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RESUMO

Introducdo: Acinetobacter baumannii € um patégeno oportunista hospitalar de
relevancia significativa e um dos microrganismos mais resistentes presentes em
instituicbes hospitalares em todo o mundo. No entanto, a caracterizagéo de isolados
causadores de infeccdo em pacientes com COVID-19 ainda nao foi totalmente
explorada. Objetivo: Nesse contexto, o propdsito central deste estudo consistiu em
caracterizar fenotipica e molecularmente isolados de A. baumannii que estavam
causando infeccdo em pacientes com COVID-19. Material e Método: Foram
analisadas as amostras clinicas de individuos com resultados positivos para COVID-
19, admitidos no Hospital de Base de Sdo José do Rio Preto, durante o periodo de
maio a outubro de 2020. Os isolados bacterianos foram submetidos a identificacao de
espécies e avaliacdo de susceptibilidade antimicrobiana por meio do sistema
automatizado de microbiologia BD PhoenixTM. Os isolados foram entdo submetidos
a analise de PCR dos genes de resisténcia, tipagem molecular e teste de formacéo
de biofilme. Adicionalmente, realizou-se o sequenciamento do genoma completo em
quatro isolados representativos. Concomitantemente, procedeu-se a revisdo
retrospectiva dos prontuarios médicos de todos os pacientes. Resultados: Um total
de 91 isolados foi recuperado de 86 pacientes, sendo que 78 (85,7%) destes
originaram-se de amostras de aspirado traqueal, 8 (8,79%) de urina, 4 (4,39%) de
sangue e um (1%) de fluido pleural. Destaque para o fato de que a grande maioria dos
pacientes (86,04%) apresentava comorbidades e 99% necessitaram de internacdo em
Unidade de Terapia Intensiva (UTI), resultando em uma taxa de letalidade de 63,95%.
Todos os isolados manifestaram o fenétipo de resisténcia a multiplas drogas (MDR) e
demonstraram alta frequéncia de resisténcia aos aminoglicosideos, fluoroquinolonas
e beta-lactamicos, enquanto apresentaram susceptibilidade a polimixina B. Em todos
os pacientes, foram identificadas cepas produtoras de OXA-23. A andlise de
Eletroforese em Campo Pulsado (PFGE) revelou a circulacdo de diferentes clones de
A. baumannii entre os pacientes, onde 65,92% das cepas foram agrupadas em cinco
clusters principais. Adicionalmente, observou-se a presenca e persisténcia dos clones
ao longo dos seis meses de investigacao. A tipagem multilocus sequence typing
(MLST) identificou quatro sequence types distintos (STs): ST1 (56,04%), ST15
(37,36%), ST730 (5,49%) e ST79 (1,09%). Além disso, 78 (85,71%) dos isolados
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foram classificados como produtores de biofilme. A analise do core genome multilocus
sequence typing (cgMLST) evidenciou uma notavel proximidade genética entre as trés
cepas do ST1 sequenciadas. A analise de sequenciamento completo do genoma
(WGS) também evidenciou uma ampla gama de genes associados a resisténcia e
viruléncia, incluindo multiplos genes de bombas de efluxo que desempenham papéis
importantes em ambas as caracteristicas. Conclusdes: Identificamos uma ampla
disseminagcdo de A. baumannii carreador do gene blaoxa-23, exibindo o fenétipo de
multirresisténcia. As linhagens ST1, ST15 e ST730 predominaram, com isolados
semelhantes ao longo do tempo. A formacé&o de biofilme foi observada na maioria dos
isolados. A populacdo analisada apresentou um perfil majoritariamente classificado
como de alto risco, associada a uma alta ocorréncia de 6bitos. Destaca-se, portanto,
a necessidade de estratégias direcionadas para mitigar a morbidade e mortalidade
decorrentes de infec¢des secundarias, particularmente no contexto pés-pandémico de
COVID-19, com o intuito de prevenir desafios subsequentes e assegurar a seguranca

dos pacientes.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii; COVID-19; Tipagem Molecular;
Resisténcia.



xii

ABSTRACT

Introduction: Acinetobacter baumannii is a clinically relevant hospital opportunistic
pathogen and one of the most resistant microorganisms found in healthcare settings
worldwide. However, the characterization of isolates causing infection in COVID-19
patients remains incompletely explored. Objective: In this context, the central purpose
of this study was to characterize phenotypically and molecularly isolates of A.
baumannii causing infection in patients with COVID-19. Material and Method: Clinical
samples from individuals with positive COVID-19 results, admitted to the Hospital de
Base de S&o José do Rio Preto, from May to October 2020, were analyzed. Bacterial
isolates underwent species identification and antimicrobial susceptibility evaluation
using the automated BD PhoenixTM microbiology system. The isolates were then
subjected to PCR analysis of resistance genes, molecular typing, and biofilm formation
testing. Additionally, whole genome sequencing (WGS) was performed on four
representative isolates. Simultaneously, a retrospective review of medical records for
all patients was conducted. Results: A total of 91 isolates were recovered from 86
patients, with 78 (85.7%) originating from tracheal aspirate samples, 8 (8.79%) from
urine, 4 (4.39%) from blood, and one (1%) from pleural fluid. Notably, the majority of
patients (86.04%) presented comorbidities, and 99% required Intensive Care Unit
(ICU) admission, resulting in a lethality rate of 63.95%. All isolates exhibited a
multidrug-resistant (MDR) phenotype and demonstrated high frequency resistance to
aminoglycosides, fluoroquinolones, and beta-lactams, while remaining susceptible to
polymyxin B. OXA-23-producing strains were identified in all patients. Pulse Field Gel
Electrophoresis (PFGE) analysis revealed the circulation of distinct A. baumannii
clones among patients, with 66% of strains clustered into five main groups.
Furthermore, the presence and persistence of clones were observed over a six-month
investigation period. Multilocus Sequence Typing (MLST) identified four distinct
sequence types (STs): ST1 (56.04%), ST15 (37.36%), ST730 (5.49%), and ST79
(1.09%). Additionally, 78 (85.71%) isolates were classified as biofilm producers. Core
genome MLST (cgMLST) analysis demonstrated remarkable genetic proximity among
the three sequenced ST1 strains. Whole Genome Sequencing (WGS) also revealed a

wide range of genes associated with resistance and virulence, including multiple efflux
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pump genes that play crucial roles in both characteristics. Conclusions: This study
identified widespread dissemination of A. baumannii carrying the blaoxa-23 gene,
exhibiting a multidrug-resistant phenotype. The ST1, ST15, and ST730 lineages
predominated, with similar isolates observed over time. Biofilm formation was
observed in the majority of isolates. The analyzed population displayed a
predominantly high-risk profile, associated with a high occurrence of fatalities.
Therefore, there is a highlighted need for targeted strategies to mitigate morbidity and
mortality resulting from secondary infections, particularly in the post-COVID-19

pandemic context, aiming to prevent subsequent challenges and ensure patient safety.

Keywords: Acinetobacter baumannii; COVID-19; Molecular Typing; Resistance.



1 INTRODUCAO

A doenca infecciosa causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 conhecida como
COVID-19, teve inicio em 2019 e alastrou-se rapidamente pelo mundo, acarretando
em 767.518.723 casos confirmados e 6.947.192 obitos relatados globalmente. No
Brasil, foram registrados 37.656.050 casos confirmados e 703.719 mortes,
representando aproximadamente 10,12% do total de 6ébitos por COVID-19 no cenario
mundial. 1 A falta de coordenacdo governamental adequada no pais levou a testagens
insuficientes, rapida propagacéo do virus e colapso no sistema de saude, resultando
em impactos severos, incluindo um aumento significativo nas taxas de hospitalizacao
e mortalidade entre os pacientes afetados.? Pacientes que necessitaram de
internacdo em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) e Ventilagdo Mecanica (VM)
enfrentaram um maior risco de infec¢des secundarias e outras complicacdes devido a
gravidade da doenca e a imunossupressdo associada.®> Nesse contexto, 0
Acinetobacter baumannii destacou-se como uma das bactérias mais frequentemente
associadas a infec¢cdes secundarias em pacientes com COVID-19 durante a

pandemia. 4

A. baumannii € uma bactéria Gram-negativa, reconhecida entre os principais
agentes de Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) e surtos de infeccdo
em hospitais de todo o mundo, sendo identificada como agente de pneumonias,
infeccbes de corrente sanguinea, infeccdes do trato urindrio e infeccbes em
gueimados. Sua alta prevaléncia em ambientes hospitalares, especialmente em UTIs,
é facilitada pela capacidade de formacdo de biofilme, resisténcia a dessecacéao,
condicbes extremas de pH e resisténcia a desinfetantes comuns®. Essas
caracteristicas, associadas a notavel habilidade em desenvolver resisténcia a
multiplos antimicrobianos, especialmente carbapenémicos, tém motivado
investigacbes sobre sua associacdo com infeccbes secundarias em pacientes

gravemente enfermos. ©

Ademais, A. baumannii é classificado como membro do grupo ESKAPE, que
inclui outras cinco espécies (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp). Essas

espécies sdo reconhecidas pelo significativo envolvimento em infec¢des, resisténcia
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aos antimicrobianos, e por exibem uma variedade de fatores de viruléncia. * Nesse
contexto, A. baumannii também foi designada pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) entre os patdgenos resistentes prioritarios para o desenvolvimento de novos
antimicrobianos. Tal classificacdo se deve ao alarmante surgimento e disseminacao

de linhagens de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos. 8

A producdo de carbapenemases € a principal causa de resisténcia aos
carbapenémicos em A. baumanni. Notavelmente, as carbapenemases mais
prevalentes nesta espécie sdo OXA-23-like, OXA-24-like, OXA-58-like e OXA-51-like.
9 A. baumannii exibe uma propenséo para a disseminacéo clonal. Ao longo das Ultimas
cinco décadas, a trajetOria evolutiva de A. baumannii tem sido significativamente
influenciada por dois clones amplamente disseminados, frequentemente referidos
como clones internacionais (ou “international clones” - ICs). Esses ICs, especialmente
0IC1 e 01C2, representam riscos substanciais em relagéo a IRAS e surtos de infeccéo
em hospitais. *°

Este estudo teve como objetivo caracterizar isolados de A. baumannii obtidos
de pacientes hospitalizados com COVID-19 no Hospital de Base de Sao José do Rio
Preto. Nossa analise se concentrou no perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos,
nos determinantes genéticos de carbapenemases e 16S rRNA metiltransferases, na
relacdo genética dos isolados, na capacidade de producéo de biofilme e nos fatores
genéticos relacionados a resisténcia e viruléncia de A. baumannii por meio do
Sequenciamento Completo do Genoma. Além disso, examinamos as caracteristicas

clinicas dos pacientes.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 COVID-19 e Infec¢cdes Secundarias

A COVID-19 (Coronavirus disease 2019) € uma doenca respiratéria causada
pelo virus SARS-CoV-2 (Severe Acute Respiratory Syndrome — Coronavirus - 2). Foi
detectada pela primeira vez em dezembro de 2019, em Wuhan, na China. Em 30 de
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janeiro de 2020, a Organizacao Mundial de Saude (OMS) declarou a COVID-19 uma
emergéncia de saude publica internacional. Em 11 de marco de 2020, foi classificada
como uma pandemia global. ! Até o primeiro semestre de 2023, foram registrados no
mundo 768 milhdes de casos confirmados da doenca, resultando em um total de 6
milhdes de mortes. No Brasil, 0 nimero de casos confirmados atingiu 37 milhdées, com
704 mil ébitos. *

Durante a pandemia, uma quantidade significativa de casos de infeccao por
SARS-CoV-2 foi assintomatica ou apresentou sintomas leves no trato respiratorio
superior. No entanto, uma proporgéao importante dos infectados evoluiu para a forma
grave da doenca, conhecida como sindrome respiratéria aguda grave (SRAG), o que
resultou em hospitalizacdo, admissdo em unidades de terapia intensiva (UTI) e a
necessidade de ventilagdo mecanica. 1?2 Estimativas indicam que cerca de 8% de todos
os infectados tiveram essa evolugdo, mas a taxa chegou a 20% em individuos de alto
risco, como aqueles com imunossupressao subjacente, diabetes e neoplasias. Além
disso, entre os pacientes submetidos a ventilacdo mecanica, a taxa de mortalidade
atingiu 50%. 13

No inicio da pandemia, tornou-se evidente que tanto coinfeccdes bacterianas
quanto infec¢Ges secundarias eram comuns em pacientes com COVID-19. 314 Vale
destacar que coinfeccbes sdo infeccdes bacterianas agudas que ocorrem
simultaneamente com a infec¢cdo por SARS-CoV-2 e podem ser identificadas assim
que os pacientes entram no hospital. Infec¢cdes secundarias, por outro lado, surgem
durante o curso da doenca ou da internacéo hospitalar. > Westblade e colaboradores
(2021) 6, em um estudo de revisdo, observaram que as coinfeccdes bacterianas
estavam presentes em menos de 4% dos pacientes na admisséo hospitalar. Contudo,
durante a permanéncia hospitalar, as IRAS ocorreram em 3,7 - 21,9% dos pacientes.
Quando foram avaliados apenas pacientes em UTI, a frequéncia aumentou para 38 a
47,5%. Estima-se que 50% dos pacientes que morreram de COVID-19 desenvolveram

IRAS causadas por bactérias. 7

De fato, durante a pandemia, a incidéncia de IRAS aumentou
significativamente. * Esse aumento pode ser explicado pelo rdpido aumento da

capacidade de atendimento das UTIs, pela complexidade dos pacientes e pelo tempo
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de internacdo, associados a reducdo da atencdo aos programas tradicionais de
prevencao, a proporcdo de profissionais por paciente e a escassez de equipamentos
de protecdo individual (EPIs). Todos esses fatores contribuiram para o crescimento

da transmissao de microrganismos entre 0os pacientes.

A VM, um importante fator de risco para desenvolvimento de pneumonia
bacteriana, foi uma das intervencdes terapéuticas mais utilizadas durante o tratamento
de pacientes com COVID-19 na UTI. # Assim, entre as IRAS, a PAV se destacou como
uma infeccdo secundaria importante, associada ao aumento da gravidade dos
quadros clinicos, ao prolongamento do tempo de permanéncia, a maior da mortalidade
e ao aumento dos custos do tratamento nos pacientes com COVID-19, afetando

principalmente os idosos com comorbidades e admitidos por longos periodos em UTI.
22-24

2.2 Acinetobacter baumanii

Atualmente, A. baumannii integra o complexo Acinetobacter calcoaceticus—.
baumannii, juntamente com outras cinco espécies (A. pittii, A. nosocomialis, A.
seifertti, A. dijkshoorniae e A. calcoaceticus). Essas espécies apresentam estreita
relacdo e compartilham propriedades fenotipicas e bioquimicas semelhantes, o que
dificulta sua distincdo no nivel de espécie individual. A identificacdo precisa dos
membros clinicamente relevantes desse grupo é alcancada exclusivamente por meio
de métodos moleculares. No complexo, A. baumannii destaca-se como a espécie

clinicamente mais significativa, sendo responsavel por 80% das infec¢des.?®

Acinetobacter baumannii € cocobacilo Gram-negativo, aerébico e imovel,
considerado um dos patégenos oportunistas mais importantes. E identificado como
agente de IRAS e surtos de infeccdo em hospitais em todo o mundo, destacando-se
principalmente em casos de pneumonias, infec¢des da corrente sanguinea, infeccdes

do trato urinario e de queimaduras. ®

Pacientes infectados sdo o0s principais reservatérios para a transmissao
horizontal de A. baumannii nos hospitais. Além disso, o0 microrganismo ja foi isolado
de pias, torneiras, amostras de maos de profissionais de saude, méveis, dispositivos

médicos e luvas, destacando, portanto, a importancia da higienizacdo das méaos,
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limpeza e desinfeccdo do ambiente e dos equipamentos médicos como medidas
essenciais na reducdo da transmisséo desse patdgeno. * Ainda assim, o controle de
sua disseminacao pode ser dificultado pela capacidade de sobreviver em ambientes
hostis, resistindo a dessecacéo, a extremos de pH e desinfetantes comuns, o que leva

a surtos de infeccéo de dificil controle. ®

As infec¢des por A. baumannii estdo associadas a altas taxas de mortalidade,
variando de 7,8% a 23% no ambiente intra-hospitalar e de 10% a 43% em UTI. 2 Em
casos de pneumonia associada a ventilacdo mecanica (PAVM), essa taxa varia de 40
a 70%, enquanto para infeccao de corrente sanguinea (ICS), de 28% a 43%. ¥ Um
estudo realizado em Londrina, estado do Parand, mostrou que a taxa de mortalidade
entre pacientes com ICS causada por A. baumannii MDR chegou a 81.6%. *® No
mesmo municipio, A. baumannii foi o segundo microrganismo mais frequentemente

associado com mortes por IRAS. %

A. baumannii € um dos patdégenos com as maiores taxas de resisténcia a
praticamente todos o0s agentes antimicrobianos utilizados na pratica clinica, sendo
considerado um microrganismo critico de prioridade 1 para desenvolvimento de novos
antimicrobianos pela OMS. 8 Na América Latina, a sensibilidade a maioria dos
antimicrobianos foi inferior a 30,9%. 3 Um estudo realizado nos EUA mostrou que 60%
dos isolados de A. baumannii foram considerados MDR, enquanto na América Latina,

Oriente Médio, Turquia e Grécia, as taxas de MDR foram superiores a 90%. 3!

Em relacdo aos carbapenémicos, que sdo as principais opg¢des para o
tratamento de infeccbes causadas por bactérias Gram-negativas MDR, % destaca-se
que linhagens de A. baumannii resistentes a esses antibiéticos, conhecidas como
CRAB (Carbapenem-Resistant Acinetobacter baumannii), foram responsaveis por
13,6% de todas as IRAS em UTIs da Europa, Mediterraneo Oriental e Africa. 3 Na
Polbnia, € o microrganismo mais frequentemente isolado em UTIs, principalmente em
pacientes com pneumonia e infeccdes de corrente sanguinea, com 87% dos isolados
classificados como extensivamente resistentes a drogas (XDR). ** No Brasil, observou-
se que 100% e 86% dos isolados apresentaram resisténcia ao imipenem e

meropenem, respectivamente.
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O perfil de resisténcia apresentado € preocupante, pois as polimixinas
representam a principal alternativa para o tratamento de infecgbes causadas por
linhagens resistentes aos carbapenémicos. As taxas de suscetibilidade a esses
antibioticos ainda sao consideravelmente elevadas, variando de 93,9% na Europa a
98,1% na Ameérica Latina. ** No entanto, 0 uso de polimixinas esta associado a sua

possivel nefrotoxicidade e a emergéncia de resisténcia. %

Além das polimixinas, a tigeciclina é outra opgdo para tratamento. 3’ Porém, foi
licenciada pela Food and Drug Administration (FDA) apenas para infeccdes
abdominais e de pele, visto que a eficacia de tratamento na bacteremia e na corrente
sanguinea € baixa. Também é relatado o desenvolvimento de resisténcia durante o
tratamento. 3 Além disso, ndo existem critérios estabelecidos pelo BrCAST/EUCAST

para interpretacdo de testes de suscetibilidade a tigeciclina contra Acinetobacter spp.
38

Infelizmente, poucos os estudos priorizam o desenvolvimento de novos
antimicrobianos para o tratamento de infecgbes por A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos. Quase 50% dos agentes recém-aprovados (5) tém como alvo as

Enterobacterales resistente aos carbapenémicos. *

2.3 A.baumannii resistente aos carbapenémicos (CRAB) na COVID-19

Durante a pandemia, observou-se um aumento na frequéncia de infeccdes por
CRAB consequente as complicagbes da COVID-19 . *4-% Em um estudo conduzido
na lItalia, 21,9% dos pacientes hospitalizados com COVID-19 desenvolveram
infeccdes secundarias, sendo que 15,6% dessas infec¢cdes foram causadas por

bacilos Gram-negativos nao fermentadores, principalmente A. baumannii. 2

Em um estudo sistematico com meta-analise realizado por Musuuza et al.
(2021), *3 foi identificado que, entre os pacientes com infecgdo secundaria na COVID-
19, Acinetobacter spp. foi a bactéria mais frequentemente observada. Outro estudo

realizado no Rio de Janeiro mostrou que A. baumannii foi o principal agente etiol6gico
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de infec¢bes secundarias em pacientes com COVID-19 internados na UTI, e que a

multirresisténcia estava presente em 96% dos isolados.

Os surtos hospitalares relacionados a cepas clinicas de CRAB tém sido cada
vez mais documentados globalmente, especialmente em UTIs. 446 Durante a
pandemia, esses surtos ocorreram em varias nag¢des. Por exemplo, na Espanha, Italia
e Grécia, A. baumannii MDR foi identificado como o principal agente causador de

bacteremia em pacientes com COVID-19. 4749

O aumento da frequéncia dessas infec¢cbes € multifatorial, mas pode estar
relacionado as altas taxas de utilizacdo de agentes antimicrobianos em pacientes com
COVID-19, mesmo com uma taxa relativamente baixa de infeccdo secundéria ou co-
infeccdo. *° Surtos de A. baumannii durante a pandemia podem ser explicados devido

a alta demanda por VM e outros dispositivos circulatorios invasivos. !

Em suma, o aumento das infec¢des por CRAB durante a pandemia de COVID-
19 representa um desafio significativo para a satde publica global, exigindo esfor¢os
coordenados e estratégias abrangentes para mitigar os impactos dessas infeccdes e

garantir a seguranca dos pacientes nos ambientes de saude.

2.4 Mecanismos de Resisténcia aos beta-lactamicos

O mecanismo de resisténcia mais comum aos carbapenémicos em A.
baumannii envolve a expressdo de carbapenemases do tipo OXA, que tém a
capacidade de hidrolisar esses antibioticos. Atualmente, os principais grupos de
carbapenemases OXA nessa espécie incluem as enzimas OXA-23-like, OXA-24-like,
OXA-58-like e OXA-51-like. Esta ultima € amplamente presente, embora possa nao
ser expressa e, portanto, ndo necessariamente associada ao fenétipo de resisténcia.
No entanto, a presenca da sequéncia de insercdo (IS) ISAbal "upstream" ao gene
blaoxa-s1 contribui significativamente para o aumento da atividade de hidrdlise dos

carbapenémicos, atuando como um potente promotor de transcricao. >



Além dos principais grupos de carbapenemases tipo OXA mencionados
anteriormente, foram descobertos outros dois tipos em A. baumannii. O primeiro é a
OXA-143, inicialmente restrita ao Brasil, > mas recentemente também encontrada no
Egito, > Iran, ** Honduras e EUA. *®* O segundo € a OXA-182, restrita & Coreia do Sul
>, Essas descobertas mostram a ampla disseminacao e a importancia da vigilancia

continua das carbapenemases tipo OXA em A. baumannii.

Adicionalmente, metalo-B-lactamases (MBL), incluindo IMP-like, SIM-1, NDM e
VIM-like, também estdo associadas a resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii e associadas ao integron de classe 1. 33% Integrons sdo elementos
genéticos encontrados em algumas bactérias que funcionam como vetores de genes
de resisténcia aos antibidticos. Eles capturam, acumulam e expressam genes de
resisténcia, permitindo a disseminacdo dessas caracteristicas entre diferentes
espécies bacterianas. Essa habilidade de transferéncia de genes de resisténcia € um
dos fatores que contribuem para o aumento da resisténcia bacteriana aos antibioticos,

representando um desafio significativo no tratamento de infeccdes. *°

A resisténcia aos carbapenémicos também pode resultar de mecanismos nao
enzimaticos, como a reducao na permeabilidade da membrana externa causada por
modificacdes na proteina de membrana externa (OMP). % Isso resulta em uma difusao
mais lenta de antibioticos beta-lactamicos carregados negativamente. Além disso, a
atividade das bombas de efluxo desempenha um papel importante, contribuindo para

a expulsdo de compostos antibacterianos do periplasma. -

Em A. baumannii, as beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) séo
codificadas por genes do tipo VEB ou PER, mas também séao relatadas as enzimas
TEM, SHV, GES e CTX-M. A producdo dessas enzimas resulta na hidrélise de
cefalosporinas de primeira, segunda e terceira geracao, mas sua atividade pode ser

inibida por inibidores de beta-lactamase, como o acido clavulanico. 3¢

Cefalosporinase do tipo AmpC, também denominada blaADC (Acinetobacter
derived cephalosporinase), pode ser identificada na maioria dos isolados de A.
baumannii e & expressa em nivel basal, ndo reduzindo a eficacia das cefalosporinas
de amplo espectro. No entanto, a introducdo da sequéncia de insercdo ISAbal

upstream do gene AmpC fornece sequéncias promotoras que aumentam



consideravelmente a expressdo da B-lactamase, resultando em resisténcia as

cefalosporinas de terceira geracdo, mas nao aos carbapenémicos. >

Em resumo, A. baumannii apresenta uma diversidade de mecanismos de
resisténcia aos B-lactamicos, incluindo enzimaticos e ndo enzimaticos, tornando a

vigilancia continua essencial para enfrentar esse desafio na terapéutica de infec¢des.

2.5 Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos, tais como gentamicina, amicacina, tobramicina,
neomicina e estreptomicina, integram uma classe de antibioticos bactericidas de
amplo espectro comumente empregados no tratamento de infecgbes causadas por
bactérias Gram-negativas e algumas Gram-positivos.®* Esses agentes
antimicrobianos séo eficazes apenas contra bactérias aerdbicas, uma vez que séo
substancias hidrofilicas e enfrentam dificuldades para penetrar na membrana celular
bacteriana hidrofobica. Dessa forma, a internalizagéo dos aminoglicosideos na célula
ocorre por meio de um sistema de transporte de elétrons, parte integrante do ciclo

respiratorio celular. ©°

ApGs ingressarem na célula bacteriana, esses antibidticos estabelecem uma
ligacdo irreversivel no sitio A do RNA ribossémico 16S, localizado na subunidade
ribossémica menor 30S, resultando em uma alteracdo conformacional. Tal interacéo
afeta o inicio da traducéo, culminando na inibicdo da formacéo adequada do complexo
de iniciacdo para a sintese proteica. Além disso, os aminoglicosideos apresentam a
capacidade de induzir erros na interpretacao do cédigo genético durante o processo
de sintese proteica, conduzindo a incorporacdo de aminoacidos inadequados nas
cadeias polipeptidicas em desenvolvimento. Esses efeitos combinados resultam na

morte das bactérias.%¢

Os isolados clinicos de A. baumannii tém uma propensdo para adquirir
resisténcia a antibiéticos comumente prescritos, como os aminoglicosideos. Cerca de
90% dos isolados de Acinetobacter spp. provenientes de pacientes gravemente

enfermos demonstraram resisténcia a aminoglicosideos em paises europeus. ¢’
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Apesar de ndo serem a primeira escolha em muitos contextos clinicos, 0s
aminoglicosideos mantém sua importancia como uma classe relevante de agentes,
apresentando excelente atividade bactericida em situacées em que os organismos de
interesse desenvolvem resisténcia a outras classes de antibiodticos, especialmente (3-

lactamicos e fluoroquinolonas. 8

2.5.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS AMINOGLICOSIDEOS

Em A. baumannii, a resisténcia aos aminoglicosideos € principalmente atribuida
a trés mecanismos: a presenca de enzimas modificadoras de aminoglicosideos
(AMEs), a metilacdo do RNA ribossdmico 16S por meio das 16S rRNA
metiltransferases (16S RMTase) e a captacdo limitada do antibiético apos a perda de

permeabilidade ou a superatividade de bombas de efluxo.®®

As AMEs sdao classificadas em trés tipos de acordo com a sua capacidade de
adicionar grupos como acetila, fosfato ou adenina a diferentes partes ao redor do
nacleo central do aminoglicosideo. Essas trés familias incluem: fosfotransferase de
aminoglicosideos (APS), acetiltransferase de aminoglicosideos (AAC) e
nucleotidiltransferase de aminoglicosideos (ANT). Essas alteracbes reduzem a
capacidade do medicamento de se ligar ao seu alvo, resultando na perda de eficacia

antibacteriana. 6°

Diversas AMESs, como as variantes das fosfotransferases APH(3")-1, APH(3")-II
e APH(3")-VI, as acetiltransferases AAC(3)-I, AAC(3)-II, AAC(3)-III, AAC(6")-I, AAC(6")-
Il e AAC(6")-Ill, e as nucleotidiltransferases ANT(3-)-I, ANT(4)- e ANT(2")-I, foram
identificadas em Acinetobacter spp. Essas enzimas geralmente estdo presentes em

elementos transponiveis e podem ser transferidas entre bactérias patogénicas. "

As 16S RMTases conferem um elevado nivel de resisténcia a maioria dos
aminoglicosideos em bactérias Gram-negativas por meio da modificacdo de regides
especificas do rRNA, resultando na efetiva inibicdo da ligacdo dos aminoglicosideos
ao seu local-alvo. Até o momento, foram identificados globalmente dez genes de 16S
RMTase (armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF, rmtG, rmtH e npmA). ¢ Esses

genes sdo comumente encontrados em pequenos plasmideos. A metilase 16S rRNA
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ArmA é identificada em varias cepas de A. baumannii, muitas vezes coexistindo com

carbapenemases do tipo OXA, como a OXA-23. 37

2.6 Técnicas moleculares para avaliar a relacdo clonal de A. baumannii

Sao varias as metodologias de tipagem molecular utilizadas para investigar a
relacdo clonal em A. baumannii. Dentre elas, destacam-se: o Pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE), Multilocus sequence typing (MLST) e Core genome MLST
(cgMLST). Essas ferramentas tém sido fundamentais para compreender a
epidemiologia e a disseminacao dessa bactéria, fornecendo informa¢des importantes

para o controle e prevencao de infeccdes nosocomiais. 7t

A PFGE é um método de tipagem molecular que se baseia na separacao de
fragmentos de DNA por meio de um campo elétrico. Primeiro, o DNA é digerido com
uma enzima de restricdo, que corta o DNA em locais especificos. Os fragmentos de
DNA resultantes sdo entdo separados por tamanho usando uma matriz de gel e um
campo elétrico que € periodicamente mudado de direcdo. Essa alternancia do campo
elétrico permite a separacao de grandes fragmentos de DNA, os quais seriam dificeis
de separar usando métodos tradicionais de eletroforese em gel. O padrao resultante
de fragmentos de DNA, conhecido como impressao digital gendmica, pode ser usado
para comparar e diferenciar entre diferentes cepas ou isolados de um determinado

organismo. 2

A técnica de PFGE é uma ferramentas valiosa nesse contexto, permitindo
investigar a epidemiologia local, identificar surtos clonais e elucidar se a disseminagéo
ocorre por contaminacdo cruzada entre pacientes ou por meio de ambientes

hospitalares contaminados. 73

A MLST é uma técnica de tipagem molecular que visa caracterizar
geneticamente as cepas bacterianas por meio do sequenciamento de fragmentos de
sete genes altamente conservados, conhecidos como "housekeeping genes”. A
combinacao dos alelos em cada isolado bacteriano forma um perfil Unico, conhecido
como Sequence Type (ST). Isolados com STs idénticos ou muito similares sao

considerados geneticamente relacionados e provavelmente tém uma origem comum.
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4 Com o desenvolvimento da tipagem por MLST, tornou-se possivel comparar
resultados entre diferentes laboratorios, facilitando a identificacdo de clones de alto
risco disseminados globalmente. Esse método é considerado o padrdo ouro para
investigar a estrutura populacional de A. baumannii, contribuindo significativamente
para o entendimento epidemiologico e a relacdo entre fendtipos e genoétipos dessa

espécie bacteriana. 47

A maioria das infec¢des e surtos hospitalares causados por A. baumannii MDR
envolve trés principais clones disseminados mundialmente, referidos como clones
internacionais 1, 2 e 3 (Cl 1, 2 e 3). * Dentre esses clones, o ST2 é 0 mais
predominante, desempenhando um papel significativo nos surtos de infeccdo por
CRAB na Europa. ®

Na América Latina, os clones endemicos incluem CC113/CC79, CC104/CC15,
CC110/ST25 e CC109/CC1 correspondente ao MLST de Oxford/Pasteur,
frequentemente associados a presenca do gene blaoxa-23. ”* Um estudo abordando 11
estados brasileiros, identificou os complexos clonais CC15 (ST15), CC1 (ST1) e CC79
(ST79) como os mais prevalentes. 7 Outro estudo focado apenas no sudeste do Brasil,
também confirmou a predominancia desses complexos clonais. ”® Destaca-se que
mais de 71% de todos 0os genomas sequenciados até o momento incluem o ST2, ST1,
ST79 e ST25, enfatizando importancia desses clones. ®

Em um estudo realizado na Suica, foi documentado um surto por CRAB da
linhagem ST2, portadores do gene blaoxa-23ike, €m pacientes com COVID-19
internados em UTIs. ? Da mesma forma, na ltalia, foi observada a ocorréncia de
infeccdes de corrente sanguinea em pacientes internados com COVID-19 na UTI
causadas por linhagens ST2 portadoras do gene blaoxa-2z-ike. 8 No Ird, isolados de
CRAB pertencentes a linhagem ST2 também foram identificados carreando 0 mesmo
gene de resisténcia aos carbapenémicos. 8 Esses achados ressaltam a importancia
da vigilancia e do controle de infec¢des por CRAB, especialmente quando associadas

a clones especificos e portadoras do gene blaoxa-23-iike.

O cgMLST é uma técnica de tipagem molecular baseada na analise gendmica.
Essa abordagem se fundamenta no estudo de um conjunto de 2.390 genes centrais,

identificados a partir de 1.573 genomas putativos de A. baumannii em isolados
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representativos das oito linhagens clonais internacionais dessa espécie bacteriana.
Esses genes sdo amplamente conhecidos como o0 “core genome” e sdo altamente
conservados. A técnica envolve a identificacdo e sequenciamento de multiplos loci de

genes do core genome em isolados bacterianos distintos. 82

A andlise dos polimorfismos de nucleotideos Unicos presentes nesses genes
possibilita a comparacédo entre as linhagens, permitindo a identificacdo da origem de
surtos e o rastreamento da disseminacéo de linhagens de A. baumannii em diferentes
hospitais ou regides. 8 Além disso, essa abordagem tem sido Util para detectar
linhagens emergentes, monitorar a prevaléncia de resisténcia aos antimicrobianos e
avaliar a eficacia das medidas de controle de infec¢do. A padronizacdo do esquema
de tipagem facilita a troca de dados entre laboratorios, tornando-se uma ferramenta
valiosa para estudos de epidemiologia molecular e para o estudo da evolucdo e

propagacdo de bactérias patogénicas. 8385

A obtencao de sequéncias genémicas completas também fornece informacdes
cruciais para a compreensao da epidemiologia, dos mecanismos de resisténcia aos
antibiéticos e dos possiveis determinantes genéticos associados a viruléncia. °
Portanto, a realizacdo de investigagbes completas € fundamental para obter
conhecimentos adicionais e aprimorar a orientagcdo e as perspectivas de pesquisa,
permitindo o estabelecimento de uma vigilancia epidemiolégica em tempo real. Esse
esforco conjunto € essencial para enfrentar o desafio crescente da resisténcia

antimicrobiana e garantir melhores estratégias de controle e prevencao de infeccoes.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao de Pacientes e Coleta de Dados

Este estudo foi conduzido no Hospital de Base de Sao José do Rio Preto, um
hospital de ensino terciario com 1.102 leitos, localizado no Estado de S&o Paulo,
Brasil, durante o periodo de maio a outubro de 2020. Os critérios de incluséao
abrangeram pacientes admitidos com infec¢cdo confirmada pelo SARS-CoV-2,
diagnosticada por meio da técnica de RT-gPCR (Reac¢do em Cadeia da Polimerase
em Tempo Real - Transcriptase Reversa), 0s quais também apresentaram amostras
clinicas positivas para o complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii obtidas por

cultura, sem restricdes quanto ao sitio de isolamento ou momento da admisséo.

As amostras clinicas foram submetidas a cultura com base nos sintomas
clinicos de infeccdo dos pacientes, identificados por especialistas seniores do
departamento de doencas infecciosas do hospital, seguindo as recomendacdes da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria). 8 Foram considerados pacientes
com suspeita de Infeccdo de Corrente Sanguinea/Septicemia (ICS), Infec¢ao do Trato
Urinario (ITU), Pneumonia Associada a Ventilacdo Mecéanica (PAV), Pneumonia
Relacionada a Assisténcia a Saude (PRAS) e Pneumonia Adquirida no Hospital
(PAH). A andlise abrangeu apenas culturas que apresentaram crescimento com
contagem de coldnias igual ou superior (=) a 10"6 UFC/mL (unidades formadoras de
colénias por mL) em aspirado traqueal e contagem 21025 UFC/mL para culturas de
urina. & Pacientes sem suspeita de infecgdo por A. baumannii e sem confirmacgéo

laboratorial de COVID-19 foram excluidos da anélise.

As informacdes demograficas, laboratoriais e clinicas dos pacientes incluidos
neste estudo foram obtidas retrospectivamente a partir dos prontuarios eletronicos.
Os dados abrangem informa¢des como idade, sexo, tipo de amostra biologica, data
da coleta, resultados das culturas, resultados dos testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos, presenca de comorbidades, internacdo em UTI, terapia
antimicrobiana, duracdo da internacao, realizacdo de intubacdo orotraqueal e/ou

ventilacdo mecanica, bem como o desfecho clinico.
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O estudo recebeu a aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto (CAAE 47241721.0.0000.5415, Anexo ).
Devido a natureza retrospectiva do estudo, a obtencdo do consentimento informado

dos pacientes foi dispensada.

3.2 Classificagdo das Infecgoes

As IRAS por A. baumannii foram definidas como aquelas que ocorreram apos
48 horas da admisséo hospitalar e/ou se o paciente tivesse sido hospitalizado durante
as 2 semanas anteriores a admissao atual. Essa abordagem foi adotada uma vez que
varios pacientes foram encaminhados ao hospital apés a admissdo em uma Unidade
de Pronto Atendimento (UPA). InfeccBes secundarias foram definidas como amostras
clinicas positivas para A. baumannii obtidas 248 horas apds a hospitalizagdo por
COVID-19. Os critérios diagndésticos de PAV seguiram as diretrizes da ANVISA. 8

3.3 Analise Estatistica

Para a andlise estatistica, foi empregada uma abordagem descritiva com o
propésito de apresentar as medidas de numero absoluto e frequéncia relativa (em
porcentagem) das variaveis categoéricas. Em relacdo as variaveis continuas, foram
empregadas as medidas de tendéncia central, como média e desvio padrdo (DP),
guando os dados apresentaram uma distribuicdo normal. Caso contrario, utilizaram-
se a mediana e a amplitude interquartil (AlIQ) para representar os dados. A
normalidade da distribuicéo foi avaliada por meio do histograma no Excel e confirmada
pelo teste de Shapiro-Wilk realizado no software R.

3.4 Coletados Isolados, Identificagdo e Teste de Susceptibilidade aos
Antimicrobianos

Foram obtidos 91 isolados de A. baumannii de um total de 86 pacientes. A
amostra incluiu 81 pacientes com isolados Unicos e cinco pacientes com dois isolados.
Trés pacientes apresentaram isolados de diferentes sitios do corpo, enquanto dois
pacientes apresentaram isolados do mesmo sitio, mas com uma diferenca temporal

superior a dez dias. Todos os isolados provenientes de aspirado traqueal, liquido
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pleural, urina e sangue (quando os frascos de hemocultura aerébica apresentaram
resultado positivo) foram subcultivados em placas de agar sangue, chocolate e
MacConkey (Biomerieux®, Franca) e mantidos em condi¢Bes aerdbicas a 37°C por

18-24 horas, a fim de possibilitar o isolamento bacteriano.

Posteriormente, os isolados foram identificados e submetidos a testes de
suscetibilidade antimicrobiana (TSA) por meio do sistema automatizado de
microbiologia BD Phoenix™, utilizando cartées de identificacdo colorimétrica GN
(Becton Dickinson, EUA). Apés a identificacdo, os isolados foram encaminhados ao
Centro de Investigacdo de Microrganismos da Faculdade de Medicina de S&o José do
Rio Preto (FAMERP), onde foram armazenados a -80 °C em caldo infus&o de coragéo
e cérebro (BHI; Difco) contendo 20% (v/v) de glicerol (Dinamica, Brasil) para

processamento poste rior.

No TSA, foram testados os seguintes antimicrobianos: Ampicilina/Sulbactam
(SAM), Piperacilina/Tazobactam (PTZ), Ceftazidima (CAZ), Cefepima (FEP),
Ceftriaxona (CRO), Imipenem (IPM), Meropenem (MER), Amicacina (AK),
Gentamicina (CN), Ciprofloxacina (CIP), Tigeciclina (TIG) e Polimixina B (PB). Para
determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) de PB, utilizou-se o sistema de
microdiluicdo em caldo POLICIMBAC® (Probac do Brasil). A interpretacdo do perfil de
susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizada de acordo com as recomendacfes
do Clinical Laboratory Standard Institute (CLSI; documento M100-S21). 88

Embora os pontos de corte interpretativos para tigeciclina contra A. baumannii
ainda ndo tenham sido estabelecidos por nenhuma autoridade regulatéria, utilizou-se
o valor de cut-off epidemiologico (ECOFF) de 0,5 mg/L estabelecido pelo European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)®® para determinar se os
isolados eram do tipo selvagem ou ndo. O ECOFF é definido como a medida mais
elevada de CIM para os isolados sem aquisicdo de mecanismos de resisténcia (tipo
selvagem), neste caso, o ECOFF é de 0,5 mg/L. Isso quer dizer que isolados com CIM
menor ou igual a meio ndo possuem mecanismos de resisténcia detectados e isolados
com CIM maior que 0,5 mg/L possuem algum mecanismo de resisténcia. Os

resultados foram considerados como "tipo selvagem" se o MIC estivesse dentro da
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faixa considerada como tipo selvagem, ou "néo-tipo selvagem™ se o MIC fosse maior

gue essa faixa.

A multirresisténcia (MDR) foi definida como a resisténcia a pelo menos trés
antimicrobianos de diferentes classes de antibidticos, excluindo a tigeciclina, como

proposto por Magiorakos et al. (2012).°°

3.5 Extracdo de DNA e PCR para Identificacao de Genes de Resisténcia

As cepas armazenadas a -80 °C foram reativadas por meio de cultivo em caldo
Luria-Bertani (LB, Oxoid) a 37 °C por 16 h. Posteriormente, o DNA foi extraido
utilizando o kit illustra™ bacteria genomicPrep Mini Spin (GE healthcare, Reino Unido)

de acordo com as recomendacdes do fabricante.

O DNA extraido foi quantificado quanto a concentracdo e pureza utilizando um
espectrofotometro Colibri LB 915 (Berthold Technologies Bioanalytic) e ajustado para
uma concentracdo de 100 ng/uL. O DNA foi entdo armazenado a -20 °C para uso

futuro.

Os ensaios de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) foram realizados em
um termociclador GeneAmp® PCR System 9700 thermal cycler (Applied Biosystems,

USA) ou no termociclador modelo T100™ (Biorad Laboratérios Brasil Ltda).

Cada reacdo de amplificacdo do DNA continha 1 yL de DNA bacteriano, 0,2
mM de dNTPs, 2,0 mM de MgClz, 20 pmol de cada oligonucleotideo iniciador, 1U de
Tag DNA polimerase (Invitrogen™), tampé&o de reacdo 1X e agua Milli-Q (Millipore)

esterilizada para o volume final de 25 pL.

Foram utilizados 5 pL do produto amplificado para observagao em eletroforese
em gel de agarose (Invitrogen™) 1,5% - 2%, preparada em 100 mL de tampéao Tris
Borato EDTA (TBE) a 0,5x (0,445 M Tris: 0,445 M é&cido borico: 0,01 M EDTA em pH
8). Na corrida eletroforética, foi utilizado um marcador de tamanho molecular de 100pb
Ladder (Invitrogen™). Os géis foram corados com a solucéo de 0,8 uL de brometo de
etidio (10mg/mL) e fotografados pelo fotodocumentador LPix Ex (Loccus

Biothecnology).



18

3.5.1 DETECCAO DOS GENES DE BETA-LACTAMASES

Para detectar a presenca dos genes de B-lactamase, realizou-se a técnica de
PCR utilizando iniciadores especificos para amplificar as sequéncias dos seguintes
genes: blaoxa-si-ike, blaoxa-23-ike, blaoxa-24-ike, blaoxa-ss-ike, blaoxa-143-ike € blaoxa-as-iike,
pertencentes a classe D de B-lactamases; blakpc, blaces, blarer e blaves, pertencentes
a classe A de B-lactamases; blamp, blaspm, blaviv € blanowm, pertencentes a classe B
de B-lactamases. Os iniciadores e os protocolos de PCR utilizados estéo descritos no
Quadro 1.

Quadro 1. Lista de oligonucleotideos utilizados como primers para a amplificagéo por
PCR dos genes de 3-lactamase e ISAbal.

Tamanho do
Gene Alvo Sequéncia do Primer (5’ 3’) Referéncia
produto (bp)

B-lactamases Classe D (OXA)

F-TAATGCTTTGATCGGCCTTG
blaoxa-s1 353
R-TGGATTGCACTTCATCTTGG

F-GATCGGATTGGAGAACCAGA

blaoxa-23 501
R-ATTTCTGACCGCATTTCCAT o1
F-GGTTAGTTGGCCCCCTTAAA

blaoxa-24 246
R-AGTTGAGCGAAAAGGGGATT

F-AAGTATTGGGGCTTGTGCTG
blaoxa-ss 599
R-CCCCTCTGCGCTCTACATAC

F-TGGCACTTTCAGCAGTTCCT
blaoxa-143 149 92
R-TAATCTTGAGGGGGCCAACC

F-GCGTGGTTAAGGATGAACAC

blaoxa-4s 438 3
R-CATCAAGTTCAACCCAACCG

B-lactamases Classe A
F-TGTCACTGTATCGCCGTC

b/aKpc 1009 94
R-CTCAGTGCTCTACAGAAAACC

blages F-AGTCGGCTAGACCGGAAG 399 %
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Tamanho do
Gene Alvo Sequéncia do Primer (5’ 3’) Referéncia
produto (bp)

R-TTTGTCCGTGCTCAGGAT

blaves F-CATTTCCCGATGCAAAGCGT
648
R-CGAAGTTTCTTTGGACTCTG
blaper F-GCTCCGATAATGAAAGCGT
520

R-TTCGGCTTGACTCGGCTGA
B-lactamases Classe B

F-GAAGGCGTTTATGTTCATAC

blaimp 587
R-GTATGTTTCAAGAGTGATGC o
F-GTTTGGTCGCATATCGCAAC

blavim 389
R-AATGCGCAGCACCAGGATAG

F-CTGCTTGGATTCATGGGCGC
blaspm 784 97
R-CCTTTTCCGCGACCTTGATC

F-GCAGCTTGTCGGCCATGCGGGC
blanom 782 93
R-GGTCGCGAAGCTGAGCACCGCAT

Sequéncia de insercdo
F-CACGAATGCAGAAGTTG

ISAbal - %8
CGACGAATACTATGACAC

F= forward primer, R= reverse primer, pb = par de base.

3.5.2 SEQUENCIA DE INSERCAO ISABAI

Para investigar a presenca da sequéncia de insercdo ISAbal "upstream"” dos
genes blaoxa-23 € blaoxasi1, foi realizada uma técnica de PCR utilizando o primer
forward ISAbal em combinag&o com o primer reverse blaOXA-51 ou o primer reverse
blaOXA-23 (ver Quadro 1). A PCR foi conduzida de acordo com o protocolo descrito
anteriormente por Segal et al (2005), %8 utilizando a combinacéo de primers descrita
por Turton et al (2006). % A PCR consistiu em uma reagéo de 25 pL de volume final,
com os seguintes reagentes: 2,5 uL de solugdo tamponante 10x com KCI; 0,5 mM de
cada um dos quatro dNTP; 1 uM de cada primer; 1,5 mM de solugao de MgCl2; 50 ng
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de DNA gendmico; 1 U de Taq DNA polimerase (ThermoFisher Scientific) e agua
ultrapura q.s.p 25 pL. O programa de amplificacdo utilizado foi: um ciclo de
desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacéo a
95 °C por 45 segundos, anelamento a 56 °C por 45 segundos e extensdo a 72 °C por
3 minutos, com extensdo final a 72 °C por 7 minutos. As amplificacbes foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%, com brometo de etidio a 0,8%,
sob a voltagem de 6 V/cm por 60 minutos, utilizando o marcador de peso molecular
de 1 kb (ThermoFisher Scientific). O resultado foi observado e fotografado como

descrito no subitem 3.5.

3.5.3 16S RRNA METILTRANSFERASES

A presenca de genes de resisténcia aos aminoglicosideos que codificam 16S
rRNA metiltransferases incluindo armA, npmA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE, rmtF,
rmtG, e rmtH foi investigada em isolados previamente caracterizados como resistentes

aos aminoglicosideos, de acordo com a metodologia descrita por Corréa et al. (2014).
100

A PCR foi realizada em duas multiplex. Na primeira, foram utilizados primers
direcionados aos genes rmtA (F, 5 - AAACTATTCCGCATGGTTC-3 /R, 5 -
TCATGTACACAAGCTCTTTCC-3; 88 bp), rmtC (F, 5 -CAGGGGTTCCAACAAGT-3
IR, 5 -AGAGTATATAGCTTGAACATAAGTAGA-3; 246 bp), rmtD (F, 5 -
TCGTTTCAGCACGTAAAACA-3 /R, 5 -CAGCGCGAAATTCAAAAAGG-3; 652 bp),
rmtG (F, 5 -ACGGAATGCCGCGCGAAGTA-3 /R, 5 -TCTCCGCAAGCAGATCGCCG-
3; 381 bp) e mtH (F, 5 -ATGACCATTGAACAGGCAGC-3 /R, 5 -
AGGGCAAAGGTAAAATCCCA-3; 464 bp). Ja na segunda multiplex, os primers foram
direcionados aos genes armA (F, 5 -ATTTTAGATTTTGGTTGTGGC3 /R, 5 -
ATCTCAGCTCTATCAATATCG-3; 101 bp), npmA (F, 5 -GGGCTATCTAATGTGGTG-
3 /R, 5 -TTTTTATTTCCGCTTCTTCGT-3; 229 bp), mtB (F, 5 -
ACTTTTACAATCCCTCAATAC-3 /R, 5 -AAGTATATAAGTTCTGTTCCG-3; 171 bp),
rmtE (F, 5 -GATGCCGTGTCTGTTACGCCG3 IR, 5 -
ACGTGAACCCACGAGTCCTGC-3; 446 bp) e rmtF (F, 5 -
CGATCCTACTGGGCTCCAT-3 /R, 5 -GGCATAGTGCTTTTCCATGCS; 314 bp).
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Os parametros de ciclagem foram os mesmos para ambas as rea¢des multiplex
e consistiram em desnaturacgéo inicial a 94 °C por 10 min, seguida de 25 ciclos de 94
°C por 45 s, 57 °C por 30 s e 72 °C por 25 s, e uma etapa final de extensdo a 72 °C
por 3 min. As condicfes da reacdo de PCR e a visualizacdo dos fragmentos foram

conduzidas conforme descrito no subitem 3.5

3.6 Tipagem Molecular
3.6.1 PULSED-FIELD GEL ELECTROPHORESIS (PFGE)

A similaridade genética dos isolados de A. baumannii foi investigada utilizando
o PFGE conforme descrito previamente por Seifert et al. (2005), > com algumas

modificacdes.

3.6.1.1 PREPARAGAO DOS PLUGS (LISE DE CELULAS E LAVAGEM)

Os isolados foram cultivados em agar BHI por 18 horas a 37 °C. A partir desses
cultivos, células de cada isolado foram utilizadas para o preparo de suspensdes
bacterianas em 2 mL de NaCl 0,9% estéril. O ajuste da concentracdo celular das
suspensdes foi realizado no espectrometro Colibri (Titertek-Berthold) a 600 nm, com
densidade Optica entre 0,8 a 1,2. Em seguida, 100 puL de cada suspensao ajustada
foram transferidos para microtubos de 1,5 mL e centrifugados a 13000 rpm por 2
minutos. Apds remover toda a fase liquida, as células foram suspensas em 50 uL de
tampéo de suspenséo celular (100 mM Tris:100 mM EDTA, pH final igual a 8). A essa
suspensao celular, foram adicionados 50 pL de agarose CleanCut 2% (BioRad) a 54
°C. Ap6s uma breve homogeneizacéo, todo o volume foi distribuido em moldes de
confeccdo de plugs. Os plugs foram solidificados em temperatura ambiente e, em
seguida, transferidos para 500 pL de tampéo de lise (50 mM Tris; 50 mM EDTA,; pH
final igual a 8), contendo 1% de lauril sarcosinato de sodio e 0,1 mg/mL de proteinase
K.

Posteriormente, foram incubados a 54 °C por 20 horas para permitir a lise das
células no plug de agarose. Apos a lise das células, os plugs foram submetidos a dez
lavagens, com intervalos de 25 minutos entre cada uma delas. As duas primeiras
lavagens foram realizadas com agua Milli-Q a 54 °C, enquanto as demais foram feitas
com TE (10 mM Tris; 1 mM EDTA; pH final da solucéo igual a 8), mantendo-se a
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mesma temperatura. Apos a lavagem, os plugs foram armazenados a 4°C até a etapa
de digestdo do DNA.

3.6.1.2 DIGESTAO DE RESTRICAO (FRAGMENTACAO DO DNA)

Um pedaco de cada plug (4,0 por 5,5 mm) foi cortado com um bisturi e
transferido para um tubo de microcentrifuga, contendo 100 pl de tampé&o de restricao
fornecido com a enzima, contendo 10 U da enzima de restricdo Apal (Thermo
Scientific, EUA). Os tubos foram agitados suavemente, e os plugs foram incubados a
37°C por 24 h. O tampéao de restricao foi removido de cada tubo e substituido por 200
pl de 0,5x TBE (10x TBE 0,89 M Tris, 0,89 M acido bérico e 20 mM EDTA, pH 8,3).
Se os plugs néo fossem utilizados no mesmo dia, eram mantidos durante a noite ou

por alguns dias a 4°C.

3.6.1.3 A ELETROFORESE DO DNA FRAGMENTADO

Apébs serem deixados em temperatura ambiente por 5 minutos, os pedacos de
cada plug foram cuidadosamente posicionados sobre os dentes do pente, seguindo
uma ordem pré determinada. Para determinar os tamanhos dos fragmentos de DNA,
foi utilizado o marcador ProMega-Markers® Lambda Ladders (Promega), que foi
disposto quatro vezes ao longo do pente com o objetivo de normalizar os padrbes

eletroforéticos em todo o gel.

Previamente, eram preparados 150 mL de agarose a 1,5% (Sigma Aldrich) em
TBE a 0.5x%, dos quais cerca de 6 mL destinavam-se a fixagdo dos pedacos de plug e
marcadores nos dentes do pente. Isso era feito pela solidificacdo de 200 uL de
agarose depositadas sobre os referidos pedacos. Apés a fixacdo dos pedacos ao
pente, a proxima etapa envolvia verter todo o restante da agarose em molde
apropriado, seguido da acomodacéo do pente no molde. Apos completa solidificacéo
da agarose, o pente era retirado e o molde desmontado, disponibilizando o gel de
agarose para ser submetido a eletroforese de campo pulsado. O equipamento
utilizado foi o PFGE CHEF-DR® Il (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA) sob as seguintes
condi¢cbes: tampéo TBE 0,5x%, temperatura de 14°C, voltagem de 6 V/cm, um "switch”

inicial de 5 segundos e um "switch" final de 35 segundos, por um periodo de 19 horas.
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O resultado da eletroforese foi visualizado e fotografado usando o fotodocumentador

LPix Ex (Loccus, Brasil).

3.6.1.4 ANALISE DOS PADROES DE BANDAS

A andlise dos padrdes de bandas foi realizada utilizando o software
BioNumerics™ verséo 7.6 (Applied Maths). O coeficiente de similaridade de Dice foi
empregado para calcular a similaridade entre os padrdes de bandas. O dendrograma
foi construido por meio do método UPGMA (Unweighted Pair Group Method using
Arithmetic averages), com uma tolerancia de posi¢éao de banda de 1,0%. Os isolados
com um coeficiente de similaridade de 290% foram considerados como pertencentes

ao mesmo cluster.

3.6.2 MULTILOCUS SEQUENCE TYPING (MLST)

O esquema de tipagem por MLST foi utilizado com base na andlise das
sequéncias das porcdes internas de sete genes housekeeping, conforme descrito
anteriormente por Diancourt et al. (2010). 1t Os genes alvo incluiram cpn60 (quinase
de glicose), fusA (fator de elongacédo EF-G), gltA (citrato sintase), pyrG (CTP sintase),
recA (fator de recombinacdo homdlogo), rpIB (proteina ribossomal 50S L2) e rpoB

(subunidade B da RNA polimerase).

Apos a amplificacéo dos genes por PCR, os produtos foram submetidos a um
procedimento de purificacdo utilizando precipitacdo com etanol. O "amplicon” foi
inicialmente transferido para um microtubo de 1,5 mL previamente identificado, ao
qual foi adicionado 10% do volume de acetato de s6dio 3 M e trés vezes o volume de
etanol absoluto (Merck Chemicals). Os microtubos foram entdo incubados em um
freezer a -80 °C por uma hora para precipitar o DNA. Apéds a incubacao, foram
centrifugados a 16.000 g por 20 minutos e 0 sobrenadante foi descartado. Em seguida,
ao precipitado foi adicionado trés vezes o volume de etanol 70% (Merck Chemicals) e
novamente centrifugado por 20 minutos a 16.000 g. O sobrenadante foi descartado e,
apos a completa secagem do etanol, o DNA purificado foi suspenso em 20 pL de
tampéo TE (Tris 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8.0) e armazenado a -20 °C.

As sequéncias foram obtidas utilizando o kit BigDye Terminator v3.1 (Applied

Biosystems). Para as reag0es de sequenciamento, foram utilizados 1 pL do tampé&o
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de sequenciamento 5x, 1 yL de primer (0,4 uM) foward ou reverse, 1 uL de Big Dye,
2 uL do produto de PCR purificado e 5 pyL de &gua ultrapura g.s.p para completar um
volume final de 10 L. A ciclagem foi realizada com uma etapa de desnaturacgéo inicial
a 96 °C por 1 minuto, seguida por 25 ciclos compostos por desnaturacdo a 96 °C por
15 segundos, anelamento a 50 °C por 15 segundos e extensédo a 60 °C por 4 minutos.
Em seguida, as reacOes a serem sequenciadas foram purificadas por precipitacéo
com etanol e EDTA, seguindo o protocolo descrito por Sambrook & Russel (2001). 192

O sequenciamento foi realizado pelo método de Sanger, utilizando o Analisador
Automatico de DNA modelo Applied Biosystems 3130 (Applied Biosystems-HITACHI).
A andlise das sequéncias foi realizada utilizando o software Accelrys DS Gene 2.0.
Os STs (Sequence Types) dos isolados foram determinados com base nas
sequéncias de alelos disponiveis no website do Instituto Pasteur

(https://pubmist.org/bigsdb?db=pubmist_abaumannii_seqdef). 103

3.7 Sequenciamento completo do genoma (Whole-Genome Shotgun/ WGS)

Quatro isolados representativos (Ab65, 66, 111 e 147) foram submetidos ao
sequenciamento genético completo. O DNA total foi extraido utilizando o kit "bacteria
GenomicPrep Mini Spin Kit" (GE Healthcare®) seguindo as recomendac¢des do
fabricante. Bibliotecas gendmicas foram preparadas utilizando o Illumina DNA Prep
(Hlumina, Inc.) conforme instru¢des do fabricante. A quantificagdo das bibliotecas foi
realizada utilizando o Qubit® dsDNA HS em um instrumento fluorimetro Qubit 2.0
(Invitrogen). O controle de qualidade foi avaliado utilizando o sistema TapeStation
4150 com o kit High Sensitivity D1000 ScreenTape (Agilent Technologies, Inc.),
seguido de agrupamento em concentracdes equimolares. O sequenciamento do

genoma rascunho “draft genome” foi realizado pela plataforma MiSeq™ Illumina.

O sequenciamento envolveu o uso do kit miSeq Reagent v3 (300 ciclos) para
obtencéo de leituras emparelhadas de 2 x 150 pb. O kit NextSeq PhiX Control foi
utilizado para normalizagéo do sequenciamento. A avaliagdo da qualidade, filtragem
das leituras e montagem de novo do genoma foram conduzidas utilizando as
ferramentas FastQC v0.11.5, Trimmomatic v0.39 e SPAdes v3.14.0, disponiveis na
plataforma Galaxy (https://usegalaxy.org/).
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3.7.1 ANALISE BIOINFORMATICA DAS SEQUENCIAS DE “DRAFT GENOME”

Os perfis de cgMLST e a tipagem de MLST baseada no esquema
Pasteur/Oxford foram determinados utilizando o PubMLST. 10 Uma arvore de
abrangéncia minima de perfis alélicos de cgMLST foi construida utilizando o
Grapetree no BacWGSTdb 2.0. %4 Os dados obtidos, em formato de arquivo FASTA,
foram analisados para determinar o resistoma dos isolados utilizando o VRProfile2, 10
ResFinder 4.11% e MobileElementFinder v1.0.3, 1% acessados através do Center for
Genomic  Epidemiology  (https://www.genomicepidemiology.org/services/). O
PlasmidFinder 2.1 (http://cge.cbs.dtu.dk/services/PlasmidFinder/) e o I1Sfinder 1.010°
(https:/lwww-is.biotoul.fr/) foram utilizados para identificar os tipos de replicon de
plasmideos e elementos de sequéncia de insercéo (IS), respectivamente. A analise
do viruloma foi conduzida utilizando o banco de dados Virulence Factors Database
(VFDB)0 (http://www.mgc.ac.cn/cgi-bin/VFs/v5/main.cgi?func=VFanalyzer).

As sequéncias foram depositadas no National Center for Biotechnology
Information (NCBI) sob o bioprojeto PRINA1003529, com as seguintes identifica¢des:
SAMN36892636 (Ab65), SAMN36892637 (Ab66), SAMN36892638 (Abl1ll) e
SAMN36892639 (Ab147).

3.8 Formacéao de Biofilme

A habilidade dos isolados em formar biofilme foi avaliada por meio do ensaio
em placas de poliestireno utilizando o método de coloracdo com cristal violeta,
conforme descrito anteriormente por Hassan et al. (2011). 1! Em resumo, as bactérias
foram isoladas a partir de placas de agar MacConkey e inoculadas em 3 mL de Caldo
Triptona-Soja (TSB, Sigma Aldrich). As culturas foram incubadas a 37 °C por 18 horas
para promover o crescimento bacteriano. Apos a incubacéo, as culturas foram entdo
diluidas 1:100 com meio fresco. Utilizando placas estéreis de cultura de tecido de
fundo plano de poliestireno de 96 pocos (Sigma-Aldrich), foram adicionados 200 pL
das culturas bacterianas diluidas em cada poco individual. Controles negativos
também foram preparados seguindo o mesmo procedimento, com pog¢os de controle
negativo contendo caldo estéril. As placas de cultura foram incubadas a 37 °C por 24
horas para permitir a formacdo de biofilme nas superficies dos pocos. Apds a
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incubacéo, o conteudo de cada poco foi cuidadosamente removido por batidas suaves
para eliminar as bactérias flutuantes e ndo aderentes. Os pogos foram lavados quatro
vezes com 0,2 mL de Tampé&o fosfato-salino (pH 7.2) para remover qualquer residuo
nao aderente. O biofilme formado pelas bactérias aderentes aos pocos foi fixado
utilizando metanol 96% (Exodo Cientifica) por 20min e corado com cristal violeta
(0,1%). O excesso de corante foi removido utilizando dgua deionizada, e as placas
foram deixadas secar a temperatura ambiente. A densidade éptica (OD) do biofilme
aderente e corado foi medida utilizando o equipamento de leitura de ELISA
Spectramax Plus® (Molecular Devices) a um comprimento de onda de 570 nm. O
experimento foi realizado em triplicata e repetido trés vezes para garantir a

reprodutibilidade dos resultados.

A producéo de biofilme foi avaliada seguindo os critérios estabelecidos por
Stepanovic et al. (2007). 2 O valor de corte da densidade optica (ODc) foi
determinado como a média da densidade 6ptica (OD) do controle negativo adicionada
de trés desvios padrdo (DP), utilizando a formula: ODc = média da OD do controle
negativo + (3 x DP do controle negativo). Os resultados foram categorizados em
quatro grupos com base nos valores de OD: (1) forte produtor de biofilme (4 x ODc <
OD); (2) produtor moderado de biofilme (2 x ODc < OD <4 x ODc); (3) produtor fraco
de biofilme (ODc < OD < 2 x ODc); e (4) nao produtor de biofilme (OD < ODc).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas dos Pacientes

Entre maio e outubro de 2020; 86 pacientes hospitalizados com COVID-19
foram diagnosticados com infeccdo nosocomial secundaria causada por A. baumannii.
Dentre eles, 81 (94,18%) receberam o diagnéstico apos pelo menos 48 horas de
internagdo, com uma média de 9 dias entre a admissdo hospitalar e o diagndstico da
infeccdo. Os outros 5 pacientes (5,81%) foram diagnosticados no primeiro dia de
internacdo, mas inicialmente buscaram atendimento em unidades de pronto
atendimento publicas antes de serem encaminhados ao hospital. Quatro desses
pacientes foram admitidos na mesma unidade de emergéncia. A maioria dos

pacientes (63%) eram do sexo masculino, com idade média de 63,5 anos (DP=13,81).

A maioria dos pacientes (86,04%) apresentava comorbidades, com uma média
de 2 comorbidades por paciente. As comorbidades mais frequentemente relatadas
foram hipertenséo arterial sistémica (59,30%) e diabetes (43,02%). O tempo médio de
internacao foi de 26 dias, e praticamente todos os pacientes (99%) necessitaram de
ventilacdo mecanica invasiva, intubacdo orotraqueal e internacdo em UTI. A taxa de
letalidade foi de 63,95%. Todos os pacientes receberam pelo menos um antibiético,
sendo que 51 (59,30%) receberam ceftriaxona e/ou azitromicina como terapia
empirica, e 39 (45,34%) ja haviam sido tratados com carbapenémicos antes do
isolamento de A. baumannii. Apds o diagndstico de infeccdo por A. baumannii, 59
pacientes (68,60%) receberam terapia subsequente com polimixina E e 10 (11,62%)

com polimixina B.

Dos 86 pacientes avaliados, 39 (45,34%) apresentaram culturas
monomicrobianas, nas quais somente A. baumannii foi identificado. Dentre esses
pacientes, 27 (69,23%) vieram a o6bito. Desse total, 10 (37,03%) foram atribuidas a
septicemia, 8 (29,63%) a infeccdo por coronavirus, 7 (25,92%) a choque néo
especificado e 2 (7,40%) a choque séptico. Importante ressaltar que entre 0s
pacientes com infeccbes monomicrobianas que vieram a Obito, complicacdes
associadas a PAV foram confirmadas em 7 (17,94%) pacientes, sendo que 2 (28,57%)

destes também apresentavam focos urinarios.
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A Tabela 1 apresenta as caracteristicas clinicas e demograficas da populacdo

estudada.

Tabela 1. Caracteristicas clinicas e demogréficas da populacéo estudada

Caracteristicas Pacientes
n= 86

Idade, anos, média (DP) 63.5(13.81)

Género, masculino, n (%) 54 (62.79)

Presenca de comorbidades, n 74 (86.04)

(%)

Numero de comorbidades, 2(2)

mediana (AIQ)

Comorbidades, n (%) Hipertensao Arterial 51 (59.30)
Sistémica
Diabetes 37 (43.02)
Obesidade 23 (26.74)
Doencga Cardiovascular? 20 (23.25)
Dislipidemia 8 (9.30)
Hipotiroidismo 8 (9.30)
Doenca Pulmonar 4 (4.65)
Obstrutiva Crénica
Doenca Renal Cronica 5 (5.81)
Disturbios Psiquiatricos 7 (8.13)
Cancer 3 (3.48)

Tempo de permanéncia no 26 (16,75)

hospital, dias, mediana (AIQ)

Tempo de permanéncia na UTI, 23 (13)

dias, mediana (AIQ)

Ala de admisséao, n (%) UTI 85 (99)

Ventilacdo Mecénica, n (%) 85 (99)



Caracteristicas Pacientes
n= 86

Intubagéo orotraqueal, n (%) 85 (99)

Traqueostomia, n (%) 32 (37,20)

Hospitalizacao antes da 9 (8,75)

infeccao, dias, mediana (AIQ)

Mortes, n (%) 55 (63,95)

Mortes em infeccéo
polimicrobiana, n (%)
Mortes em infeccéo

monomicrobiana, n (%)

Antibiético usado antes da

infecgé@o por Ab, n (%)

Antibiotico usado depois da
infeccdo por Ab, n (%)

Ceftriaxona
Vancomicina
Azitromcina
Meropenem

Piperacillina/Tazobactam

Polimixina E (Colistina)
Vancomicina
Meropenem

Amicacina

Levofloxacino

Polimixina B
Piperacillina/Tazobactam

Linezolida

31 (59,57%)

25 (69,23%)

48 (55,81)
46 (53,48)
45 (52,32)
39 (45,34)
37 (43,02)

59 (68,60)
48 (55,81)
24 (27,90)
18 (20,93)
13 (15,11)
10 (11,62)
6 (6,97)

5 (5,81)

n, numero; %, porcentagem; DP, desvio padréo; AlQ, Amplitude Interquartil; UTI, Unidade
de Terapia Intensiva. 2 Doenca Cardiovascular inclui Doenca Arterial Coronariana, Arritmia
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Cardiaca, Insuficiéncia Cardiaca, Trombose Venosa Profunda e Acidente Vascular Cerebral.
Ab, A. baumannii.

4.2 Caracteristicas das Culturas

A maioria dos isolados foram recuperados de aspirado traqueal (85,7%, n = 78),
seguido por urina (8,79%, n = 8), sangue (4,39%, n = 4) e liquido pleural (1%, n = 1)
(Tabela 2). Culturas polimicrobianas foram identificadas em 50 amostras (54,94%),
totalizando 62 microrganismos, incluindo Pseudomonas aeruginosa (16/25.80%),
Staphylococcus aureus (16/25,80%), Klebsiella pneumoniae (11/17,74%),
Enterococcus faecalis (5/8,06%), Escherichia coli (2/3,22%), Klebsiella oxytoca
(2/3,22%), Staphylococcus epidermidis (2/3,22%), Stenotrophomonas maltophilia
(2/3,22%), Candida albicans (2/3,22%), Candida spp. (1/1,61%), Enterobacter cloacae
(1/1,61%), Klebsiella aerogenes (1/1,61%) e Staphylococcus haemolyticus (1/1,61%).

A susceptibilidade aos antibi6ticos foi avaliada em todos os isolados que foram
identificados em associagdo com A. baumannii. Entre os 16 isolados de P. aeruginosa,
14 (87,5%) apresentaram sensibilidade a todos os antibiéticos testados, enquanto 2
(12,5%) apresentaram resisténcia a cefepima, ceftazidima e piperacilina/tazobactam.
Entre os 11 isolados de K. pneumoniae, 6 (54,54%) apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos (ertapenem, imipenem e meropenem), no entanto, todos foram
suscetiveis & amicacina. Dos 16 isolados de S. aureus, todos exibiram sensibilidade
a gentamicina, linezolida, sulfametoxazol/trimetoprim, teicoplanina e vancomicina. No
entanto, quatro (25%) desses isolados demonstraram resisténcia concomitantemente
a oxacilina, ciprofloxacino, levofloxacino, azitromicina e clindamicina. Todos eram

resistentes a azitromicina e 15 (93,75%) eram resistentes a clindamicina.

Informacgfes adicionais sobre os antibidticos testados e outros resultados de
susceptibilidade podem ser encontrados na Figura 1.

Tabela 2. Caracteristicas das amostras clinicas e culturas polimicrobianas.

Caracteristicas Isolados n=91

Amostras Clinicas, n (%)
Aspirado Traqueal 78 (85,71)
Urina 8 (8,79)
Sangue 4 (4,39)
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Fluido Pleural 1(1,09)
Culturas Polimicrobianas, n (%) 50 (54,94)
Aspirado Traqueal
P. aeruginosa 11 (22%)
P. aeruginosa + K. pneumoniae 3 (6%)
P. aeruginosa + E. cloacae 1 (2%)
P. aeruginosa + E. coli 1 (2%)
K. pneumoniae 3 (6%)
K. pneumoniae + S. aureus 3 (6%)
S. aureus 13 (26%)
E. faecalis 2 (4%)
E. faecalis + S. epidermidis 1 (2%)
E. faecalis + S. maltophylia 1 (2%)
C. albicans 2 (4%)
K. oxytoca 1 (2%)
K. oxytoca + S. maltophylia 1 (2%)
E. coli 1 (2%)
K. aerogenes 1 (2%)
S. epidermidis 1 (2%)
Urina
Candida ssp. 1 (2%)
K. pneumoniae 1 (2%)
Sangue
K. pneumoniae + E. faecalis 1 (2%)
Fluido Pleural
S. haemolyticus 1 (2%)

n, nimero; %, porcentagem.

4.3 Teste de Suscetibilidade aos Antimicrobianos

Todos os 91 isolados de A. baumannii (100%) apresentaram o fendétipo de
multirresisténcia  (MDR), com  resisténcia a meropenem, imipenem,
piperacilina/tazobactam, ceftazidima, cefepima, ceftriaxona e ciprofloxacino. A
resisténcia a gentamicina foi detectada em 90 isolados (98,9%), e a amicacina em 71
(78,02%). Entre os 71 isolados testados para Ampicilina/Sulbactam, 58 (81,69%)

apresentaram resisténcia. Todos os isolados testados foram classificados como tipo
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nao selvagem para tigeciclina, com valores de Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
acima do limite de corte (ECOFF) de 0,5 mg/L. Entre os 85 isolados testados, 16
(18,82%) apresentaram CIM de 2 mg/L, 63 (74,11%) exibiram CIM de 4 mg/L, e 6
(7,05%) tiveram CIM > 4 mg/L. A polimixina B foi o Unico antibiotico ao qual todos os

isolados mostraram suscetibilidade (Tabela 3).



Figura 1. Perfil de susceptibilidade aos antibidticos das bactérias isoladas em

associacdo com A. baumannii.
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faecalis,
Enterococcus faecalis; E. coli, Escherichia coli; K. oxytoca, Klebsiella oxytoca; S. epidermidis,
Staphylococcus epidermidis; S. maltophylia, Stenotrophomonas maltophilia; K. aerogenes, Klebsiella
aerogenes; S. haemolyticus, Staphylococcus haemolyticus; E. cloacae, Enterobacter cloacae;
Macrolideos: AZM - Azitromicina; Lincosamidas: CLI — Clindamicina; Fluoroquinolonas: CIP -
Ciprofloxacino, LEV - Levofloxacino; Aminoglicosideos: AK - Amicacina, CN — Gentamicina;
Oxazolidinonas: LZD — Linezolida; Rifamicinas: RIF — Rifampicina; Lipopeptideos: DAP — Daptomicina;
Sulfonamidas: SXT - Sulfametoxazol/Trimetoprima; Glicopeptideos: TEI - Teicoplanina, VAN —
Vancomicina; Carbapenémicos: ETP - Ertapenem, IMI - Imipenem, MER — Meropenem; Cefalosporina
de quarta geracdo: FEP — Cefepima; Cefalosporina de terceira geracdo com inibidor de beta-lactamase:
CAVI - Ceftazidima/Avibactam; Cefalosporina de terceira geracdo: CAZ - Ceftazidima, CRO -

PTZ

Piperacilina/tazobactam; Penicilinas: AMP - Ampicilina, PEN — Penicilina, OXA — Oxacilina; Tetraciclina:
TIG - Tigeciclina; Polimixina: PB - Polimixina B; Verde claro: Sensivel (S); Verde moderado:
Intermediario (1); Verde escuro: Resistente (R).



Tabela 3. Perfil de suscetibilidade aos antibioticos em 91 isolados de A. baumannii

N° de N° de
Antibiéticos isolados isolados nao S (%) I (%) R (%) CIM>0.5
testados testados molL
Antibidticos beta-
lactdmicos/inibidores enzimaticos
Ampicillina/Sulbactam (SAM) 71 20 1(1,4) 12 (16,9) 58 (81,69) -
Piperacillina/Tazobactam (PTZ) 91 0 0 0 91 (100) -
Cefalosporinas
Ceftazidima (CAZ) 91 0 0 0 91 (100) -
Cefepima (FEP) 91 0 0 0 91 (100) -
Ceftriaxona (CRO) 53 38 0 0 53 (100) -
Carbapenémicos
Imipenem (IPM) 91 0 0 0 91 (100) -
Meropenem (MER) 91 0 0 0 91 (100) -
Aminoglicosideos
Amicacina (AK) 91 0 4 (4.39) 16 (17.58) 71 (78.02) -
Gentamicina (CN) 91 0 1(1.09) 0 90 (98.9) -
Fluoroquinolonas
Ciprofloxacino (CIP) 91 0 0 0 91 (100) -

Tetraciclinas



N° de N° de
. _ _ CIM>05
Antibioticos isolados isolados nao S (%) I (%) R (%) n
m

testados testados J
Tigeciclina (TIG) 85 6 - - - 85 (100)
Polimixina
Polimixina B (PB) 91 0 91 (100) 0 0 -

n, numero; %, porcentagem; S, Suscetivel; |, suscetivel, Intermediario; R, Resistente; CIM, Concentracao Inibitéria Minima.
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4.4 Genes de Resisténcia

Todos os isolados apresentaram 0s genes blaoxa-si-ike € blaoxa-2s-ike. Além
disso, ndo foram detectados outros genes determinantes para a produgcao de
carbapenemases. Nas reacdes de PCR utilizando primers ISAbal-OXA-23-like, houve
a amplificacdo de um fragmento em todos os isolados, indicando a presenca do gene
OXA-23 com a sequéncia de insercdo ISAbal localizada a montante dele. Ja na PCR
utilizando primers ISAbal-OXA-51-like, foi obtido um fragmento em 19 (20,87%) dos
isolados. Adicionalmente, nenhum dos isolados foi encontrado portando 16S rRNA

metiltransferases.

4.5 Tipagem Molecular

A técnica de PFGE revelou uma diversidade de pulso-tipos entre os 91 isolados
de A. baumannii analisados. Esses isolados foram classificados em 28 pulso-tipos
diferentes. Dentre eles, apenas 16 (17,58%) ndo apresentaram agrupamentos com
outros isolados e mostraram perfis genéticos distintos dos demais. A maior parte dos
isolados, ou seja, 75 (82,41%), foi distribuida nos 12 pulso-tipos restantes, sugerindo

a ocorréncia de similaridade genética.

Clusters incluindo multiplos isolados foram nomeados de A a L. Os clusters F,
D, A, L e E foram os que incluiram maior nimero de isolados, correspondendo a
23,07% (n = 21), 18,68% (n = 17), 9,89% (n =9), 9,89% (n = 9) e 4,39% (n = 4) dos
isolados, respectivamente. Totalizando 65,92% dos isolados. O dendrograma que

ilustra esses resultados esta apresentado na Figura 2.

Além disso, o PFGE também demonstrou que 19 (20,87%) isolados nos quais
foi detectada a presenca do elemento genético ISAbal a montante do gene blaoxa-si,
17 (89,47%) pertenciam ao mesmo pulso-tipo (cluster D). Os outros dois isolados
(Ab66 e 137) ndo foram agrupados com nenhum outro isolado, mas estavam acima

desse cluster no dendrograma, sugerindo uma relagéo genética proxima.
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Figura 2. Dendrograma obtido a partir da tipagem Apal-PFGE dos 91 isolados de A. baumannii.
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O dendrograma foi construido usando Otimizacdo 0% e Tolerancia 1%. AK, amicacina; SAM,
ampicilina-sulbactam; FEP, cefepima; CAZ, ceftazidima; CRO, ceftriaxona; CIP, ciprofloxacino;
CN, gentamicina; IPM, imipenem; MER, meropenem; PTZ, piperacilina-tazobactam; PB,
polimixina B; Perfil de Suscetibilidade a Antimicrobianos: Quadrados em verde escuro,
resisténcia; Verde médio, intermediario; Verde claro, suscetibilidade; Branco, ndo testado.

Com base na andlise de MLST, foi observada uma menor diversidade genética
em comparacdo ao PFGE. Foram identificados quatro STs distintos, sendo eles ST1,
ST15, ST730 e ST79, representando 56,04% (n = 51), 37,36% (n = 34), 5,49% (n = 5)
e 1,09% (n = 1) dos isolados, respectivamente. Todos os isolados pertencentes ao
mesmo cluster de PFGE compartilharam o mesmo ST. Isso indica uma relagéo clonal
e confirmacdo das andlises realizadas, uma vez que todos os isolados do mesmo
cluster de PFGE compartilharam o mesmo ST. A maioria dos isolados ST15 foi
agrupada em quatro clusters (A-D), enquanto a maioria dos isolados ST1 foi agrupada
em sete clusters (F-L). Também foi observada a presenca de isolados com padrbes
de bandas idénticos (Figura 2).

4.6 Formacao de Biofilme

Dos 91 isolados de A. baumannii, 78 (85,71%) foram considerados produtores
de biofilme. Dentre esses, 43 (55,12%) foram classificados como produtores de
biofilme fraco, 20 (25,64%) moderado e 15 (19,23%) forte.

4.7 Analise de WGS (Whole Genome Sequencing)

As analises gendmicas revelaram que o tamanho médio do genoma é de 3,8
Mb, com uma média de 53,5 contigs. Além disso, todos os isolados apresentaram um
contetdo G+C médio de 39,05%. Um resumo das caracteristicas dos genomas
sequenciados de A. baumannii (Ab65, Ab111, Ab147 e Ab66) é apresentado no
Apéndice A.

Utilizando o PubMLST, confirmamos que o isolado Ab66 pertence ao ST15 de
acordo com o esquema de Pasteur (°2%) e ST236 de acordo com o esquema de Oxford.
Ja os isolados Ab65, Ab111 e Ab147 foram identificadas como ST1P2s, No entanto, no

esquema de Oxford, esses isolados foram classificados como ST231 ou ST1604.
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Essa discrepancia na classificacdo ocorreu devido a sequéncias duplicadas de gdhB,

um problema conhecido no esquema de MLST de Oxford (Apéndice B).

Em relagdo a analise de cgMLST, trés isolados ST1P2s (Ab65, Ab111 e Ab147)
compartilharam o mesmo cgST851, enquanto o isolado Ab66- ST15P2s foi identificado
como cgST801. No entanto, foram identificadas variagbes em tipos especificos de
alelos nos loci de cgMLST. O isolado Ab65 apresentou um alelo diferente em
comparacao com Ab147, e ambos exibiram 36 alelos diferentes em comparacédo com
Abl111l (Figura 3). Notavelmente, Ab66 demonstrou um perfil genético distinto dos
demais, diferindo em 2300 alelos, conforme revelado pela analise de sequéncia de
2390 genes-alvo de cgMLST. Isso indica uma maior diversidade genética e possivel
evolucdo independente de Ab66 em relacédo aos outros isolados.

Figura 3. Arvore de abrangéncia minima construida com base na anélise de cgMLST
para os isolados Ab65, Ab66, Abl11l e Ab147.

ID

[l AB111
[[]AB147
[ AB65
[ ]AB66

®o—o o

Os numeros nas linhas ilustram o nimero de diferencas alélicas entre os isolados. A
arvore filogenética foi gerada e visualizada utilizando o Grapetree no BacWGSTdb
(http://bacdb.cn/BacWGSTdb/).

Foram identificados genes determinantes de resisténcia a classes especificas
de antibidticos. Todos os isolados carregam os mesmos genes de [-lactamases,
especificamente blaoxa-23 e blaapc-2s (AmpC). Nos trés isolados ST1, foi detectado o
alelo blaoxa-ss, uma variante do gene blaoxa-si-ike que € intrinseco, enquanto ST15
apresentou o0 alelo blaoxasi. Esses genes de B-lactamase estdo localizados no

cromossomao.
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Adicionalmente, foram encontrados outros genes de resisténcia, incluindo
determinantes de resisténcia aos aminoglicosideos (aph(3')-la, ant(3")-lic, aadA,
aac(3)-la, aac(6')-Ib") e de resisténcia a sulfonamidas sull. Notavelmente, genes que
codificam trés familias de bombas de efluxo clinicamente relevantes foram
identificados: bombas de resisténcia-nodulacdo e divisao celular (RND) (adeABCRS,
adeFGHL, adelJK), bomba de baixa resisténcia a multiplas drogas (SMR) (abeS) e
bombas da superfamilia de facilitadores principais (MFS) (AmvA, AbaF, AbaQ,
qgacEA1, cmiBl). Essas bombas de efluxo contribuem para a resisténcia contra
multiplos antibioticos. Além disso, a cepa Ab66 carregava os genes mph(E) e msr(E),
que conferem resisténcia aos macrolideos, lincosamidas e estreptogramina B.
Também foram observadas mutac6es em gyrA (S81L) e parC (S84L, V104I, D105E),
gue podem conferir resisténcia ao inibir a ligacédo de fluoroguinolonas as enzimas DNA
girase e topoisomerase. O Apéndice C apresenta uma lista abrangente dos genes de

resisténcia identificados.

ISAbal e ISAba33 foram identificados em todos os quatro isolados, e Th6018
foi detectado no mesmo contig dos genes aadAl, qack, aac(3)-la e sull nos isolados
Ab65, Ab111 e Ab147. Nao foram encontrados plasmideos especificos; no entanto,
de acordo com a andlise do VRProfile, esses genes estao associados a um plasmideo
nos isolados Ab65 e Ab147.

A presenca de genes de viruléncia especificos do Banco de Dados de Fatores
de Viruléncia de Acinetobacter (VFDB) foi investigada. Os resultados estédo
apresentados no Apéndice D, evidenciando que todos os quatro isolados
compartilham os mesmos genes. Varios fatores associados a formacdo de biofilme
em A. baumannii foram identificados, incluindo o sistema de montagem de pili usher-
chaperone CsuA/BABCDE, o sistema de dois componentes BfmS/BfmR, a proteina
de membrana externa OmpA, a proteina associada ao biofilme (bap) e o complexo de
proteinas PgaABCD necessarias para a sintese de poli-beta-1-6-N-acetilglucosamina
(PNAG). Além disso, o cluster de genes Acinetobactin e o gene hemO, envolvidos na
captacao de ferro, foram encontrados em todas os isolados. Foram detectados genes
que codificam as enzimas fosfolipases C e D, o sistema de percepcao de quorum

abal/abaR e o0 gene associado a resisténcia ao soro PbpG.
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5 DISCUSSAO

O atual cenério da saude publica, marcado pela pandemia de COVID-19, trouxe
a tona preocupacdes crescentes acerca das infec¢des relacionadas a assisténcia a
saude (IRAS) e da resisténcia bacteriana aos antibioticos. Durante a pandemia,
observou-se que pacientes com COVID-19 grave, principalmente os admitidos em
UTI, eram vulneraveis a infeccbes bacterianas secundarias, que resultavam em
complicacbes importantes e aumento da mortalidade. Além disso, a VM, um
procedimento terapéutico comumente realizado nas UTIs durante o tratamento da
COVID-19, é a principal causa de pneumonia adquirida no hospital, ampliando, dessa

forma, o risco de infec¢cbes bacterianas. 32133

Considerando-se que durante a pandemia de COVID-19, poucos estudos no
Brasil se dedicaram a investigar infeccées bacterianas secundarias 113, iniciamos esse
estudo, visando descrever as caracteristicas clinicas de pacientes com COVID-19
assistidos no HB que desenvolveram infec¢cdo secundaria por A. baumannii. Além
disso, procuramos caracterizar os isolados quanto ao seu perfil de suscetibilidade a
antibiéticos, aos determinantes de resisténcia aos carbapenémicos e a sua relagcédo
clonal. A escolha por estudar essa espécie baseia-se no fato de ser uma das bactérias
mais frequentemente isoladas em pacientes com COVID-19, sendo responsavel por
diversos surtos de infeccdo durante a pandemia em varios paises, incluindo o Brasil,
México, Estados Unidos, Japdo*, Suica’® e Espanha. 4’ Além disso, relatos indicam
um aumento significativo na incidéncia de infec¢des por A. baumannii multirresistentes

durante a pandemia de COVID-19 em comparacédo com o periodo pré-pandémico 4.

A. baumannii foi identificado como o principal patégeno responsavel por
infeccOes respiratdrias e na corrente sanguinea em pacientes com COVID-19. 115116
No Brasil, um estudo realizado em cinco UTIs no estado do Rio de Janeiro, revelou
um aumento significativo nessas infec¢des durante a pandemia, atingindo o pico em
junho de 2020, quando o Brasil se tornou o epicentro da COVID-19. > Da mesma
forma, Istambul, Turquia, também experimentou taxas elevadas em 2021 14, Anélises
recentes da Rede Europeia de Vigilancia de Resisténcia Antimicrobiana (EARS-Net)
sugerem que os paises da Unido Europeia, onde mais de 50% dos isolados de

Acinetobacter spp. ja eram resistentes a carbapenémicos antes da pandemia de
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COVID-19, enfrentaram desafios significativos no controle da disseminacdo desse

patégeno durante a pandemia. 117

Quase a totalidade dos pacientes (99%) com COVID-19 e infec¢do secundaria
por A. baumannii incluidos neste estudo encontrava-se internada em UTI e sob VM.
De fato, o trato respiratério inferior figura como um dos sitios mais frequentemente
acometidos por infecgées secundarias em pacientes com COVID-19 grave. 18 A
presenca de comorbidades foi uma caracteristica preponderante, sendo observada na
maioria dos pacientes, com destaque para a combinacdo de HAS, obesidade e
diabetes, que é descrita no contexto brasileiro como as comorbidades mais prevalente
entre pacientes com COVID-19. 1%°

Além disso, a presenca dessas comorbidades tem demonstrado uma
associacao substancial com o desenvolvimento de formas graves da doenca. Essas
condi¢des comorbidas tém sido correlacionadas com alteragdes adversas na resposta
imunologica, a promocdo de estados inflamatorios cronicos. Isso, por sua vez,
intensifica a resposta inflamatéria ao virus SARS-CoV-2. 120 A elevada taxa de
letalidade observada nesses pacientes esta em consonancia com outros relatos que
associaram infeccGes secundarias ao aumento do risco de Obito. 12121122
Especificamente, surtos de IRAS causados por A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos em UTIs sdo reconhecidos como um fator de risco significativo que

contribui para o aumento da mortalidade. 123124

Todos os isolados de A. baumannii incluidos neste estudo foram identificados
como MDR, apresentando resisténcia aos principais antibiéticos recomendados para
o tratamento de infec¢cbes graves por bactérias Gram-negativas, tais como
cefalosporinas de terceira geracdo, carbapenémicos e fluoroquinolonas, sendo
sensiveis apenas as polimixinas. Pesquisas realizadas na América Latina, incluindo o
Brasil, demonstraram que isolados de A. baumannii com esse perfil de
multirresisténcia sdo comuns nessa regido. 283032125 |sso representa um desafio
significativo, uma vez que a terapia com polimixinas esta associada a nefrotoxicidade

e ao desenvolvimento de resisténcia. 3 Quanto a tigeciclina, um antibiético

frequentemente utilizado em combinacéo com a colistina, 126 sua eficacia é limitada no
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tratamento de bacteremias e infec¢gdes na corrente sanguinea, havendo relatos de

desenvolvimento de resisténcia durante o tratamento. 8

A maior parte dos isolados de A. baumanni foi recuperada de culturas
polimicrobianas, ou seja, em associacdo com outros microrganismos. De fato, A.
baumanni é frequentemente encontrado em infec¢des polimicrobianas. 2/12°  No
entanto, existe uma hipotese que considera A. baumannii como verdadeiro agente
apenas em infeccbes monomicrobianas, enquanto seu isolamento a partir de culturas
polimicrobianas pode representar colonizacdo. Os outros microrganismos, geralmente
mais suscetiveis aos antimicrobianos e com maior probabilidade de serem sensiveis
aos antibiéticos usados na terapia empirica, provavelmente representam o verdadeiro
patdogeno causador da infeccdo. Isso pode resultar em maior falha no tratamento
quando as infeccdes sdo causadas apenas por A. baumannii multirresistente, 128130
Essa hipotese foi confirmada por Karakonstantis e Kritsotakis (2021)!3%, que
identificaram menor mortalidade associada a infec¢des polimicrobianas envolvendo
A. baumanni em comparacdo com infeccdes monomicrobianas. Em nosso estudo, a
letalidade em infec¢cdes polimicrobianas foi de 59,57%, enquanto em infeccbes

monomicrobianas foi de 69,23%.

S. aureus, P. aeruginosa e K. pneumoniae foram as espécies mais
frequentemente encontradas em associacdo com A. baumannii. Essas bactérias sao
importantes agentes de PAV %2, e sua presenca em associacdo com A. baumanni em
pneumonias polimicrobianas ja foi relatada. *3313* A maior parte dos isolados de P.
aeruginosa apresentou sensibilidade a antibiéticos clinicamente importantes, como
piperacilina/tazobactam, ceftazidima e cefepima, e todos foram sensiveis ao
meropenem. Em relagdo ao S. aureus, quatro isolados foram identificados como
MRSA (“meticillin resistant S. aureus”), no entanto, todos os isolados demonstraram
sensibilidade a agentes comumente utilizados no tratamento de infecgcdes graves
causadas por bactérias Gram-positivas, como linezolida e vancomicina. Além disso, é
importante notar que, entre os 11 isolados de K. pneumoniae encontrados, uma
parcela significativa (54,54%) apresentou resisténcia aos carbapenémicos. Esses
resultados corroboram a hipétese discutida anteriormente, destacando a necessidade

crucial de uma gestao adequada do uso de antimicrobianos e a implementacao de
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abordagens de tratamento personalizadas, que levem em consideracdo a

complexidade das infeccdes e a importancia de diagndésticos precisos. 13°

Em todos os isolados deste estudo, foram identificados os genes blaoxa-s1-ike €
blaoxa-23-ike. O gene blaoxasi-ike, que codifica uma beta-lactamase que confere
resisténcia a benzilpenicilina, ampicilina, ticarcilina e piperacilina, & intrinseco e
localizado no cromossomo de A. baumannii. 136 Por outro lado, o gene blaoxa-23-ike €
amplamente reconhecido como um importante determinante adquirido de resisténcia
aos carbapenémicos. ° A presenca da sequéncia de insercdo ISAbal, identificada a
montante do gene blaoxa-2ziike em todos os isolados, determina a superexpressao
desse gene codificador de carbapenemase. >> No entanto, em relagdo ao gene blaoxa-
s1-ike, @ OCOrréncia dessa associacdo foi observada apenas em alguns isolados. O
gene blaoxa-si-ike cOnfere resisténcia aos carbapenémicos somente quando associado
a elementos de insergéo tipo ISAbal ou ISAba9, localizados upstream ao gene,

agindo como forte promotor transcricional. *°

A tipagem molecular por PFGE revelou uma diversidade de perfis genéticos
entre os isolados, que foram organizados em 12 clusters (agrupamentos) distintos.
Em alguns desses clusters, foram identificados isolados idénticos, ou seja, que
compartilhavam 100% de similaridade com pelo menos um isolado proveniente de
pacientes diferentes. Isso indica claramente a transmissdo de A. baumannii entre
pacientes durante o periodo de estudo. E notavel que linhagens idénticas tenham sido
isoladas de amostras coletadas de pacientes diferentes, em datas espacadas entre
94 a 145 dias, o que destaca a capacidade dessas linhagens de persistir no ambiente
hospitalar. Adicionalmente, observou-se o isolamento de A. baumannii com perfis
genéticos distintos em quatro pacientes (44, 54, 74 e 79) evidenciando que o0s
pacientes podem ser infectados por diferentes linhagens ao longo de sua permanéncia

hospitalar.

Além disso, identificamos dois pacientes com isolados obtidos do aspirado
traqueal em momentos distintos. O paciente 20 apresentou dois isolados altamente
correlacionados, coletados com um intervalo de 42 dias entre si, evidenciando uma

infecc@o de longa duracdo. Ja o paciente 44 teve isolados diferentes coletados com
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um intervalo de 14 dias entre eles, sendo um desses isolados associado a um isolado

de outro paciente (cluster B).

Durante a pandemia, o aumento da capacidade de leitos, impulsionado pela
disseminacédo generalizada do SARS-CoV-2, dificultou o isolamento dos pacientes
como estratégia preventiva para o controle de infecgdes. Além disso, a priorizagédo da
autoprotecdo dos profissionais de saude contra infecgbes virais inevitavelmente
comprometeu a adesdo aos protocolos padronizados para a manipulacdo de
pacientes. 137 A. baumanni é uma espécie reconhecida pela habilidade de permanecer
por periodos prolongados no ambiente hospitalar devido a sua capacidade de
formacdo de biofime em diferentes materiais, conferindo alta resisténcia a
dessecacdo. Essa caracteristica permite a colonizacdo de equipamentos médicos,
como tubos endotraqueais ou cateteres venosos centrais, aumentando assim a sua
persisténcia e facilitando a transmissédo entre pacientes. 123138 Estudos recentes
também demostraram que A. baumannii produtores de biofilme sdo comumente

isolados em UTls. 139140

Em relacdo a tipagem por MLST, os isolados identificados como ST15
agruparam-se nos clusters A a D, ST730 no cluster E e ST1 nos clusters Fa L. STl e
ST15, que sdo os mais prevalentes neste estudo, pertencem ao clone internacional |
(CI-1) e ao complexo clonal 15 (CC15). Esses STs, juntamente com o ST79 (CC79),
tém sido identificados como os principais clones de A. baumannii produtores de OXA-
23 mais disseminados em hospitais brasileiros. 7141 Embora tenha sido identificado
apenas um isolado de A. baumannii ST79 neste estudo, € interessante observar que
cinco isolados de ST730 foram identificados. O ST730 representa uma variacdo de
apenas um locus em relacdo ao clone de alto risco ST79, que é responsavel pela
disseminacdo de OXA-23 na América Latina. Esse resultado sugere a possivel

persisténcia do ST730 em hospitais brasileiros desde sua primeira detec¢cdo em 2014.
142

A andlise de MLST desempenhou um papel importante ao mostrar que 0s
clones ST1 e ST15, que ja circulavam no Brasil antes da pandemia, foram os mesmos
detectados em nossa instituicdo durante o periodo pandémico. Embora os STs

prevalentes possam variar entre diferentes regides geograficas, a persisténcia de
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clones relevantes & uma caracteristica comum em varias localidades. No entanto, &
importante enfatizar que novos clones com potencial para se estabelecer e se
tornarem endémicos podem emergir. Por exemplo, isolados do clone internacional Il
(CI-2), amplamente disseminado em varias regiées do mundo, mas pouco comum no
Brasil e na América Latina 457981143144 "foram introduzidos em um hospital no estado
de S&o Paulo. Isso resultou em um surto significativo de infec¢gées durante a primeira
onda de COVID-19 no Brasil. 113

E notavel que os ST25 e ST113, que fazem parte do CC113 e também est&o
presentes no Brasil '8, ndo tenham sido identificados em nosso estudo. Embora
existam poucos estudos sobre a relagdo clonal de isolados de A. baumannii de
pacientes com COVID-19, nossos resultados estdo de acordo com outros estudos que
relataram uma transmissdo clonal significativa intra-hospitalar de linhagens

endémicas de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos. 79:145-147

A analise do genoma completo de quatro isolados mostrou a presenca de
genes que codificam resisténcia contra aminoglicosideos, sulfonamidas, macrolideos,
cloranfenicol e fluoroquinolonas, bem como o0s genes que codificam as
carbapenemases OXA-23 e OXA-51. No entanto, a andlise das sequéncias nao
permitiu identificar a posicdo exata de ISAbal nos isolados, como ocorreu com 0 uso
da técnica de PCR. Essa dificuldade pode ser atribuida aos desafios causados pela
presenca de sequéncias de inser¢cdo durante o processo de montagem do genoma.
Durante as etapas iniciais da montagem, os elementos IS, encontrados em varias
copias, sdo frequentemente agrupados em um Uunico contig, representando a
sequéncia completa do elemento IS. Os contigs sao fragmentados nas localizacbes
dos elementos IS, e as sequéncias de leituras que abrangem a jungédo entre a
sequéncia cromossomica e as sequéncias IS se estendem por algumas poucas bases
na sequéncia. Como resultado, a identificagdo das extremidades do elemento IS nas

montagens de genoma acaba sendo desafiadora. 148

A presenca de genes que codificam diferentes bombas de efluxo
provavelmente esta associada a resisténcia a multiplas drogas observada nesses
isolados. Por exemplo, os transportadores MFS, tais como AmvA, AbaF e AbaQ,

afetam a suscetibilidade a antibidticos especificos como eritromicina, fosfomicina e
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quinolona, respectivamente, e também contribuem para a expulsdo de corantes e
desinfetantes, como clorexidina e cloreto de benzalconio. 14151 O gene AbeS,
membro da familia SMR, desempenha um papel secundario na reducdo da
suscetibilidade a diversos antibitticos, aléem de estar envolvido na resisténcia a

corantes e detergentes. 123

A bomba de efluxo AdeABC, pertencente a familia RND, é responsavel por
expulsar aminoglicosideos, trimetoprima, cloranfenicol, fluoroquinolonas e
tetraciclinas. A proteina AdeRS regula a expressao de genes relacionados a formacéo
de biofilme e a motilidade. A superexpresséo da proteina AdeFGH resulta em uma
reducdo na suscetibilidade a multiplos antibiéticos, enquanto a proteina AdelJK, que
€ a Unica bomba de efluxo RND encontrada em todos os quatro isolados de A.
baumannii sequenciados e também a Unica encontrada em todas as cepas de A.
baumannii at¢é o momento, desempenha um papel fundamental na resisténcia
intrinseca. Isso inclui resisténcia a uma ampla variedade de classes de antibiéticos,
como [B-lactamicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, MLS (Macrolideos, Lincosamidas
e Estreptograminas), fenicéis, antifolatos e acido fusidico. Aléem disso, a proteina
AdelJK demonstra sinergia com a proteina AdeABC em algumas situacdes de

resisténcia a antibiéticos especificos, como tetraciclina, minociclina e tigeciclina. 123152

Apesar da capacidade limitada de formacédo de biofilme, os quatro isolados
exibiram uma diversidade de genes associados a esse processo. Os genes
responsaveis pelo sistema de montagem Usher-chaperona CsuA/BABCDE, regulados
por um sistema de dois componentes (BfmS/BfmR) séo altamente conservados em
isolados formadores de biofilme e essenciais para a adesao a superficies abidticas.
153 Além disso, identificamos o gene bap, que codifica a proteina associada ao biofiime
(Bap) necesséaria para a adesdo as células brénquicas, integridade estrutural e
formacdo de canais de agua dentro do biofilme. ** O gene ompA, que codifica uma
porina essencial para a adesao em células eucaribticas, também desempenha um
papel parcial na resisténcia sérica e na formacéo de biofilme. 1% Adicionalmente, o
operon pgaABCD codifica as enzimas responsaveis pela producdo de PNAG, um

componente estrutural crucial na formacéo de biofilme. 156
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A analise dos genomas de trés isolados ST1 revelou variagcdes genéticas,
apesar de pertencerem ao mesmo tipo cgST851. As linhagens Ab65 e Ab147 diferiram
apenas por um locus, sugerindo uma intima relacdo genética e origem comum. As
variacfes em alelos especificos indicam a diversidade genética entre os isolados, o
que pode ser atribuido a eventos evolutivos, como mutacdes pontuais ou
recombinacdo genética ocorrendo ao longo do tempo. Isso leva a divergéncia de
alelos em loci especificos. Essa complexidade surge devido a fatores como a variagéo
nas diferencas alélicas durante o ciclo de vida da bactéria, a duracédo da infeccéo (o
gue pode impactar o numero de variantes alélicas), a frequéncia de mutacdo da
bactéria e até mesmo a colbnia bacteriana especifica selecionada a partir da placa de
agar. 8 Em estudos anteriores, os critérios de relacdo para bactérias clinicamente
relevantes em esquemas de cgMLST variaram de 0 a 24 loci, 1%’ demonstrando que
os isolados Ab65 e Ab147 sao intimamente relacionados. No entanto, a similaridade
entre esses isolados, conforme determinada pela técnica de PFGE, foi de 83,5%,
levando ao agrupamento em diferentes clusters. Isso mostra resultados divergentes
entre as técnicas epidemiolégicas empregadas, destacando a importancia de
complementar os dados epidemioldgicos para uma compreensao mais completa das

relacBes genéticas entre as linhagens.

Nesse contexto, outra observacdo importante foi o agrupamento de quatro
linhagens ST730 (Abl, Ab9, Abl3, Ab60) no cluster E, enquanto outra linhagem
ST730 (Ab133) nao foi agrupada com esses isolados devido a uma similaridade de
89,3%. No entanto, vale ressaltar que Abl, foi isolada em 6 de junho de 2020,
enquanto Ab133 foi isolada em 29 de setembro de 2020. Durante esse intervalo de
tempo, € possivel que a linhagem possa ter passado por processos de microevolucéo,
que poderiam resultar em variacdes no numero ou tamanho dos fragmentos de
restricdo, refletindo-se no padrao de bandas do PFGE. A microevolugdo de patdogenos
bacterianos pode ocorrer rapidamente dentro de um uUnico hospedeiro devido a
mutacdes e transferéncia horizontal de genes. Além disso, quando um agente
patogénico é transmitido de um hospedeiro para outro, pode se deparar com um
ambiente diferente com pressdes seletivas distintas. Isso pode levar a rapida evolucao

de novas caracteristicas que permitem ao patdogeno se adaptar ao novo hospedeiro.
82,158
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Nesse estudo, a maioria dos isolados apresentou reduzida capacidade de
producéo de biofilme, em consonancia com os achados de Petazzoni et al. (2023) #°.
Entretanto, em outro estudo conduzido com isolados de A. baumannii de pacientes
com COVID-19, foi identificada uma habilidade moderada ou forte para formacéo de
biofilmes em 98,44% dos casos. *3 Tanto o nosso estudo quanto os estudos
mencionados compartiiharam o mesmo contexto, envolvendo isolados de A.
baumannii de pacientes com COVID-19 admitidos em UTI e submetidos a ventilacéo
mecanica. Igualmente, esses estudos exibiram notavel similaridade nos padrbes de
PFGE, indicando a presenca de alguns clusters predominantes, mas com isolados
pertencentes ao ST2. A diferenca mais significativa entre os dois estudos foi
observada na taxa de mortalidade. No estudo em que a producao de biofilme foi baixa,
a taxa de mortalidade foi de 43,9%. “° Em contraste, no estudo em que a maioria dos

isolados exibiu forte producéo de biofilme, a taxa de mortalidade atingiu 100%. 143

Alguns estudos sugerem que a presenca de genes de resisténcia a antibibticos
pode estar relacionada a uma formacdo menos robusta de biofiime em bactérias.
159,160 No entanto, existem estudos que evidenciam o contrario. 49161 Para uma
compreensao mais aprofundada desses mecanismos e seu impacto nas infec¢des por
A. baumannii, sdo necessarias investigacdes adicionais. Esses estudos ndo apenas
fornecerdo conhecimento para o desenvolvimento de terapias e estratégias
preventivas contra infeccdes relacionadas aos biofilmes de A. baumannii e resisténcia
aos antibiéticos, mas também ajudardo a esclarecer como os fatores de viruléncia
desempenham um papel crucial na capacidade de resistir a condicbes ambientais

desafiadoras e contribuem para o surgimento de infec¢gdes graves. 33

Este estudo apresenta algumas limitagcdes importantes a serem consideradas.
Inicialmente, trata-se de um estudo descritivo conduzido em uma amostra limitada de
pacientes. Devido as restricbes temporais associadas as analises moleculares
laboriosas e extensas, ndo foi possivel expandir o nimero de isolados. Essa lacuna
poderia ter sido preenchida por meio de mais amostras submetidas ao
sequenciamento completo do genoma. Contudo, devido a falta de recursos financeiros
no momento, essa alternativa ndo estava disponivel. Consequentemente, ndo foi

viavel obter mais amostras de pacientes hospitalizados ao longo de todo o periodo da
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pandemia, o que pode ter ocasionado uma falta de informacdes sobre a clonalidade e

a distribuicdo temporal dos isolados.

Além disso, a auséncia de um grupo de controle composto por pacientes com
COVID-19, mas sem infec¢cdo por A. baumannii, limitou a realizacdo de analises
estatisticas mais abrangentes das caracteristicas clinicas e dos desfechos entre os
pacientes. Isso impactou nossa capacidade de avaliar se a presenca de A. baumannii

influenciou a mortalidade dos pacientes com COVID-19.

Outro aspecto relevante a ser considerado é que muitos pacientes, além de
serem diagnosticados com infeccdo por COVID-19 e A. baumannii, também
apresentaram culturas positivas para outros patdégenos hospitalares importantes.
Esse cenario dificulta a conclusao definitiva, por exemplo, sobre se A. baumannii foi o

principal agente causador de PAVM em culturas polimicrobianas.

Apesar das limitacdes, o estudo oferece uma contribuicdo significativa ao
investigar as caracteristicas fenotipicas e genotipicas dos isolados, ampliando assim
a compreensdo da resisténcia bacteriana observada. Essa andlise pode orientar
estratégias mais precisas de tratamento e controle, impactando diretamente a pratica

clinica e as politicas de saude publica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo oferecem uma caracterizacdo abrangente, tanto
molecular quanto fenotipica, de A. baumannii em pacientes com COVID-19 internados
em UTIs de um hospital de referéncia no Estado de S&o Paulo. Identificamos uma
ampla disseminagéo de A. baumannii carreador do gene blaoxa-23, destacando uma
alta frequéncia de resisténcia aos B-lactamicos, quinolonas e aminoglicosideos. As
linhagens ST1, ST15 e ST730 foram predominantes em infeccbes secundarias,
evidenciando isolados altamente semelhantes entre pacientes internados em
diferentes periodos, sugerindo préaticas inadequadas de controle de infec¢do. A
capacidade de formacédo de biofilme foi observada na maioria dos isolados, com
determinantes genéticos associados a esse fenoétipo identificados no sequenciamento
do genoma. Além disso, a populacdo estudada foi majoritariamente de alto risco,
podendo estar associada a alta ocorréncia de ébitos. A compreensao dos mecanismos
de resisténcia e disseminacdo do A. baumannii neste contexto é crucial para o
desenvolvimento de estratégias direcionadas, visando reduzir as taxas de morbidade
e mortalidade associadas a infeccbes secundarias, especialmente apés o periodo
pandémico de COVID-19. Essa abordagem busca prevenir desafios semelhantes no

futuro e promover a seguranca dos pacientes.
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8 APENDICES

8.1 Apéndice A — Caracteristicas gerais dos genomas das quatro cepas representativas de A. baumannii.

#

. contigs C. Total C. Total Maior #N's
ID do con_'ugs (>= (>=0 (>= Total ~ C. Total contig N508 GC N9O0  auNll L5012 L90%  por 100 C. Total
isolado (>=0 1000 bp)3 1000 contigs®  (bp)® 3 (%)° 2 (Mb)1s

p) (bp) kbp

bp)" oy bp)*
386796 384633 385193 195190. 3,85193
Ab65 133 47 3 2 55 2 353198 204180 39.05 50524 0 8 20 28.56 2
386457 381877 382266 160412.

Ab66 273 59 3 9 64 0 355334 130120 39.07 39410 5 9 29 28.78 3,82266
394799 391454 391654 334981. 3,91654
Abl11l 185 33 9 5 36 4 708653 320575 39.07 50788 7 5 14 30.64 4
388249 384441 384923 212143. 3,84923
Abl147 207 45 8 7 52 1 444608 203859 39.04 50524 7 8 19 28.58 1

Legenda: ID, identificacdo; C, comprimento; pb, par de base; kbp, kilobase pair - par de bases kilobases; Mb, Megabase.

1Contigs (>= 0 bp): Nimero de contigs, ou seja, fragmentos ou sequéncias menores do genoma com comprimento maior ou igual a 0 pares de
base (bp).

2Contigs (>= 1000 bp): Nimero de contigs com comprimento maior ou igual a 1000 bp.

3Comprimento total (>= 0 bp): Comprimento total de todas as sequéncias, incluindo contigs com comprimento maior ou igual a 0 bp.
4Comprimento total (>= 1000 bp): Comprimento total de todas as sequéncias, incluindo contigs com comprimento maior ou igual a 1000 bp.
>Total contigs: Nimero total de contigs, independentemente do tamanho.

®Comprimento total (bp): Comprimento total de todas as sequéncias, considerando todas as bases pares (bp).

’Maior contig (bp): Comprimento do maior contig, ou seja, a sequéncia contigua mais longa no genoma.

8N50: Tamanho do contig em que, se todos os contigs fossem alinhados em ordem decrescente de tamanho, a primeira metade do genoma
seria representada.

9GC (%): Porcentagem de bases nitrogenadas no genoma que sdo guanina (G) ou citosina (C).

10N90: Tamanho do contig em que, se todos os contigs fossem alinhados em ordem decrescente de tamanho, os primeiros 90% do genoma
seriam representados.
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13uN: Média de contigs (tamanho) necessarios para atingir o total de 90% do genoma.

12150: Nimero de contigs necessarios para representar metade do genoma (em ordem decrescente de tamanho).

131.90: Numero de contigs necessarios para representar 90% do genoma (em ordem decrescente de tamanho).

14N's por 100 kbp: Numero de bases nitrogenadas "N" presentes em cada 100.000 bases do genoma. A letra "N" representa bases ndo
identificadas ou ambiguas.

>Comprimento total (Mb): Comprimento total do genoma em megabases (Mb), ou seja, milhdes de bases pares (bp).

8.2 Apéndice B — Perfil alélico baseado no esquema de MLST Oxford/Pasteur das quatro cepas representativas de A.
baumannii.

\ MLST (Oxford) | MLST (Pasteur)
Isolado ST gltA gyrB gdhB gdhB recA cpn60 gpi rpoD ST cpn60 fusA gltA pyrG recA rplB rpoB
Ab65 16g§1°” 10 12 4 182 11 4 98 5 1 1 1 1 1 5 1 1
Ab66 236 12 17 12 - 1 29 102 39 15 6 6 8 2 3 5 4
Ablll 16§§1°“ 10 12 4 182 11 4 98 5 1 1 1 1 1 5 1 1
Ab147 1604 ou
231

10 12 4 182 11 4 98 5 1 1 1 1 1 5 1 1

Legenda: MLST, Multilocus sequence typing



8.3 Apéndice C — Presenca de genes de resisténcia aos antibioticos nos quatro isolados representativos de A.
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baumannii.
Genes de resisténcia aos antibiéticos
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Legenda: ID, Identificacdo do isolado; 1, Presenca do gene; 0, Auséncia do gene.
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8.4 Apéndice D — Presenca de genes de viruléncia nos quatro isolados representativos de A. baumannii.
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DADOS DO PARECER

Niamero do Parecer: 4.815.361

Apresentacéo do Projeto:

0 estudo incluird isolados bacterianos obtidos de pacientes diagnosticados com COVID-19 admitidos no
Hospital de Base de Sao José do Rio Preto (HB) a partir de maic de 2020, até atingir um maximo de 1000
pacientes relacionados. Os dados clinicos de cada paciente serdo pesquisados no sistema eletrdnico de
prontudrios do HB (MVPEP). Os dados incluirdo idade e género do paciente, a data de admissdo no HBE,
data de admiss&o em UTI, presenca de comorbidades, material clinico coletado, data da coleta do material,
identificacdo da espécie da(s) bactéria(s) isolada(s), resultado do teste de suscetibilidade aos
antimicrobianos testados, local de internacio do paciente no momento da coleta da amostra clinica me
questdo, se apresentou quadro de pneumonia bacteriana, se necessitou de intubacdo orotraqueal (10T),
data da |OT, data de térmico da |OT, se desenvolveu quadro de sepse, se apresentou hemocultura positiva,
se houve coleta de material clinico anteriormente ao da respectiva bactéria, antimicrobianos administrados
ao paciente anteriormente a coleta da amostra clinica e quais foram administrados apds a determinacio do

microrganismo em questdo, data de alta de UTI, data da alta hospitalar, e desfecho.

Objetivo da Pesquisa:
Objetivo Primario: Caracterizar os isolados de A. baumanni, K. pneumoniae, P. asruginosa e 5. aureus
obtidos de infecctes de pacientes positivos para SARS-CoV-2pelo teste convencional de
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RT-gPCR admitidos no HB.

Objetivo Secundario:

- identificar as caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com COVID-19 que adquiriram infeccéo
secundaria por A. baumanni, K pneumoniae, P. aeruginosa e/ou S. aureus;

- identificar o perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos nos isolados bacterianos;

- identificar a ocorréncia de transmissao horizontal de cepas bacterianas entre os pacientes.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

N&o havera riscos para qualquer paciente, uma vez que as bactérias utilizadas neste estudo ja s@o as
mesmas isoladas dos pacientes internados a partir de exames de rotina para verificacdo das condices
clinicas e infecciosas nos mesmos. Quanto aos manipuladores das bactérias, durante o desenvolvimento
desse estudo, os riscos s@o minimos uma vez que as bactérias sdo manipuladas em capela de
biosseguranca similar a utilizada no laboratdrio clinico do hospital onde s&o isoladas os respectivos
microrganismos.

Beneficios:

Os resultados do estudo serdo importantes para orientar a conduta dos profissionais de sadde que
trabalham com pacientes infectados pelo SARSCoV-2 com relacdo as medidas de controle e prevencéo de
infeccdo, bem como orientar a escolha dos antimicrobianos adequados para o

tratamento de infeccdes bacterianas secundarias nesses pacientes, resultando em melhor qualidade da
assisténcia e maior seguranca para pacientes e profissionais de satde.

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Durante a pandemia de COVID-19, tém sido observados quadros de depressdo em profissionais da saude,
desencadeado pela alta demanda de trabalho, pelo isolamento social, pela diminuicao nos cuidados consigo
proprio, e pelo aumento da exposicao a eventos emocionalmente traumaticos

(KINGSTON, 2020). Isso tem favorecido a ocorréncia da ndo aderéncia as medidas corretas de controle e
prevencao de infecces pelos profissionais em todo o mundo (HOUGHTON et al., 2020). Assim,
acreditamos encontrar grupos de isolados com alta similaridade genética entre as principais espécies
bacterianas encontradas como causadoras de infeccdes secundarias em pacientes diagnosticados com
COVID-19 admitidos no

HB.

Consideragtes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Declaracdo de ciéncia: adequado
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TCLE: O pesquisador requer a dispensa do TCLE sob a seguinte justificativa: Este estudo trata,
exclusivamente, com amostras microbioldgicas (isolados bacterianos), o que, do ponto de vista formal, ndo
caracteriza uma pesquisa com seres humanos, conforme estabelecido pela resolucdo CNS n® 466/12.
Ressalta-se que, apesar de as bactérias serem isoladas a partir de material humano — p.e. aspirado
traqueal, sangue ou urina —, 0 seu crescimento e manutencdo em meios de conservacéo e os motivos para
seu isolamento acaba por descaracterizar este vinculo. Portanto. ndo havendo participacao, de fato, de
seres humanos no projeto em questao, solicito dispensa de apresentacé@o e assinatura de TCLE.

Conclusées ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

Aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Diante do exposto, o Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Faculdade de Medicina de Sao
José do Rio Preto, de acordo com as atribuicdes definidas na Resolucdo CNS n° 466 de 2012, Resolucéo n®
510 de 2016 e Norma Operacional n® 001 de 2013 do CNS, manifesta-se pela aprovacéo do projeto de
pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informacbes Basicas|PB_INFORMACOES_BASICAS DO_P | 25/05/2021 Aceito
do Projeto ROJETO 1748126.pdf 10:42:12
Projeto Detalhado / |Projeto_covidCEP.docx 25/05/2021 [Mara Corréa Lelles Aceito
Brochura 10:41:43 | Nogueira

igador
Qutros InstrumentoColetaDados_COVID.docx | 25/05/2021 |Mara Corréa Lelles Aceito
_ 10:41:19 | Nogueira
Declaracao de declaracao_COVID.PDF 25/05/2021 |Mara Corréa Lelles Aceito
Instituicdo e 10:33:48 | Nogueira
|Infraestrutura
Folha de Rosto folhaRosto_COVID.PDF 25/05/2021 |Mara Corréa Lelles Aceito
10:29:19 [ Nogueira
Situagao do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao
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SAO JOSE DO RIO PRETO, 29 de Junho de 2021
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