOND
etal., 2016).

Tendo em vista a importancia clinica de Acinetobacter spp como patégeno causador
de IRAS no Hospital de Urgéncias de Teresina — Pl Prof. Zenon Rocha (HUT) Hospital de
Urgéncia e Emergéncia do estado do Piaui que atende casos de média e alta complexidade, a
realizacdo desta pesquisa torna-se relevante por gerar subsidios a respeito da epidemiologia

das infecgdes por esse agente e o perfil de resisténcia desse patdgeno.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar parametros epidemiol6gicos e a resisténcia aos antimicrobianos em cepas de
Acinetobacter spp isoladas de infec¢Oes hospitalares no Hospital de Urgéncia de Teresina — Pl
e identificar a presenca de bombas de efluxo como mecanismo de resisténcia desse patégeno.

2.2 Objetivos Especificos

Realizar um levantamento epidemiol6gico e clinico dos pacientes com infeccbes hospitalares
causadas por Acinetobacter spp, atendidos no Hospital de Urgéncia de Teresina — Pl no
periodo de julho de 2016 a julho de 2017.

Descrever o perfil de resisténcia aos antimicrobianos utilizados no tratamento das infeccdes
pelo Acinetobacter spp.

Relatar a presenca de bombas de efluxo como um possivel mecanismo de resisténcia aos

antimicrobianos.
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3.0 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Infeccdo Relacionada a Assisténcia a Saude

Os primeiros casos de IRAS surgiram no inicio do seculo XIX juntamente com a
criacdo dos primeiros hospitais. Isso decorre de fatores como: o aglomerado de pessoas em
um mesmo ambiente portando diversas patologias, a caréncia de métodos de combate a
transmissdo de doencas contagiosas e das precarias condi¢es de higiene por parte da equipe
de saude e dos pacientes (STARLING, PINHEIRO e COUTO, 1993) Nesse periodo ja se
relatava a preocupagdo por parte dos profissionais da area da saude com a transmissdo de
doencas infecciosas no ambiente hospitalar (LACERDA, 2002).

IRAS sdo causadas por patdgenos, os quais podem ser adquiridos pelos individuos por
via enddgena e exdgena. Essa aquisicdo ocorre por meio das maos, secrecao salivar, fluidos
corpéreos, ar e materiais contaminados como, por exemplo, equipamentos e instrumentos
utilizados em procedimentos médicos, sendo 0s mesmos de carater invasivo, pois penetram as
barreiras de protecdo do corpo humano, aumentando o risco de infeccdo (BRASIL, 2004). A
aquisicdo dessas infeccdes sofre influéncia de alguns fatores como: status imunoldgico do
paciente, idade, sendo que recém-nascidos e idosos sdo mais vulneraveis, uso abusivo de
antibidticos, imunossupressao e falhas nos procedimentos de controle de infeccdo (BRASIL,
2004). Elas sdo consideradas um grave problema para a salde publica, por acarretar impactos
como morbimortalidade em pacientes, o aumento do tempo de internacdo e gastos com
procedimentos diagnosticos e terapéuticos (CHEN, CHOU e CHOU, 2005).

Segundo Magill e colaboradores (2014), em uma pesquisa realizadas nos EUA,
demonstraram que, 1 a cada 25 pacientes internados apresenta pelo menos uma infecgédo
relacionada a assisténcia a saude (IRAS) e que cerca de 75 mil pacientes com IRAS vieram a
obito decorrente da hospitalizacdo, sendo que a maiorias das infeccbes ocorreram fora das
UTIs. Para Haseeb e colaboradores (2016) cerca de 5 milhdes de pessoas (em média 5% a
10% dos pacientes hospitalizados) sdo acometidos por infec¢cbes nosocomiais, ocasionando
cerca de 90.000 oObitos anuais e uma elevagao no numero de casos de morbidade, além de um
custo elevado com tratamentos dessas infeccOes hospitalares. Em contrapartida, no Brasil
pouco se divulga os dados sobre IRAS, tendo em vista que os hospitais ndo divulgam e nem
consolidam seus dados o que torna dificil mensurar o problema a nivel nacional (TURRINI,
2002).
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Segundo o Ministério da Salde, para prevenir e controlar as IRAS é necessario
interacdo de toda a equipe de salde e o compromisso com o cumprimento das normas de
protecdo ao paciente, onde inclui-se medidas como: lavagem adequada das maos pelos
profissionais com o objetivo de evitar a transmissdo de microrganismos de um paciente para
outro, uso de luvas para protecdo individual, no intuito de reduzir o risco de microrganismos
que estiverem nas maos do profissional contaminarem o campo operatorio, assim como a
troca de luvas entre um paciente e outro, no intuito de reduzir a transmissibilidade de
microrganismo, bem como o uso de aventais, mascaras ou protecdo facial evitando assim o
contato do profissional com material biolégico do paciente (BRASIL, 2006). Para se
mensurar a taxa de prevaléncia de IRAS nos hospitais, deve-se avaliar a propor¢do de pessoas
que sofreram o evento ou doenca, em um momento ou periodo de tempo delimitado. Essa taxa
pode aumentar quando se tem um prolongamento da doenca, aumento da sobrevida, elevacdo
da incidéncia, imigracdo de casos, mudanca de método de diagndstico e emigracdo de pessoas
sadias. J& para a reducdo da taxa necessita que ocorra as seguintes situacdes: doenca de curta
duracdo, elevada letalidade, diminuicdo da incidéncia, imigracdo de pessoas saudaveis e
emigracdo dos casos (COUTO, PEDROSA e NOGUEIRA, 2003).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), nos ultimos anos tem tomado
a frente no quesito controle das infecgdes em servicos de sadde. No ano de 2014, foi criado o
“Plano Nacional para a Prevencdo e o Controle da Resisténcia Microbiana nos Servigos de
Saude”. Este Plano esta organizado em trés partes: plano estratégico, plano operacional e
plano de monitoramento. Foi elaborado para ser executado nos proximos cinco anos, com
previsdo de avaliacBes anuais que indicardo os ajustes necessarios (BRASIL, REDE RM,
2017). No entanto, necessita também da participacdo e empenho dos profissionais da satde e
para isso se faz necessario que as equipes de salde inseridas nos hospitais contribuam na
adesdo a medidas para diminuir a disseminacdo desses microrganismos, aderindo ao que é
preconizado pelas diretrizes propostas pelo Centro de Controle e Prevencdo de doencas
(CDC), as quais tém a finalidade de reduzir o risco de transmissédo desses agentes, de
pacientes infectados para pacientes sadios ou para os profissionais da saude (SIEGEL et al.,
2007).

Um dos principais problemas enfrentados pelas unidades de terapia intensiva (UTIs)
no Brasil é a presenca de bactérias Gram-negativas nao fermentadoras de glicose (BGNNFG),
que apresentam elevado potencial de resisténcia aos antimicrobianos, isso tornou-se um
constante desafio para os profissionais da area da salde. Diante disso, a chance desses

pacientes adquirirem infeccdo € 5 a 10 vezes maior se comparado a outros pacientes, 0 que
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pode representar cercar de 20% do total de casos de infec¢Ges ocorridas em um hospital
(SALOMAO et al., 2011). Nesse contexto podemos citar 0 Acinetobacter spp como um
importante agente causador de IRAS, sendo uma das bactérias causadoras de quase todas as
infeccdes adquiridas na UTI, acometendo principalmente o trato respiratorio desses pacientes
(RICAS; MARQUES e YAMAMOTO, 2013).

3.2 Género Acinetobacter

3.2.1 Caracteristicas gerais

O género Acinetobacter foi descoberto em 1911 pelo microbiologista holandés
Beinjerick. Trata-se de um cocobacilo Gram-negativo ndo fermentador de glicose e outros
carboidratos, oxidase-negativo, aerobio estritos, imovel, catalase positiva (PELEG, SEIFERT
e PATERSON, 2008). O primeiro microrganismo desse género a ser descrito e nomeado foi 0
Micrococcus calcoaceticus o qual foi isolado de amostra obtida do solo pelo microbiologista
holandés Martinus Willem Beinjerinck em 1911 (HOWARD et al., 2012). Porém esse género
s0 foi proposto no ano de 1954 por Brisou e Prevot para os microrganismos ndao maveis sendo
inseridos dentro do género Achromobacter, o qual sé foi aceito em 1968 (HOWARD et al.,
2012). Somente no ano de 1971 o género Acinetobacter foi oficialmente aceito pelo
subcomité sobre a taxonomia de Moraxella, baseado nos resultados da publicacdo de 1968 de
Baumann (HOWARD et al., 2012).

O género Acinetobacter (do grego akinetos: ndo maével) € classificado como integrante
da familia Moraxellaceae, da ordem Gammaproteobacteria. Este género compreende 26
espécies nomeadas e 9 espécies gendmicas (VIEIRA e PICOLI, 2015). As bactérias desse
género apresentam versatilidade nutricional e metabdlica, o que lhe permite uma boa
adaptacdo a diferentes ambientes, sendo isoladas do solo, agua, vegetais, animais, pele, trato
gastrointestinal de seres humanos saudaveis e também no ambiente hospitalar, sendo
encontradas em objetos inanimados como equipamentos de Raios-X, bancadas, leitos,
ventiladores e sistemas de circulacdo de ar (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008;
GIAMARELLOU, ANTONIADOU e KANELLAKOPOULOU, 2008; DINKSHOORN,
NEMEC e SEIFERT, 2008; BERNARDS et al., 2004). A classificagdo completa desse género
se enquadra no reino Bacteria, filo Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem
Pseudomonadales e familia Moraxellaceae (VANEECHOUTTE et al., 2009).
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Quanto a morfologia em meio sélido apresentam-se na forma de colbnias lisas,
geralmente mucoides, medindo 0,5-3,0 mm de didmetro, convexas com bordas inteiras,
coloracdo amarelo palido ou branco acinzentado e membranas mucoéides. Apresentam bom
crescimento no meio Agar MacConkey e produzem colénias rosa palido (WEAVER e
ACTIS, 1994). E um importante patdgeno nosocomial oportunista e encontra-se distribuido
na natureza e no ambiente hospitalar. Apresenta boa tolerancia a condigdes fisicas variadas
(umidade, temperatura e PH), o que Ihe permite a sobrevivéncia por periodos prolongados em
superficies Umidas e secas. Possui grande capacidade de adquirir resisténcia aos
antimicrobianos e mecanismos para escapar do sistema de defesa dos hospedeiros e
apresentam afinidade por alguns sitios como: pele de seres humanos saudaveis, mucosas
umidas do corpo, incluindo: orofaringe, mucosa nasal, axilas e perineo (KARLOWSKY et al.,
2003; ABBO et al., 2005).

Entre as espécies desse género podemos citar A. baumannii, A.calcoaceticus e A.
Iwoffii, como as mais comuns em infec¢gdes humanas, destacando-se a espécie A. baumannii.
Trata-se de patdgeno bacteriano oportunista emergente, estendendo-se a infeccdes na
comunidade também (HOWARD et al., 2012; PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008). E
um importante colonizador da pele, trato respiratério, orofaringe (SEBENY; RIDDLE;
PETERSEN, 2008). Apresenta elevado potencial patogénico que, ao associar a resisténcia aos
antimicrobianos, torna dificil seu controle e eliminagdo (ANSTEY et al., 2002). No género
Acinetobacter, a espécie baumannii € causadora de grande parte das IRAS, acometendo além
do trato respiratorio, trato urinario, feridas, sitios de cateterizacdo, podendo progredir para
septicemia. Além da presenca da bactéria, outros fatores podem potencializar o surgimento
dessas infec¢des sendo eles: permanéncia prolongada em UTIs, realizagdo de procedimentos
invasivos, tratamento com antimicrobianos, imunossupressdo decorrente do uso de
quimioterapicos usados no tratamento de neoplasias, ventilagdo mecénica, queimaduras,
feridas cirurgicas e existéncia de doencas de base (BLONDEL-HILL, HENRY e SPEERT,
2007; SCHRECKENBERGER et al., 2007).

De acordo com um estudo realizado por Rodriguez—Bano e colaboradores (2004) na
Espanha, verificou-se que 90% das infec¢des por A. baumannii eram adquiridas no ambiente
hospitalar e somente 4% eram provenientes da comunidade. No mesmo estudo identificou-se
que a maioria das infeccdes eram provenientes do trato respiratorio (39%) em segundo lugar
feridas (24%), trato urinério (23%) e bacteremias (3%). Outro estudo realizado na Franga em
um hospital de ensino em Marselha, conduzido por Richet (2012), encontrou-se maior numero

de infec¢bes em feridas com 32%, seguidos do trato urinario com 25%, no trato respiratorio
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com 20% e bacteremia 12%. Em nosso pais, o A. baumannii multirresistente, segundo estudos
atuais, € um dos principais agentes causadores de IRAS (CARVALHO et al., 2009). Nessas
manifestacdes, encontra-se uma alta incidéncia de acometimento da pele, trato respiratorio e
digestivo, além de colonizar a orofaringe, onde essas bactérias apresentam uma afinidade
pelas mucinas encontradas na cavidade oral, que atuam como receptores de aderéncia
bacteriana em decorréncia de serem o0s primeiros sitios de ligacdo dessa bactéria
(KOELEMAN et al., 2001). Martins e colaboradores (2012) realizaram no Brasil um estudo
em cinco UTIs de hospitais e encontraram uma maior prevaléncia de isolados de A.baumannii
no trato respiratério inferior (66,4%), no sangue (9,67%), na urina (8,4%) e em culturas de
feridas (6,99 %).

3.2.2 Fatores de risco, mecanismos de patogenicidade e viruléncia

O A. baumannii é a espécie primariamente associada com infeccdo em humanos
(ALLEN e HARTMAN, 2010). Esta bactéria apresenta mecanismos que facilitam a
colonizacdo de pacientes e de equipamentos hospitalares, por meio da producao de biofilme e
da acdo das proteinas da membrana bacteriana, associado a sua capacidade de sobrevivéncia
em condicGes ambientais adversas e sua persisténcia por longos periodos em superficies,
tornando-o um importante causador de surtos de infeccdo hospitalar (VIEIRA e PICOLI,
2015). Pacientes hospitalizados submetidos a procedimentos invasivos, transplantados, em
uso de antineoplasicos e com a sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) apresentam
maior predisposicdo as infeccBes por essa bactéria (LIMA, OLIVEIRA e PAULA, 2008;
FALAGAS et al., 2007). Pode estar presente transitoriamente na microbiota da pele, sendo
fonte enddgena para infecgbes diversas como: bacteremias, pneumonia, meningite, infeccdes
do trato urinario, infeccBes relacionadas a cateteres intravasculares, abscessos abdominais e
ferida cirurgica (MARAGAKIS e PERL, 2008; FALAGAS, BLIZIOTIS e SIEMPOS, 2006).
Essa bactéria apresenta mecanismos de adesdo aos tecidos humanos, infectando mucosa e
areas da pele que tenham sido expostas, por acidente ou lesdo, 0s quais caracterizam-se por
manifestar alteracdes na pele que posteriormente venham dar lugar a vesiculas, bolhas
hemorragicas, com ruptura da pele seguida de necrose e bacteremia, que caso ndo sejam
tratadas podem levar a septicemia e consequentemente a morte (SEBENY, RIDDLE e
PETERSEN, 2008).

Fatores como imunossupressao, queimaduras tratadas com hidroterapia, traumatismo,

permanéncia de prematuros em hospitais onde o A. baumannii é endémico sdo importantes
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nas infecgdes por esse patdgeno (WISPLINGHOFF, PERBIX e SEIFERT, 1999). Outro fator
importante para disseminacdo dessa bactéria no ambiente hospitalar e possivelmente o
surgimento de surtos sdo as maos da equipe dos profissionais da saude, que funcionam como
um veiculo de transmissdo, ao terem contato com um paciente colonizado e em seguida com
outro ainda nédo infectado, podendo transmitir o microrganismo para 0 mesmo (VAN DE
BROEK et al., 2006).

O A.baumannii apresenta as seguintes caracteristicas relacionadas ao seu mecanismo
de patogenicidade: adaptacdo as condi¢des adversas, crescimento satisfatorio em condicGes de
caréncia de ferro, adesdo as células epiteliais por meio do pilli, presenca de proteinas de
membrana externa, responsaveis pela morte celular, producdo de endotoxinas letais em
experimentos com ratos, capsula polissacaridica e producdo de enzimas hidroliticas (JOLLY—
GUILLOU, 2005).

Sobre o seu potencial patogénico e consequente fatores de viruléncia podemos citar a
OmpA, membro das proteinas da membrana externa (OMPs). E uma proteina de superficie
abundante no patégeno e esta envolvida na resisténcia ao complemento e na formacdo de
biofilmes quando liga-se ao epitélio do hospedeiro e as mitocondrias, de modo a induzir a
disfuncdo dessa organela, ocorrendo a liberacdo do citocromo C que € uma proteina heme,
destinada a formacdo do apoptossoma, contribuindo para a apoptose da célula (CHOI et al.,
2005). Outro papel desempenhado pela OmpA é a contribuicdo para a resisténcia intrinseca
(VILA , MARTI e SANCHEZ- CESPEDES, 2007), além da disseminacdo do A. baumannii
na corrente sanguinea, facilitando o crescimento e permanéncia dessa bactéria durante a
infeccdo (McCONNELL, ACTIS e PACHON, 2013). A expressdo dessa proteina (OmpA)
esta ligada a capacidade dessas cepas em colonizar o hospedeiro, podendo apresentar elevado
potencial de colonizacdo, porém um baixo potencial de patogenecidade em pessoas saudaveis.
Dessa forma, a infeccdo por A. baumannii acomete preferencialmente pacientes
imunocomprometidos (MARTINS et al., 2012).

Os fatores de viruléncia sdo responsaveis pela sobrevivéncia e adaptacdo das bactérias
no ambiente hospitalar. Com isso, desempenham um importante papel nos mecanismos de
colonizagdo e infeccdo sendo eles: capacidade de aderéncia a diferentes superficies pela
formacgdo de biofilmes (WROBLEWSKA et al. 2008), aderéncia as células do epitélio
respiratorio através de pilli (LEE et al., 2006), lipopolissacarideo (LPS) e producdo de uma
capsula polissacaridica (KANAFANI e KANJ, 2010)

A formacéo do biofilme decorre da juncdo de varias agdes moleculares as quais séo

reguladas pelas células bacterianas. Em A. baumannii esse biofilme depende diretamente da



25

producdo de um exopolissacarideo mucoide capsular, promovendo a adesdo a superficies, o
que favorece a alta prevaléncia do A. baumannnii no ambiente hospitalar (McCCONNELL,
ACTIS e PACHON, 2013; JOLY-GUILLOU, 2005; PELEG, SEIFERT e PATERSON,
2008). A adesdo a superficies bioticas ou abidticas, ocorre por meio da ativacédo de sistemas,
sendo um exemplo o sistema CsuA/BABCDE que é responsével pela producdo do pilli,
gerando assim a aderéncia. J& o sistema Chaperone Usher Csu promove adesdo as células
epiteliais humanas. No entanto, ndo tem relacdo com a producdo de pilli (LOEHFELM,
LUKE e CAMPAGNARI, 2008; GADDY, TOMARAS e ACTIS, 2009). O biofilme tem
participacdo importante nos casos de IRAS, principalmente quando formam biofilmes
aderidos a cateteres, a ventiladores mecénicos e a outras superficies, gerando assim a
colonizacdo e consequentemente infeccdo do paciente (DJERIBI et al., 2012).

Outro fator de viruléncia de bastante relevancia é o LPS (lipopolissacarideo), que pode
agir em conjunto com o exopolissacarideo, um fator de viruléncia importante na constituicéo
do biofilme. Ambos agem protegendo a bactéria contra os mecanismos de defesa do
hospedeiro. O exopolissacarideo gera um blogueio no sistema complemento, impossibilitando
0 contato desse sistema com a parede celular da bactéria e com isso mantém a bactéria no
corpo do ser humano por mais tempo. E um importante indutor da resposta inflamatoria em
mondcitos humanos o que demonstra ser um fator importante e responsavel pelo bloqueio da
parede celular bacteriana, impedindo assim a fagocitose (JOLY-GUILLOU, 2005).

A cépsula polisssacaridica, bem como 0s exopolissacarideos sdo responsaveis por
induzir a resposta inflamatoria, estimulando a producédo de citocinas nos mondécitos humanos
por meio da ativagdo do sistema complemento. Essa capacidade contribui para a patogénese
dessa infeccdo (ERRIDGE et al., 2007).

3.2.3 Identificacdo laboratorial

A identificacdo fenotipica para a determinacdo das espécies de Acinetobacter spp €
defendida por Bouvet e Grimont (1987), baseada em 28 testes fenotipicos. De acordo com
Dortet e colaboradores (2006), apenas testes fenotipicos ndo sdo satisfatorios na identificacdo
destas espécies, no entanto, a utilizacdo de provas bioquimicas ndo é suficiente para
identificar as espécies de Acinetobacter (DIJKSHOORN, NEMEC e SEIFERT, 2008), sendo
necessarios outros métodos de identificacdo (JACQUIER, 2011).

A identificagdo fenotipica por meio de testes automatizados como: Vitek Il, Microscan

e BD Phoenix também apresentam limitacdes devido ao seu escasso banco de dados e
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substratos (agucares e enzimas) ndo especificos para o género Acinetobacter (GILAD
OSHLACK; RIFKIN, 2006). No entanto, apresentam inimeras vantagens como: rapidez em
que séo realizados, praticidade e eficacia na identificacdo do género aléem de realizarem o
perfil de resisténcia das espécies aos antimicrobianos empregados na terapia clinica. A
automacdo BD Phoenix utiliza um tempo méaximo de 12 horas para obter uma identificacdo e
de 16 horas para completar um antibiograma e conta com 45 substratos bioquimicos secos
para a identificacdo de bactérias Gram-negativas permitindo a identificacdo de 160 grupos
taxonémicos diferentes (MENOZZI et al., 2006; O’HARA, 2005). Além da reprodutibilidade,
facilita a liberacdo de laudos proporcionando rapidez nos resultados para 0s pacientes e
clinicos e a liberacdo de quantidades reduzidas de contaminantes além da relacdo custo-
beneficio (DONAY et al., 2004).

Devido aos problemas enfrentados na identificacdo fenotipica de A. baumannii,
mesmo em testes automatizados, como a inespecificidade de substratos, tem se desenvolvido
métodos moleculares para a identificacdo destas espécies (LIM, KYEONG e KIM, 2007;
DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2008; PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008). Com
relacdo aos testes moleculares, os baseados em métodos genotipicos sdo mais eficazes e
confidveis, a exemplo da ribotipagem, que identifica espécies do complexo Acinetobacter
calcoaceticus-Acinetobacter baumannii e a verificacdo da similaridade genética entre as cepas
por meio da pulsed field gel electrophoresis (PFGE). Outros métodos moleculares de grande
relevancia sdo: a reacdo em cadeia pela polimerase (PCR) e a andlise de sequenciamento de
genes como 0 rpoB, que codifica a subunidade B da RNA polimerase (GUNDI et al., 2009;
PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008; ALLEN e HARTMAN, 2010).

Importante ainda citar aqui outra técnica, a hibridacdo por DNA-DNA, que é
considerada referéncia em identificacdo. Esta técnica codifica genomas inteiros e compara-0s
por semelhanca em percentuais de ligacGes relativas ou por diferenca térmica entre os
hibridos. Entretanto, essa técnica apresenta algumas limitacGes tais como: dificuldade de
execucdo, sua realizacdo em pequenas quantidades de amostra, que restringe a descoberta de
novos taxons (DIJKSHOORN, NEMEC, SEIFERT, 2008; PELEG, SEIFERT e PATERSON,
2008). Outro método empregado é a matrix associated laser desorption-ionization - time of
flight (MALDI-TOF). Esse método é baseado em espectrometria de massa e tem ganhado
espaco na rotina de diagnostico laboratorial em microbiologia, particularmente na
identificacdo das espécies bacterianas. Trata-se de uma técnica rapida e de resultados

promissores, onde se utiliza uma coldnia da cepa isolada em meio de cultura, ou a prépria
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amostra clinica, sendo um teste de facil execucdo e rdpido resultado, além de necessitar de
baixos insumos e a facil realizacdo pelo analista (JACQUIER, 2011).

Outra importéncia na utilizacdo dos métodos moleculares para a identificacdo de A.
baumannii, € que estes métodos também podem ser empregados na deteccdo de genes de
resisténcia a antibioticos intrinsecos ao A. baumannii. Entre estes métodos, destacam-se: a
anélise de plasmideos, multilocus sequence typing (MLST), amplified fragment length
polymorphism (AFLP) e a polymerase chain reaction (PCR) (PELEG, SEIFERT e
PATERSON, 2008; ALLEN e HARTMAN, 2010).

3.3 Epidemiologia das infecgdes causadas por Acinetobacter baumannii

As infeccdes por A.baumannii sdo identificadas a partir da investigacdo de surtos,
acometendo principalmente pacientes debilitados, encontrados em UTIs, pacientes
dependentes de ventiladores mecénicos, pacientes recém cirurgiados, que tenham feito
cateterismo e tragueostomia (GARNACHO-MONTERO et al., 2005; MANIKAL et al.,
2000). Utensilios e materiais como: luvas, agua destilada, torneiras, medicamentos, solucées
parenterais, agulhas, monitores, mesas, camas e pias, também sdo contaminados facilmente
por essa bactéria contribuindo assim para a proliferacdo de surtos (SALAVERT, 1999;
BERGOGNE-BEREZIN e TOWNER, 1996). O aumento desses surtos tem relagdo direta
com a colonizacdo da pele dos pacientes, a qual se torna responsavel pela contaminacdo das
méaos dos profissionais da salde durante o contato trivial (SALAVERT, 1999). Segundo
estudos realizados em hospitais no momento de surtos de infeccGes, realizou-se esfregacos de
faringe, constatando-se que 7% a 18% foram positivos para Acinetobacter spp. Ja em
esfregacos de pacientes traqueostomizados, a positividade foi de 45% dos casos, isso decorre
do fato de o trato respiratério ser um importante reservatorio de infeccbes por Acinetobacter,
em especial da espécie baumannii (MARTINEZ-PELLUS et al., 2002).

Em estudo realizado por Slama (2008) onde analisou dados do National Nosocomial
Infections Surveillance (NNIS) de infec¢Ges por Acinetobacter spp em hospitais americanos
entre os anos de 1975 a 2003, mostrando um aumento na incidéncia das infeccdes, sendo elas:
pneumonia hospitalar de 1,5% para 6,9%, infec¢do na corrente sanguinea de 1,8% para 2,4%,
sitio cirurgico 0,5% a 2,1% e infec¢Oes do trato urinario 0,6% a 1,6%. Segundo Andrade e
colaboradores (2008) um estudo realizado em hospitais brasileiros entre os anos de 2003 a
2008 pelo programa SENTRY, identificou que o Acinetobacter spp encontra-se dentre 0s

bacilos Gram-negativos, sendo o0 4° patdégeno de maior incidéncia e representando 8% das
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infeccBes na corrente sanguinea. Segundo Gales e colaboradores (2012) na América Latina as
infeccdes por bacilos Gram-negativos principalmente por Acinetobacter spp tem representado
7,2% das infecgdes na corrente sanguinea e 17,7% dos casos de pneumonia.

A respeito da espécie A. baumannii, por ser um colonizador das vias aéreas, no
ambiente hospitalar € um importante causador da pneumonia associada a ventilagdo mecénica,
apresentando elevada taxa de mortalidade dos pacientes entre 40% e 70% (DIJKSHOORN,
NEMEC e SEIFERT, 2008; GARNACHO-MONTERO et al.,, 2003). Esta bactéria €
responsavel por causar endocardite, quando associada a protese valvar (OLUT e ERKEK,
2005) e ceratite em pacientes submetidos a cirurgia ocular (KAU et al., 2002). Casos de
meningite apresentam relevancia em especial aqueles pacientes que foram submetidos a
neurocirurgia (KATRAGKOU et al.,, 2006; CASCIO et al., 2010). Segundo Rodriguez e
colaboradores (2008) em um estudo realizado em dois hospitais universitarios, entre 1990 a
2004, identificaram 51 casos de meningite em pacientes submetidos a neurocirurgias,
apresentando uma elevada taxa de mortalidade de 33%. Outro estudo semelhante realizado
por Metan e colaboradores (2007) analisaram 28 casos de meningite causada por A.
baumannii, identificaram maior taxa de mortalidade, de 70%.

A respeito das infecgdes por A. baumannnii adquiridas na comunidade, tém-se poucos
relatos na literatura, o que retrata uma baixa prevaléncia desse patdgeno nestas infecgdes
(DJKSHOORN, NEMEC e SEIFERT, 2008). Segundo Falangas e colaboradores (2007) casos
de pneumonia comunitaria causadas por este patdgeno estdo associados a fatores como:
doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), alcoolismo, tabagismo, diabetes. No entanto,
apresentam elevadas taxas de mortalidade, variando entre 40% a 60% (CHEN et al., 2001,
ANSTEY et al., 2002; LEUNG et al., 2006).

3.4 Conduta terapéutica e resisténcia bacteriana

Até a década de 70 as infeccbes causadas por A. baumannii eram tratadas com
gentamicina, minociclina, acido nalidixico, ampicilina ou carbeniclina de forma isolada ou
combinada. No entanto, no ano de 1975 com o aumento da resisténcia incluiu-se outras
opcdes terapéuticas, amiopenicilinas, cefalosporinas de pequeno e amplo espectro,
cefamicinas, aminoglicosideos, clorafenicol e tetraciclinas (BERGOGNE- BEREZIN;
TOWNER, 1996). Estas classes de antimicrobianos ainda sdo utilizadas na terapéutica destas
infeccbes, particularmente os aminoglicosideos em combinacdo com beta-lactamicos de
amplo espectro (VILA, MARTI e SANCHEZ-CESPEDES, 2007).
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Esses agentes sdo diferenciados quanto ao seu mecanismo de agdo, sendo estes:
interferéncia na sintese da parede celular (beta-lactamicos, glicopeptideos e carbapenémicos),
inibicdo da sintese de proteinas (macrolideos, aminoglicosideos, lincosamidas, tetraciclinas,
oxazolidinonas e estreptograminas), interferéncia na sintese de acidos nucleicos
(fluorquinolonas e rifampicinas), inibicdo da sintese do &cido folico (trimetoprima, e
sulfametoxazol) e fragmentacdo da estrutura da membrana celular da bactéria (polimixinas e
daptomicinas) (TENOVER, 2006).

Um fator determinante na escolha do tratamento das infeccodes por A. baumannii é a
resisténcia que esse patdgeno tem apresentado a quase todas as classes de antimicrobianos e
por esse motivo, a necessidade na busca por novos antibacterianos com acdo mais efetiva
contra esse agente infeccioso (LIM, KYEONG e KIM, 2007). Entre os antibacterianos mais
eficazes no tratamento das infeccBes por A. baumannii, destacam-se as polimixinas, em
especial a colistina polimixina E. Entretanto, o elevado potencial de toxicidade e
nefrotoxicidade, deste farmaco levou ao uso alternativo de associacdes terapéuticas entre as
classes de antibacterianos (HUJER et al., 2005; MICHALOPOULOS e FALAGAS, 2010).

A resisténcia aos antimicrobianos pode ser atribuida a alguns fatores como a mutacao
no gene de resisténcia e a perda ou diminuicdo da expressdo de proteinas de membrana
externa (OMPS) (LOPES et al., 2011). Pressdo seletiva favorecendo a disseminagdo de
bactérias resistentes (PRINCE e WEINSTEIN, 2008). Todos esses fatores sdo responsaveis
por reduzir consideravelmente a sensibilidade aos antimicrobianos, outro fator é a elevada
capacidade de aquisicdo de fatores genéticos de resisténcia e a resisténcia intrinseca, que
contribui para a permanéncia dessa bactéria no ambiente hospitalar (MAGNET,
COURVALIN e LAMBERT, 2001; BERTONCHELI e HORNER, 2008).

A resisténcia do Acinetobacter baumannii aos antibidticos pode ser de origem
intrinseca ou adquirida. Os mecanismos intrinsecos sdo: sistemas de bombas de efluxo,
producéo de B-lactamase do tipo AmpC e enzimas inativadoras de drogas. Esses mecanismos
intrinsecos ocorrem por meio de genes encontrados no cromossomo bacteriano. A resisténcia
adquirida ocorre por meio de mutacbes em genes que sdo alvos dos antimicrobianos, por
transferéncia de material genético determinante para resisténcia 0s quais sdo encontrados em
plasmideos, transposons e bacteriéfagos (LEVY e MARSHALL, 2004).

A maioria das cepas de A. baumannii envolvidas em IRAS sdo classificadas quanto a
resisténcia em multidroga resistente (MDR). Essa classificacdo baseia-se na quantidade de
classes de antibioticos os quais apresentam resisténcia. Os MDRs apresentam resisténcia de

trés das cinco classes citadas (cefalosporinas, carbapenems, fluoroquinolonas,
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aminoglicosideos e ampicilina com sulbactam). Essa definicdo pode sofrer mudangas ao
passar do tempo, tendo em vista as mudancas nos padrdes de resisténcia antimicrobiana de
bactérias (FALAGAS, KOLETSI e BLIZIOTIS, 2006).

A classificacdo em XDR (cepas extremamente resistentes a medicamentos) é definida
como cepas que apresentam resisténcia a todos os antibidticos, com excecdo da colistina e da
tigeciclina, as quais em sua maioria apresentam elevada resisténcia aos carbapenémicos
(IDSA, 2012). O numero de infeccBes causadas por esse perfil de cepas é alarmante. Pode-se
estimar que aproximadamente 75.000 casos de A. baumannii XDR ocorram anualmente no
mundo, resultando em 30.000 mortes e custos elevados com tratamento se comparado com 0
tratamento de infec¢des causadas por cepas sensiveis, fazendo-se necessario novas estratégias
de tratamento (SPELLBERG e REX, 2013).

Ja a denominacdo PDR, de acordo com Peleg, Seifert e Paterson (2008) é definida
como resisténcia a todas as classes de antimicrobianos utilizados no tratamento. Usualmente
sd0 as cepas resistentes aos antibidticos atualmente disponiveis sendo eles: penicilinas,
cefalosporinas,  carbapenens, monobactamas, fluoroquinolonas,  aminoglicosideos,
polimixinas, tetraciclinas (incluindo tigeciclina) e sulbactam com excessdo da colistina
(polimixina B) (LEE et al., 2005; KUO et al., 2004; WANG et al., 2003).

O alto indice de resisténcia em A. baumannnii se deve em partes ao UsO
indiscriminado de antibidticos de amplo espectro que selecionam cepas resistentes que sdo
transmitidas entre os pacientes no ambiente hospitalar (EL-SHAZLY et al., 2015; LI et al.,
2015; ELIOPOULOS, MARAGAKIS e PERL, 2008). A proliferacdo de cepas de A.
baumannii, MDRs e PDR estdo evidentes em muitas pesquisas realizadas mundialmente, o
que dificulta o tratamento dessas infecgdes, tornando-o empirico e dificultando na tomada de
decisoes terapéuticas (FISHBAIN e PELEG, 2010).

A respeito dessas classes de antimicrobianos relata-se a resisténcia a algumas classes
usadas na rotina terapéutica dentre elas: aminoglicosideos, carbapenémicos, cefalosporinas,
fluoroquinolonas. Sobre os aminoglicosideos essa resisténcia é resultado da acdo de enzimas
modificadoras de aminoglicosideos, denominadas de aminoglicosidases, sendo elas:
acetiltransferases, nucleotidiltransferases e fosfotransferases, que atuam reduzindo a afinidade
de ligacOes a estruturas ribossémicas do RNA bacteriano (ZAVASCKI et al., 2010), por
modificacdo do sitio alvo, ou absorcéo limitada do farmaco por perda da permeabilidade ou
superexpressdo de bomba de efluxo (AGHAZADEH et al., 2013).

A respeito dos carbapenémicos, essa resisténcia ocorre por meio da diminuicdo da

permeabilidade das membranas externas, producdo de pB-lactamases de classe D (OXA
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Carbapenemases) alteracdo na afinidade das proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs), a
expressdo de metalo-p-lactamases (MBLs) e mais raramente a hiperexpresséo de sistemas de
bombas de efluxo (WALSH et al., 2005; POIREL; NORDMANN, 2006). Atuam inibindo a
atividade das transpeptidades e das D-alaninas carboxipeptidades das PBPs, impedindo a
sintese da parede bacteriana. Apresenta-se estavel diante da degradacdo por betalactamase de
espectro ampliado (ESBL) e cromossdmica do tipo ampC e por sua elevada afinidade por
PBPs. Os representantes dessa classe sao uma boa opgéo terapéutica, sendo usada no combate
a infeccbes intra-abdominais, pneumonia noscomial e comunitéria, infeccdo de pele,
meningite, sepse e febre neutropénica (RODLOFF, GOLDSTEIN e TORRES, 2006).

Entre os anos de 1971 a 1974, surgiram 0s primeiros relatos de resisténcia a
penicilinas, cefalosporinas de primeira e segunda geracdo, aminoglicosideos, clorafenicol,
tetraciclinas (BERGOGNE-BEREZIN e TOWNER, 1996). No ano de 1985 iniciou-se a
atencdo para os casos de resisténcia aos carbapenémicos e na década de 90 surgiram 0s
primeiros relatos de surtos em hospitais causados por essa bactéria (DIJKSHOORN, NEMEC
e SEIFERT, 2008). Esses relatos revelaram altos indices de resisténcia aos aminoglicosideos,
cefalosporinas de terceira geracdo, cefepime, fluoroquinolonas e piperacilina\tazobactam
(BERGOGNE-BEREZIN e TOWNER, 1996).

A resisténcia do A. baumannii as fluoroquinolonas foi atribuida a mudancas na
estrutura do DNA girase ou topoisomerase IV, que sdo causados por mutacGes nos genes
gyrA ou parC, respectivamente. Estas mudancas reduzem a afinidade do farmaco no
complexo enzima-DNA (SPENCE e TOWNER, 2003; RUIZ, 2003), ocasionando uma
reducdo na producédo de proteinas da membrana externa que mede o influxo de quinolona, ou
a expulsdo do farmaco ativo devido a estimulacdo do sistema de efluxo das células (VILA,
MARTI e SANCHEZ-CESPEDES, 2007).

As quinolonas apresentaram uma boa resposta terapéutica até os anos 90, porém logo
surgiram os casos de resisténcia a essas drogas, que em sua maioria se da de forma intrinseca
(LING et al., 2005; TOWNER, 2009). Vale ressaltar alguns desses mecanismos usados por
essa bacteria: reducdo da permeabilidade da membrana externa, aumento do efluxo celular,
alteracdo na estrutura das subunidades da DNA girase, que ocorre por meio de mutacdo em
gyrA e/ou parC. (BERGOGNE-BEREZIN e TOWNER, 1996; TOWNER, 1997).

Diante desse quadro crescente de resisténcia, a terapia antimicrobiana fica restrita a
ampicilina-sulbactam (combinacdo de um beta-lactamico e um inibidor de beta-lactamases)
(FERREIRA, RAPOPORT e SAKANO, 2006), porém ja se tem relatos de resisténcia a essa

droga, restando apenas a polimixina, que apresenta elevada toxicidade e nefrotoxicidade,
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principalmente, a polimixina E (colistina) (GALES et al., 2001). Uma alternativa para
minimizar os efeitos toxicos das polimixinas sdo as associa¢des terapéuticas dentre elas as
mais utilizadas sd@o: ampicillina/sulbactam, cefoperazona/sulbactam, carbapenémicos,
polimixina B e E, piperacilina/tazobactam, tigeciclina e aminoglicosideos (HUJER et al.,
2005; MICHALOPOULOS e FALAGAS, 2010).

Na década de 80, as polimixinas tiveram 0 Seu uso restrito, entretanto tempo depois
devido o aumento da resisténcia as drogas de escolha em especial aos carbapenémicos e
consequentemente reducdo das opcOes terapéuticas retornam como a principal opcdo
terapéutica no tratamento das infecgbes por A. baumannii (KARAGEORGOPOULOS e
FALAGAS, 2008; MUNOZ-PRICE, ROBERT e WEINSTEIN, 2008). Este fato é
comprovado em um estudo, realizado por Gales, Jones e Sader (2006), que avaliou dados do
Sentry de 2.621 cepas de Acinetobacter spp entre os anos de 2001 a 2004, evidenciando uma
sensibilidade a polimixina de 97,9%.

Alguns microrganismos podem desenvolver resisténcia as polimixinas, apesar das
poucas pesquisas divulgadas, o que se tem elucidado é que a sua ocorréncia se da por dois
mecanismos: mutacdo ou adaptacdo (SKIADA et al.,, 2011). Essa resisténcia pode estar
associada a altera¢cdes na membrana externa da célula bacteriana, alteragdes lipidicas, reducao
dos niveis de proteinas especificas da membrana externa (GUNN et al., 1998). Para algumas
bactérias, tém-se identificado outros mecanismos, a exemplo da Salmonella com
envolvimento do gene mig-14 (BRODSKY et al., 2002), em Klebsiella. pneumoniae a
presenca de capsula polissacaridica (CAMPOS et al., 2004) e para Yersinia spp, a bomba de
efluxo (BENGOECHEA e SKURNIK, 2000). De forma geral, as polimixinas sd&o uma
excelente opgdo terapéutica no combate a bactérias MDR. Um fator potencializador do baixo
indice de resisténcia a elas € o fato de as mesmas terem passado um longo periodo em desuso
(GIARDELLO e GALES, 2012).

3.5 Mecanismo de resisténcia por bomba de efluxo

No final dos anos de 1980, o trabalho dos pesquisadores Kumar e Schweizer (2005)
elucidou os sistemas de expulsdo ativo em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Esse
sistema é constituido por trés subunidades: a bomba (encontrada na membrana interna e que
exerce a funcdo de expulséo de substancias), o canal de saida (porina na membrana externa) e
a proteina ligadora (liga a bomba a porina). As bombas multidrogas resistentes sdo capazes de

expulsar um grande numero de substratos (SANCHEZ, 2003) e estio envolvidas também na
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captura de nutrientes essenciais, ions, excrecdo de produtos do metabolismo bacteriano,
substancias tdxicas, além de atuar na comunicacao celular com o ambiente (ZHI e NIKAIDO,
2004).

Poole (2002) afirma que a manifestacdo da resisténcia bacteriana a diferentes classes
de antibioticos estéd associada a hiperexpressdo dessas bombas e que as mesmas funcionam em
sinergismo com a baixa permeabilidade da membrana, ou seja, a droga ao ser liberada para
fora da célula e tentar entrar novamente enfrentam a barreira da baixa permeabilidade da
membrana externa. Os transportadores multidrogas primarios utilizam ATP para realizar tal
mecanismo. Ja os transportadores multidrogas secundarios podem ser subdivididos em
familias distintas: mediador principal (MF), familia de baixa resisténcia a multidrogas (SMR),
familia de extrusdo de multidrogas, compostos toxicos (MATE) e familia de resisténcia-
nodulacdo-divisdo (RND). Esses transportadores secundarios sdo sensiveis a agentes que
dissipam a forca motriz de prétons, mediando o efluxo de compostos toxicos na célula por
meio de uma troca acoplada com protons.

Em geral, a maioria desses transportadores multidrogas pertencem a familia RND os
quais interagem com proteina de fusdo de membrana (MFP) e uma proteina da membrana
externa (OMP) permitindo assim o transporte da droga tanto do meio intracelular, quanto do
espaco periplasmatico e das membranas exteriores de bactérias Gram-negativas. O Fator
OMP é responsavel por gerar um tunel de continuidade abrangendo desde a membrana
externa até o espaco periplasmatico, ja a MFP tem a funcdo de aproximacdo das membranas
(externa e interna) ou de estabilizar a estrutura formada por OMP (MAGNET, COURVALIN
e LAMBERT, 2001).

As bombas de efluxo séo classificadas em seis familias: ABC (ATP binding cassete);
MFS (Major Facilitator Superfamily); MATE (Multidrug and Toxic Compound Extrusion) e
SMR (Small Multidrug Resistance), RND (Resistance Nodulation Division) e DMT (Drug-
Metabolite Transporter). A familia ABC usa a energia liberada pela hidrélise de ATP para
mover substratos atraves das membranas celulares, ou seja, entre o interior e o exterior das
células. Constituem uma superfamilia grande, diversa e onipresente desde procariotos até
mamiferos (VASILIOU, VASILIOU e NEBERT, 2009).

As bombas multidrogas pertencentes a superfamilia MFS sdo constituidas de um
sistema com uma unica proteina de membrana, que transporta substratos através da membrana
citoplasmatica por trés mecanismos: simporte, antiporte e uniporte, sendo estes responsaveis
pelo transporte de substratos (PAULSEN, BROWN e SKURRAY, 1996). Essa familia é

representada por Tet(A), Tet(B) e CImA. O Tet(A) é responsavel pela resisténcia a tetraciclina
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e a minociclina, o Tet(B) leva a resisténcia a tigeciclina, tornando as bactérias resistentes a
esta droga com o seu uso clinico (CHOPRA e ROBERTS, 2001;
THAKER, SPANOGIANNOPQULOS e WRIGHT, 2010). Esses sistemas de efluxo Tet, em
bactérias Gram-negativas, representa um importante mecanismo de resisténcia a tetraciclina,
em que o gene responsavel pela resisténcia pode estar inserido no plasmideo ou ser
encontrado nos transposons (VILA, MARTI e SANCHEZ-CESPEDES, 2007). O CImA ¢
responsavel pela resisténcia ao clorafenicol (FOURNIER e RICHET, 2006).

De acordo com Su e colaboradores (2005), as bombas de expulsdo pertencentes a
familia MATE s8o compostas por uma Unica proteina de membrana. Em A. baumannii essa
familia € representada pela bomba de ejecdo AdeM, que reconhece uma variedade de
substratos como: ofloxacina, ciprofloxacina, gentamicina, 4'-6-diamino-2-fenilindole (DAPI),
triclosan, brometo de etidio, entre outros. O sistema € o AbeM também encontrado em A.
baumannii, o qual é responsavel pela redugdo da CIM (4x) para as seguintes drogas:
norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina e gentamicina. Essa bomba utiliza-se da forga
préton—motriz como fonte de energia, o que lhe diferencia de outras bombas da mesma
familia que utilizam o gradiente Na+.

A familia SMR (Small Multidrug Resistance) apresenta o sistema de efluxo AbeS,
responsavel por garantir alto nivel de resisténcia aos farmacos: cloranfenicol,
fluoroquinolonas, eritromicina, novobiocina, corantes e detergentes (COYNE, COURVALIN
e PERICHON, 2011). Ao contrério de outras proteinas transportadoras multidrogas, a familia
de proteinas SMR apresenta apenas transporte de compostos lipofilicos (HEIR, SUNDHEIM
e HOLCK, 1999), sendo estes constituidos por quatro hélices alfa transmembranas de
aproximadamente 100-140 aminodcidos de comprimento (BAY, ROMMENS e TURNER,
2008).

As bombas pertencentes a familia RND sdo formadas por trés componentes: uma
proteina transportadora localizada na membrana interna, outra proteina periplasmatica
acessoria ou proteina de fusdo de membrana e uma proteina de membrana externa ou porina
(WIECZOREK et al., 2008; MARCHAND et al., 2004). Essa bomba contribui na resisténcia
a diferentes classes de antimicrobianos e grande quantidade de substrato, sendo denominado
de sistemas multifarmacos néo especifico (VAN BAMBEKE, BALZI e TULKENS, 2000).

No A. baumannii a bomba representante da familia RND é a AdeABC e esta
relacionada a resisténcia a varios antibidticos como: tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol,
cefotaxima, gentamicina e tigeciclina (MAGNET, COURVALIN e LAMBERT, 2001,
MARCHAND, et al., 2004; RUZIN, KEENEY e BRADFORD, 2007). Esse sistema tem a
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capacidade de gerar elevado grau de resisténcia quando associado a presenca de oxaxilinases
(MARQUE et al., 2005). Essa familia possui mais dois sistemas: AdeDE e AdellK, o
primeiro apresenta resisténcia as seguintes drogas: amicacina, ceftazidima, rifampicina e
meropenem, ja o0 segundo apresenta resisténcia intrinseca aos beta-lactdmicos, clorafenicol,
tetraciclina, eritromicina, novobiocina, fliuoroguinolonas e rifampicina (CHAU et al., 2004;
DAMIER-PIOLLE et al., 2008). Esses sistemas sdo regulados por dois componentes: AdeR e
AdeS, mutacbes nesses componentes sdo responsaveis pela multirresisténcia as drogas
(MARCHAND et al., 2004). Outro sistema isolado de A.baumannnii, pertencente a familia
RND descrito foi o AdeFGH, que apresenta resisténcia as fluoroquinolonas, tigeciclina,
tetraciclina, sulfonamidas, cloranfenicol, clindamicina e sulfametoxazol-trimetoprim, sendo a
sua superexpressdo decorrente de mutacdo no gene adeL (COYNE et al., 2010). As bombas
da familia RND em A.baumannii (AdeABC, AdelJK, e AdeFGH) demonstraram ser um
importante fator de patogenicidade e viruléncia no aumento da producédo de biofilmes (HE et
al., 2015; YOON et al., 2015; RICHMOND et al., 2016).
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4.0 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo descritivo transversal quantitativo.

4.1 Investigacao Epidemiolégica

O estudo foi realizado em pacientes internados no Hospital de Urgéncia da cidade de
Teresina-PlI — HUT. O HUT ¢é um Hospital de Urgéncia e Emergéncia de média e alta
complexidade, referéncia no Piaui e estados vizinhos. Foram utilizados dados contidos em
fichas pessoais de cadastro e solicitagbes médicas. Esse acesso foi mediante a autorizacdo do
Comité de Etica do Hospital, onde extraimos as informaces como: sexo, faixa etaria, sitio da
infeccdo. Os dados foram coletados no periodo de julho de 2016 a julho de 2017, cadastrados
no sistema de registros do hospital. Para isso foram utilizados os seguintes critérios de
inclusdo: pacientes com manifestacdo clinica de infeccdo sugestiva de Acinetobacter spp apds
72 horas da entrada no hospital, ou que tenham sido submetidos a procedimentos invasivos,
como o0 uso de ventilacdo mecanica, traqueostomizados, com abscessos e patologias
subjacentes graves, uso prévio de antimicrobianos, pacientes poli traumatizados e com
infecgdo de sitio cirdrgico em que a realizagdo do exame confirmatério tenha sido positiva
para a presenca desse microrganismo. Foram excluidos do estudo pacientes cujas informacgdes
contidas nas solicitagbes médicas apresentaram resultado negativo para infeccdo por

Acinetobacter spp ou quando a infeccdo antecedeu a internacao hospitalar.

4.2 Amostras Bacterianas

Neste estudo, foram analisadas 106 amostras bacterianas com identificacdo prévia e
confirmatoria para o género Acinetobacter, isoladas de diferentes espécimes clinicos,
provenientes de pacientes internados no hospital HUT. As amostras bioldgicas foram
enviadas diariamente em meio de transporte apropriado (Agar inclinado ou BHI), para o
laboratério de Microbiologia do Hospital Med Imagem. As cepas foram submetidas a
identificacdo microscopica por meio da coloracdo de Gram, em seguida analisadas no
equipamento de automacdo BD PHOENIX 5.1., onde se indentificou a espécie e realizou-se o
teste de susceptibilidade aos antimicrobianos. Posteriormente, as cepas foram isoladas em

meio de crescimento (Agar BHI) e transportadas ao Departamento de Parasitologia e
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Microbiologia da Universidade Federal do Piaui — UFPI, obedecendo aos padrbes de
biosseguranga para transporte, armazenamento e conservacgdo de amostras infectantes. Todas
as amostras foram semeadas em placa de Agar MacConkey e Agar sangue, por meio da
técnica do esgotamento do inoculo por multiplas estrias seguidas por incubacdo em estufa

bacterioldgica a 37°C por 24h.

4.3 ldentificacdo bacteriana e teste de sensibilidade pelo sistema automatizado BD
PHOENIX 5.1.

As amostras bioldgicas foram encaminhadas para o laboratério de microbiologia do
hospital da Med Imagem, submetidas a identificacdo e testadas quanto a sensibilidade aos
antimicrobianos utilizando o sistema BD PHOENIX 5.1 (Becton Dickison Sparks, MD
21152, USA), para confirmagao do género e da espécie bacteriana. Por meio desse sistema foi
possivel estabelecer um perfil de sensibilidade das amostras de Acinetobacter spp através da
determinacédo da CIM (CLSI, 2018).

A identificacdo e o teste de sensibilidade foram realizados ap6s isolamento e
subcultivo das amostras em Agar sangue e Agar MacConkey em duplicata, (CLSI, 2018). Para
os testes de identificacdo e de sensibilidade aos antimicrobianos, foi preparada uma Gnica
suspensdo bacteriana de aproximadamente 1,5 X 108 unidades formadoras de coldnias (UFC)
(UFC/mL) correspondente a 0,5 da escala Mc Farland. Para o teste de sensibilidade foram
usados 25 pL dessa suspensdo bacteriana, posteriormente diluido em 8 mL de caldo BHI e
acrescentado 50 pL do indicador de oxido-reducdo especificos do fabricante. Essas duas
suspensdes foram colocadas em orificios especificos presentes no painel NMIC /ID 104
(Becton Dickinson, Sparks, MD 21152, USA) utilizado apenas para bactérias Gram-
negativas. Apos o preenchimento de todos 0s pocos contidos no painel foi incubado por 6 a
18 horas no aparelho BD. Phoenix 5.1. Esses procedimentos metodologicos foram
preconizados pelo fabricante. A CIM foi definida como a menor concentracdo de
antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. As CIM 50 e CIM 90 serdo definidas
como as menores concentragOes de antimicrobianos capazes de inibir o crescimento de 50% e
90% das amostras, respectivamente. As drogas: amicacina, cefepime, ceftriaxona,
ceftazidima, ciprofloxacina, colistina, gentamicina, levofloxacina, meropenem, imipenem,
tigeciclina, sulfametoxazol\trimetroprima e piperacilina\tazobactam foram classificadas como
sensiveis, intermediarias ou resistentes, empregando os limites de sensibilidade para os

seguintes antimicrobianos: amicacina, cefepime, ceftriaxona, ceftazidima, ciprofloxacina,
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colistina, gentamicina, levofloxacina, meropenem, imipenem, tigeciclina,

sulfametoxazol\trimetroprima e piperacilina\tazobactam (CLSI, 2018).

4.4 Ensaio para a determinacdo da ocorréncia de resisténcia mediada por bombas de

efluxo

Para verificacdo da ocorréncia de resisténcia mediada por bombas de efluxo, as CIMs
dos antibidticos: amicacina, ceftazidinma e ciprofloxacina foram determinadas na presenca e
na auséncia de uma solucédo inibidora do mecanismo de bomba de efluxo, o Carbonilcianeto
m-clorofenil-hidrazona (CCCP) (Sigma-Aldrich, Dorset, United Kingdom) em concentragéo
subinibitoria. Este composto é capaz de inibir sistemas de efluxo bacterianos, (LIN, LING e
LI, 2009), através da dissipacdo do gradiente de protons na membrana, reduzindo a energia
disponivel para a extrusdo dos antimicrobianos (PELEG, ADAMS e PATERSON, 2007;
MOREIRA, et al., 2005). As cepas testadas foram inoculadas em caldo Brain Heart Infusion,
(BHI, Himedia, India) e incubadas a 37°C por 24h. A partir desta cultura foi preparada uma
suspensdo bacteriana padronizada para uma turbidez equivalente a 0,5 na escala Mac Farland
(aproximadamente 1,5 X 108 UFC/mL).

Para determinacdo das concentracfes subinibitérias de CCCP a serem utilizadas em
todos os ensaios foi realizado um ensaio preliminar com 10 cepas selecionadas
aleatoriamente. Estas cepas foram semeadas em caldo Brain Heart Infusion, (BHI, Himedia,
India) contendo CCCP em diferentes concentracdes (4 a 7 pg/mL) e em seguida incubadas a
37°C por 24 horas. Os resultados obtidos demonstraram que as concentracdes de 4 a 7 pg/mL
ndo afetaram a viabilidade das cepas testadas, sendo estas utilizadas para todas as cepas
isoladas.

Para verificar a ocorréncia de resisténcia a amicacina, ciprofloxacina e ceftazidima
mediada por bomba de efluxo, a suspensdo bacteriana foi diluida em caldo BHI ( %) na
presenca e na auséncia do CCCP. Aliquotas de 100 puL da solugdo foram distribuidas nos
pogos de uma placa de microtitulagdo no sentido numérico (1-12). As concentragdes
inibitérias minimas (CIM) dos antibiéticos amicacina, ciprofloxacina e ceftazidima foram
determinadas transferindo-se 100 pL da solugdo de cada antibidtico para o primeiro pogo,
seguido de microdiluicdo seriada 1:2 até o pentltimo pogo (512 a 0,25 pg/mL), tomando-se 0
cuidado de homogeneizar a solugdo por trés vezes antes da transferéncia para o pogo seguinte.
No ultimo pogo ndo foi adicionada a solugdo do antibiotico, servindo este como controle

positivo de crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e ap0s


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lin%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18790612
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ling%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18790612
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20XZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18790612
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este periodo foi adicionado em cada pogo 20 pL de uma solucio aquosa de resazurina sédica
a 0,01% (m/v). As placas foram incubadas por uma hora a temperatura ambiente e ap06s este
periodo procedeu-se a leitura visual, levando-se em consideracdo que a mudanca de coloracdo
de azul para rosa indicava a ocorréncia de crescimento bacteriano devido a reducdo da
resazurina (PALOMINO et al., 2003; MANN e MARKHAN, 1998). Como critério para
classificar presenca fenotipica de bomba de efluxo foi considerado uma redugdo no MIC dos
antibioticos (amicacina, ciprofloxacina e ceftazidima) em pelo menos 2 vezes na presenca do
CCCP (ADERBILE et al., 2014).

Figura 01- Fluxograma do teste de modulagéo.
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4.5 Andlise Estatistica

Os dados foram organizados em planilhas do programa Graph Pad Prism 5.0 onde os
mesmos foram submetidos ao teste de correlacdo de Pearson Qui-quadrado com Intervalo de
confianca de 95% e significancia em p<0,05 sendo os mesmos apresentados em forma de
gréfico e tabelas.

4.6 Procedimentos Eticos

A pesquisa atendeu aos padrdes estabelecidos pela resolugdo 466 de 12 de dezembro
de 2012, do Conselho Nacional de Saude, o projeto foi submetido ao Comité de Etica da
Universidade Federal do Piaui-UFPI (CAAE/UFPI 61695516.8.0000.5214) (Anexo A), como
também ao Comité Local do HUT (Anexo B) e a autorizacdo do diretor técnico do
Laboratério do Hospital Med Imagem (Anexo D). O estudo utilizou dados secundarios,

respeitando-se a confidencialidade e 0 anonimato dos sujeitos notificados.
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise Epidemioldgica

No periodo de julho de 2016 a julho de 2017 foram identificadas 101 cepas de A.
baumannii e 5 cepas identificadas como Acinetobacter spp isoladas de pacientes com IRAS
internados no hospital de urgéncias de Teresina-HUT. Este resultado é demonstrado na Figura
02.

Figura 02- Incidéncia das cepas de Acinetobacter como agente causador de IRAS no Hospital

de Urgéncia de Teresina — PI, no periodo de julho de 2016 a julho de 2017. Teresina, 2018.
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Fonte: Proprio.

A incidéncia de infec¢des causadas por Acinetobacter baumannii mostrou-se bastante
elevada em relacdo a incidéncia de outras espécies. A literatura aponta claramente a
relevancia clinica da espécie A. baumannii (PELEG, SEIFERT e PATERSON, 2008; ALLEN
e HARTMAN, 2010). O A. baumannii ocupa um lugar de destaque dentro do género, pois é o
mais virulento entre as outras espécies (ADEWOYIN e OKOH, 2018). Em estudo realizado
por Alvarez-Lerma e colaboradores (2005) com pacientes de UTI, por meio de dados do

Estudo Nacional de Controle de Infeccdo Hospitalar (ENVIN), mostrou que de 406 pacientes
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que adquiriram IRAS causadas por espécies do género Acinetobacter, 357 casos (87,9%),

foram causadas por Acientobacter da espécie baumannnii.

Tabela 01- Distribuicdo por sexo, faixa etaria e espécime clinico de pacientes com IRAS,
causadas por Acinetobacter spp, atendidos no Hospital de Urgéncia de Teresina — PI, no
periodo de julho de 2016 a julho de 2017. Teresina, 2018.

VARIAVEIS n % p

Idade (ano)

<20 9 8,5%

20-60 60 56,6% <0,001***

> 60 37 34,9%
Sexo

M 73 68,9%

0,001***
F 33 31,1%

Espécime material clinico analisado

Secrecdo traqueal 82 77,4%
Ponta de cateter 9 8,5%
Ferida cirargica 6 5,7%
Urina 3 2,8%
<0,001***
Sangue 3 2,8%
Liquido peritoneal 1 0,9%
Pé diabético 1 0,9%
Secrecédo de couro cabeludo 1 0,9%
Resisténcia de isolados clinicos
Sensitive 4 3,8%
Non multi-drug resistant 6 5,7% <0,001***
Multi-drug resistant® 96 90,6%
Total 106 100,0%

Legenda: n, frequéncia absoluta; %, frequéncia relativa; p para o teste Pearson Qui-quadrado com IC 95% e
significancia em p<0,05. ? Cip, Lev, Ipm, Mer, Gen, Ami, Ppt, Com, Cro, Caz Sut, Tig, Col.  Cip, Lev, Ipm,
Mer, Gen, Ami, Ppt, Cro, Caz, Cpm, Sut, Tig.

Fonte: Proprio.
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De acordo com a analise dos resultados, observou-se que a faixa etaria de maior
incidéncia foi de 20-60 anos, com 56,6% dos pacientes nessa faixa etaria. Em relagdo ao sexo,
verificou-se que 68,9% eram do sexo masculino, sendo a secrecdo traqueal (77,4%), o
espécime clinico onde se isolou 0 maior percentual deste patdgeno, seguidos de ponta de
cateter (8,5%) e sitio cirargico (5,7%).

Estudos semelhantes foram desenvolvidos por outros pesquisadores como Jia e
colaboradores (2015) que avaliaram a incidéncia de infec¢Bes causadas por A. baumannii em
pacientes de UTI em um hospital da China. Os resultados encontrados neste estudo revelaram
um total de 102 isolados de A. baumannii, sendo os pacientes do género masculino (76,5%) os
mais afetados, apresentando uma média de idade de 55 anos. Garcia e colaboradores (2013)
ao analisarem casos de IRAS no periodo de abril de 2011 a abril de 2012 em um hospital no
norte de Minas Gerais observaram que 56,8% dos pacientes eram do sexo masculino e que a
maioria se encontrava na faixa de 60-69 anos de idade. Um estudo realizado no HUT de
outubro a novembro de 2010 verificou que as infec¢des ocasionadas por A. baumannii foram
as mais prevalentes (20,3%) entre pacientes internados na UTI (20.8%), os quais eram
predominantemente do sexo masculino (75,0%), na faixa etaria de 15 a 30 anos (33,3%)
(RODRIGUES, PAZ e FREITAS, 2013).

Uma hipotese que poderia justificar este perfil epidemioldgico seria a relacdo entre
homens jovens e acidentes de transito, uma vez que muitos pacientes acidentados nos varios
municipios do estado do Piaui sdo encaminhados para atendimento no HUT. Um estudo
anterior, realizado no periodo de setembro de 2011 a fevereiro de 2012, demonstrou que
60.2% dos pacientes politraumatizados internados na clinica ortopédica do HUT tinham sido
vitimas de acidentes de transito, com maior prevaléncia de homens (81,0%) na faixa etaria de
18 a 38 anos (61,9%), dos quais 89,8% dos casos tiveram indicacado cirargica (SANTOS et al.,
2016).

O A. baumannii segundo relatos da literatura € um patdogeno com afinidade por
colonizar o trato respiratorio superior, sendo causador de infecc¢Bes respitratdrias e pneumonia
(MARTINS e BARTH, 2013). Essa predisposi¢do pode ser verificada também em nosso
estudo, tendo em vista que o espécime clinico mais isolado foi secrecdo traqueal (77,4%).
Outros espécimes clinicos também foram verificados com menor incidéncia: ponta de cateter
(8,5%), representando a segunda maior incidéncia, sitio cirurgico (5,7%), urina e sangue com
a mesma incidéncia (2,8%) e com indices menores foram obtidos liquido peritoneal, pé
diabético e secrecdo de couro cabeludo com percentual de 0,9%. Estes resultados estdo de

acordo com um estudo realizado no sul do pais, o qual verificou que a maioria das cepas de A.
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baumannii foram isoladas a partir de amostras de secrec¢do traqueal (38,34%) (DELIBERALI
etal., 2011).

Resultados semelhantes foram também verificados em pacientes internados em UTI de
hospitais chineses, que também verificaram uma maior prevaléncia de infecgdes atingindo o
trato respiratdrio em relagdo a outros sitios (HUANG et al., 2018; JIA et al., 2015). O trato
respiratorio superior tem sido relatado como o sitio preferencial de colonizagdo por A.
baumannii, uma vez que este patdgeno frequentemente ocasiona infeccGes associadas a
ventilacdo mecanica (DIJKSHOORN, NEMEC e SEIFERT, 2008; GARNACHO-
MONTERO et al., 2005).

Segundo estudo realizado pelo SENTRY no Brasil no periodo de 1997 a 1999, o
Acinetobacter spp foi a quinta bactéria Gram-negativa de maior prevaléncia em surtos de
IRAS, sendo responsavel por 6,7% das infeccbes e terceiro causador de pneumonias
nosocomiais com 10,8%, infec¢des da corrente sanguinea com 6,8%, sitio cirdrgico com 2,8%
e no trato urinario com 3% (SADER et al., 2001). Contudo, estudo realizado por Andrade e
colaboradores (2008), no qual se avaliou dados do SENTRY, entre os anos de 2003 a 2008,
realizado em hospitais brasileiros mostrou que o Acinetobacter spp passou a ser 0 patdgeno
mais isolado em pacientes com pneumonia, sexto em pacientes com infec¢des na corrente
sanguinea e terceiro em tecidos moles. Em estudo realizado por Santos, Brezolin e Horner
(2014) no periodo de agosto de 2011 a janeiro de 2012, no Hospital Universitario de Santa
Maria-HUSM, no Rio Grande do Sul, foram isoladas 32 amostras de Acinetobacter, sendo 23
provenientes de secrecOes respiratorias (71,8%), 6 de secrecbes em geral (18,8%, que incluem
ponta de cateter, escaras, secrecdo de infeccdo em membro inferior e secrecdo de pé diabético,
2 amostras de urina (6,2%) e 1 amostra de sangue (3,1%).
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5.2 Perfil de susceptibilidade

Tabela 02 — Perfil de resisténcia quanto aos fendtipos das cepas de Acinetobacter spp,
isoladas de pacientes com quadro de IRAS internados no Hospital de Urgéncia de Teresina —
Pl, apresentadas no periodo de julho de 2016 a julho de 2017. Teresina, 2018.

CEPAS FENOTIPOS N
HUT96 SUT 1
HUT100 GEN CRO 1
HUT 45 PPT CPM CRO 1
HUT90, HUT66 CRO SMT 2
HUTO02 CAZ CPM CRO 1
HUT21 CIP GEN PPT CAZ CPM CRO SMT 1
HUT36, HUT69 CIP LEV AMI PPT CAZ CPM CRO SMT 2
HUT101 CIP LEV GEN PPT CAZ CPM CRO SMT 1
HUT10 CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CPM 1
HUT33 CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CRO 1
HUT41 CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ TIG 1
HUTO04 CIP LEV IPM MER PPT CAZ CPM CRO SMT 1
HUT68, HUT72, HUT105 CIP LEV GEN AMI PPT CAZ CPM CRO SMT TIG 3
HUT77 CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CRO SMT 1
HUT 56 CIP LEV GEN AMI PPT CAZ CPM CRO SMT TIG 1
HUTO5, HUT06, HUT09, HUT17,
HUT25, HUT43, HUT50, HUT60, CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CPM CRO 13
HUT61, HUT62, HUT76, HUT86,
HUT93
HUTO7, HUT13, HUT26, HUT35,
HUT38, HUTS51, HUTT7S, CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CPM CRO TIG 11
HUT102, HUT103, HUT104,
HUT107

HUTO01, HUTO03, HUTO08, HUT11,

HUT12, HUT14, HUT15, HUT16,

HUT18, HUT19, HUT20, HUT22,

HUT23, HUT24, HUT27, HUT28, CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CPM CRO 33
HUT29, HUT30, HUT34, HUT39, SMT

HUT44, HUT48, HUT49, HUTS52,

HUT54, HUTS7, HUTS9, HUT65,

HUT75, HUT81, HUT

106,HUT83, HUT95

HUT46 CIP LEV MER GEN AMI PPT CAZ CPM CRO SMT 1
TIG
HUT31, HUT67 CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CRO SMT TIG 2

HUT32, HUT37, HUT40, HUT42,

HUTS53, HUTS5, HUT63, HUT64,

HUT70, HUT71, HUT73, HUT74, CIP LEV IPM MER GEN AMI PPT CAZ CPM CRO
HUT80, HUT82, HUT87, HUT88, SMT TIG

HUT89, HUT 91, HUT92, HUT94, 23

HUT97, HUT98, HUT99.

HUT47, HUT58, HUT79, HUT85, Sensivel a todas as drogas 4
TOTAL - 106

Legenda: CIP = Ciprofloxacina (Fluoroquinolona); LEV = Levofloxacina (Fluoroquinolona), IPM =
Imipenem (Carbapenema); MER = Meropenem (Carbapenema); GEN = Gentamicina (Aminoglicosideo);
AMI = Amicacina (Aminoglicosideo); PPT = Pipa/Tazobactam (Beta-lactdmico); CAZ = Ceftazidima
(Beta-lactamico); CPM = Cefepime (Beta-lactdmico); CRO = Ceftriaxona (Beta-lactamico); SUT =
Sulfametoxazol/Trimetoprim (Sulfa); TIG = Tigeciclina (Glicilcilina).

Fonte: Proprio.
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Das 106 cepas analisadas, observamos que apenas 3,7% (HUT 47, 58, 79 e 85) das
cepas de Acinetobacter testadas foram sensiveis a todas as drogas. Esse dado mostra o baixo
perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos das cepas de Acinetobacter testadas. Observou-
se ainda que as cepas HUT 02, 45, 66, 90, 96 e 100 apresentaram um perfil de resisténcia a
uma ou poucas drogas. Segundo Falagas, Koletsi e Bliziotis (2006), uma cepa é considerada
MDR quando apresenta resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos diferentes. Nesse
trabalho observamos que 90,6% (96/100) exibiram um fendtipo de multirresisténcia (MDR).
Na Tabela 02 pode-se observar o perfil de resisténcia dessas cepas destacando, portanto, a
prevaléncia de um perfil de resisténcia a trés ou mais classes distintas de antimicrobianos.
Estudo realizado por Zhao e colaboradores (2015) analisou 120 isolados de A. baumannii de
um hospital da China em que 64 (53%) isolados eram MDR, evidenciando a predominancia
de A. baumannii MDR em ambiente hospitalar.

Outra classificacdo de cepas identificadas no estudo foi XDR, que seriam cepas
extremamente resistentes aos farmacos, ou seja, cepas resistentes a todas classes de
antimicrobianos usados para tratar infeccdes por A. baumannii com excessdo da tigeciclina e
colistina (SPELLBERG e BONOMO, 2015). Considerando a Tabela 02, observa-se que 51%
das cepas podem ser classificadas como XDR. Estudo semelhante ao nosso, realizado a partir
de isolados do Hospital das Forcas de Seguranca (SFH) no Reino da Aréabia Saudita (KSA),
obteve no ano de 2012 uma incidéncia de 12 cepas de A. baumannii XDR (AL-OBEID et al.,
2015), a qual se mostrou inferior se comparado com a incidéncia encontrada em nosso estudo,
tornando extremamente preocupantes nossos achados, fazendo-se necessaria a implantacao e
execucao de medidas preventivas visando o controle dos niveis de resisténcia no HUT. Uma
solugéo para reduzir essa elevada resisténcia poderia ser o controle do uso de antimicrobianos
(monitoramento das prescri¢fes de antibidticos e uso de antibiograma escalonado) (GASPAR,
BUSATO e SEVERO, 2012).

Contudo, de forma ainda mais preocupante, em nosso estudo foi observado que 40%
(42/106) foram resistentes a todas as drogas (incluindo tigeciclina), sendo sensivel apenas a
colistina, ou seja, estariam em uma classificagdo superior a XDR. Contudo, essas cepas ndo
podem ser classificadas como PDR (cepas resistentes a todas as classes de antibacterianos
comercialmente disponiveis) (MAGIORAKOS et al., 2012), por apresentarem sensibilidade a
colistina. Portanto, os resultados obtidos no presente estudo s@o extremamente preocupantes,
indicando a necessidade de medidas preventivas, visando o controle dos niveis de resisténcia

no ambiente hospitalar.
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Uma etapa significativa desta pesquisa consistiu em testes para a verificagdo da
resisténcia aos antimicrobianos nas cepas de Acinetobacter spp isoladas de pacientes com
IRAS internados no HUT. A Figura 03 apresenta o percentual de resisténcia aos
antimicrobianos nas cepas de Acinetobacter spp isoladas. Elevados percentuais de resisténcia
foram observados para os aminoglicosideos gentamicina (98,0%) e amicacina (89,0%), para
as cefalosporinas de terceira geracdo, ceftriaxona (94,3%) e ceftazidima (92,0%), para a
cefalosporina de quarta geracdo cefepima (87,7%), bem como para as fluoroguinolonas,
ciprofloxacina e levofloxacinan (90,5%), para a piperacilina/tazobactan (85,8%) e para 0
sulfametoxazol/trimetoprim (71,6%). Estes antibioticos tém sido tradicionalmente utilizados
no tratamento de IRAS causadas por A. baumannii (DENT et al., 2010), o que poderia

favorecer a selecéo de cepas resistentes a tais antibidticos no ambiente hospitalar.

Figura 03 — Padrdo da resisténcia da infec¢do por Acinetobacter spp em pacientes com quadro
de IRAS, atendidos no Hospital de Urgéncia de Teresina — PI, apresentadas no periodo de
julho de 2016 a julho de 2017. Teresina, 2018.
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Fonte: Préprio
Um levantamento sobre as taxas de resisténcia de bacilos Gram-negativos isolados de

centros médicos inscritos no Programa de Vigilancia Antimicrobiana SENTRY, de 2008 a

2010, mostrou altas taxas de resisténcia de Acinetobacter aos antimicrobianos ciprofloxacina
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(87,2%), Piperaciclina/Tazobactan (86,3%), ceftazidima (81,7%), cefepime (76,6%),
amicacina (62,6%), gentamicina (53,3%) (GALES et al., 2012).

Os carbapenémicos tém sido considerados agentes apropriados para o tratamento de
infeccbes causadas por cepas de A. baumannii multidroga resistente (MDR) (DINC et al.,
2014). No entanto, observa-se em vérias partes do mundo um grande aumento na resisténcia
aos carbapenémicos impulsionado principalmente pela disseminagdo de clones internacionais
(POGUE et al., 2013; KIM et al., 2014). Altos percentuais de resisténcia aos carbapenémicos
e a resisténcia cruzada a varios outros antimicrobianos por A. baumannii causadores de IRAS
sdo motivos de preocupacdo na medicina clinica, especialmente em unidades de terapia
intensiva, no mundo todo (UPADHYAY et al., 2018; SCHUERTZ et al., 2018; BIANCO et
al., 2018).

As cepas isoladas neste estudo também exibiram um elevado percentual de resisténcia
aos carbapenémicos: meropenem (83.0%) e imipenem (82.0%). Nos Estados Unidos, as taxas
de resisténcia de A. baumannii aos carbapenémicos variam de 33 a 58% (RHOMBERG e
JONES, 2009; REDDY et al., 2010; HIDRON et al., 2008). Em Goiania-GO, foi demonstrado
que 78% das cepas de A. baumannii isoladas de paciente em unidade de terapia intensiva
foram resistentes ao meropenem e ao imipenem (CASTILHO et al., 2017). Outro estudo
realizado em Sé&o Luis—MA, verificou que as 128 cepas de A. baumannii isoladas de pacientes
hospitalizados eram resistentes ao imipenem e ao meropenem (RIBEIRO et al., 2016).
Portanto, os resultados obtidos no presente estudo corroboram os dados anteriormente obtidos
em outros estados brasileiros que mostram taxas elevadas de resisténcia aos carbapenémicos.

Observou-se, neste estudo, que 57,5% das cepas de A. baumannii causadoras de
infeccbes relacionadas a assisténcia a salde (IRAS) no Hospital de Urgéncia de Teresina
(HUT) foram resistentes a tigeciclina. Um estudo realizado na Africa do Sul relata uma
incidéncia de 2% de resisténcia a este antibidtico entre isolados clinicos de A. baumannii
(LOWINGS et al., 2015). Em Goiania-GO, a incidéncia de cepas de A. baumannii envolvidas
em IRAS foi de 7,1% (CASTILHO et al., 2017). Incidéncias inferiores a relatada
anteriormente de resisténcia a tigeciclina foi vista em outros estudos onde apenas 2 das 26
cepas de A. baumannii MDR causadores de bacteremia e meningite em um Hospital
Universitario de Curitiba-PR foram resistentes a tigeciclina. Outro relatou que a taxa de
resisténcia a tigeciclina por A. baumannii de 16 hospitais de S&o Luis-MA foi de 0.8%, apesar
das cepas apresentarem 100% de resisténcia aos carbapenémicos (RIBEIRO et al., 2016).
Dessa forma, a incidéncia de resisténcia a tigeciclina obtida nesse estudo pode ser considerada

elevada e gera preocupacdo quanto ao uso indiscriminado dessa droga no ambiente hospitalar.
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Diferentemente dos demais antibidticos, todas as cepas analisadas foram sensiveis a
colistina (Figura 02). Atualmente, a colistina parece ser a droga mais confidvel para o
tratamento de A. baumannii MDR. Contudo, o uso da colistina tem sido associado a varios
efeitos colaterais e ndo € adequado para o tratamento de todos os tipos de infeccGes
(FALAGAS e RAFAILIDIS, 2009). Estudos recentes descreveram o0 surgimento de
resisténcia a colistina em vérias regiées do mundo (LESHO et al., 2013; LOPEZ-ROJAS et
al., 2013; PELLETIER et al., 2013; O'HARA et al., 2013; CAl et al., 2012; Al SWEIH et al.,
2011). De fato, um estudo de vigilancia de hospitais dos EUA revelou que 5,3% de todas as
cepas de A. baumannii isoladas eram resistentes a colistina (QUEENAN et al., 2012). Outro
estudo mostrou que resisténcia a colistina, quase exclusivamente, ocorreu em pacientes que
foram tratados para infeccBes causadas por Acinetobacter resistentes aos carbapenémicos
(ZUBAIR et al., 2015).

5.3 Presenca de bombas de efluxo como mecanismo da resisténcia a antibacterianos em
cepas de Acinetobacter spp

Das 106 cepas de Acinetobacter spp isoladas do hospital HUT, verificou-se que 85
cepas foram resistentes a ceftazidima, 81 a amicacina e 85 a ciprofloxacina, conforme
mostrado na Tabela 03. As cepas resistentes a estas drogas foram submetidas a um teste
fenotipico de modulagdo, onde a concentracdo inibitéria minima da droga na presenca de um
inibidor de bomba de efluxo (CCCP) foi comparada a a¢do da droga sem o inibidor CCCP.
Conforme descrito na metodologia, o teste é considerado positivo, ou seja, ha presenca de
bombas de efluxo, quando a CIM na presenca do inibidor CCCP é menor duas vezes ou mais
do que a CIM na auséncia do inibidor. Observou-se que 26,4%, 16% e 8,5% das cepas
resistentes, respectivamente, a ceftazidima, amicacina e ciprofloxacina apresentaram
mecanismo de bomba de fluxo (Tabela 03). Esses percentuais foram estatisticamente
significantes (p <0,001), confirmando a relevancia do mecanismo de bomba de efluxo para a

resisténcia das cepas de Acinetobacter aos antimicrobianos testados.
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Tabela 03- Deteccdo do mecanismo de resisténcia por bomba de efluxo para ceftazidima,
amicacina e ciprofloxacina em cepas de Acinetobacter spp em isolados clinicos de pacientes,
com quadro de IRAS, atendidos no Hospital de Urgéncia de Teresina — PI. Teresina, 2018.

L Resistente Efluxo
Antibidticos N N % P
Ceftazidima 85 28 26,4 <0,001***
Amicacina 81 17 16,0 <0,001***
Ciprofloxacina 85 9 8,5 <0,001***

Legenda: N, frequéncia absoluta do universo pesquisado; n, frequéncia absoluta amostral; %, frequéncia
relativa; p para o teste Qui-quadrado com IC 95% e significancia em p<0,05.

Fonte: Préprio

A reducdo da CIM na presenca do inibidor nas cepas que apresentaram 0 mecanismo
de bomba de efluxo variou de 2-64x. A reducdo apresentada por cada cepa individual pode ser
verificada nos Anexos E, F, e G. A superexpressdo de bombas de efluxo, pode diminuir a
concentracdo de antibidticos no espaco periplasmatico, dificultando a passagem da droga para
esse local, esse mecanismo de resisténcia, propicia a reducdo da concentracdo da substancia e
a expulsdo do antibacteriano de diferentes classes: quinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol,
tigeciclina, além dos desinfetantes (PELEG, ADAMS e PATERSON, 2007). O aumento
dessa superexpressdo, a qual estd evidenciada em bactérias MDR, ocorre por meio de
mutacdes em genes localizados em regides especificas, a exemplo da presenca de sequéncias
de insercdo de um componente estrutural do sistema de efluxo em regiGes como a anterior aos
genes codificadores ou inseridas no gene repressor (PIDDOCK, 2006).

A substancia utilizada como inibidor, 0 CCCP é uma nitrila inibidora de fosforilacdo
oxidativa e assim como outros inibidores de bombas de efluxo sdo alcaldides de plantas.
Pertence a classe de compostos organicos hidrazona e que age como um potente desacoplador
de elétrons, blogueando a formacdo do gradiente de prétons eletroquimicos gerado durante o
transporte de elétrons pelos portadores da cadeia respiratoria (PARK et al., 1997; GAKOVA
et al., 1999; MACLEAN et al., 2008). E uma molécula inibidora do sistema de efluxo
bacteriano (LIN, LING e LI, 2009), tendo como mecanismo a interrup¢do do gradiente de
prétons na membrana, diminuindo a energia disponivel para o transporte e como
consequéncia evitando que os antimicrobianos sejam expulsos pelas bombas (PELEG,
SEIFERT e PATERSON, 2008; MOREIRA et al., 2005). A adicdo dessa substancia ao meio
contendo antibidtico, leva ao acimulo do mesmo e consequentemente, a reducdo do MIC em
isolados que transportam bombas de efluxo ativas (PUMBWE, GLASS e WEXLER, 2006).
Segundo Ni e colaboradores (2016), até 0 momento o CCCP ndo pode ser usado na clinica

devido a sua citotoxicidade intrinseca 0 que necessita de estudos para uma possivel reducao


https://pt.wikipedia.org/wiki/Nitrila
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fosforila%C3%A7%C3%A3o_oxidativa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Fosforila%C3%A7%C3%A3o_oxidativa
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https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrazona
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da sua toxicidade, por esse motivo ndo € liberada para uso clinico ou patenteada. Segundo o
estudo realizado por Opazo e colaboradores (2009) a inibi¢do farmacologica dessas bombas
de efluxo pode ser uma importante estratégia para reverter a resisténcia as drogas usadas na
terapia de combate ao A. baumannii, potencializando o tratamento dos pacientes.

No presente estudo, verificou-se que 26,4% (28/85) das cepas de A. baumannii
resistentes a ceftazidima apresentaram um fendtipo compativel com resisténcia mediada por
superexpressdo de bomba de efluxo. Um percentual mais elevado de resisténcia a ceftazidima
mediada por bomba de efluxo (72,7%) foi obtido em um estudo que analisou Acinetobacter
spp de origem alimentar em Taiwan, realizado com teste de modulacdo fenotipica com o
inibidor CCCP. Observou-se ainda, que quando a expressao de adeD e adelJK foi avaliada em
quatro isolados representativos constatou-se niveis de expressao aumentada significante do
gene adel, sugerindo que a resisténcia a cefazidima em Acinetobacter spp pode ser atribuida
aos niveis de expressdao adel (LIN et al., 2017). O envolvimento do sistema de efluxo
AdeABC na resisténcia a ceftazidima também foi demonstrado em A. baumannii (CARDOSO
etal., 2016).

Entre as cepas resistentes a amicacina isoladas no presente estudo, observou-se que
16,0% (17/81) delas apresentaram um fendtipo de resisténcia mediada por bomba de efluxo.
Um trabalho realizado com onze cepas de A. baumannii, isolados de pacientes chineses com
IRAS e resistentes a amicacina, mostrou que dez das onze (91%) cepas testadas apresentavam
diminui¢do > 4 vezes da concentragdo inibitéria minima na presenca do inibidor CCCP,
caracterizando a presenca do mecanismo de bomba de efluxo nessas cepas. Ademais, as cepas
testadas apresentavam expressao aumentada do gene adeB, mostrando que a resisténcia a
amicacina pode ser mediada por superexpressdo da bomba de efluxo AdeABC (ZHU, WANG
e ZHANG, 2017). Outro trabalho mostrou que a expressdo aumentada da bomba de efluxo
codificada pelo gene abeS estd fortemente relacionada com a resisténcia a amicacina nesta
especie (LIN etal., 2017).

Verificou-se que apenas 8,49% (9/85) das cepas resistentes a ciprofloxacina isoladas
no presente estudo apresentaram mecanismo de resisténcia mediado por bomba de efluxo.
Este percentual foi bem inferior ao percentual obtido em um estudo anterior, o qual observou
a presenca de bomba de efluxo em 66,2% das cepas de A. baumannii resistentes a
ciprofloxacina (ARDEBILI et al, 2014). Outro estudo obteve um percentual de 86,0% de
cepas de A. baumannii resistentes a morfloxacina por superexpressdao de bomba de efluxo
(JIA et al., 2015). Em A. baumannii o efluxo de fluoroquinolonas é mediado por membros da
familia RND representada pelas proteinas AdeABC e AdelJK (LARI, ARDEBILI e
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HASHEMI et al., 2018; JIA et al., 2015; CHAU et al., 2004; DAMIER-PIOLLE et al., 2008),
podendo também ser conferida pela superexpressdo do gene adeB CHIU et al., 2010.
Considerando a presenca de cepas de A. baumannii extremamente resistentes aos
antimicrobianos utilizados na préatica clinica e a relevancia do mecanismo de bomba de
efluxo, faz-se necesséario uma vigilancia constante do perfil de resisténcia de A. baumannii no
HUT, visando reduzir a incidéncia de infeccbes causadas por cepas de A.baumannii

multirresistentes e elucidando os mecanismos de resisténcia envolvidos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiu%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20138741
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6.0 CONSIDERACOES FINAIS

Os isolados de pacientes internados no HUT que adquiriram infeccdes causadas por
Acinetobacter foram obtidos, em sua maioria, do trato respiratorio de individuos do sexo
masculino, na faixa etaria de 20-60 anos. Foram detectados elevados percentuais de
resisténcia aos seguintes antimicrobianos: Gentamicina (98%), Ceftriaxona (94,3%),
Ceftazidima (92%), Ciprofloxacina e Levofloxacina (90,5%), Amicacina (89%), Cefepime
(87,7%), Piperacilina\tazobactam (85,8%), Imipenem (82%), Meropenem (83%),
Sulfametoxazol/ trimetroprim (71,6%), Tigeciclina (57,5%) e Colistina (0%), sendo a maioria
das cepas classificadas como MDR. Também verificou-se que a resisténcia mediada por
bomba de efluxo foi mais evidente para os antibidticos ceftazidima e amicacina. Estes
resultados reportam e servem como um alerta para que medidas preventivas sejam adotadas,
visando reduzir o nimero de casos de infecgdes relacionadas a assisténcia a salde no

ambiente estudado.
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ANEXO A: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP DA UFPI

wt UFPI - UNIVERSIDADE
ﬁ FEDERAL DO PIAUI - CAMPUS & &“’ff“”“’
UNIVERSITARIO MINISTRO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: PERFIL DE RESISTENCIA E PRESENCA DE BOMBA DE EFLUXO EM ISOLADOS
CLINICOS DE Acinetobacter spp EM TERESINA - Pl
Pesquisador: Viriato Campelo
Area Tematica:
Versdo: 1
CAAE: 61695516.8.0000.5214
Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Piaui - UFPI
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.837.202

Apresentagio do Projeto:

O projeto apresenta uma proposta de pesquisa intitulada: " PERFIL DE RESISTENCIA E PRESENCA DE
BOMBA DE EFLUXO EM ISOLADOS CLINICOS DE Acinetobacter spp EM TERESINA - PI".

Justifica a relevancia do estudo pela necessidade de conhecer o perfil epidemiolégico das infecgdes
causadas por acinetobacter spp. em Teresina-Pl, tendo em vista que dessa bactéria como patégeno
causador de Infecgdes relacionadas a Salde-IRAS, relatados frequentemente pelas equipes de saude, bem
como, observar se realmente essas cepas de acientobacter spp estdo desenvolvendo resisténcia aos
farmacos usados na rotina clinica. Busca-se ainda detectar a presenga de bomba de efluxo como
mecanismo de resisténcia dessa bactéria.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

-Investigar o perfil epidemioldgico e de resisténcia de cepas de Acinetobacter spp. isoladas de infecgdes
hospitalares no Hospital de Urgéncia de Teresina — Pl e descrever a importancia da presenga de bombas de
efluxo como mecanismo de resisténcia desse patdgeno. Objetivo Secundario:

-Realizar um levantamento epidemioldgico e clinico dos pacientes com infec¢des hospitalares causadas por
Acinetobacter spp, isoladas de pacientes atendidos no hospital de Urgéncia de

Enderegco: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br
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Teresina-HUT no periodo de novembro de 2016 a novembro de 2017.

- Descrever o perfil suscetibilidade aos antimicrobianos utilizados na rotina clinica laboratorial.

- Avaliar a importancia da presenca de bombas de efuxo como mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos pelo Acinetobacter spp.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: "O presente trabalho apresenta riscos quanto a possibilidade de divulgacéo de dados pessoais dos
pacientes porém essas informagoes serao retiradas e substituidas por cédigos de identificagdo, os dados
pessoais dos pacientes serdo mantidos no anonimato e serdo usados apenas informacées contidas no
prontuarios que serao necessarias a pesquisa,sé quem tera acesso a esses registro serdo os pesquisadores
e apds o término do estudo esses informagdes serdo excluidas do banco de dados dos pesquisadores.
Qutros riscos que também serdo minimizado, sdo quanto ao transporte e manuseio das amostras de cepas
bacterianas, que também serdo minimizados pois o teste ocorrera dentro das normas de transporte
,manuseio e descarte de amostras bioldgica (RESOLUGAO - RDC N° 20, DE 10 DE ABRIL DE 2014)
manual da ANVISA de Seguranga e Controle de Qualidade no Laboratério de Microbiologia Clinica(madulo 1
ano 2004) e segundo o apéndice IV, nivel 3 de inativacdo microbiana que consta na da RDC ANVISA n°
306. A vista disso, sera garantido o sigilo e a privacidade de todos os seus dados coletados durante a
pesquisa, seguindo as normas da Resolucdo 466/12, em que os dados coletados serao utilizados somente
para a confecgdo dos resultados estatisticos".

Beneficios: "Contribuir com uma melhor compreenséo sobre os mecanismos de resisténcia a drogas /ou
antimicrobianos pelas cepas de acinetobacter, descriminando a importancia ou ndo da expressao de
bombas de efluxo, em cepas multirresistentes. Ampliando e difundindo o conhecimento existente na area

com publicagdes em revistas especializadas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de uma investigacao Epidemioldgica, tedo como locus dois hospitais de referencias de Teresina. A
populagao sera constituida de paciente dos referidos hospitais. Desse universo serdo selecionados 100
prontuarios de pacientes que constituirao a amostra. Define como critério de inclusdo pacientes com
manifestacdo clinica de infecgdo sugestiva de Acinetobacter spp, em que a realizagdo do exame
confirmatério derem resultado positivo para esse microrganismo. O estudo se divide em 3 etapas: 1°
Investigagao Epidemioldgica, iremos extrair as informagdes como:sexo, faixa etaria, escolaridade,
informacdes sdécio-demograficas, sitio e tipo da infeccdo, presenca de diagndstico prévio, ou possivel
tratamento ou reinfec¢do, mudanga no tratamento ou de diagnéstico, dos prontuarios dos pacientes ou do
sistema on line de cadastro. 2° Analise dos

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
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resultados laboratorias dessas amostras, serao realizadas no laboratério de microbiologia do hospital
MEDIMAGEM, onde serao feitos os segintes testes:cultura, bacterioscopia, provas bioquimicas,perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos(de forma manual e confirmada na automagédo BD PHOENIX),serdao
usados os dados apenas das amostras que derem positivas para acinetobacter spp. 3° teste de mecanismo
de resiténcia para bomba de efluxo, seré realizado o teste de concentragéo de inibitoria minima-CIM para 4
drogas usadas na rotina clinica (AMICACINA,IMIPENEM,

CIPROFLOXACINA,CEFTAZIDIMA)e em seguida faz-se esse teste na ppresenga de uma substancia
inibidora o carboxilciadina m- clorofenilhidrazona- CCCP e observar se a CIM diminuiu, se realemte diminuir
detectamos que essas cepas de acinetobacter spp estdo usando o mecanismo de bomba de efluxo para
conferir a resisténcia aos antimicrobianos. Seréd empregada a técnica de estatistica descritiva por meio da
distribuicao das frequéncias relativa e absoluta para os achados microbioldgicos. Para o calculo da
concordancia entre as provas realizadas utilizara o indice Kappa com auxilio do programa computacional
WIN EPISCOPE 2.0 (THRUSFIELD, 2004).0s pacientes serdo estratificados em dois grupos de acordo com
a multirresisténcia. As varidveis continuas serdo expressas como média + desvio padréo e as variaveis
categoricas foram expressas em percentagem do numero total de pacientes analisados. O teste do
quiquadrado com corregdo de Yates ou teste exato de Fisher serdo usados para varidveis categéricas. Um
valor de p inferior a 0,05 sera considerado estatisticamente significativo. Todas as analises estatisticas
serao realizadas com o programa Statistical Package for Social Sciences, versao 17 (SPSS Inc. - Chicago,
IL, EUA).Para andlise dos dados epidemioldgicos, os dados serdo submetidos a uma andlise através de
tabulagéo a partir de uma planilha do Statistical Package for the Social Sciences (SPSS versao 14.0), de
cujos dados numéricos foram calculados a média e o desvio padrao e apresentados em formas de quadros,
graficos tabelas, posteriormente discutidos para melhorar o entendimento do estudo.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

A proposta apresenta os componentes basicos exigidos por uma pesquisa académica, referencial teérico
que dara sustentagdo ao estudo, bem como os aspectos éticos do estudo, cronograma e orcamento
afirmando ser financiada com recursos préprios. Os objetivos estao coerentes com a proposta de estudo. O
pesquisador principal é professor da Universidade Federal do Piaui com experiéncia na tematica
evidenciada e se

comprometem cumprir os termos da Resolugao CNS n° 466/12 - e zelar pela privacidade e confidencialidade
dos dados.
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Recomendacoes:
Sem recomendacgdes
Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto apto para ser desenvolvido
Consideragdes Finais a critério do CEP:
Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO _P | 03/11/2016 Aceito
do Projeto ROJETO 765475.pdf 22:45:06
Outros CARTA_DE_ENCAMINHAMENTO_AO | 03/11/2016 |Viriato Campelo Aceito
CEP.pdf 22:44:03

Outros TCUD.pdf 03/11/2016 | Viriato Campelo Aceito

22:43:31

Declaragéo de DECLARACAO_DOS_PESQUISADORE| 03/11/2016 |Viriato Campelo Aceito

Pesquisadores S.pdf 22:42:46

Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO.pdf 03/11/2016 |Viriato Campelo Aceito

22:41:02

Projeto Detalhado / |PROJETO_CCS_1.pdf 29/10/2016 | Viriato Campelo Aceito

Brochura 11:05:27

Investigador t

Declaragéo de AUTORIZACAO_INSTITUCIONAL_HUT| 26/10/2016 |[Viriato Campelo Aceito

Instituicdo e .pdf 12:57.10

Infraestrutura

Qutros Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos_L | 07/09/2016 |Viriato Campelo Aceito
attes_Josie_Haydee_Lima_Ferreira.pdf 09:25:13

Outros Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos_L | 07/09/2016 |Viriato Campelo Aceito
attes Lais Rocha Lima.pdf 09:24:24

Outros Curriculo_do_Sistema_de_Curriculos_L | 07/09/2016 |Viriato Campelo Aceito
attes Viriato Campelo.pdf 09:21:55

Declaracéo de AUTORIZACAO_INSTITUCIONAL_MED| 07/09/2016 |Viriato Campelo Aceito

Instituicdo e _IMAGEM.pdf 09:07:51

Infraestrutura

Qutros INSTRUMENTO_DE_COLETA_DE_DA | 07/09/2016 |Viriato Campelo Aceito
DOS .pdf 09:01:04

QOutros TERMO_DE_CONFIDENCIALIDADE.pd| 07/09/2016 |Viriato Campelo Aceito
f 09:00:16

TCLE / Termos de | TCLE.pdf 07/09/2016 | Viriato Campelo Aceito

Assentimento / 08:56:54

Justificativa de

Auséncia
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Coordenadora CEP-UFPI
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ANEXO B: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP DO HUT

Prefeitura de o

Teresina

Fundagao Hospitalar
de Teresina

AUTORIZACAO DE PESQUISA

Teresina, 04 de v~ de2016

A Comissio de Etica em Pesquisa do Hospital de Urgéncia de Teresina — CEP/HUT auto-
riza os autores/responsaveis pelo projeto intitulado: “PERFIL DE RESISTENCIA E PRESEN-
CA DE BOMBA DE EFLUXO EM ISOLADOS CLINICOS DE Acinectobacter spp EM TE-
RESINA-PI” com nimero de protocolo 50/16, a iniciar a pesquisa para coleta de dados neste hos-

pital, pois o trabalho atende aos pré-requisitos estabelecidos no check list, sendo assim, aprovado.

20! 33
p\dﬁ"ﬂs \;&0‘50%:&“%0&
O W‘f\ﬂg@z
&
Comissio de EtN#%m Pesquisa
Hospital de Urgéncia de Teresina — Dr. Zenon Rocha
CEP - HUT

Rua Nesemharnador Freitas 1599 - Centra/Norte _
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ANEXO C: PEDIDO MEDICO

As

o - FRQ - VIC

FORMULARIO PARA REQUISICAO DE VERSAO

EXAMES MICROBIOLOGICOS

HOSPITAL

— DE URGENCIA PAGINA

DETERESINA P

i 01/01

ORIGEM: HUT - HOSPITAL DE UﬁGE&CIA DE TERESINA

NOME DO PACIENTE:

e

IDADE: <y A~ | | / 1. SEXO:( )MASCULINO ( ) FEMININO
PROCEDENCIA: () EXTERNO () INTERNO ILOCAL LEITO:
INFORMACOES CLINICAS )

ATENCAO DOUTOR: ESSAS INFORMACOES SAQ IMPORTANT ES PARA 0 SEU PACIENTE

INFECCAO SUSPEITA:

SO DE ANTIMICROBIANOS: (  )NAO () SIM

JUAIS: e i s i
FATORES PREDISPONENTES: ( )NAO ( )SIM
TR * COLETA
MATERIAL: LOCALANATOMICO
DATA: HORA: RESPONSAVEL:
o TIRANSPORTE DA AMOSTRA

( ) IMEDIATO TEM.AMBIENTE ( )EM MEIO DE TRANSPORTE ( ) OUTRO

RECEBIMENTO NO LABORATQRIQ

DATA: HORA: RESPONSAVEL:

EXAMES SOLICITADOS

|( ) CULTURA DE SECRECOES GENITAIS [( ) EXAME AFRESCO

( ) CULTURA PARA GERMES COMUNS ( ) ANTIBIOGRAMA (TSA)

( <) HEMOCULTURA N° AMOSTRAS_©2.  |(»/) UROCULTURA

() PESQUISAS DE FUNGOS () PESQUISA DIRETA P/ FUNGOS
(  )BACTERIOSCOPIA () PESQUISA DE BAAR

() COPROCULTURA (£)OUTROS (7 odoeer
MEDICO SOLICITANTE: fow ez A= M
DATA: (), / Y 0 |TELEFONE

MOD. 089-HUT




Pagina(s):
Impressag 2
Cliente Pré-visualizagdo. Laudo sem valor legal.
Solicitante : VLADIMIR LENINE ANTOINE CALASSIO Cod. O.
Convénio : HOSPITAL DE URGENCIA DE TERESINA Data O.
RT: Dr. Erasmo de Oliveira ancia Sa
CRE: 341 — P1 2551861
Regy. CRF 2/3000 - PI

CULTURA DE SECRECAO TRAQUEAL

Material:
Método:

Secre tre

Quantitativa

queal

Cult

Acinetobacter baumannii
>100.000 UFC/mL

onlias:

ANTIBIOGRAMA
M Jout ‘oncentragdo inibitdrie minima (MIC) - Phoenix
Grupo A - Antimicrobianos 1% Escolha
Ceftazidima Resistente >16
Ciprofloxacina Resistente >2
Levofloxacina Resistente -4
Imipenem Sensivel <=1
Meropenem Sensivel <=1
Gentamicina Resistente >3
Grupo B - Antimicrobianos sujeitos ao parecer da CCIH
te 32
te 4
te »16
te >32
Sensivel <=l
Resistente >4/76
Resistente 4

Amostra biolégica encaminhada ao laboratério

Referéncias:
>LEI M100S, 26th e - 2016
Recomendagdes da § edade Brasileira de Patologia Clinica/Medicina Laboratorial

em Microbiologia Clinica

Pré-visualizagdo. Laudo sem valor legal.

1/1
10/02/2017 - 14:24:35

S:
S.

017-64321-291

nitaria:

(SBPC/ML) : Praticas

Eoas
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ANEXO D: PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP DA MED IMAGEM

TERMO DE AUTORIZAGAO INSTITUCIONAL
UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUi - UFPI

TERMO DE AUTORIZAGAO INSTITUCIONAL

Teresina, '/U) de AcOsr0 de 2016.

llustrissimo Dr. Francisco Erasmo de Oliveira
Diretor Técnico do Laboratério MED IMAGEM

Eu, Prof. VIRIATO CAMPELO, responsavel principal pelo Projeto de Pesquisa,
venho pelo presente, solicitar vossa autorizac@o para realizar este Projeto de
Pesquisa no Laboratério MED IMAGEM, para a realizagdo do trabalho de
pesquisa intitulado: “PERFIL DE RESISTENCIA E PRESENGCA DE BOMBA
DE EFLUXO EM ISOLADOS CLINICOS DE Acinetobacter spp EM
TERESINA - PI". juntamente com a Prof(a) Dra JOSIE HAYDEE LIMA
FERREIRA PARANAGUA e a aluna de mestrado: LAIS ROCHA LIMA .

Este projeto de pesquisa atendendo ao disposto na Resolugao n ° 466, de 12
de dezembro de 2012, do Conselho Nacional de Saulde, tem como objetivo
analisar o perfil epidemiolégico e de resisténcia de cepas de Acinetobacter spp.
isoladas de amostras de pacientes com infecgdes hospitalares no Hospital de
Urgéncia de Teresina — Pl e descrever a importancia da presenca de bombas
de efluxo como mecanismo de resisténcia desse patdgeno; descrever o perfil
suscetibilidade aos antimicrobianos utilizados na rotina clinica laboratorial em

isolados clinicos no periodo de novembro de 2016 a novembro de 2017.

Trata-se de um estudo descritivo, transversal e quantitativo.

v Rua Paissandu, 1862 - Teresina - Piaui
v Fone: (86)3131.1234 Fax: (86)3223.4826 "
v E-mail: falecom@medimagem.com.br "

Visite nosso site: www.medimagem.com.br *



med
magem

Os riscos deste projeto de pesquisa podem ser por meio da divulgagao dos

seus dados coletados nos prontudrios dos pacientes ou por meio do acesso on

line desses dados, bem como sua identificagdo. Para resultados laboratoriais

das analises dessas amostras, serdo retirados informagbes pessoais dos

pacientes(anonimados) e obtido apenas informagdes dos resultados dos

exames sendo elas: resultado da cultura, microscopia, teste de sensibilidade

aos antimicrobianos,(convencional e automatizado). As cepas bacterianas

provenientes dessas amostras serdo transportadas para o Departamento de

Microbiologia e Parasitologia da UFPI de acordo com a norma de transporte de
de amostra biolégicas( RESOLUCAO - RDC N° 20, DE 10 DE ABRIL DE 2014)

e serao submetidas ao teste de quanto ao seu mecanismo de resisténcia no

laboratorio de microbiologia da UFPI, em seguida serdo descartadas de

maneira adequada segundo o que é estabelecido no apéndice IV, nivel 3 de

inativagéo microbiana que consta na da RDC ANVISA n° 306.

A vista disso, sera garantido o sigilo e a privacidade de todos os seus dados

coletados durante a pesquisa, seguindo as normas da Resolucdo 466/12, em

que os dados coletados serdo utilizados somente para a confeccdo dos

resultados estatisticos. Dessa forma, os riscos existentes serdo minimizados e

evitados. Espera-se com esta pesquisa, conhecer o perfil epidemiolégico das

infeccdes causadas por Acinetobacter spp em Teresina-Pl, contribuir com uma

melhor compreensdo sobre os mecanismos de resisténcia a drogas /ou

antimicrobianos nas cepas de Acinetobacter spp, descriminando a importancia

ou ndo da expressao de bombas de efluxo, em cepas multirresistentes, ampliar

e difundir o conhecimento existente na area com publicagbes em revistas

especializadas, desenvolver e executar possiveis estratégias de saude para a

prevengéo e tratamento da mesma, contribuindo para ampliagdo na area de

pesquisa de estudos epidemioldgicos, e de resisténcia bacteriana.

«

Rua Paissandu, 1862 - Teresina - Piaui
Fone: (86)3131.1234 Fax: (86)3223.4826
E-mail: falecom@medimagem.com.br
Visite nosso site: www.medimagem.com.br
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Qualquer informagao adicional podera ser obtidas através do Comité de Etica
em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui — UFPI, Campus Ministro
Petrénio Portela, Avenida Ininga, bairro Ininga, horario de atendimento segunda
a sexta das 08:00 as 12:00 e das 14:00 as 18:00 horas e com o pesquisador
responsavel Professor e Doutor Viriato Campelo pelo telefone celular (86)
94015254 e e-mail viritato.campelo@bol.com.br e com os pesquisadores:
JOSIE HAYDEE LIMA FERREIRA PARANAGUA pelo telefone celular(86)
98819-1971e e-mail Josie haydee@hotmail.com e LAIS ROCHA LIMA pelo
telefone celular (86) 99018435 e e-mail laybiomed@outlook.com.

A qualquer momento vossa senhoria podera solicitar esclarecimento sobre o
desenvolvimento do projeto de pesquisa que estd sendo realizado e sem
qualquer tipo de cobranga, podera retirar sua autorizagdo. Os pesquisadores
aptos a esclarecer estes pontos e, em caso de necessidade, dar indicacdes
para solucionar ou contornar qualquer mal estar que possa surgir em

decorréncia da pesquisa.

Os dados obtidos nesta pesquisa serdo utilizados na publicagdo de artigos
cientificos e que, assumimos a total responsabilidade de nao publicar qualquer
dado que comprometa o sigilo da participagdo dos integrantes de vossa
instituicdo como nome, enderego e outras informacées pessoais ndo serdo em

hipotese alguma publicados. Na eventualidade da participagéo nesta pesquisa,

causar qualquer tipo de dano aos participantes, nés pesquisadores nos

comprometemos em reparar este dano e/ou ainda prover meios para a
reparagdo. A participagdo sera voluntaria, ndo fornecemos por ela qualquer tipo

de pagamento.

<<(,

Rua Paissandu, 1862 - Teresina - Piaui
Fone: (86)3131.1234 Fax: (86)3223.4826 *
E-mail: falecom@medimagem.com.br *
Visite nosso site: www.medimagem.com.br *
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Autorizagao Institucional

Eu,_Frtovnisco Etasmo & O / lexds (Diretor ~ Técnico  do

Laboratério MED IMAGEM, declaro que fui informado dos objetivos da

pesquisa acima e concordo em autorizar a execucdo da mesma nesta

instituicdo. Caso necessario,

a qualquer momento como instituicdo

COPARTICIPANTE desta pesquisa poderemos revogar esta autorizacéo, se

comprovada atividades que causem algum prejuizo a esta instituigdo ou ainda

a qualquer dado que comprometa o sigilo da participacdo dos integrantes

destas instituicdo. Declaro também que nZo recebemos qualquer pagamento

por esta autorizagdo bem como os participantes também ndo receberio

qualquer tipo de pagamento.

Conforme Resolugdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012, do Conselho

Nacional de Saude, a pesquisa s6 terd inicio nesta instituicdo apos

apresentagéo do Parecer de Aprovagao pelo Comité de Etica em Pesquisa

em Seres Humanos da Universidade Federal do Piaui — UFPI.

Responsavel pela Instijuicao

Pesquisador Responsavel

@ A
Oj 20 T
ancisco Erasmo de Oliveira

iretor Técnico Laboratorio
MED IMAGEM

\(\M‘MvL (DWAV/QF

Viriato Campelo

Pesquisador Responsavel

V Rua Paissandu, 1862 - Teresina - Piaui
v Fone: (86)3131.1234 Fax: (86)3223.4826
v E-mail: falecom@medimagem.com.br

Visite nosso site: www.medimagem.com.br
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ANEXO E: TABELA COM A IDENTIFICACAO DAS CEPAS RESISTENTES A
AMICACINA PELO MECANISMO DE BOMBA DE EFLUXO

Amostra Fenotipo AMI AMI+ CCCP E
HUT]1 E 322.5 128 2.5
HUT 3 E 161.3 20.6 2.0
HUT? E 512 128 4.0
HUT 17 E 203.1 20.6 2.5
HUT 22 E 0.8 10 308
HUT 23 E 512 236 2.0
HUT 35 E 512 128 4.0
HUT 37 E 512 203.1 2.5
HUT 41 E 322.5 128 2.5
HUT 46 E 512 236 2.0
HUT 30 E 236 20.6 3.1
HUT 52 E 236 64 4.0
HUT 77 E 236 128 2.0
HUT 78 E 236 64 4.0
HUT &0 E 161.3 20.6 2.0
HUT &9 E 64 32 2.0
HUT 103 E 236 32 g

Legenda: B: Resistente; AMI: Amicacing; CCCP: Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona.

Fonte: Proprio.
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ANEXO F: TABELA COM A IDENTIFICACAO DAS CEPAS RESISTENTES A

CEFTAZIDIMA PELO MECANISMO DE BOMBA DE EFLUXO

Amostra Fendtipo CEF CEF + CCCP E
HUT 1 R 201 6.3 31
HUT 2 R 101.5 201 5
HUT 4 R 16255 645 2.5
HUT 6 R 8127 406,3 2,0
HUT?9 R 1290 3225 4
HUT 10 R 645 256 2.5
HUT 12 R 2048 8127 2.5
HUT 13 R 256 128 2,0
HUT 14 R 8127 406,3 2,0
HUT 15 R 2048 645 32
HUT 18 R 2048 1024 2,0
HUT 21 R 8127 256 31
HUT 35 R 1625 8127 2,0
HUT 41 R 1024 406,3 2.5
HUT 45 R 406 203 2,0
HUT 48 R 406,3 203 2,0
HUT 49 R 406 161 2.5
HUT 53 R 1290 645 2,0
HUT 62 R 64 16 4
HUT 80 R 2048 8127 2.5
HUT 81 R 512 256 2
HUT 83 R 406,3 403 10
HUT 88 R 8127 101.5 g
HUT 89 R 2048 645 31
HUT 91 R 2048 645 31
HUT 92 R 2048 8127 2.5
HUT 98 R 1024 512 2,0
HUT 99 R 512 4 64

Legenda: R: Resistente; CEF: Ceftazidima: CCCP: Carbonilcianstn m-clorofenil-hidrazona,

Fonte: Proprio.
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ANEXO G: TABELA COM A IDENTIFICACAO DAS CEPAS RESISTENTES A
CIPROFLOXACINA PELO MECANISMO DE BOMBA DE EFLUXO

Amostra Fenotipo CIP CIP+ CCCP E
HUT 3 E 512 236 2.0
HUTE E 203.1 20.6 2.5
HUT 12 E 203 101.5 2.0
HUT 13 E 64 2533 2.5
HUT 34 E 2 0,79 2.5
HUT &9 E 236 0.8 3.03
HUT 92 E 128 0.7 2.5
HUT 103 E 203.1 20.6 2.5

Legenda: R: Resistente; CIP: Ciprofloxacina; CCCP: Carbonilcianeto m-clorofenil-hidrazona.

Fonte: Proprio.
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