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RESUMO

INVESTIGACAO DA RESISTENCIA’BACTERIANA E AVALIACAO DE
METODOLOGIAS EM ISOLADOS CLINICOS DE Pseudomonas aeruginosa} E
Acinetobacter spp. DE DIFERENTES ANOS EM UM HOSPITAL UNIVERSITARIO

AUTORA: Silvana Oliveira dos Santos
ORIENTADORA: Rosmari Hbrner

Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. sdo microrganismos relatados mundialmente como
patdgenos de elevada prevaléncia na etiologia de infec¢cbes nosocomiais, sdo oportunistas e possuem
importancia clinica nas Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude. A elevada resisténcia aos
antimicrobianos que estas espécies apresentam é um grande desafio na medicina atual. Sendo assim, o
presente trabalho objetivou investigar a resisténcia bacteriana em isolados de P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. coletados em dois periodos (agosto de 2011e janeiro de 2012 e agosto de 2015 a
janeiro de 2016) oriundos de um hospital universitario no sul do Brasil, bem como avaliar
metodologias para identificacdo da resisténcia ao meropenem em isolados da colecdo de 2011/2012 e
identificar a resisténcia a colistina nos isolados da colecdo 2015/2016. Nesta pesquisa foram incluidos
63 isolados de P. aeruginosa e 39 de Acinetobacter spp. (2011/2012), assim como 231 de P.
aeruginosa e 62 de Acinetobacter spp. (2015/2016) de diversos espécimes clinicos provenientes do
Hospital Universitario de Santa Maria, Rio Grande do Sul. Realizaram-se as analises dos perfis de
resisténcia aos antimicrobianos em todos os isolados clinicos dos anos de 2011/2012 e 2015/2016 e a
investigacdo da resisténcia a colistina nos isolados da colecdo de 2015/2016 por meio do teste de
suscetibilidade aos antimicrobianos em sistema automatizado VITEK®2-bioMérieux. As metodologias
de difusio do disco e as automatizadas MicroScan®-SIEMENS e VITEK®2-bioMérieux foram
avaliadas estatisticamente quando comparadas a metodologia de microdiluicdo em caldo, técnica
considerada padrdo para identificacdo da resisténcia ao carbapenémico meropenem. Na avaliacdo do
perfil dos isolados, detectou-se redugdo na resisténcia ao imipenem e meropenem em P. aeruginosa de
64,10% para 53,24%, de 2011/2012 para 2015/2016. Nos Acinetobacter spp. também foi observada
esta diminuicdo, de 88,57% para 74,19% entre os dois periodos. Em relagdo & avaliacdo das
metodologias para identificacdo da resisténcia ao carbapenémico meropenem nos isolados de
2011/2012, a difusdo do disco apresentou 91% de sensibilidade, 77% de especificidade e 86% de
acuracia, demonstrando boa concordancia com o método padrdo (Kappa (K) = 0,688), enquanto a
metodologia automatizada MicroScan®-SIEMENS apresentou 100%, 77% e 92%, respectivamente
para 0Ss mesmos quesitos anteriores e a concordancia foi maior (K = 0,820 - 6tima concordéncia). Ja a
metodologia automatizada VITEK®2-bioMérieux a sensibilidade foi de 97%, 55% de especificdade e
82% de acuracia e o indice foi considerado regular (K = 0,577). Foi identificada a resisténcia a
colistina nos isolados de 2015/2016 em nove cepas de P. aeruginosa (9/231-3,89%) e nenhum
Acinetobacter spp.. A partir do perfil de resisténcia dos isolados avaliados, pode-se concluir que P.
aeruginosa e Acinetobacter spp., de 2015/2016 mostraram-se mais sensiveis frente a grande maioria
dos antimicrobianos testados, contudo, foi identificado a presenca da resisténcia a colistina nestas
cepas, fato que é impactante pois este antimicrobiano constitui a principal op¢do terapéutica para o
tratamento de bactérias multirresistentes. Os dados deste estudo, permitem recomendar a associa¢ao de
metodologias para identificacdo correta da resisténcia ao carbapenémico meropenem, nesta pesquisa, a
difusdo do disco e MicroScan®-SIEMENS se mostraram boas metodologias para identificar este tipo
de resisténcia. Além disso, os resultados obtidos mostram a necessidade do monitoramento continuo
de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. nosocomiais buscando minimizar a multirresisténcia nestes
isolados e avaliar o padrao local de resisténcia.

Palavras-chave: Pseudomonas aeruginosa. Acinetobacter spp.. Resisténcia. Colistina.
Carbapenémicos. Metodologias.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF BACTERIAL RESISTANCE AND EVALUATION OF
METHODOLOGIES IN CLINICAL ISOLATES OF Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter spp. OF DIFFERENT YEARS IN A UNIVERSITY HOSPITAL

AUTHOR: SILVANA OLIVEIRA DOS SANTOS
ADVISOR: ROSMARI HORNER

Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter spp. are microorganisms worldwide reported as
pathogens of high prevalence in the etiology of hosocomial infections; they are opportunistic and have
clinical importance in Health Care Related Infections. The high resistance to antimicrobials that these
species present is a major challenge in current medicine. Thus, the present work aimed to investigate
bacterial resistance in isolates of P. aeruginosa and Acinetobacter spp. collected in two periods
(August 2011 and January 2012 and August 2015 to January 2016) from a university hospital in
southern Brazil, as well as to evaluate methodologies for the identification of resistance to meropenem
in isolates from the 2011/2012 collection and to identify the resistance to colistin in the isolates of the
2015/2016 collection. In this study, 63 isolates of P. aeruginosa and 39 of Acinetobacter spp.
(2011/2012), as well as 231 of P. aeruginosa and 62 of Acinetobacter spp. (2015/2016) of several
clinical specimens from the University Hospital of Santa Maria, Rio Grande do Sul. Analyzes of
antimicrobial resistance profiles in all clinical isolates from the years 2011/2012 and 2015/2016 and
the investigation of resistance to colistin in the isolates of the 2015/2016 collection were carried out by
the antimicrobial susceptibility test in VITEK®2-bioMérieux automated system. The disc diffusion
methodologies and the automated MicroScan®-SIEMENS and VITEK®2-bioMérieux were evaluated
statistically when comparing the methodology of microdilution in broth, a technique considered
standard for the identification of resistance to carbapenem meropenem. In the evaluation of the profile
of the isolates, a reduction in resistance to imipenem and meropenem in P. aeruginosa was detected
from 64.10% to 53.24%, from 2011/2012 to 2015/2016. In Acinetobacter spp. this decrease was also
observed, from 88.57% to 74.19% between the two periods. Concerning the evaluation of the
methodologies for the identification of resistance to carbapenem meropenem in the 2011/2012
isolates, the diffusion of the disc presented 91% of sensitivity, 77% of specificity and 86% of
accuracy, demonstrating good agreement with the standard method (Kappa K)= 0.688), while the
automated methodology MicroScan®-SIEMENS presented 100%, 77% and 92%, respectively for the
same previous items and the agreement was higher (K= 0.820 - excellent agreement). The VITEK®2-
bioMérieux automated methodology was 97%, 55% specificity and 82% accuracy, and the index was
considered regular (K = 0.577). The resistance to colistin in the isolates of 2015/2016 was identified in
nine strains of P. aeruginosa (9/231-3,89%) and none Acinetobacter spp.. From the resistance profile
of the evaluated isolates, it can be concluded that P. aeruginosa and Acinetobacter spp. from
2015/2016 were more sensitive against the great majority of antimicrobials tested, however, the
presence of resistance to colistin in these strains, a fact that is shocking because this antimicrobial is
the main therapeutic option for the treatment of multiresistant bacteria. The data from this study allow
us to recommend the association of methodologies for the correct identification of resistance to
carbapenem meropenem. In this study, disk diffusion and MicroScan®-SIEMENS proved to be good
methodologies to identify this type of resistance. In addition, the results show the need for continuous
monitoring of P. aeruginosa and Acinetobacter spp. to minimize the multidrug resistance in these
isolates and to evaluate the local resistance pattern.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Acinetobacter spp.. Resistance. Colistin.
Carbapenems. Methodologies.
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APRESENTACAO

Esta tese de doutorado estd estruturada em sec¢Bes dispostas na seguinte forma:
INTRODUGAO, PUBLICAGOES CIENTIFICAS, DISCUSSAO, CONCLUSOES e
REFERENCIAS.

Os itens MATERIAIS E METODOS, RESULTADOS, DISCUSSAO DOS
RESULTADOS e REFERENCIAS se encontram inseridos no artigo e nos manuscritos que
estdo contidos na secdo denominada PUBLICACOES CIENTIFICAS e representam a
integra deste estudo.

O item REFERENCIAS se refere somente as citacdes que aparecem nos itens

INTRODUCAO e DISCUSSAO desta tese.
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1 INTRODUCAO

Os microrganismos que compbde o0 grupo ESKAPE (Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas
aeruginosa e espécies de Enterobacter) constituem os principais agentes etioldgicos
causadores de infeccdes nosocomiais em todo o mundo (SANTAJIT; INDRAWATTANA,
2016). Entre esses patdgenos, P. aeruginosa e Acinetobacter spp. se destacam como isolados
multirresistentes (MDRs) e se apresentam como um dos maiores desafios na préatica clinica,
podendo colonizar e causar infeccbes oportunistas, em especial em pacientes graves
submetidos a procedimentos invasivos (BRASIL, 2013a).

A disseminacdo crescente de microrganismos MDRs no ambiente nosocomial € um
problema de impacto mundial, especialmente pela vulnerabilidade dos pacientes que se
encontram em estado critico e pela facilidade de propagacdo dos mecanismos de resisténcia
entre esses patdogenos (BRUSSELAERS; VOGELAERS; BLOT, 2011). Pesquisas sobre as
terapias utilizadas em infecgdes microbianas por MDRs adquiridas tanto em nivel comunitario
quanto nosocomial tém despertado atencdo dos profissionais de saude (HIRSCH; TAM,
2010).

Um exemplo disso sdo os dados levantados pelo Programa de Vigilancia
Antimicrobiana SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program) que avaliou a resisténcia nos
bacilos Gram Negativos (GN) da América Latina entre os anos de 2008 — 2010 e evidenciou
que Acinetobacter spp. coletados em diferentes regiGes e de centros médicos localizados
dentro de um mesmo pais apresentavam um aumento significativo na taxa de resisténcia aos
antimicrobianos carbapenémicos, com destaque para o imipenem. Este estudo ainda
apresentou a colistina (polimixina E) como o agente antimicrobiano mais ativo contra
Acinetobacter spp. e P. aeruginosa, com taxas de suscetibilidade estaveis. Entretanto, no
Brasil, alguns isolados de P. aeruginosa exibiram atividade reduzida a colistina e isolados de
Acinetobacter spp., na Argentina, Brasil e México também mostraram suscetibilidade
diminuida a este agente (GALES et al., 2012).

A descoberta de novos farmacos antimicrobianos é considerada como uma alternativa
importante para conter 0 avango deste grave problema de saude publica que é a resisténcia aos
antimicrobianos pelos microrganismos GN. Até o0 momento sdo limitadas as opcGes de
tratamento para isolados MDRs (CAUMO et al., 2010).
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Atualmente, a rdpida propagacdo dos mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos,
por alguns microrganismos, no ambiente hospitalar, desempenham grande impacto no
desfecho clinico dos pacientes (SHENG et al., 2010). Os antimicrobianos B-lactamicos
compdem uma classe de farmacos amplamente utilizada para o tratamento de infeccGes de
bactérias Gram Positivas (GP) e GN. Estes farmacos caracterizam-se por possuir um anel
B-lactdmico na sua estrutura molecular e incluem o0s seguintes grupos: derivados de
penicilina, cefalosporinas, monobactamicos, carbapenémicos e inibidores de pB-lactamase
(BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013).

A expressdo das enzimas B-lactamases consiste no principal mecanismo de resisténcia
apresentado por P. aeruginosa e Acinetobacter spp. (DAS et al., 2016). Nestas bactérias, este
mecanismo ocorre principamente pela producdo de enzimas que possuem capacidade de
hidrolisar os carbapenémicos (antimicrobianos mais utilizados no tratamento de isolados
MDRs) (QUEENAN; BUSH, 2007). As B-lactamases do tipo metalo-B-lactamases (MBLs) ¢
oxacilinases (NORDMANN; POIREL, 2002) sdo as carbapenemases mais frequentemente
relatadas nestes isolados e o tratamento destes microrganismos se torna limitado restando
como Unica opcao terapéutica a associacdo de antimicrobianos, como por exemplo, a

combinagédo de polimixina B, colistina e tigeciclina (BRASIL, 2013b).

1.1 Pseudomonas aeruginosa: CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS,
MANIFESTACOES CLINICAS E PANORAMA ATUAL DA RESISTENCIA

O microrganismo P. aeruginosa é um patdgeno GN, oportunista que faz parte do
conjunto de bactérias ndo fermentadoras da glicose. Esta espécie utiliza glicose e outros
carboidratos oxidativamente, sendo oxidase positiva rapida, uma propriedade importante para
diferencia-la de alguns membros da familia Enterobacteriaceae (KONEMAN et al., 2008).
N&do forma esporos, apresenta motilidade, € reta e brevemente curva, no Gram se apresenta
aos pares medindo de 1 a 5 um de comprimento e 0,5 a 1 um de largura (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2010), como observado na Figura 1.



19

Figura 1 — Pseudomonas aeruginosa visualizada pelo método de coloragdo de Gram

M7 B l/,'l \
s = LN -
,‘\ *\“ ‘ / - L)
Ao () X
g T AN a2 ¢ (s
« L DA % \
N7 eI ‘)\ i 45058
~ ”
BN = A A\ ' 5
', S 4 T 3 >
NNy i = RV
1 ,.. ' N - " <'~ . = -\
-~
~ SEUAE T
Dz SRR T e € <
i) 9 XA ~ .
-' ) ‘\ ) ’ N \ R 4
KA R ~ ) -1
Ed
A B
LIRS A ~
\ A
o\‘ S AANR » RS
V- RN SR A ' “_

Fonte: http://textbookofbacteriology.net/pseudomonas.html (acesso 01/03/17).

Quando cultivada, esta espécie pode produzir pigmentos com coloragdes azuis
(piocianina), preta (piomelanina), vermelha (piorrubina) ou verde (pioverdina) como pode ser
observado na Figura 2. Esta espécie tem a capacidade de produzir um odor doce semelhante a

uva decorrente da producdo de trimetilamina (KONEMAN et al.,, 2008; MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2010).

Figura 2 — Crescimento de Pseudomonas aeruginosa em agar nutriente
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Fonte: http://schaechter.asmblog.org/schaechter/2007/07/pseudomonas-aer.html (acesso
01/03/2017).

P. aeruginosa € um importante patdgeno relacionado a Infec¢des do Trato Urinario

(ITUs) podendo causar infeccbes cronicas; atinge o sistema respiratorio, ocasionando
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pneumonias graves, infecgdes da pele como dermatites e foliculites e infecgdes dos tecidos
moles, oftalmoldgicas, dsseas, articulares e outras infecgdes sistémicas (KONEMAN et al.,
2008). Posssui a capacidade de formar biofilme, o que torna ainda mais complicado o
tratamento de infeccOes ocasionadas por esse microrganismo, especialmente as que estdo
associadas aos dispositivos médicos, como cateteres e proteses (RICE, 2006). Por apresentar
este fator de viruléncia esta espécie esta cada vez mais associada a bacteremias nosocomiais,
infeccbes relacionadas a dispositivos invasivos e queimaduras em pacientes
imunocomprometidos (GILLHAM et al., 2009).

A producdo de fatores de viruléncia de superficie (que permitem a fixacdo bacteriana,
colonizacdo e invasdo) e dos fatores de viruléncia secretados (produgdo de citocinas) se
relacionam ao grau do curso das infec¢des provocadas por P. aeruginosa (KIPNIS; SAWA,
WIENER-KRONISH, 2006). Na pratica clinica, é dificil distinguir entre colonizacdo simples
da infeccéo propriamente dita, sendo que, até 0 momento nenhuma ferramenta de diagnostico
é ideal para avaliar o potencial de viruléncia em P. aeruginosa (MESAROS et al., 2007).

A frequéncia das taxas de resisténcia de Bacilos Gram Negativos (BGN) vem
crescendo consideravelmente, principalmente em P. aeruginosa na América Latina.
Informacgdes dos isolados clinicos de centros médicos que compdem o Programa de
Vigilancia Antimicrobiana SENTRY (hospitais sentinelas do Brasil, Argentina, Chile e
México), entre os meses de janeiro de 2008 a dezembro de 2010 evidenciam que dos 1099
isolados de P. aeruginosa que compuseram o estudo, as melhores taxas de suscetibilidade aos
agentes [P-lactimicos mostradas nesta pesquisa foram: meropenem 57,1% suscetivel,
imipenem 57,6% suscetivel, para ceftazidima e cefepime os isolados foram 61,1 e 61,9%
suscetiveis respectivamente (GALES et al., 2012).

Dados internacionais de resisténcia, como o relatado por Sharma & Srivastava (2016),
em um hospital em Jaipur na india, apresentam que os isolados de P. aeruginosa coletados no
periodo de agosto a dezembro de 2015 foram 18,45% resistentes a amicacina, 31,74% ao
ciprofloxacino e 36,50% ao cefoperazona—sulbactam; no entanto, todos os isolados foram
100% suscetiveis ao meropenem e imipenem. Diferencas de padrdes de suscetibilidade para
0S microrganismos entre regides sdo comuns, assim 0 conhecimento dos aspectos
epidemioldgicos e de resisténcia dos patdgenos auxiliam na adocdo da terapia correta

adaptada as circunstancias regionais (MORAES et al., 2014).
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1.2 Acinetobacter spp.: CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS,
MANIFESTACOES CLINICAS E PANORAMA ATUAL DA RESISTENCIA

Acinetobacter spp. € um patdgeno que se apresenta como bacilos cocoides ou cocos
GN, é catalase positivo, oxidase negativo, ndo mdvel, aerdbico, ndo fermentador da glicose e
ndo esporulado (KONEMAN et al., 2008; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). E um
importante microrganismo a nivel nosocomial e se apresenta como coldnias opacas, nao
pigmentadas, com didmetro de 1,5 a 3 mm (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008) como é
ilustrado na Figura 3. Acinetobacter baumannii costuma crescer a 42 °C, enquanto as demais

espécies desse género ndo crescem nessa temperatura (KONEMAN et al., 2008).

Figura 3 — Crescimento de Acinetobacter baumannii em agar McConkey

Fonte: http://www.retroscope.eu/wordpress/acinetobacter-2/(acesso 07/03/2017).

Este microrganismo €é considerado ubiquo, possuindo a capacidade de ocupar varios
nichos ecolégicos no ambiente (ATROUNI et al., 2016). Por apresentar rapida capacidade de
transformacédo e sobreviver a dessecacdo, além de persistir no ambiente por muito tempo o
Acinetobacter spp. tem atualmente evidenciado preocupacBes a comunidade cientifica
principalmente, devido ao seu rapido desenvolvimento de resisténcia a uma ampla gama de
antimicrobianos (DOUGHARI et al., 2011).

O género Acinetobacter tem a capacidade de colonizar transitoriamente a pele,
especialmente as regides axilares e inguinais, podendo também ser encontrado na cavidade
oral e no trato respiratério de adultos higidos (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007).

Assim, nesta forma, ndo produz graves problemas sendo entdo considerado colonizante.
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Entretanto, no ambiente hospitalar, ele assume grande importancia quando acomete
individuos imunodeprimidos (FERREIRA et al., 2011).

Entre as manifestacfes clinicas mais comuns do género Acinetobacter se destacam: a
pneumonia associada a bacteremia, as infecgGes da pele e tecidos moles e a meningite
(GAYNES et al., 2005). A bacteremia é secundaria a uma infecgdo no sistema respiratorio
e/ou pelos cateteres venosos (FOURNIER; RICHET, 2006). As infecgOes da pele e tecidos
moles pelo Acinetobacter spp. atinge geralmente as extremidades dos membros (DAVIS
etal., 2005). Os isolados de Acinetobacter podem provocar endocardite em préteses
valvulares, além de sinusite, peritonite e infeccGes oculares como a endoftalmite e ceratite
(FOURNIER; RICHET, 2006; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008).

Acinetobacter spp. é considerado um importante patégeno envolvido em infeccdes
nosocomiais. O crescente isolamento desta espécie MDR tem acarretado inquietacdes na area
cientifica, como o estudo de Machado e colaboradores (2011) que identificou 0 mecanismo de
resisténcia de producdo de MBLs em 22,4% dos isolados de Acinetobacter spp. do Hospital
Sdo Vicente de Paula em Passo Fundo, Brasil.

Uma pesquisa prospectiva realizada em dois hospitais de ensino de Teerd, no Ira,
identificou 91 isolados de Acinetobacter spp. MDRs em Unidades de Tratamento Intensivo
(UTTI). Estes microrganismos apresentaram taxas de resisténcia de 59,52% para o imipenem,
77,38% para gentamicina, 96,42% para ciprofloxacina e 52,38% para amicacina e 100%
desses isolados foram suscetiveis a colistina e polimixina B (KARMOSTAJ; PEERAYEH,;
SALMANIAN, 2013).

Diante da alta prevaléncia de multirresisténcia em Acinetobacter spp. sdo limitadas as
escolhas terapéuticas no tratamento de infec¢fes causada por esta bactéria. Dessa forma, é
aconselhavel a vigilancia regular da resisténcia bacteriana aos agentes antimicrobianos neste
microrganismo (KARMOSTAJ; PEERAYEH; SALMANIAN, 2013).

1.3 RESISTENCIA BACTERIANA

A utilizagdo dos antimicrobianos na terapia clinica foi um marco historico no
desenvolvimento da medicina para cura de doencgas que no passado tinham altos indices de
mortalidade (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). No entanto, o uso indiscriminado

destes farmacos, contribuiu para o surgimento da resisténcia bacteriana que representa
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atualmente, um sério problema de satde publica mundial j& que as opcGes terapéuticas para
tratar doencas infecciosas, tém se tornado cada vez mais restritas (ROSSI, 2011).

Nos dias atuais, hd um crescente aumento das taxas de resisténcia aos antimicrobianos
entre os principais patdgenos causadores de Infec¢des Relacionadas & Assisténcia de Saude
(IRAS) como € o caso dos GN (P. aeruginosa, A. baumannii e K. pneumoniae) (BOUCHER
et al., 2009). O aumento da resisténcia antimicrobiana implica na necessidade dos programas
de vigilancia em informar a distribuicdo das espécies e os padrGes de resisténcia dos
patdgenos causadores de infecgdes, assim contribuira no auxilio aos médicos na escolha da
melhor terapia antimicrobiana para os pacientes (PEREIRA et al., 2013).

O conhecimento dos mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na resisténcia
bacteriana é de grande importancia para compreender a forma como a bactéria desenvolve
resisténcia (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Apesar de que esses mecanismos
diferem entre microrganismos e a resisténcia esta relacionada a alguns fatores basicos como:
mutacgdo genética (alteracdo do sitio alvo); aquisicdo de genes de resisténcia (plasmideos e
transposons) e bombas de efluxo que removem o antimicrobiano da célula bacteriana
(OPLUSTIL et al., 2010). Na Figura 4 estdo apresentados os principais mecanismos de

resisténcia bacteriana aos antimicrobianos.

Figura 4 — Mecanismos de resisténcia bacteriana
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Fonte: http://biomedicinaparatodos.blogspot.com.br201506antimicrobianos-so-sobe-
prescricao.html/ (acesso 11/05/2017).

As organizagOes de salde veem alertando as crescentes taxas de resisténcia. No ano de

2013, o Center for Disease Control and Prevention (CDC) nos Estados Unidos da América
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afirmou que a populacdo mundial estd prestes a ingressar na era "pos-antibiotico”, em
consequéncia da multirresisténcia dos microrganismos aos antimicrobianos (CDC, 2013). Em
2014, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) relatou que a resisténcia antimicrobiana € uma
ameaca de grande preocupacdo para o governo de quase todos os paises (WHO, 2014).
Algumas estratégias de controle da resisténcia exigem esforcos para detec¢cdo, prevencdo e
controle da utilizacdo de antimicrobianos, e a adog¢do de politicas governamentais,
conhecimentos cientificos gerados na academia e novos medicamentos sintetizados pela
industria. Todos tem a finalidade de conter a disseminacao dos patégenos resistentes (ENANI,
2015).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a fim de atenuar a
incidéncia da resisténcia bacteriana publicou em 2010 a Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 40/2010 que dispbe sobre o controle de medicamentos antimicrobianos.
Recentemente em maio de 2011 esta resolucdo foi revogada pela RDC 20/2011 que traz
algumas atualizacdes e determina que os antimicrobianos vendidos nas farmacias e drogarias
ou distribuidos em unidades de saude do pais s6 poderdo ser dispensados aos USUArios
mediante receita de controle especial (BRASIL, 2010a; BRASIL, 2011). Esta medida busca
favorecer ndo so a reducdo dos gastos com as internagdes, mas principalmente a prevencao do

surgimento de microrganismos MDRs (ROSSI, 2011).

1.3.1 Resisténcia aos carbapenémicos

Os antimicrobianos B-lactdmicos sdo os principais agentes utilizados para o tratamento
de uma variedade de infec¢Bes causadas por bactérias GN e GP (POOLE, 2004). Entretanto, a
resisténcia aos B-lactamicos envolve varios mecanismos, diferenciando para as bactérias GP e
GN. Nos microrganismos GP a resisténcia se da por mutacfes e/ou reducdo da expressao e
alteragdes nas proteinas de ligadoras de penicilina (Penicillin Binding Proteins-PBPs) e pela
producdo de B-lactamases. Por outro lado, nos microrganismos GN, 0 mecanismo de
resisténcia mais prevalente aos P-lactamicos, é a produgdo de P-lactamases, seguido de
alteracdes de permeabilidade, extrusdo dos antimicrobianos por bombas de efluxo, e em
menor grau, por alteragdes da PBPs (BECEIRO; TOMAS, BOU, 2013).

Dentre os mecanismos de resisténcia aos -lactdmicos desenvolvidos pelos

microrganismos GN, o mecanismo enzimatico de resisténcia aos antibacterianos bastante
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relatado ¢ a producdo de B-lactamases, que sdo enzimas capazes de destruir parcial ou
totalmente os B-lactamicos (BUSH, 2001; WALSH et al., 2005; MEYER; PICOLI, 2011).

Segundo Ambler (1980) as P-lactamases estdo classificadas de acordo com sua
estrutura priméria em quatro classes: A, B, C e D, as quais foram agrupadas em
serina-p-lactamases (classes A, C e D) e metalo-B-lactamases (MBLs) (classe B), de acordo
com diferencas em seus mecanismos cataliticos. As classes A, C e D possuem um residuo de
serina no local ativo da enzima, enquanto as da classe B possuem um residuo de cisteina e
utilizam ions divalentes, usualmente zinco (Zn**) como cofator para a reagéo de hidrdlise do
anel B-lactamico.

Recentemente, Bush; Jacoby (2010) sugeriram uma nova classificagdo para as
B-lactamases que leva em consideracdo os perfis de substrato e inibidores, agrupando as
enzimas com o seu feno6tipo em isolados clinicos, desta forma foram classificadas em: - Grupo
1: E o grupo das cefalosporinases do tipo AmpC pertencentes a classe molecular C, de
Ambler, que ndo sdo inibidas por inibidores de f-lactamases, como o acido clavulanico e
tazobactam; - Grupo 2: Séo as serino-B-lactamases, enzimas pertencentes ao grupo A e D, de
Ambler, representadas pelo maior grupo de B-lactamases. Este grupo é dividido em subgrupos
conforme o espectro de acdo de cada enzima. Como representantes temos as
Estended-Spectrum p-Lactamase (ESBL) e Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC); -
Grupo 3: Sdo as MPBLs que possuem habilidade de hidrolisar carbapenémicos e sdo inibidas
por quelantes de ions, como o acido etilenodiaminotetracético (EDTA).

A resisténcia aos carbapenémicos em P. aeruginosa e Acinetobacter spp. se deve
principalmente pela expressdo de MBLs e oxacilinases (POIREL; NORDMANN, 2006). As
MpLs se caracterizam por hidrolisar todos os B-lactamicos com exce¢cdo do monobactamico
aztreonam e necessitam de ions zinco ou outros cations divalentes como cofatores para a sua
atividade catalitica ¢ nd3o s3o inibidas pelos inibidores de p-lactamases disponiveis
comercialmente, apenas por agentes quelantes como o EDTA (BUSH; JACOBY,;
MEDEIROS, 1995; BUSH, 2001). Essas enzimas podem ser codificadas cromossomicamente
ou transmitidas por elementos genéticos moveis (WALSH et al., 2005). Desde a identificacdo
da primeira MPL adquirida (movel), em um isolado de P. aeruginosa, no Japdo em 1991
(WATANABE et al., 1991), as MBLs tém sido identificadas em isolados clinicos em todo o
mundo. Até o presente momento sdo conhecidas nove subclasses de MPLs adquiridas: IMP
(imipenemase) (WATANABE et al., 1991), VIM (Verona imipenemase) (LAURETTI et al.,
1999), SPM (Séo Paulo metalo-B-lactamase) (TOLEMAN et al., 2002), GIM (German
imipenemase) (CASTANHEIRA et al., 2004), SIM (Seoul imipenemase) (LEE et al., 2005),
AIM (Australian imipenemase) (YONG et al., 2007) e, mais recentemente, KHM (Kyroin
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University Hospital metalo-B-lactamase) (SEKIGUCHI et al., 2008), NDM-1 (New Delhi
metalo-B-lactamase) (YONG et al., 2009) e DIM-1 (Dutch Imipenemase) (POIREL et al.,
2009).

Nos A. baumannii as carbapenemases da classe D (oxacilinases (OXA)) tém sido
relatadas com frequéncia, este tipo de enzima € capaz de hidrolisar fracamente o imipenem e
meropenem, cefalosporinas de amplo espectro e aztreonam. A atividade € inibida pelo acido
clavulanico, uma propriedade incomum para oxacilinases com exce¢do da OXA-23, que é
resistente ao acido clavulanico (NORDMANN; POIREL, 2002; BOO; WALSH; CROWLEY,
2006).

A diminuicdo na suscetibilidade aos carbapenémicos tem sido observada em diversas
partes do mundo inclusive na America Latina. O Programa de Vigilancia Antimicrobiana
SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program) nos anos de 2008 — 2010 detectou a presenca
do gene OXA-23 em espécies de Acinetobacter spp. em 26,8% dos isolados provenientes da
Argentina e 73,2% dos isolados do Brasil (GALES et al., 2012).

No Brasil, a resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos é crescente, sendo
relatado com grande frequéncia em membros da familia Enterobacteriaceae quanto em
Bacilos Gram Negativos Ndo Fermentadores da glicose (BGN-NF) (ZAVASCKI at al., 2009;
ZAVASCKI et al., 2010; BEIRAO et al., 2011; SEKI et al., 2011), esse fato, tornou-se um
grave problema clinico e epidemioldgico em vérias instituices de saude. Por essa razdo, foi
elaborada pela ANVISA em 2010 a primeira nota técnica (Nota Técnica N°1/2010) que
normatiza medidas para identificacdo, prevengdo e controle de infeccoes MDRs. Entre esses
microrganismos, destacam-se P. aeruginosa e A. baumanii resistentes aos carbapenémicos
(ertapenem, imipenem e meropenem). Em 2013, esse documento foi reformulado em
consequéncia do aumento significativo dos casos deste tipo de resisténcia em centros
hospitalares brasileiros (BRASIL, 2010b; BRASIL, 2013b).

No momento atual, ha descricbes mundiais sobre o problema endémico dos isolados
clinicos de P. aeruginosa MDRs associado aos elevados indices de morbi-mortalidade. No
Brasil, surtos de infeccdo ocasionados por P. aeruginosa tém sido relacionados com a
disseminacdo clonal principalmente da espécie SPM-1 (NEVES et al., 2011). Essa
problemética da resisténcia aos carbapenémicos se torna ainda mais preocupante quando as
infeccbes por microrganismos resistentes aos carbapenémicos atingem individuos
imunocomprometidos, como o relato de Martins e colaboradores (2012) que descreveram a
resisténcia em A. baumannii resistente aos carbapenémicos (CRAb) em um receptor de
pulmdo durante um transplante, demonstrando o atual desafio no controle da transmisséo de

infec¢bes por microrganismos MDRs.
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1.3.2 Resisténcia a colistina

O antimicrobiano colistina (polimixina E) é um polipeptidico catidnico que foi
reintroduzido como ultima linha para o tratamento de bactérias GN MDRs. E amplamente
utilizado para o tratamento de infeccbes gastrointestinais causadas pela familia
Enterobacteriaceae (RHOUMA,; BEAUDRY; LETELLIER, 2016). A colistina propriamente
dita & comercializada sob forma de pro-farmaco colistimetato de sédio (MARKOU et al.,
2008) e apesar de possuir eficiente atividade frente a isolados MDRs, esta substancia possui
como efeitos colaterais nefrotoxicidade e neurotoxicidade (TRIFI et al.,, 2015). Os
mecanismos de toxicidade renal induzidos por colistina sdo desconhecidos, mas alguns
pesquisadores sugerem que a colistina seja capaz de induzir a permeabilidade da membrana e
aumentar a entrada de cations, anions e agua intracelularmente e resultando na lise celular
(TRIFI et al., 2015).

A colistina foi autorizada pela primeira vez no Reino Unido como medicamento de
uso veterinario em 2004 e esta atualmente autorizada para tratamento profilatico de infeccdes
gastrointestinais causadas por Escherichia coli em bovinos, ovinos, suinos e aves (TRIFI
etal.,, 2015). No entanto, a resisténcia a colistina entre animais e seres humanos a este
antimicrobiano foi inicialmente relatada por Liu e colaboradores (2016) que sugerem gue este
mecanismo seja mediado pelo gene mcr-1, em Enterobacteriaceae, onde ha alteracdo do
lipidio A que comumente ancora a molécula de lipopolissacarideo na membrana externa,
resultando em reducdo da afinidade desta polimixina. No estudo, a prevaléncia de mcr-1 foi
investigada nas cepas de E. coli e K. pneumoniae coletadas de dois hospitais terciarios e em
isolados de carne de suinos e animais na China no periodo de abril de 2011 e novembro de
2014. Essa pesquisa identificou que a resisténcia a polimixina E mostrou ser singularmente
devida ao gene mcr-1 mediado por plasmideo e foi observado o transporte de mcr-1 em
isolados de E. coli coletados de 15% das amostras de carne crua e 21% de animais e 1% em
amostras de pacientes internados com infecgdes (LIU et al., 2016).

Du et al. (2016) informaram a co-ocorréncia da carbapenemase NDM-5 (responsavel
pela resisténcia aos carbapenémicos) e o gene mcr-1 (resisténcia a colistina) em um mesmo
isolado clinico de um hospital terciario no leste da China, eles evidenciaram que os isolados
co-produtores mcr-1 e NDM-5 ndo foram suscetiveis a quase todos os agentes

antimicrobianos testados. Este fato € preocupante ja que estes isolados produtores de mcr-1 e
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NDM-5 podem se espalhar ainda mais para ambientes hospitalares e em pacientes de alto
risco causando infec¢Bes incuraveis.

Recentemente, no Brasil, Fernandes e colaboradores (2016) reportaram o primeiro
isolado resistente a colistina recuperado de uma E. coli em paciente com infeccdo em pé
diabético. Neste estudo, através da analise do genoma completo eles revelaram que o isolado
de E. coli abrigava o gene mcr-1 em um plasmideo IncX4, altamente similar aos plasmideos
IncX4 que possuiam mcr-1 identificados em Enterobacteriaceae, a partir de amostras de
alimentos, animais e humanos recuperados em outros continentes. Este achado sugere que 0s
plasmideos do tipo IncX4 sdo auto-transmissiveis e podem contribuir para a disseminacéo
intercontinental do gene mcr-1.

Lentz et al. (2016), isolaram no Brasil, E. coli abrigando gene mcr-1 em aves néo
expostas a polimixinas, este autores sugeriram que outros fatores podem estar envolvidos na
selecdo deste gene. Atualmente, em vista da crescente incidéncia de resisténcia
antimicrobiana em todo o mundo e a escassez de novos farmacos em desenvolvimento, a

resisténcia mediada pelo gene mcr-1 representa uma grande ameaca (DOUMITH et al., 2016).

1.4  OPCOES DE TRATAMENTO PARA INFECCOES POR MICRORGANISMOS
MULTIRRESISTENTES

Microrganismos MDRs, principalmente os BGN-NF e enterobactérias resistentes aos
carbapenémicos, sdo um grave problema de saude publica de ambito mundial particularmente
pela elevada mortalidade e pelo reduzido numero de opgdes terapéuticas (POIREL;
NORDMANN, 2006; NORDMANN; CORNAGLIA, 2012). As causas do crescimento do
numero de microrganismos MDRs estdo altamente correlacionadas a pressao seletiva devido a
utilizacdo dos antimicrobianos (KARAM, 2016). Assim, o crescente aumento da ocorréncia
de MBLs e oxacilinases em varios microrganismos restringem as opc¢odes de tratamento
resultando na utilizacdo de combinacOes de agentes antimicrobianos na tentativa de obter
sinergismo entre os farmacos que sozinhos ndo teriam efeito (WORTHINGTON;
MELANDER, 2013).

As polimixinas (B e E ou colistina) ressurgiram como uma opc¢do terapéutica Util,

apesar de seus efeitos adversos (nefrotoxicidade, ototoxicidade e bloqueio muscular). Este
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grupo de farmacos age na parede celular bacteriana deslocando fons Ca*" e Mg?* que resulta
em aumento da permeabilidade na membrana citoplasmatica e, consequentemente morte
celular (FALAGAS; KASIAKQOU, 2006). Porém, com 0 aumento do uso das polimixinas na
pratica clinica, a emergéncia da resisténcia a ela é preocupante (GALES; JONES; SADER,
2006; ZAVASCKI et al., 2007).

Alguns estudos avaliam a utilizacdo de sistemas combinados de terapia para
tratamento de cepas MDRs como Gomez-Garces e colaboradores (2016) que analisaram a
atividade in vitro de combinagdes de antimicrobianos e fosfomicina frente a 120 cepas de
P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos. Estes autores observaram que a associagao
fosfomicina/ciprofloxacino apresentou um efeito sinérgico em quase metade dos isolados
(40%), enquanto que a associacdo fosfomicina/amicacina so atingiu este efeito sinérgico em
12% dos casos.

Uma revisdo sistematica sobre tratamento antimicrobiano de infeccbes pela familia
Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos relatou que nos estudos onde 0s pacientes
receberam tratamento combinado a mortalidade foi de até 50% para a associacdo tigeciclina-
gentamicina, até 64% para tigeciclina-colistina e 67% para associacao carbapenémico-
colistina. Ja os estudos em que os pacientes foram tratados com monoterapia, a mortalidade
foi de até 57% para a colistina e até 80% para a tigeciclina (FALAGAS et al., 2014).

Atualmente, a orientagdo terapéutica para o tratamento de isolados MDRs € a
politerapia (BRASIL, 2013b) com a utilizacdo de polimixina B ou polimixina E (colistina) em
associacdo com aminoglicosideos (gentamicina ou amicacina), carbapenémicos (meropenem
ou doripenem) e tigeciclina. Esta Gltima, uma nova droga da classe das glicilciclinas que
possui um amplo espectro de acdo frente a diversos microrganismos resistentes
(BHATTACHARYA; PARAKH; NARANG, 2009).

A inexisténcia de opc¢des de tratamento adequadas, para a contencdo da propagacao de
patdgenos GN resistentes aos carbapenémicos e MDRs deve ser prosseguido através da
implementacdo de procedimentos para prevencdo adequada de infeccOes e gestdo de
antimicrobianos. Para assim, reduzir a carga microbiana MDR e evitar futuros surtos desses
microrganismos (LEE; DOI, 2014).
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1.5 METODOLOGIAS AUTOMATIZADAS E CONVENCIONAIS PARA
IDENTIFICACAO DA RESISTENCIA EM MICRORGANISMOS

Os sistemas automatizados ou semi-automatizados tém sido amplamente utilizados
para identificacdo de espécies e de testes de suscetibilidade, principalmente em consequéncia
do crescente volume de espécimes clinicos encaminhados para os laboratorios clinicos. A
relacdo custo-eficacia e a interface entre laboratdrios e hospitais sdo algumas das vantagens
oferecidas por essas metodologias (SADER et al., 2006).

A identificacdo bacteriana por métodos convencionais requer 18-24 horas para 0
isolamento de coldnias e pelo menos 24 horas adicionais para identificacdo de espécies
(SANTOS et al., 2013). Dessa forma a adogdo de novas tecnologias de diagndsticos surge
como uma alternativa para identificar os microrganismos infectantes, principalmente em
infeccdes de corrente sanguinea, onde é perdido tempo esperando o crescimento bacteriano, e
neste caso, 0 emprego de métodos automatizados facilitaria o inicio rapido da terapia dirigida
ao patégeno (PAOLUCCI; LANDINI; SAMBRI, 2010).

Apesar dos métodos automatizados facilitarem o fluxo de trabalho e fornecerem
resultados mais rapidos do que métodos convencionais, eles podem ter problemas na
identificacdo e determinag&o da resisténcia em alguns patogenos (D’AZEVEDO et al., 2009).
Infelizmente erros de reporte de suscetibilidade de microrganismos por qualquer sistema
automatizado podem ter sérias implicacdes para a clinica dos pacientes (SADER et al., 2006).

Variaveis como concentra¢cdes do indculo e tempo de incubacdo podem afetar na
deteccdo de resisténcia secundéria pela producdo de B-lactamases. A rapida suscetibilidade
fornecida por sistemas automatizados podem dificultar a deteccdo da resisténcia a alguns
antimicrobianos B-lactdmicos em consequéncia dos mecanismos subjacentes de resisténcia
dos microrganismos (SADER et al., 2006).

Alguns estudos se propdem a avaliar metodologias convencionais e automatizadas,
como uma pesquisa desenvolvida por Paim e colaboradores (2014) que teve por objetivo
avaliar o desempenho de Vitek 2 na identificacdo de cocos GP e a suscetibilidade a oxacilina
e vancomicina. Esta pesquisa evidenciou que este sistema identificou corretamente 77,9% e
97,1% dos isolados em niveis de espécie e género, respectivamente.

Moodley e colaboradores (2013) investigaram a suscetibilidade a tobramicina em 39
cepas de A. baumannii, isoladas de cinco hospitais da Cidade do Cabo na Africa do Sul. Esses

pesquisadores compararam o Vitek 2, a difusdo em disco, o Etest e a diluicdo em agar com a
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microdiluicdo em caldo (método de referéncia) e observaram limitagbes tanto dos métodos
automatizados quanto dos manuais em ensaios de suscetibilidade a tobramicina. Neste estudo,
o Vitek 2 apresentou pouca confiabilidade para a deteccéo da resisténcia e entre os méetodos
manuais o Etest foi o mais confidvel para testes de suscetibilidade a tobramicina em
A. baumannii.

O estudo de Markelz e colaboradores (2011) compararou dados de microdiluicdo em
caldo dos antimicrobianos imipenem, meropenem e doripenem de 107 cepas do complexo
Acinetobacter baumannii-calcoaceticus, isoladas de infeccbes de sangue e feridas, aos
resultados obtidos pela difusdo em disco, Etest e métodos automatizados (MicroScan,
Phoenix e sistema Vitek 2). Esses autores concluiram que os métodos manuais sdo mais
precisos do que 0s automatizados e que as taxas de erro para os testes de suscetibilidade para
imipenem e meropenem, por difusdo em disco e Etest, estavam em uma faixa considerada
aceitavel.

Conforme aumenta a resisténcia antimicrobiana, a suscetibilidade concisa para orientar
as opcdes terapéuticas é essencial (MARKELZ et al.,, 2011). Embora a maioria dos
laboratorios de microbiologia clinica dependa fortemente de sistemas automatizados como o
principal método de suscetibilidade, a deteccdo da resisténcia aos carbapenémicos nos
laboratérios tem sido relatada complexa devido a diversas razbes com destaque para a baixa
expressdo desta resisténcia, a degradagdo do farmaco e dificuldades no uso de métodos
automatizados para identificacdo de microrganismos e realizacdo dos testes de suscetibilidade.
Falsa resisténcia e falsa suscetibilidade para o imipenem e meropenem ja foram reportados
(BABAY etal., 2011; FRANKLIN; LIOLIOS; PELEG, 2006).

Essas dificuldades relatadas podem ser superadas se o0s laborat6rios clinicos
adicionassem de forma individual outra metodologia para aqueles microrganismos que
mostraram um aumento da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) dos carbapenémicos, mas
permanecem sensiveis as cefalosporinas (WOODFORD et al., 2010). Atualmente, os sistemas
de identificagdo mais modernos utilizam a espectrometria de massa como o0 MALDI-TOF.
Essa metodologia é baseada em técnicas de ionizacdo e detec¢do biomolecular que realizam a
identificacdo bacteriana através da analise de perfil de proteinas bacterianas em vez de
diferenciacéo fisica, bioquimica e metabdlica. Essa inovacdo tecnologica € considerada uma

metodologia promissora na microbiologia diagnostica (SANTOS et al., 2013).
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1.6 JUSTIFICATIVA

O Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM) é um centro publico de saide com
referéncia regional que oferece atendimento para a regido central do estado do Rio Grande do
Sul, prestando servicos ambulatoriais e de internagdo. Este estabelecimento de salde se
propde a acolher a comunidade para servigos especializados e avancados. Nesse nosocémio
nosso grupo de pesquisa ja relatou alguns mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos
pelos microrganismos Staphylococcus aureus (RODRIGUES et al., 2015), Staphylococcus
coagulase negativa (RIGATTI et al, 2010; RAMPELOTTO et al., 2015), familia
Enterobacteriaceae (SEIBERT et al., 2014) e BGN-NF (MAYER et al., 2012).

Os microrganismos P. aeruginosa e Acinetobacter spp. sdo a tematica deste estudo por
constituirem os patégenos mais isolados principalmente nas infeccdes do trato respiratério
inferior de pacientes internados nas UTIs no HUSM, assim como em outros nosocomios,
nacionais e internacionais (KIRATISIN et al., 2012; SIQUEIRA et al., 2013; SANTOS et al.,
2014). Além disso, a sua importancia é fortalecida pelo fato de serem os principais agentes
etioldgicos de infecgdes hospitalares e por apresentarem resisténcia a multiplas classes de
antimicrobianos, e até pan-resisténcia, isto é, resisténcia a todos os antimicrobianos
comercialmente disponiveis.

Sabe-se que é de extrema importancia pesquisar localmente a resisténcia nestes
isolados clinicos, assim, o presente trabalho busca investigar o perfil de resisténcia aos
antimicrobianos e aos carbapenémicos das cepas de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. de
2011/2012 e 2015/2016 do HUSM, avaliar metodologias convencionais e automatizadas para
identificacdo da resisténcia ao meropenem nos isolados de 2011/2012 e identificar a
resisténcia bacteriana a colistina em P. aeruginosa e Acinetobacter spp. isolados em
2015/2016. Dessa forma, acredita-se que sera possivel tracar a epidemiologia local destes
BGN-NF, minimizar as taxas de morbidade e mortalidade; cercear a resisténcia bacteriana e
reduzir os custos hospitalares, além de obter inferéncias sobre metodologias para deteccédo da

resisténcia aos carbapenémicos.
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1.7  OBJETIVOS

1.7.1 Objetivo geral

Investigar a resisténcia bacteriana em isolados de P. aeruginosa e Acinetobacter spp.
coletados em dois periodos (2011/2012 e 2015/2016); avaliar metodologias para identificacdo
da resisténcia ao meropenem nos isolados de 2011/2012 e identificar a resisténcia a colistina

nos isolados de 2015/2016 provenientes de um hospital universitario no sul do Brasil.

1.7.2  Objetivos especificos

- Comparar a resisténcia aos antimicrobianos em isolados clinicos de P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. entre 0s anos de 2011/2012 e 2015/2016;

- Determinar a resisténcia aos carbapenémicos nos isolados clinicos de P. aeruginosa
e Acinetobacter spp. dos anos de 2011/2012 e 2015/2016 e identificar a faixa etéria, 0s
espécimes clinicos e as unidades hospitalares onde foi mais prevalente este tipo de resisténcia;

- Determinar a sensibilidade, especificidade e acuracia das metodologias de difusdo do
disco (manual), MicroScan®-SIEMENS e VITEK®2-bioMérieux (automatizadas) quando,
comparados ao método de microdiluigdo em caldo (considerado padrdo de referéncia) para a
identificacdo da resisténcia ao meropenem nos isolados clinicos de P. aeruginosa e
Acinetobacter spp. do periodo de agosto de 2011 a janeiro de 2012;

- Avaliar a concordancia das metodologias de difusio do disco, MicroScan®-
SIEMENS e VITEK®2-bioMérieux em relacdo a metodologia de microdiluicdo em caldo
através do indice Kappa.

- Avaliar a resisténcia a colistina nos BGN-NF isolados no periodo de agosto de 2015
a janeiro de 2016;

- Determinar o perfil de suscetibilidade dos isolados que apresentarem resisténcia a

colistina.
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Dear Editor,

Indiscriminate use of antimicrobials has caused the worldwide emergence of multidrug
resistant bacteria (MDR). Glucose non-fermenting gram-negative bacilli (NF-GNB) that show
resistance to several antimicrobials, including colistin, have been reported, being the highest
rates of this type of resistance registered in Asia and Europe [1]. This fact has created
problems in therapy, since the referred antibiotic is used as the last alternative to treat
infections caused by MDR bacteria [2]. Pseudomonas aeruginosa is a skilful microorganism
that causes severe opportunistic infections in immunocompromised patients due to its
metabolic versatility [3]. Isolation of P. aeruginosa is increasing in Intensive Care Units
(ICU), and it is resistant to almost all available antimicrobials, thus being responsible for the
increase in the number of Healthcare-Associated Infections (HAI), significantly influencing
morbidity, mortality, and high costs of treatment of infected patients [1].

In a prospective study developed between August, 2015 and January, 2016 we isolated
293 NF-GNB of various clinical specimens from patients admitted to a university hospital in
the central region of Rio Grande do Sul, Brazil. Identification and antimicrobials sensitivity
test were performed through the automated system VITEK®2 (bioMérieux). Data were
interpreted according to the document M100-S25 of the Clinical and Laboratory Standards
Institute [CLSI, 2015], being considered resistant the isolated specimens which showed
intermediate and/or colistin resistant profiles.

From the 293 NF-GNB assessed in this study, only two genera were identified, being
78.83% (231) P. aeruginosa and 21.16% (62) Acinetobacter spp.. Colistin resistance was
identified in nine isolated strains of P. aeruginosa (9/231-3.89%) and none in Acinetobacter
spp.. The predominant age group of patients in whom colistin-resistant strains were identified
was 41-69 years old (77.77%), and they also showed expressive resistance to carbapenems
(66.67%) (Table 1).

Table 1 - Sensitivity profile of 9 P. aeruginosa isolates resistant to colistin

Antimicrobial Sensitive (n-%0) Resistant (n-%)
Amikacin 7-77.78% 2-22.23%
Gentamicin 5-55.56% 4-44.45%
Cefepima 5-55.56% 4-44.45%
Ciprofloxacin 4-44.45% 5-55.56%
Piperacillin-Tazobactam 3-33.34% 5-55.56%

Ampicillin-Sulbactam 0 9-100%

Imipenem 3-33.34% 6-66.67%
Meropenem 3-33.34% 6-66.67%
Ceftazidime 3-33.34% 6-66.67%
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The clinical specimens of this nosocomial in which predominated the isolation of
colistin-resistant P. aeruginosa were secretions of soft tissues (3/9-33.33%) and respiratory
secretions (sputum and tracheal secretion - 2/9-22.22%). The hospital units in which resistant
strains were initially identified were medical clinic (2/9-22.23%), surgery clinic (2/9-22.23%),
recovery room (2/9-22.23%), nephrology area, adult ER, and ICU (1/9-11.11% each).

From the nine patients in whom colistin-resistant P. aeruginosa was isolated, three
progressed to death due to septicaemia, four were oncologic patients under antineoplastic and
radiotherapy regimens, a post kidney transplant patient, two diabetes mellitus patients, and
two chronic smokers/alcoholics. Therefore, we ratify that patients’ immunodepression make
them vulnerable to infections caused by colistin-resistant microorganisms.

The extensive use of colistin in veterinary medicine to treat gastrointestinal infections
caused by Enterobacteriaceae has contributed to chromosomal mutations mediated by the
plasmid mcr-1 to codify resistance to colistin in gram-negative bacilli. Fernandes and
colleagues report the evidence of mcr-1 originated from Escherichia coli isolated from food
of animal origin in Brazil since 2012 [4]. This silent dissemination of E. coli mediated by this
plasmid is impacting for ICUs in our country, where the emergence and dissemination of
MDR bacteria associated with high rates of treatment failure has stimulated the use of
poliximins that constitute the main therapeutic option for the treatment of infections by
“superbug”, especially P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae
producer of SPM-1, OXA-,3 or KPC-, [5]. Additional studies are being developed by our

research group to identify the gene mcr-1 in isolated strains that show resistance to colistin.
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Abstract

Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter spp. are amongst the main agents associated to
nosocomial infections. Nowadays, there is a progressive increase of multidrug resistant
microorganisms (MDR), limiting treatment alternatives. Colistin has been used as the last
alternative possible to treat MDR bacteria. This study aims to assess resistance to
carbapenems of P. aeruginosa and Acinetobacter spp. isolated from clinical specimens at a
university hospital. Sixty-three isolates of P. aeruginosa and 39 of Acinetobacter spp. were
collected between August/2011 and January/2012, and 231 isolates of P. aeruginosa and 62
of Acinetobacter spp. were collected between August/2015 and January/2016. The
susceptibility test to antimicrobials was performed with the automated system
VITEK®2-bioMérieux. A decrease in resistance to imipenem and meropenem from 64.10% to
53.24% was observed in P. aeruginosa isolates in 2011/2012 and 2015/2016. A decrease was
also observed in isolates of Acinetobacter spp. from 88.57% to 74.19% in the same period.
The observed susceptibility of these bacteria to colistin was approximately 80% in the
analyzed periods. Dissemination of resistance to carbapenems is a world issue and choosing

an effective antibiotic therapy is a challenge for clinicians.
Keywords: Pseudomonas aeruginosa. Acinetobacter spp.. Carbapenems.

Running Title: Resistance to carbapenems in Pseudomonas aeruginosa and

Acinetobacter spp.

Introduction

Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter spp. are amongst the main agents
associated to nosocomial infections and are responsible for the increasing rates of morbidity
and mortality in patients in critical conditions worldwide (Baumgart, Molinari, Silveira, 2010;
Barros, Bento, Caetano, et al., 2012; Afifi, Suelam, Soliman et al., 2013; Siqueira, Cardoso,
Padua et al., 2013; Omer, Gumaa, Hassan et al., 2015). In present days, the progressive
increase of bacteria isolation with multidrug resistance patterns is an ascending and worrying
issue due to the limited availability of effective antimicrobial agents, together with the small

number of clinical assays in progress (Gales, Castanheira, Jones et al., 2012).
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The increase of resistance to cephalosporins in hospital environments, especially of P.
aeruginosa and Acinetobacter baumannii, has its roots in the intense use of carbapenems
(Baumgart, Molinari, Silveira, 2010). Nevertheless, the use of this class of drugs is threatened
by the increase of incidence of resistant microorganisms (Araujo, Ferreira, Campos et al.,
2016).

Resistance to multiple classes of antimicrobials is a challenge for the treatment of
immunocompromised patients. Gram-negative bacteria are the most prone to develop
resistance mechanisms, especially against p-lactams. Amongst the most representative
mechanisms we can enumerate their destruction due to the production of p-lactamases;
impermeability due to the loss of porin in bacterial cell walls (the main resistance mechanism
to carbapenems for P. aeruginosa); and expulsion via efflux pumps (what may lead to
resistance to multiple classes of these agents) (Karam et al., 2016).

Surveillance studies aid in monitoring the use of antimicrobials and choosing the
effective empirical therapy (WHO, 2001). This study aimed to assess resistance to
carbapenems in clinical isolates of P. aeruginosa and Acinetobacter spp. in 2011/2012 and
2015/2016 at a university hospital.

Materials and methods

Sixty-three isolates of P. aeruginosa and 39 of Acinetobacter spp. were collected
between August/2011 and January/2012, being identified through phenotypic tests as well as
the automated methodology MicroScan® (Siemens) at the Laboratério de Analises Clinicas
(LAC) of Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM). In order to assess the changes in
the susceptibility profile of isolates in this hospital, new isolates were collected between
August/2015 and January/2016, being 231 isolates of P. aeruginosa and 62 Acinetobacter
spp. identified and assessed through the automated method VITEK®2 (bioMérieux).

These isolates were sent to the Bacteriology Laboratory at Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM), where they were cultured in Tryptic Soy Agar (TSA) and incubated in
35 £ 2°C from 18 to 24 hours. Colonies were stored in Tryptic Soy Broth (TSB) with glycerol
15% at -80°C for subsequent test performance. It is important to note that only one non-
consecutive sample per patient was included in this study.

Testing of susceptibility of strains to antimicrobials was performed with the automated
system VITEK®2-bioM¢érieux according to the manufacturer’s recommendation, and assessed

according to the document M100-S25 of the Clinical and Laboratory Standards Institute
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(CLSI, 2015). For the assessment of resistance to carbapenems the microorganisms
considered resistant were the ones that showed intermediate and/or resistant profile to at least
one of the carbapenem antimicrobials tested (imipenem, meropenem).

The study has been submitted to and approved by the Research Ethics Committee
(CEP) of Universidade Federal de Santa Maria and is registered under the CAAE n.
38850614.4.0000.5346.

Results

This study has evidenced the increase of 3.66 times of P. aeruginosa isolates in this
hospital, being 63 isolates found in 2011/2012 compared to 231 in 2015/2016. Regarding
samples of Acinetobacter spp., 39 were isolated in 2011/2012 and 62 in 2015/2016, what
corresponds to an increase of 1.58 times.

From the samples collected in 2011/2012, it was possible to recover and perform the
assessment of susceptibility profile in only 39 isolates of P. aeruginosa (39/63) and 35
isolates of Acinetobacter spp. (35/39). In the subsequent period, all strains collected were
tested.

Through the analysis of the resistance profile of isolates from 2011/2012 and
2015/2016 (Table 1 and Table II), it is possible to observe that both P. aeruginosa and
Acinetobacter spp. showed lower resistance rates to colistin. Moreover, it was found that
Acinetobacter spp. isolates from 2015/2016 showed increased susceptibility to most
antimicrobials tested. However, the most expressive increase in susceptibility rates can be
observed for amikacin (from 14.28% to 80.64%). P. aeruginosa, on the other hand, showed
decrease in susceptibility to ciprofloxacin and gentamicin, and a slight increase in
susceptibility to piperacillin/tazobactam between 2011/2012 and 2015/2016.
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Table I — Resistance profile of P. aeruginosa (n= 39) and Acinetobacter spp. (n=35)
isolates in 2011/2012 according to the automated system VITEK 2®

Microorganism

Antimicrobial Agent P. aeruginosa Acinetobacter spp.
(n=39) (n=35)
S (%) R(%) NT (%) S (%) R (%) NT (%)
Amikacin 27(69.24) 12(30.76) 0(0.00)  5(14.28) 30(87.71)  0(0,.0)
Ampicillin/sulbactam 1(2.56) 34(87.18) 4(10.26) 4(11.43) 29(82.85)  2(5.72)
Cefepima 21(53.85) 18(46.15) 0(0.00) 2(5.71)  33(94.29) 0(0.00)
Ceftazidime 15(38.46) 18(46.15) 6(15.38) 2(5.71)  2(5.71)  31(88.57)
Ciprofloxacin 23(58.98) 16(41.02) 0(0.00) 2(5.71)  33(94.29) 0(0.00)
Colistin 31(79.48) 3(7.70) 5(12.89) 31(88.57)  1(2.86) 3(8.57)
Gentamicin 26(66.66) 13(33.34) 0(0.00)  1(2.86) 34(97.14)  0(0.00)
Imipenem 11(28.21) 22(33.34) 6(15.38) 5(14.29) 27(77.14)  3(8.57)
Meropenem 15(38.46) 24(61.54) 0(0.00) 4(11.43) 31(88.57) 0(0.00)
Piperacillin/tazobactam 12(30.77) 27(69.23) 0(0.00) NT NT 35(100.00)
Sulfamethoxazole/trimethopim  0(0.00)  5(12.82) 32(87.18)  0(0.00) 2(5.71) 33(94.29)
S = sensitive; R = resistant; NT = not tested
Table 11 — Resistance profile of P. aeruginosa (n = 231) and Acinetobacter spp. (n = 62)

isolates in 2015/2016 according to the automated system VITEK 2®

Microorganism

Antimicrobial Agent

P. aeruginosa

Acinetobacter spp.

(n=231) (n=62)

S (%) R (%) NT (%) S (%) R (%) NT (%)

Amikacin 166(71.86) 65(28.13) 0(0.00)  50(80.64) 12(19.35) 0(0.00)
Ampicillin/sulbactam 0(0.00)  180(77.92) 51(22.07) 21(33.87) 34(54.83) 7(11.29)
Cefepima 121(5238) 110(47.61) 0(0.00)  12(19.35) 50(80.64)  0(0.00)
Ceftazidime 99 (42.85) 76 (32.90) 56(24.24) 9 (14.51) 46(74.19) 7(11.29)
Ciprofloxacin 114(49.35) 117(50.64)  0(0.00)  12(19.35) 50(80.64) 0(0.00)
Colistin 165(71.42)  9(3.89) 57(24.67) 55(88.70) 0(0.00)  7(11.29)
Gentamicin 123(53.24) 108(46.75)  0(0.00)  33(53.22) 29(46.77)  0(0.00)
Imipenem 87(37.66) 91(39.39) 53(22.94) 14(22.58) 41(66.12) 7(11.29)
Meropenem 110(47.61) 118(51.08)  3(1.29) 16(25.80) 46(74.19) 0(0.00)
Piperacillin/tazobactam 93(40.25) 135(58.44)  3(1.29) 0(0.00) 1(1.61) 61(98.38)
Sulfamethoxazole/trimethopim  0(0.00) 52(22.51) 179(77.48) 2(3.22) 5(8.06) 55(88.70)

S =sensitive; R = resistant; NT = not tested

In the assessment of resistance to carbapenems (intermediate/resistant profile to at

least one carbapenem) of P. aeruginosa isolates a decrease was observed in a proportion of
1.20 times between 2011/2012 (25/39 — 64.10%) and 2015/2016 (123/231 — 53.24%). The
decrease rate was similar for Acinetobacter spp. (1.19 times), being 31/35 (88.57%) in
2011/2012, and 46/62 (74.19%) in 2015/2016.

The highest isolation of carbapenem-resistant bacteria in both periods occurred in
male patients, being P. aeruginosa (56.00%) and Acinetobacter spp. (61.31%) in 2011/2012,

and P. aeruginosa (65.85%) and Acinetobacter spp. (80.43%) in 2015/2016.
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In Table 111 we show the age group of patients with isolates of P. aeruginosa and

Acinetobacter spp. resistant to carbapenems.

Table 111 — Age group of patients with isolates of P. aeruginosa and Acinetobacter spp.
resistant to carbapenems

Microorganism

Age group P. aeruginosa Acinetobacter spp.
2011/2012 2015/2016 2011/2012 2015/2016
(n=25) (n=123) (n=31) (n=46)
<10 years old 3/25- (12.00%) 4/123-(3.25%) 0-(0.00%) 0-(0.00%)

11-40 yearsold ~ 5/25-(20.00%)  15/123-(12.19%) 5/31-(16.13%)  16/46-(34.78%)
41-69 yearsold  9/25-(36.00%)  80/123-(65.04%) 21/31-(67.75%) 23/46-(50.00%)
>70 yearsold  8/25-(32.00%)  24/123-(19.51%) 5/31-(16.13%)  7/46-(15.21%)

Table IV references the clinical specimens from which carbapenem-resistant P.

aeruginosa e Acinetobacter spp. were recovered.

Table 1V — Clinical specimens of P. aeruginosa and Acinetobacter spp. isolates resistant
to carbapenems

Microorganism

P. aeruginosa Acinetobacter spp.
Clinical specimens 2011/2012 2015/2016 2011/2012 2015/2016
(n=25) (n=123) (n=31) (n=46)
Faeces 1/25-(4.00%) 1/123-(0.81%) 0-(0.00%) 0-(0.00%)
Blood 3/25-(12.00%) 13/123-(10.56%) 1/31- (3.23%)  2/46-(4.34%)

Secretions (bile; surgical
wound; eschar; catheter)
Respiratory secretions
(sputum; tracheal secretion)
Urine

6/25-(24.00%)
12/25-(48.00%)
3/25-(12.00%)

38/123-(30.89%) 7/31-(22.58%) 24/46-(52.17%)
37/123-(30.08%) 21/31-(67.75%) 17/46- (36.95%)
34/123-(27.64%)  2/31-(6.45%)  3/46-(6.52%)

The distribution of carbapenem-resistant isolates from this study in hospital units may

be verified in Table V.
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Table V — Hospital unit of P. aeruginosa and Acinetobacter spp. isolates resistant to

carbapenems
Microorganism
P. aeruginosa Acinetobacter spp.
Unit 2011/2012 2015/2016 2011/2012 2015/2016
(n=25) (n=123) (n=31) (n=46)
Adult ICU” 5/25-(20.00%)  35/123-(28.45%)  19/31-(61.30%)  7/46-(15.21%)
PA-Adult™ 4/25-(16.00%)  21/123-(17.07%) 2/31-(6.45%) 2/46-(4.34%)

5° Floor (Medical Clinic I1)

4/25-(16.00%)

24/123-(19.51%)

5/31-(16.13%)

7/46-(15.21%)

UCI-RN e Ped.”™ 2/25-(8.00%) 2/123-(1.62%) 0-(0.00%) 0-(0.00%)
3° Floor (Surgical Clinic) 4/25-(16.00%) 12/123-(9.75%) 3/31-(9.68%) 3/46-(6.52%)
Surgical ward e Recovery 5/25-(20.00%) 6/123-(4.87%) 0-(0.00%) 9/46-(19.56%)
room
Ambulatory 1/25-(4.00%) 14/123-(11.38%) 0-(0.00%) 6/46-(13.04%)
Nephrology 0-(0.00%) 6/123-(4.87%) 1/31-(3.22%) 5/46-(10.86%)
4° Floor (Medical Clinic 1) 0-(0.00%) 1/123-(0.81%) 1/31-(3.22%) 1/46-(2.17%)
2° Floor (Gynecology) 0-(0.00%) 1/123-(0.81%) 0-(0.00%) 0-(0.00%)
CTCriac” 0-(0.00%) 0-(0.00%) 0-(0.00%) 7/146-(15.21%)
SID™" 0-(0.00%) 0-(0.00%) 0-(0.00%) 2/46-(4.34%)

Adult ICU = Adult Intensive Care Unit; PA-Adult” = Adult Emergency Room; UCI-RN e
Ped.***= Pediatric and Neonatal Intensive Care Unit: CTCriac’'= Infant Cancer Treatment
Center; SID""= Home Care Service

Discussion

In present days, there is a growing number of isolates of Gram-negative
microorganisms such as P. aeruginosa and Acinetobacter spp. resistant to antimicrobials, and
they are a challenge for the treatment of infections related to health care (Laxminarayan,
Duse, Wattal et al., 2013). Knowing the resistance of microorganisms to antimicrobials in
hospital infections is a fundamental factor since changes in the susceptibility profile have
made it difficult to perform treatment (Ghadiri, Vaez, Khosravi et al., 2012). Carbapenems
are important in clinical practice mainly in what refers to treatment of acute hospital
infections related to Gram-negative microorganisms. Nevertheless, despite this promising
activity, there are reports of increase in resistance to this class of antimicrobials (Baumgart,
Molinari, Silveira, 2010; Gales, Castanheira, Jones et al., 2012).

This study was the first one developed in this tertiary hospital aiming to assess the
increase/decrease of resistance to carbapenems in different periods in P. aeruginosa and
Acinetobacter spp.. A decrease in resistance to carbapenems was detected in the studied
periods, except for P. aeruginosa isolates collected in 2015/2016, in which a slight increase of
resistance to imipenem was observed (Table I1). A study that assessed the evolution of

resistance to these antimicrobials in A. baumannii between 1995 and 2012 in a clinic from
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north of Taiwan, China, found that susceptibility to carbapenems decreased at a constant pace
throughout the studied period, going from 88.1% (2001 and 2003) to <25% (2010 and 2012),
whereas isolates remained susceptible to colistin (nearly 100%) and tigecycline (80%) (Wei
Ku, Kung, Lee et al., 2015).

Ali, Mumtaz, Naz, et al. (2015) observed that colistin and meropenem were the most
efficient antimicrobials against P. aeruginosa in different hospitals in Karachi, Pakistan,
between July/2012 and June/2013. The isolates showed susceptibility rates of 100% and
85.8%, respectively, differently from P. aeruginosa isolates of this study, with susceptibility
to colistin and meropenem lower than 80% and 50%, respectively, in the two periods studied.

Among the factors that contributed to the decrease in resistance to carbapenems of
approximately 1.2 times in the study in 2011/2012 and 2015/2016 in this hospital, it is
possible to highlight the role of the Hospital Infection Control Committee (CCIH). This
committee has been working on the qualification of professionals which work at the hospital
as well as on the rigorous dispensation of antimicrobials.

Male patients were the most prevalent with isolates resistant to carbapenems for the
two microorganisms studied in the analyzed periods. The prevalence of multidrug resistant
Pseudomonas spp. and Acinetobacter spp. in Intensive Care Units (ICUs) was investigated in
a study in the National Liver Institute in Egypt and evidenced that from 160 patients who
participated in the research, 97 (66.62%) were men, and 63 (39.37%) were women (Ghoneim,
Awad, Khalil, 2010). The same was observed in a university hospital in north-west Parana,
Brazil in which 62.7% of P. aeruginosa and 59.6% of Acinetobacter spp. were isolated in
male patients (Siqueira, Cardoso, Padua et al., 2013).

Resistance to carbapenems in the studied isolates in both periods (2011/2012 and
2015/2016) has predominated in the age group 41-69 years old (Table I11), corroborating the
study by Kim and colleagues (2012) carried out in a tertiary hospital in Korea, in which the
epidemiology of carbapenem-resistant isolates of A. baumannii was investigated, and the
average age group was 58.3£23.9. Mayr, Yende, Angus (2014) suggest that most incidence of
infections by microorganisms occurs in elder patients, who are more vulnerable to co-
morbities such as diabetes and lung diseases, besides the aging process which leads to the
decline of physiological activities, and alterations in organs and systems.

Colistin is the antimicrobial of choice for most infections caused by multidrug
resistant microorganisms, such as Acinetobacter spp., P. aeruginosa and the
Enterobacteriaceae family (Trifi, Abdellatif, Daly et al., 2016). Nevertheless, recent reports

have shown resistance to colistin in Europe and Asia, resulting from nosocomial transmission
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of the gene mcr-1, making its monitoring during therapy a challenge for medical teams that
intend to avoid the dissemination of these resistant strains (Liu, Wang, Walsh et al., 2015;
Doumith, Godbole, Ashton et al., 2016). A study developed by our study group has reported
nine (3.89%) P. aeruginosa isolates resistant to colistin in this hospital between August/2015
and January/2016 (Santos, La Rocca, Horner, 2016). It has recently become a recommendable
measure by a government surveillance agency of a given country that bacteriology
laboratories which assess susceptibility to polymyxins by broth microdilution should
immediately inform CCIH in case they detect strains of Escherichia coli with Minimum
Inhibitory Concentration (MIC) CIM >4 mg/L (Brasil, 2016).

The present study has evidenced a significant decrease in rates of resistance to
amikacin by Acinetobacter spp. from 87.51% in 2011/2012 to 19.35% in 2015/2016. Data
lower than of a study developed in an ICU of a tertiary hospital in Bangladesh, where it was
observed that 68.4% of Acinetobacter spp. isolates of tracheal aspirate were resistant to
amikacin (Nahar, Yende, Angus et al., 2012).

This study has shown that in 2015/2016 there was an increase of P. aeruginosa
isolates in urine cultures (27.64%). It is also important to highlight that in 2015/2016 there
was a decrease of this microorganism resistant to carbapenems in peripheral blood (10.56%)
(Table 1V). A research developed in India in the first six months of 2015 found 19.23%
carbapenem-resistant isolates of P. aeruginosa in urine cultures and 15.38% in blood
(Banjare, Barapatre, 2015).

Isolation of carbapenem-resistant microorganisms in this study predominated in the
Adult ICU (Table V), corroborating the rates observed by Siqueira and colleagues (2013)
who found 41.4% of P. aeruginosa isolates in ICUs at a hospital in Parand. ICUs are
particularly the most prone to infections by multidrug resistant microorganisms, which are
easily disseminated in medical devices, such as tubes and catheters (Syndnor, Perl et al.,
2011). Bacteremias, infections of the respiratory airways and of post-operative wounds are
frequently caused by P. aeruginosa and Acinetobacter spp. especially in ICUs, where these
microorganisms are oportunistic and affect almost exclusively patients submitted to invasive
procedures (Hinrichsen, Falcdo, Vilella et al., 2014).

Also important to note is the onset of isolation of carbapenem-resistant Acinetobacter
spp. in the period 2015/2016 in the CTCriac (15.21%) (Table V), the unit which assists
patients with weakened immune system who are undergoing chemotherapy. Infections caused
by A. baumannii in people undergoing hematopoietic stem cell therapy manifest through

bacteremias and show poor prognosis due to the acute underlying disease called hematologic
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neoplasia, long-term use of broad spectrum antimicrobials, and invasive instrumentation, such
as central venous catheters ou endotracheal intubation (Al-Anazi, Al-Jasser, 2014).
Understanding and continuously monitoring susceptibility and resistance to
carbapenems in P. aeruginosa and Acinetobacter spp. isolates allow us to develop strategies,
such as the ones developed by CCIH in the referred university hospital. Results of this study
revealed that there was a considerable decrease of isolates of P. aeruginosa and Acinetobacter
spp. resistant to carbapenems as well as other antimicrobials. Studies such as this have great
importance since microorganisms such as P. aeruginosa and Acinetobacter spp. of patients
either colonized or infected consist of a world challenge for public health in terms of

morbidity, mortality, as well as costs for the health system in our country.
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Resumo

Contextualizagdo: Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter spp. multirresistentes
constituem importantes patogenos envolvidos em infec¢Bes nosocomiais graves. Atualmente
0 crescente aporte de espécimes clinicos encaminhados aos laboratorios de bacteriologia para
cultura necessitam da otimizacdo que oferecem os sistemas automatizados na identificacdo da
suscetibilidade aos antimicrobianos. Métodos: Microdiluicdo em caldo (MC - quantitativo),
difusdo do disco (DD - qualitativo) e os sistemas automatizados MicroScan®-SIEMENS e
VITEK®2-bioMérieux (semi-quantitativos) foram os métodos utilizados na deteccdo da
resisténcia ao meropenem em P. aeruginosa e Acinetobacter spp. isolados em hospital do sul
do Brasil. Resultados: Um total de 102 amostras selecionadas, armazenadas em glicerol 15%,
e destas, 52 recuperadas foram submetidas a andlise da resisténcia ao meropenem.
Considerando a MC padrdo ouro, a DD apresentou 91% de sensibilidade, 77% de
especificidade, 86% de acuracia, demonstrando boa concordancia com o método padrdo
(Kappa = 0.688); 0 MicroScan®- SIEMENS evidenciou, 100%, 77% e 92%, respectivamente,
e melhor concordancia (Kappa = 0.820); os resultados do VITEK®2-bioMérieux foram 97%,
55%, 82% e a concordancia com o método padrdo foi regular (Kappa = 0.577), a mais baixa
entre os trés analisados. Conclusdo: Devido a resisténcia a multiplos antimicrobianos e
envolvimento frequente em infec¢des hospitalares, aliado aos desfechos desfavoraveis destes
dois microrganismos, torna-se fundamental a deteccdo correta do perfil de sucetibilidade aos
carbapenémicos. Os resultados obtidos neste estudo sugerem a utilizacdo do método de disco
difusdo e o sistema MicroScan® SIEMENS na deteccdo deste importante perfil de
suscetibilidade.
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Abstract

Background: Multiresistants Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter spp. are important
pathogens involved in serious nosocomial infections. Currently the increasing contribution of
clinical specimens sent to bacteriology laboratories for culture requires the optimization of
automated systems in the identification of antimicrobial susceptibility. Methods: Broth
microdilution (BD - quantitative), disk diffusion (DD - qualitative) and the automated systems
MicroScan® - SIEMENS and VITEK® 2 - bioMérieux (semi - quantitative) were the methods
used in the detection of resistance to meropenem in P. aeruginosa and Acinetobacter spp.
isolated in a hospital in southern Brazil. Results: A total of 102 samples selected, stored in
glycerol 15%, and of these, 52 were subjected to meropenem resistance analysis. Considering
the BD gold standard, the DD presented 91% sensitivity, 77% specificity, 86% accuracy,
showing good agreement with the standard method (Kappa= 0.688); The MicroScan®-
SIEMENS showed, 100%, 77% and 92%, respectively, and better agreement (Kappa= 0.820);
the results of VITEK®2-bioMérieux were 97%, 55%, 82% and agreement with the standard
method was regular (Kappa= 0.577), the lowest among the three analyzed. Conclusion: Due
to the resistance to multiple antimicrobials and frequent involvement in hospital infections,
together with the unfavorable outcomes of these two microorganisms, the correct detection of
the profile of the sucaptibility to carbapenems is essential. The results obtained in this study
suggest the use of the disk diffusion method and the MicroScan®-SIEMENS system in the
detection of this important susceptibility profile.

Key words: Pseudomonas aeruginosa; Acinetobacter spp.; methodology; bacterial resistance;
carbapenems; meropenem.

Introducéo

Na atualidade, é crescente o isolamento de Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
spp. resistentes a multiplos antimicrobianos (MDRS). Estes microrganismos tém ocasionado
grandes preocupacdes aos pesquisadores e profissionais da salde, pois sdo frequentes
patdgenos envolvidos em infec¢Bes nosocomiais graves com opgdes terapéuticas limitadas,
representando um desafio para o controle das infecces no ambito hospitalar (MARKELZ
etal.,, 2011, MATHLOUTHI et al., 2015, GARNACHO-MONTERO et al., 2016). A detec¢do
precisa da resisténcia aos carbapenémicos merece atencdo especial. Ja que estes
antimicrobianos sdo a Ultima opgéo de tratamento de infec¢bes graves causadas por bacilos
Gram negativos com resisténcia a multiplos farmacos (SHAIN, 2015).

Os laboratorios clinicos em sua rotina diaria, conforme vai aumentando os nimeros de
culturas bacterioldgicas enviadas, vao se tornando mais adeptos aos sistemas automatizados,

devido a sua otimizacdo na liberacdo dos testes de suscetibilidade aos antimicrobianos
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(BABAY et al., 2009). Estes sistemas, além da maior rapidez na emissdo dos laudos, pois
estes aparelhos possuem sistemas de deteccdo dptica capazes de medir alteracdes discretas do
crescimento bacteriano, permitem a reducéo do trabalho manual e proporcionam a emisséo de
relatérios que podem ser enviados a diferentes setores hospitalares (BAMFORD et al., 2010).

Embora existam beneficios na utilizacdo de sistemas automatizados em microbiologia,
elevadas taxas de erros na identificacdo da resisténcia aos carbapenémicos tém sido relatados
(MARKELZ et al., 2011; GAUTAM et al., 2013; LEE et al., 2013). A deteccédo laboratorial
da resisténcia a essa classe de farmacos tem sido descrita como sendo dificil em funcdo da
baixa expressdo deste mecanismo, degradacdo do farmaco, erros de identificacdo do
mecanismo de resisténcia e de teste de suscetibilidade por métodos automatizados, além da
auséncia de métodos padronizados de deteccdo (BABAY et al., 2009).

Neste estudo, foram avaliados a microdiluicdo em caldo (MC - gquantitativo), difuséo
do disco (DD — qualitativo) e os sistemas automatizados MicroScan®-SIEMENS e VITEK®2-
bioMérieux (semi-quantitativos) na deteccdo da resisténcia ao meropenem de P. aeruginosa e

Acinetobacter spp. isolados em um hospital terciario da regido sul do Brasil.

Materiais e métodos

Isolados clinicos

Durante os meses de agosto de 2011 a janeiro de 2012, 63 amostras de P. aeruginosa e
39 de Acinetobacter spp. foram isoladas de varios espécimes clinicos de pacientes admitidos
no Hospital Universitario de Santa Maria (HUSM), Rio Grande do Sul, Brasil.
Posteriormente, estes isolados foram encaminhados ao Laboratério de Bacteriologia da
Universidade Federal de Santa Maria (LABAC - UFSM) e repicados em Tryptic Soy Agar
(HiMedia®, Laboratérios, india), incubados em estufa bacterioldgica a 35 + 2°C por 18-24 h e
armazenadas em glicerol 15% em freezer -80°C. Do total de amostras da colecéo foi possivel
recuperar 19 P. aeruginosa e 33 Acinetobacter spp. que foram submetidas as quatro
metodologias para a identificacdo da resisténcia ao carbapenémico meropenem: metodologias
convencionais (difusdo do disco e microdiluicdo em caldo) e metodologias automatizadas
(MicroScan® (SIEMENS, Alemanha) e VITEK®2 (bioMérieux, Franca)).

Difuséo do disco
Para a metodologia de difusdo do disco, um inoculo bacteriano equivalente a escala

0,5 de McFarland foi semeado com o auxilio de um swab em placa com agar Mueller Hinton
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(HiMedia®, Laboratories, india), no qual foi dispensado um disco de meropenem (10 pg,
DME - Diagndsticos Microbioldgicos Especializados, Brasil). Apo6s incubacdo em estufa
bacteriologica a 35+2°C (16-18 h para P. aeruginosa e 20-24 h para Acinetobacter spp.) o
halo de inibicdo de crescimento foi medido e interpretado conforme orientaces do Clinical
and Laboratory Standard Institute (CLSI) (CLSI, 2016).

Microdiluicéo em caldo

A microdiluicdo em caldo empregou uma placa de 96 pogos onde se dispensou 100uL
de caldo Mueller Hinton (HiMedia®, Laboratories, india), seguida da adicdo em cada poco de
100puL do in6culo bacteriano de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. equivalente a escala 0,5
de McFarland, sendo adicionado em conjunto, concentragfes crescentes (256 a 0.25ug/mL)
do antimicrobiano meropenem (ABL Antibioticos do Brasil, Brasil). Passado o periodo de
incubacdo de 16-24 horas a 35 + 2°C, foi realizada a leitura visual da Concentragdo Inibitdria
Minima (CIM) conforme recomendacdes do CLSI. A CIM realizada por microdilui¢do de
caldo para meropenem e a difusdo em disco foram de acordo com os critérios do CLSI e se
utilizaram cepas de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922
como controle de qualidade (CLSI, 2016).

Suscetibilidade em sistema automatizado MicroScan®SIEMENS e VITEK®2-
bioMérieux

A suscetibilidade em sistema automatizado MicroScan®-SIEMENS e VITEK®2-
bioMérieux foi realizada utilizando cartdes de identificacdo e suscetibilidade conforme os
procedimentos técnicos do fabricante do aparelho, contido no Procedimento Operacional
Padrdo (POP) do Laboratorio de Analises Clinicas do HUSM.

Analise dos dados

Para avaliacdo das metodologias para identificar a resisténcia ao meropenem foi
calculada a sensibilidade, especificidade e acuracia dos métodos, considerando a técnica de
microdiluicdo em caldo (CIM) do antimicrobiano meropenem como o padrdo de referéncia.
Bem como, o valor preditivo positivo e negativo de cada método. Na andlise da concordancia
entre as metodologias foi utilizado o teste de concordancia indice Kappa através da formula e
interpretacédo proposta por Landis & Koch (1977).
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Aspectos éticos
O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Santa Maria sob 0 nimero de registro 38850614.4.0000.5346.

Resultados e discussao

P. aeruginosa e Acinetobacter spp. sdo frequentemente relatados como os principais
agentes patogénicos isolados em infec¢Oes de pacientes hospitalizados (DAS et al., 2016). No
presente estudo, dos 52 isolados submetidos as quatro metodologias avaliadas, 19 eram P.
aeruginosa (19/52-36.5%) e 33 Acinetobacter spp. (33/52-60.6%). Dados de uma pesquisa
realizada na Unidade de Tratamento Intensivo (UTI) de um hospital pablico de Fortaleza,
Ceara, demosntraram que P. aeruginosa foi responsavel por 33.8% e Acinetobacter sp. por
12.6% das infeccdes diagnosticadas (BARROS et al., 2012). A maior parte dos isolados de P.
aeruginosa e Acinetobacter spp. da presente pesquisa foi isolada de pacientes do género
masculino (52.6% e 60.6% respectivamente). Corroborando com um estudo transversal, que
investigou a resisténcia aos carbapenémicos em Acinetobacter spp. e P. aeruginosa em um
hospital terciario brasileiro em Juiz de Fora, Minas Gerais, onde a prevaléncia no género
masculino foi de 52.3% nos isolados de Acinetobacter spp. e 28.5% de P. aeruginosa (DIAS
etal., 2016).

Avaliando a faixa etaria dos pacientes, dos quais foram isolados os microrganismos
deste estudo, foi observado que P. aeruginosa prevaleceu em individuos com idade > 70 anos
(36.8%) e os isolados de Acinetobacter spp. na faixa etaria de 41-69 anos (72.7%). Dados que
se assemelham com a média de idade encontrada de 49.9 anos para Acinetobacter baumannii
e 59.0 anos para P. aeruginosa, em um estudo que investigou as caracteristicas
epidemioldgicas de pacientes com ventilagdo mecanica na UTI do hospital universitario de
Uberlandia, Minas Gerais (ROYER et al., 2015).

No presente estudo, P. aeruginosa foi recuperada principalmente de diferentes
secrecOes (biliar, ferida operatoria, escaras) correspondendo a 42.1%, enquanto que
Acinetobacter spp. na sua maioria foi isolado de secrecOes respiratdrias (escarro e secrecao
traqueal), 63.6%. Resultados semelhantes a uma pesquisa realizada em dois hospitais do
Libano (Tripoli e Benghazi), a qual identificou que 47.8% dos isolados de P. aeruginosa e
Acinetobacter baumanni provieram de secrecOes de feridas e 25.1% de secrecOes traqueais
(MATHLOUTHI et al., 2015).
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A unidade hospitalar na qual P. aeruginosa teve maior isolamento foi o centro
cirargico (bloco cirdrgico e sala de recuperacdo) que contabilizaram juntas 21.0%. Ao passo
que Acinetobacter spp. prevaleceu na UTI-Adulto (57.6%). Hildalgo et al. (2011) em seu
estudo realizado em um hospital do Peru, observou que 6.8% das infecgOes hospitalares
ocorreram nas clinicas cirurgicas e 26.8% em UTIs.

A avaliacdo do desempenho dos métodos testados em relagdo ao método considerado
padrdo (microdiluicdo em caldo) para identificacdo da resisténcia ao meropenem se encontra

na Tabela 1.

Tabela 1 - Desempenho das metodologias testadas para identificacdo da resisténcia ao
meropenem em isolados de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. considerando a MC como
padrdo ouro

Metodologia testada Sensibilidade (%) Especificidade (%) Acurécia (%)

Difusdo do disco 91 77 86
MicroScan®-SIEMENS 100 77 92
VITEK®2-bioMérieux 97 55 82

MC = microdilui¢do em caldo

A sensibilidade para difusdo do disco na presente pesquisa é superior a encontrada por
um estudo desenvolvido por Lee & Chung (2015), que avaliou a suscetibilidade ao ertapenem
na familia Enterobacteriaceae por diferentes métodos e considerou a microdiluicdo em caldo
como padrdo de referéncia. Os autores encontraram 50% de sensibilidade e 98,1% de
especificidade para difusdo do disco e com o MicroScan as taxas foram de 65% e 84,6%,
respectivamente.

Em um estudo que avaliou a habilidade de trés sistemas automatizados (BD Phoenix,
VITEK®2-bioMérieux, e MicroScan®-SIEMENS), em inferir a producdo de carbapenemase
em enterobactérias resistentes aos carbapenémicos e caracterizadas genotipicamente,
demonstrou 85% de sensibilidade e 6% de especificidade para o MicroScan NM36 e 74% e
38%, respectivamente para VITEK®2-bioMérieux (WOODFORD et al., 2010).

O Valor Preditivo Negativo (VPN) no presente estudo, para a difusdo do disco, foi de
82% e o Valor Preditivo Positivo (VPP) foi de 88%, ja para o MicroScan®-SIEMENS, 100%
e 89%, respectivamente e o VITEK®2-bioMérieux apresentou VPN = 90% e VPP = 80%.
Estes achados se assemelham a investigacdo desenvolvida por Jean e colaboradores (2015)
em um hospital universitario de Taiwan que também estudou em bactérias do grupo de
Bacilos Gram Negativos Ndo Fermentadores (BGN-NF) e comparou o método da diluicdo em
4gar com dois sistemas automatizados (BD Phoenix e VITEK®2-bioMérieux) e a difusdo do
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disco para avaliar a suscetibilidade do antimicrobiano cefoperazone-sulbactam (cefalosporina
de terceira geracdo + inibidor de betalactamase). Eles observaram que para os isolados de
P. aeruginosa o VPN foi de 100% e VPP de 86,4%, para difusdo do disco e VPN= 98,9% e
VVPP=90% para Vitek 2.

Os erros maiores e menores e 0 indice Kappa dos trés métodos testados em nosso
estudo, para identificar a resisténcia ao meropenem frente a metodologia padrdo, estdo

listados na Tabela 2.

Tabela 2 - Tipos de erros produzidos e indice Kappa para cada metodologia testada
para avaliar a resisténcia ao meropenem em isolados de P. aeruginosa e Acinetobacter
spp. considerando a MC como padréo ouro

Metodologia testada Erro Maior (%) Erro Menor (%) Kappa
Difuséo do disco 8.82 22.22 K=0.688
MicroScan®-SIEMENS 0 22.22 K= 0.820
VITEK®2-bioMérieux 2.94 44.44 K=0.577

MC = microdiluicdo em caldo

Foram considerados erros maiores quando na metodologia padrdo o microrganismo
era resistente e no método teste ou em analise era sensivel. Enquanto que, para 0 erro menor o
microrganismo era sensivel no padréo e resistente no teste.

Kulah e colaboradores (2009) em uma pesquisa na qual investigou a resisténcia ao
imipenem em Acinetobacter baumannii por sistemas automatizados: BD Phoenix,
VITEK®2-bioMérieux, e MicroScan®-SIEMENS; e convencionais: difusdo de disco, Etest® e
microdiluicdo em caldo (método de referéncia). Esta demonstraram que o Etest® apresentou o
melhor desempenho com 1.8% de erros menores, VITEK®2-bioMérieux produziu 7.2% de
erros menores, 0 BD Phoenix produziu 2.8% de erros maiores e a difuséo do disco produziu
1.8% de erros muito maiores. Além disso, o MicroScan®-SIEMENS mostrou o pior
desempenho em testes de suscetibilidade com taxas de 25% de erro muito maiores e 44.6% de
erros menores, diferentemente da encontrada em nosso estudo.

Uma pesquisa desenvolvida por Sapino e colaboradores (2012), comparou o Etest®
com a difusdo do disco e dois sistemas automatizados (Sensititre e Vitek 2). Esses autores
observaram que a difusdo do disco ndo mostrou erros muito grandes na determinagdo da
suscetibilidade de alguns antimicrobianos betalactamicos em P. aeruginosa.

Um estudo avaliou a precisdo da deteccdo da resisténcia aos carbapenémicos em
isolados de P. aeruginosa, Acinetobacter spp. e Enterobacteriaceae, utilizando o método da
difuséo do disco como referéncia. Este evidenciou 1.94% de erros maiores e 13.6% de erros
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menores na suscetibilidade ao meropenem em isolados de Acinetobacter spp. pelo sistema
automatizado MicroScan (BABAY et al., 2009).

No presente estudo, o indice Kappa em relacdo a difusdo do disco teve uma boa
concordancia (0.688) com o método padrdao (MC) e a concordancia foi maior (0.820) para o
sistema automatizado MicroScan®-SIEMENS (6tima concordancia). Para o VITEK®2-
bioMérieux foi regular (0.577). Na Turquia, uma pesquisa que comparou O sistema
automatizado VITEK®2-bioMérieux e a microdiluicilo em caldo do antimicrobiano
meropenem para P. aeruginosa encontrou Kappa= 0.938, evidenciando que houve 6tima
concordancia entre esses dois métodos, divergente ao nosso estudo, que foi regular
(ACUNER et al., 2011). Em sua pesquisa Kulah e colaboradores (2009) encontraram
K= 0.158 para o sistema automatizado MicroScan, enquanto que para difusdo do disco, 0
Kappa foi de K= 0.870, quando utilizaram a MC como método de referéncia para detectar a
resisténcia ao imipenem em Acinetobacter baumannii, resultado este, semelhante ao
encontrado no presente estudo.

Diferentes estudos sugerem que os laboratérios clinicos devam utilizar sistemas
adicionais de deteccdo da suscetibilidade antimicrobiana em conjunto com sistemas
automaticos em virtude dos erros fornecidos por essas metodologias. Discordancias de
suscetibilidade podem trazer sérias implicacfes para a clinica dos pacientes, como por
exemplo, falha terapéutica de certos antimicrobianos (JURETSCHKO et al., 2007; KULAH
et al., 2009; ARDEBILI et al., 2016).

A resisténcia aos carbapenémicos é atualmente uma preocupacdo mundial. Em vista
disso, é fundamental que a resisténcia a essa classe de antimicrobianos seja detectada de
forma confiavel nos laboratdrios clinicos. Nesse estudo a difusdo do disco e o sistema
MicroScan®-SIEMENS apresentaram os melhores desempenhos na avaliacdo da resisténcia
ao meropenem comparadas ao método padrdo (microdiluicdo em caldo). Estes dois métodos
foram os que apresentaram melhor especificidade e acurécia, bem como os melhores indices
de concordancia. Dados estes que sdo essenciais quando analisamos uma nova metodologia

para ser adicionada em um laboratdrio clinico.
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3 DISCUSSAO

Nos dias atuais, o acelerado surgimento de microrganismos resistentes aos
antimicrobianos em todo o mundo esta relacionado a 90% das mortes por infeccGes por
bactérias MDRs (AL-JUDAIBI, 2014; VENTOLA, 2015). Muitos dos avangos no
desenvolvimento de medicamentos antimicrobianos resultaram de esfor¢os para combater
mecanismos de resisténcia em constante evolucdo. No entanto, certos antimicrobianos
tornaram-se ineficientes, exigindo da comunidade cientifica a busca de novas moléculas mais
eficazes, ou até mesmo, foi necessario retormar a utilizagdo de certos antimicrobianos mais
antigos, como é o caso da colistina (polimixina E) (KANJ; KANAFANI, 2011).

O antimicrobiano colistina na atualidade € considerado como a dltima opcao
terapéutica no tratamento de infeccGes causadas por patdgenos GN MDRs (OLAINTAN;
MORAND; ROLAIN, 2016). Contudo, ha relatos do surgimento da resisténcia de GN a
colistina em isolados de pacientes que haviam ou ndo, anteriormente, recebido este
antimicrobiano na terapia e também através da aquisicdo do gene de resisténcia por
transmissdo nosocomial (BOGDANOVICH et al., 2011; OLAITAN et al., 2014).

No presente estudo, (Artigo 1) dos 293 BGN-NF avaliados 231 (78,83%) eram
P. aeruginosa e 62 (21,16%) eram Acinetobacter spp.. A resisténcia a colistina foi
evidenciada em nove isolados de P. aeruginosa (9/231-3,89%) e em nenhum Acinetobacter
spp.. Este percentual pode ser considerado elevado e preocupante quando comparado ao
encontrado em um estudo desenvolvido em um hospital Universitario no Ird, que encontrou
apenas dois isolados de P. aeruginosa resistentes a colistina (2/100- 2%) (GOLI et al., 2016).
Recentemente, a resisténcia a colistina mediada por plasmideos esta sendo relatada em varios
paises como o Reino Unido e China, sendo atribuida a rapida transmissdo nosocomial do gene
mcr-1. Assim, torna-se necessario monitorar o uso deste farmaco durante a terapia e reforcar
as préticas de controle das infecces hospitalares, a fim de evitar a disseminacdo dos clones
resistentes (LIU et al., 2016; DOUMITH et al., 2016).

Os isolados que apresentaram a resisténcia a colistina (Artigo 1) mostraram-se
também expressivamente resistentes aos carbapenémicos imipenem e meropenem (66.67%).
Este perfil pode ter influenciado na evolugéo clinica dos pacientes, pois identificamos que dos
nove pacientes em que P. aeruginosa foi resistente a colistina, trés progrediram a 6bito em

consequéncia de choque séptico. Capone e colaboradores (2013), em uma pesquisa realizada
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em nove hospitais de Roma (Italia), encontraram uma taxa de 40,6% de mortalidade em
pacientes infectados por K. pneumoniae resistente aos carbapenémicos e a colistina.

Em outubro de 2016, a ANVISA publicou um comunicado de risco n® 01/2016 sobre a
deteccdo do gene responsavel pela resisténcia a polimixina mediada por plasmideos (mcr-1)
no Brasil. Este documento traz medidas a serem adotadas pelos laboratérios de microbiologia
onde as Comissdes de Controle de Infeccdo Hospitalar (CCIH) devem ser informadas quando
da deteccdo de cepas de E. coli com CIM > 4mg/L para polimixina. Salienta-se, que a
deteccdo destas cepas devem ser notificadas por meio do formulario da ANVISA (Notificacdo
de Agregado de Casos e Surto em Servicos de Saude) e, posteriormente, estes isolados devem
ser encaminhados ao Laboratorio Central de Salde Publica (LACEN) do estado para
realizacdo de testes de confirmacdo. Adicionalmente, os estabelecimentos de salde devem
adotar medidas de controle do uso das polimixinas (BRASIL, 2016).

O comunicado de risco n® 01/2016 reforca a informacdo de que a Unica metodologia
laboratorial aceitavel para a avaliacdo da suscetibiidade as polimixinas é a microdiluigdo em
caldo e que alguns isolados carreadores do gene mcr-1 podem apresentar CIM < 2mg/L para
as polimixinas. Este comunicado sugere que o método padrao ouro para a deteccéo desse gene
¢ a técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR)
(BRASIL, 2016). Por esse motivo, nosso grupo esta em fase de adaptacdo da metodologia de
PCR para a confirmacdo da resisténcia a colistina nestes nove isolados de P. aeruginosa
(Artigo 1).

A disseminacdo de microrganismos resistentes, principalmente em UTI, ameaca a
adequada cobertura antimicrobiana de pacientes infectados nos servigos de salde. Karam e
colaboradores (2016) destacam que este problema tem origem multifatorial, mas que a
emergéncia da resisténcia aos antimicrobianos estd altamente correlacionada com a pressdo
seletiva resultante de uso destes farmacos. Desta forma, nosso grupo de pesquisa se propds a
avaliar a resisténcia aos carbapenémicos (principal escolha para tratamento de BGNs MDRs)
em P. aeruginosa e Acinetobacter spp., entre os anos de 2011/2012 e 2015/2016, no HUSM
(Manuscrito 1). Observou-se que ocorreu um aumento de 3,66 vezes no isolamento de P.
aeruginosa e de 1,58 vezes para Acinetobacter spp.. Uma pesquisa em um hospital
universitario na China, que investigou a resisténcia aos carbapenémicos em culturas de sangue
entre 0s anos de 2004-2011, identificou também o aumento de quase trés vezes nas taxas de
isolamento de K. pneumoniae e A. baumannii (ZHANG et al., 2014).

Considerando os perfis de resisténcia apresentados pelos isolados em estudo

(Manuscrito 1), observou-se que tanto P. aeruginosa quanto Acinetobacter spp.
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apresentaram menores taxas de resisténcia frente ao antimicrobiano colistina, e que o0s
isolados de 2015/2016 de Acinetobacter spp. aumentaram a suscetibilidade frente a maioria
dos antimicrobianos testados, sendo mais expressivo a amicacina (14,28% para 80,64%). Ja a
P. aeruginosa demonstrou diminui¢do das taxas de suscetibilidade frente a ciprofloxacino e
gentamicina e discreto aumento a piperacilina/tazobactam de 2011/2012 para 2015/2016.
Neste contexto, podemos assegurar que os isolados de 2015/2016 expressaram-se menos
resistentes a grande parte dos antimicrobianos testados. Este fato é ratificado com uma
reducdo da resisténcia aos carbapenémicos (perfil intermediario/resistente a pelo menos um
carbapenémico) na proporcdo de 1,20 vezes de 2011/2012 (25/39-64,10%) para 2015/2016
(123/231-53,24%) nos isolados de P. aeruginosa e reducdo similar (1,19 vezes) para
Acinetobacter spp. que em 2011/2012 era 31/35-88,57% e em 2015/2016 foi de
46/62-74,19%.

A reducéo da resisténcia aos carbapenémicos entre os anos de 2011/2012 e 2015/2016
do presente estudo (Manuscrito 1), difere de algumas pesquisas: Baumgart; Molinari e
Silveira (2010) investigaram a resisténcia aos carbapenémios no Hospital Santa Isabel em
Blumenau, Santa Catarina, no periodo de janeiro de 2004 a dezembro de 2008, onde
identificaram que os niveis de resisténcia de A. baumannii e P. aeruginosa foram altos e
mostrou tendéncia de aumento ao longo do periodo estudado. Zhang e colaboradores (2014)
identificaram em seu estudo, na China, com culturas sanguineas, dos anos 2004-2011, que nos
isolados de K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa a resisténcia aos carbapenémicos
(imipenem e meropenem) também foi significativamente aumentada e foi > 80,0% nos A.
baumannii isolados em 2011.

Acdes ativas da CCIH do HUSM, que envolvem a capacitacdo dos profissionais que
atuam no hospital e a conduta rigorosa na dispensacdo dos antimicrobianos, certamente foram
um dos fatores que contribuiram para a reducéo de aproximadamente 1,2 vezes da resisténcia
aos carbapenémicos e de outros antimicrobianos. No Brasil, desde 2013 as condutas adotadas
pelas CCIH seguem as recomendacdes da Nota Técnica n® 01/2013 que estipula medidas de
prevencdo e controle de infeccBes por enterobactérias MDRs, buscando a prevencdo e o
controle da disseminacdo e propagacao desses agentes infecciosos (BRASIL, 2013b).

Além da investigacdo da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, esta pesquisa
avaliou a metodologia convencional (difusdo do disco) e metodologias automatizadas
(MicroScan®-SIEMENS e VITEK®2-bioMérieux) na identificacio da resisténcia ao
carbapenémico meropenem, comparando estas ao método de microdiluicio em caldo

(Manuscrito 2). Devido que o tratamento de infecgdes causadas por microrganismos depende
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quase que exclusivamente dos resultados de testes de suscetibilidade aos antimicrobianos e
estes dados devem ser conhecidos para obtermos informacgdes corretas e assim, adotar o
tratamento efetivo (ARDEBILI; TALEBI; LARI, 2016).

A capacidade de um teste em diagnosticar corretamente a caracteristica investigada,
no caso da presente pesquisa a resisténcia ao meropenem, refere-se ao padrdo sensibilidade de
um teste. Ja a capacidade de detectar os verdadeiros negativos (isolados que ndo apresentam
tal resisténcia) declara-se especificidade. Considerando esses parametros pode-se dizer que 0s
melhores desempenhos das metodologias testadas foram a difusdo do disco que apresentou
91% de sensibilidade e 77% de especificidade, assim como o MicroScan®-SIEMENS que
evidenciou 100% de sensibilidade e 77% de especificidade. Porém, para o
VITEK®2-bioMérieux a sensibilidade foi de 97% e 55% de especificidade. Pesquisadores
chineses, ao avaliarem o desempenho de trés sistemas de identificacdo automatizada
(MicroScan WalkAway 96 Plus®, Phoenix 100 e Vitek 2 Compact® para a deteccdo de
Enterobacteriaceae resistente aos carbapenémicos em um Hospital Universitario Chinés. Eles
identificaram 93,8% de sensibilidade e 42,3% de especificidade para o0 MicroScan WalkAway
96 Plus® e 75% e 36,4% respectivamente para o Vitek 2 Compact®. Neste estudo esses
autores tambem realizaram a confirmacéo da resisténcia por PCR e sequenciamento, assim
eles puderam afirmar que estas duas metodologias sdo mais confiaveis na identificagdo clinica
de enterobactérias resistentes aos carbapenémicos (HE et al., 2016).

Analisando a taxa de erros (Manuscrito 2) verificou-se que a difusdo do disco
apresentou 8,82% de erros maiores e 22,22% de erros menores. No entanto, apresentou boa
concordancia Kappa= 0,688 com o método padrdo (microdiluicdo em caldo), diferentemente
do VITEK®2-bioMérieux que teve 2,94% de erros maiores e 44,44% de erros menores e 0
Kappa foi 0,577, mostrando uma concordancia regular. Feinstein & Cicchettiem (1990)
relataram que em algumas situacGes raras (ou patologias raras) o teste Kappa tende a
subestimar o nivel de concordancia de uma metodologia. Neste sentido, cabe ressaltar que
nenhuma metodologia deve ser descartada, analisando-se apenas a estatistica do método e se
possivel for, é aconselhavel associar duas metodologias para a deteccdo da resisténcia ao
meropenem.

Atualmente, o setor de microbiologia do Laboratério de Analises Clinicas do HUSM
faz uso do sistema automatizado VITEK®2-bioMérieux para identificacdo bacteriana e
avaliacdo da suscetibilidade aos antimicrobianos. A orientacdo é sempre testar adicionalmente
outra metodologia (Etest®; difusdo do disco) quando o isolado apresentar o perfil resistente

aos carbapenémicos ou a colistina na automacdo. Além disso, no laudo deve constar a
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informagdo de ser uma cepa “selvagem” ou que apresenta um provavel mecanismo de
resisténcia (alto nivel de resisténcia aos carbapenémicos; perda de porina; provavel produtor
de carbapenemase).

Destaca-se que o presente estudo aqui descrito consiste no primeiro a investigar a
resisténcia a colistina em isolados de P. aeruginosa e Acinetobacter spp. realizado no HUSM.
Além disso, foi o primeiro a constatar a redugdo da resisténcia aos carbapenémicos em
diferentes anos, bem como a avaliar metodologias para identificacdo da resisténcia ao
meropenem nestes microrganismos. Diante dos resultados apresentados, espera-se
impulsionar novos interesses em investigacbes de mecanismos de resisténcia em BGN-NF

tendo em vista que estes sdo o0s principais agentes etioldgicos de infecgdes nosocomiais.
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4 CONCLUSOES

Baseado nos resultados apresentados nesta tese, em forma de publicacGes cientificas,
pode-se concluir que:

- P. aeruginosa e Acinetobacter spp. apresentaram menores taxas de resisténcia frente
ao antimicrobiano colistina do que em outros nosocdémios e foi constatado que os isolados de
2015/2016 de Acinetobacter spp. aumentaram a suscetibilidade frente a maioria dos
antimicrobianos testados. Ocorreu um aumento nas taxas de suscetibilidade mais expressivo
frente & amicacina (14.28% (2011/2012) para 80,64% (2015/2016) nos isolados de
Acinetobacter spp.;

- Nos isolados de P. aeruginosa verificou-se uma reducdo da resisténcia aos
carbapenémicos em uma propor¢do de 1,20 vezes de 2011/2012 (25/39-64,10%) para
2015/2016 (123/231-53,24%) e nos Acinetobacter spp. a reducgéo foi similar (1,19 vezes), nos
quais em 2011/2012 era 31/35-88,57% e em 2015/2016 foi de 46/62-74,19%. A resisténcia
aos carbapenémicos nos dois periodos (2011/2012 e 2015/2016) prevaleceu na faixa etaria de
41-69 anos e considerando os espécimes clinicos, a maior prevaléncia de isolamento de
P. aeruginosa e Acinetobacter spp., resistentes aos carbapenémicos, foram as secrecOes
respiratorias. A UTI-Adulto foi a unidade hospitalar em que as amostras de P. aeruginosa de
2011/2012 e 2015/2016 e Acinetobacter spp. de 2011/2012 resistentes aos carbapenémicos
apresentaram o maior isolamento e os isolados de Acinetobacter spp. de 2015/2016
prevaleceram no Bloco cirdrgico e Sala de Recuperacao;

- A difusdo do disco para 0 meropenem apresentou 91% de sensibilidade, 77% de
especificidade e 86% de acuracia, enquanto a metodologia automatizada MicroScan®-
SIEMENS para avaliar a resisténcia ao carbapenémico meropenem evidenciou, 100%, 77% e
92%, respectivamente e o VITEK®2-bioMérieux a sensibilidade foi de 97%, 55% de
especificidade e 82% de acurécia;

- A metodologia de difusdo do disco demonstrou boa concordancia com o método
padrdo (Kappa= 0,688) e a metodologia automatizada MicroScan®-SIEMENS a concordancia
foi maior (Kappa= 0,820). No entanto, o sistema automatizado VITEK®2-bioMérieux a
concordancia com o método padrdo foi regular (Kappa= 0,577). Por apresentar elevada
sensibilidade, especificidade e boa e Otima concordancia com a metodologia padréo
respectivamente, recomenda-se o método de difusdo do disco e o sistema automatizado

MicroScan®-SIEMENS para identificagdo da resisténcia ao meropenem;
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- Foi detectada a resisténcia a colistina em nove isolados de P. aeruginosa (9/231-
3,89%) e nenhum de Acinetobacter spp.;

- Os isolados resistentes a colistina apresentaram-se simultaneamente, 66,67%
resistentes aos antimicrobianos imipenem, meropenem e ceftazidima. A maior suscetibilidade

foi evidenciada para o antimicrobiano amicacina (77,78%).
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