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Resumo

Os aminoglicosideos sdo uma das opgdes terapéuticas empregadas no tratamento de infec¢des causadas por bacilos
gram-negativos multirresistentes, incluindo cepas de Acinetobacter baumannii. Esta espécie bacteriana é considerada
como patégeno oportunista que conseguem desenvolver resisténcia aos aminoglicosideos através da degradacéo
enzimatica pelas enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) e metilases 16S RNAr. O presente estudo
avaliou em isolados clinicos de Acinetobacter spp resistentes aos aminoglicosideos, provenientes de um hospital de
Recife-PE, a ocorréncia de AMEs e metilases, além de avaliar a relacéo clonal entre os isolados. Foram investigadas
as AMEs (aac(6°)-1b, ant(2”)-1a e ant(3”)-1a) e as metilases (armA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtF, rmtG) em 35 isolados
de Acinetobacter spp. resistentes a um ou mais aminoglicosideos, e foi realizada a ERIC-PCR para determinacdo da
relacdo clonal. Dos trés genes de AMEs estudados, o ant(3’)-la foi 0 gene mais prevalente presente em 43% (15/35)
dos isolados, seguido por ant(2)-la com menos de 1% (3/35), e 0 gene aac(6’)-lb ndo foi detectado. Entre as
metilases, armA e rmtC foram os genes mais prevalentes, com 80% (28/35) e 57% (20/35), respectivamente. Os genes
rmtB, rmtD, rmtF e rmtG ndo foram detectados. A tipagem molecular demonstrou uma ocorréncia de dois clones no
hospital. Os dados obtidos descrevem um avango da resisténcia aos aminoglicosideos, a ocorréncia dos genes
detectados com padrao similar a outros estudos prévios, uma relacéo de clonalidade entre os isolados de Acinetobacter
spp que demonstram diversidade no ambiente hospitalar e a necessidade de métodos de prevencdo a disseminacao
destes clones em hospitais de Recife, Pernambuco.

Palavras-chave: Acinetobacter spp; Enzimas modificadoras de aminoglicosideos; Metilases.

Abstract
Aminoglycosides are one of the therapeutic options used in the treatment of infections caused by multidrug-resistant
gram-negative bacilli, including Acinetobacter baumannii strains. These bacterial species are considered an

opportunistic pathogen that manage to develop resistance to aminoglycosides through enzymatic degradation by
aminoglycoside modifying enzymes (AMEs) and 16S rRNA methylases. This study evaluated the occurrence of
AMEs and methylases in a clinic isolates for aminoglycoside-resistant Acinetobacter spp from a hospital in Recife-
PE, in addition to evaluating the clonal relationship among those compared. They were investigated as AMEs (aac
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(6")-Ib, ant (2")-la and ant (3")- la) and as methylases (armA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtF, rmtG) in 35 from
Acinetobacter spp. resistant to one or more aminoglycosides, and ERIC-PCR was performed to determine the clonal
relationship. Of the three AME genes studied, ant (3")-la was the most prevalent gene present in 43% (15/35) of the
following, followed by ant (2)-la with less than 1% (3 / 35), and the aac (6')-1b gene was not detected. Among the
methylases, armA and rmtC were the most prevalent genes, with 80% (28/35) and 57% (20/35), respectively. The
rmtB, rmtD, rmtF and rmtG genes were not detected. Molecular typing by ERIC-PCR described the occurrence of two
clones in the hospital. The data obtained described an advance in resistance to aminoglycosides and the occurrence of
genes detected with pattern similar to other previous studies, a clonality relationship among Acinetobacter spp.
isolates that demonstrate diversity in the hospital environment and the neccessity for methods to prevention of
dissemination of these clones in hospitals of Recife, Pernambuco.

Keywords: Acinetobacter spp; Aminoglycoside modifying enzymes; Methylases.

Resumen

Los aminoglucdsidos son una de las opciones terapéuticas utilizadas en el tratamiento de infecciones causadas por
bacilos gramnegativos multirresistentes, incluidas las cepas de Acinetobacter baumannii. Esta especie bacteriana es
considerada un patégeno oportunista que logra desarrollar resistencia a los aminoglucésidos a través de la degradacion
enzimatica por enzimas modificadoras de aminoglucdsidos (AME) y metilasas de rRNA 16S. El presente estudio
evalu6 en aislados clinicos de Acinetobacter spp resistentes a aminoglucésidos de un hospital de Recife-PE, la
ocurrencia de AME y metilasas, ademas de evaluar la relacion clonal entre los aislados. Se investigaron AME (aac (6
) - Ib, hormiga (2 ) - lay hormiga (3") - 1a) y metilasas (armA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtF, rmtG) en 35 aislamientos de
Acinetobacter. Spp. resistentes a uno 0 mas aminoglucosidos, y se realizdé ERIC-PCR para determinar la relacion
clonal. De los tres genes AME estudiados, ant (3 ) - la fue el gen mas prevalente presente en el 43% (15/35) de los
aislamientos, seguido de ant (2) -la con menos del 1% (3/35) y no se detectd el gen aac (6 ) - Ib. Entre las metilasas,
armA y rmtC fueron los genes mas prevalentes, con 80% (28/35) y 57% (20/35), respectivamente. No se detectaron
los genes rmtB, rmtD, rmtF y rmtG. La tipificacion molecular demostrd la aparicion de dos clones en el hospital. Los
datos obtenidos describen un avance en la resistencia a los aminoglucosidos, la ocurrencia de genes detectados con un
patron similar a otros estudios previos, una relacion de clonalidad entre aislamientos de Acinetobacter spp que
demuestran diversidad en el ambiente hospitalario y la necesidad de métodos para prevenir la propagacion de estos
clones. en hospitales de Recife, Pernambuco.

Palabras clave: Acinetobacter spp; Enzimas modificadoras de aminoglucosidos; Metilasas.

1. Introducéo

Acinetobacter spp. sdo patdgenos associados a infeccdes relacionadas a assisténcia a sadde (IRAS), incluindo
pneumonia, sepses, infeccdes de pele e tecidos moles, trato urinario e infeccbes de feridas. A espécie mais comumente
associada a essas infeccdes é o Acinetobacter baumannii. A infec¢do por este microrganismo geralmente ocorre em pacientes
que fazem uso de ventilagdo mecénica, em feridas cirrgicas, traumas graves, queimaduras, e os fatores que contribuem para
sua aquisicdo sdo a internacdo prévia, tempo de internagdo prolongada, uso de cateteres e uso prévio de antibioticos
(Almasaudi, 2018).

Para a terapéutica infecciosa de A. baumannii, utiliza-se classes de antimicrobianos como carbapenémicos,
polipeptidicos (polimixina) e glicilciclinas (tigeciclina), mas as estratégias de tratamento atuais estdo limitadas devido a
propensdo a desenvolver resisténcia (Lee et al, 2017). Devido a isto, optam-se por utilizar uma terapia combinada, incluindo
dois ou trés diferentes classes de antimicrobianos, onde assim obtém-se um amplo espectro de cobertura e um efeito sinérgico
contra o patogeno (Lee et al, 2017). Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos utilizados na terapéutica antimicrobiana em
infeccBes causadas por bacilos aerdbicos gram-negativos, como A. baumannii (Serio et al, 2018). Sdo farmacos de amplo
espectro, disponivel em diferentes formulacfes, utilizados no tratamento de infecgdes do trato urinario, respiratorio, sepse,
pneumonia e infeccdes de pele (Krause et al, 2016).

Acinetobacter spp. vem adquirindo resisténcia aos antimicrobianos rapidamente, através de varios mecanismos como
degradacdo enzimatica de antimicrobianos, modificacdo de sitio alvos, bombas de efluxo e alteragdes da permeabilidade. A
degradacdo enzimatica aos aminoglicosideos ocorre através das enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) e
metilases de 16S RNAr (Shin, 2017).
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A inativacéo enzimética é a forma de resisténcia mais comum aos aminoglicosideos. As AMEs atuam catalisando uma
modificacdo nos grupos quimicos --OH ou -NH2 do nicleo da 2-desoxitreptamina ou porgdes aglcares dos farmacos
aminoglicosideos, impedindo que o farmaco se ligue as subunidades dos ribossomos, estas podem ser classificadas em trés
classes: acetiltransferases (AAC), fosfotransferases (APH) e nucleotidiltransferases (ANT) (Labby, 2013). Por outro lado, as
metilases 16S RNAr acarretam resisténcia aos aminoglicosideos através da modificacdo de residuos especificos de
nucleotideos de RNAr, bloqueando os aminoglicosideos de se ligar ao seu alvo. Elas atuam por meio da metilacdo de um
nucleotideo no sitio de ligacdo do aminoglicosideo do rRNA 16S (Doi, 2016).

Acinetobacter spp. codificam uma diversidade de genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos. Liu et al
(2015) ao analisar 60 isolados de Acinetobacter spp. resistentes a amicacina, observaram uma prevaléncia de 66,7 %
relacionada ao gene armA (metilase 16S RNAr), enquanto outras metilases 16S RNAr como rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtE,
rmtF e npmA ndo foram detectadas, entre as AMEs, foram detectadas mais frequentemente os genes aac (6')-Ib , ant-(3") - la e
aph (3') — 1.

No Brasil, um estudo analisou a presenga de genes metilases 16S RNAr (rmtD e rmtG) e AMEs (aacA4 , aacAl ,
aacCl , aphAd6 , aphA7 , aph (3 ') - llb , aadB , aadAl ,addA2 , aadA6, aadA7 , strA e strB) em isolados de bactérias gram-
negativas, incluindo ndo fermentadores como A. baumannii e Pseudomonas aeruginosa em trés estados no periodo de 2007 a
2014, descrevendo nos isolados de A. baumannii apenas genes AMES, como aacA4 , aacCl, aphA7 , aadB , aadAl, aphA6, e
ndo detectou rmtD e rmtG. O rmtD foi detectado apenas em P. aeruginosa, e rmtG em Klebsiella pneumoniae (Ballaben et al,
2018).

Em relacdo as metilases, o primeiro relato de rmtC em A. baumannii foi publicado por Bado e colaboradores (2018),
em dois isolados provenientes de uma Unidade de Terapia Intensiva de um Hospital Universitario do Uruguai. Posteriormente,
no estado de Pernambuco, Brasil, Da Paz Pereira et al (2020) avaliaram isolados provenientes de um hospital oncolégico, onde
foram detectados a presenca dos genes metilases 16S RNAr: armA, rmtB e rmtC, sendo este estudo o primeiro relato do gene
rmtC em isolados de A. baumannii no Brasil.

Diante disto, este presente estudo avaliou o perfil de suscetibilidade aos aminoglicosideos e investigou a presenca de
genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos: acetiltransferases aac(6’)-1b e nucletidiltransferases ant(2”)-la e
ant(3”)-la; e a presenga dos genes metilases 16S RNAr: armA, rmtB, rmtC, rmtD, rmtF e rmtG em isolados clinicos de

Acinetobacter spp, provenientes de um hospital terciario de Recife-PE e o seu perfil clonal.

2. Metodologia
Isolados bacterianos

Foram selecionados 35 isolados de Acinetobacter spp. resistentes a um ou mais aminoglicosideos (gentamicina e/ou
amicacina), provenientes de pacientes de um hospital terciario de Recife-PE, coletados em 2018. Os isolados foram mantidos
congelados em estoque com glicerol a -20°C no Laboratério de Bacteriologia e Biologia Molecular. Para as analises, as
bactérias foram reativadas em Caldo Brain Heart Infusion (BHI) incubadas por 48 horas em estufa a 37°C, semeadas em meio
Luria Bertani (LB) e colocadas em estufa a 37°C por 24 horas. Os isolados bacterianos analisados neste trabalho foram
provenientes de projeto que foi aprovado pelo Comité de Pesquisa de Etica da Universidade Federal de Pernambuco Centro de
Ciéncias da Saude namero CAAE 0490.0.172.000-11.
Extracdo do DNA total

Apo6s a incubacdo das coldnias em caldo LB a 37°C durante 24 horas, foi realizada a extracdo do DNA total dos

isolados clinicos. Essa extracdo foi efetuada por meio do Kit Brazol (LGC-Biotecnologia), conforme o protocolo oferecido
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pelo fabricante. O DNA extraido foi quantificado através de espectrofotometria em uma faixa de comprimento de onda de 260
a 280 nm.

PCR dos genes que codificam as AMES

Os genes aac(6’)-1b, ant(2”)-1a e ant(3”)-la foram investigados pela técnica de PCR utilizando os primers descritos
na Tabela 1. As reagdes de amplificagdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo: 2ul de
DNA gendmico a 10 ng/ul, 8 mM de dNTP (0,6 pL), 5x tampdo (5 pL), 25 mM de MgCI12 (2,0 pL) ¢ 5 U de Taq DNA
polimerase (0,2 pL) e 2 uL de cada primer a 10pmol. Foi adicionado um controle negativo em cada reagdo, constituido de um
tubo com todos os componentes da reacdo ao qual ndo foi adicionado DNA,; e um controle positivo no gene aac(6’)-1b que foi
cedido por Firmo et al (2020), e os resultados do ant(2”)-la e ant(3”)-la que ndo continha controle positivo, foram
confirmados por sequenciamento. As amplificacdes foram realizadas no termociclador, nas seguintes condi¢des: desnaturagéo
inicial a 94 °C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos, com cada ciclo de 30 segundos a 94°C para desnaturacéo, anelamento por
30 segundos a 55°C para 0 ant(2”)-la, 49°C para 0 ant(3”)-la e 45°C para aac(6’)-1b e 1 minuto a 72°C para alongamento.
Apos estes ciclos foi realizada uma etapa de alongamento final de 5 minutos a 72 °C. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampdo TBE 0,5x. Posteriormente foram corados com blue-green, visualizados em
transiluminador de luz ultravioleta e fotodocumentados.
PCR dos genes que codificam metilases

Os genes armA, rmtB, rmtC rmtD, rmtF e rmtG foram investigados pela técnica de PCR utilizando os primers
descritos na Tabela 1. As reacfes de amplificacdo foram preparadas em um volume total de 25 pl por tubo, compreendendo:
1ul de DNA gendmico a 10 ng/pl, 8 mM de dNTP (0,6 pL), 5x tampao (5 pL), 25 mM de MgCl2 (2,0 pL) e 5 U de Tag DNA
polimerase (0,2 pL) e 1 pL de cada primer a 10pmol. Foi adicionado um controle negativo em cada rea¢do, constituido de um
tubo com todos os componentes da reacdo ao qual ndo foi adicionado DNA, e um controle positivo. As amplificacdes foram
realizadas no termociclador, nas seguintes condicdes: desnaturacdo inicial & 95 °C por 3 minutos, seguido de 35 ciclos, com
cada ciclo de 30 segundos & 94°C para desnaturacdo, 30 segundos a 52°C para anelamento do armA e rmtC, 55°C para rmtG,
54° para rmtF, e 51°C para rmtB e rmtD, e 30 segundos a 72°C para alongamento. Apds estes ciclos foi realizada uma etapa de
alongamento final de 5 minutos a 72 °C. Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1,5% em
tampdo TBE 0,5x. Posteriormente foram corados com blue-green, visualizados em transiluminador de luz ultravioleta e
fotodocumentados.
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Tabela 1: Primers utilizados para a pesquisa dos genes codificadores das AMEs e metilases.

Genes Sequéncia do primer Fragmento Referéncias
(pb)
aac(6”)-1b 5’-CAAAGTTAGGCATCACA-3’ 540 Miré et al, 2013
5’-ACCTGTACAGGATGGAC-3’
ant(2’)-la 5’-ACGCCGTGGGTCGATGTTTGATGT-3’ 572 Miré et al, 2013
5’-CTTTTCCGCCCCGAGTGAGGTG-3’
ant(3”)-la 5’-TCGACTCAACTATCAGAGG-3’ 245 Mir¢ et al, 2013
5’-ACAATCGTGACTTCTACAGCG-3’
armA 5-ATTTTAGATTTTGGTTGTGGC-3' 101 Bercot, 2011
5'-ATCTCAGCTCTATCAATATCG-3'
rmtB 5-ACTTTTACAATCCCTCAATAC-3’ 171 Bercot, 2011
5'-AAGTATATAAGTTCTGTTCCG-3’
rmtC 5'-CAGGGGTTCCAACAAGT-3' 246 Bercot, 2011
5'-AGAGTATATAGCTTGAACATAAGTAGA-3’
rmtD 5'-GGAAAAGGACGTGGACA-3’ 171 Bergot, 2011
5'-TCCATCGATTCCACAGG-3'
rmtF 5’-GCGATACAGAAAACCGAAGG-3’ 589 Hidalgo et al, 2013
5’-ACCAGTCGGCATAGTGCTTT-3"
rmtG 5’-AAATACAGCGATGTGTGTCC-3’ 250 Bueno et al, 2013

5’-ACACGGCATCTGTTTCTTCC-3’

Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR).
Fonte: Autores.

As reagdes de ERIC-PCR foram preparadas em um volume total de 25 ul por tubo, compreendendo: 100 ng de DNA
genbmico, 10 pmol dos iniciadores (ERIC-1 [5’- ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3’]; ERIC-2 [5-
AAGTAAGTGACTGGGGTG AGCG-3’]), Tampdo 1x, 200 uM do desoxirribonucleotideo trifosfato, 1,5 mM de MgCI2 e 1,0
U da enzima Tag DNA polimerase. Os parametros de amplificacdo utilizados na ERIC-PCR foram: desnaturacao inicial a 95
°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos de desnaturacdo a 92 °C por 1 minuto, anelamento a 36 °C por 1 minuto e extenséo a 72
°C por 8 minutos. Apds os 30 ciclos, foi realizada uma etapa de alongamento final de 16 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR
foram corados com Blue-green e submetidos a eletroforese a 1,5% em gel de agarose, visualizados sob luz UV e
fotodocumentados para posterior analise de perfis clonais (Duan et al., 2009).

Sequenciamento genético

Foram realizados o0 sequenciamento de dois genes que ndo continham controle positivo, 0 ant(2)-la e o ant(3)-la para
confirmacdo dos genes identificados. O produto da PCR foi quantificado por espectrofotometria e posteriormente purificado
através do kit de purificagdo de DNA Wizard (SV gel e PCR clean-up System) (Promega) de acordo com as instrucfes do
fabricante. Ap6s a purificagdo o fragmento de DNA foi levado ao sequenciamento. Este apresentou resultado satisfatorio e as
sequéncias de nucleotideos foram confrontadas com as sequéncias disponiveis em bancos de dados, usando os algoritmos
BlastN e BlastX BlastNetwork disponiveis no NCBI. As sequéncias foram depositadas com cédigo de acesso: MZ322621
(para 0 ant(2)-1a) e MZ322622 (para o ant(3)-1a).
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3. Resultados

Os 35 isolados de Acinetobacter spp. foram obtidos de diferentes amostras clinicas, sendo os provenientes de secrecdo
traqueal e sangue com maior frequéncia, correspondendo a 48,6% (17/35) e 28,6% (10/35), respectivamente. A maioria dos
isolados foram obtidos da Unidade de Terapia Intensiva (UTI), representando a 54,3% (19/35) do total, seguidos por Unidade
Coronariana (UCO1) com 20% (7/35), Emergéncia Geral (EGI) com 14,3% (5/35); e UCO2, Cardiologia, Clinica cirdrgica e
Clinica Vascular com 2,8% (1/35) cada.

Em relacdo ao perfil de susceptibilidade aos aminoglicosideos, todos os 35 (100%) isolados selecionados foram
resistentes a gentamicina, 83% (29/35) resistentes a amicacina, 14% (5/35) foram considerados com perfil intermediario para
amicacina e apenas 3% (1/35) foi sensivel a amicacina.

Dos trés genes de enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AMEs) estudados, apenas as nucletidiltransferases
foram encontradas entre os isolados, distribuidos entre 48% (17/35) dos isolados. O ant(3’)-la foi o0 gene mais prevalente,
encontrado em 43% (15/35) dos isolados, seguido por ant(2)-la com menos de 1%, detectado em apenas trés isolados. O gene
aac(6’)-1b ndo foi detectado em nenhum isolados. E apenas um isolado, o A19, apresentou dois genes simultaneamente, o
ant(2)-la e o ant(3)-la (tabela 2).

Entre os genes que codificam as metilases, armA e rmtC foram os mais encontrados, representando 80% (28/35) e
57% (20/35) dos isolados, respectivamente. E 0s genes rmB, rmtD, rmtF e rmtG ndo foram encontrados em nenhum dos
isolados estudados. Entre os isolados carreadores de metilases, 34% (12/35) apresentaram apenas um gene, 51% (18/35)
apresentaram dois genes simultaneamente, ocorrendo a associagdo entre os genes armA e rmtC. Na maioria dos isolados

também foram detectados uma associacéo entre AMES e metilases (Tabela 2).

Tabela 2: Distribui¢do de genes de resisténcia de AMEs e metilases, seus respectivos fenotipos de perfil de

suscetibilidade.

Genes Numero de isolados (%) Resistente a Resistente a
gentamicina amicacina

armA 28 (80%) 28/28 (100%) 22128 (79%)

rmtC 20 (57%) 20/20 (100%) 21/28 (75%)
ant(2)-la 3 (9%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)

ant(3)-la 15 (43%) 15/15 (100%) 10/15 (66%)

armA + rmtC 18 (51%) 18/18 (100%) 13/18 (72%)
armA + ant(3)-la 13 (37%) 13/13 (100%) 8/13 (61%)
armA + ant(2)-la 3 (9%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)
rmtC + ant(2)-la 3 (9%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)
rmtC + ant(3)-la 10 (29%) 10/10 (100%) 6/10 (60%)
armA + rmtC+ ant(3)-la 9 (26%) 9/9 (100%) 5/9 (55%)
armA + rmtC + ant(2)-la 3 (9%) 3/3 (100%) 1/3 (33%)

armA + rmtC + ant(2)-la + ant(3)-la 1 (3%) 1/1 (100%) 0

Fonte: Autores.
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A analise da ERIC-PCR dos isolados de Acinetobacter spp. demonstrou uma ampla diversidade clonal entre os
isolados analisados, havendo a presenca de dois clones mais prevalentes no hospital, os clones C1 e C2, apresentando 100% de
similaridade genética entre eles. O clone denominado C1 foi composto pelos isolados A32, A88 e A92 e os isolados A33, A47
e A48 sendo denominado C2. O perfil clonal C1 foi encontrado em isolados clinicos de pacientes internos na UTI e UCO1, e 0
perfil C2 em pacientes internados na UT], Clinica Cirlrgica e UCOL. A regido de coleta dos isolados clinicos pertencentes ao

clone C1 foram secrecéo traqueal e sangue, e as do clone C2 foram sangue, secrecdo biliar e secrecdo traqueal (Figura 1).

4. Discussao

A frequéncia da resisténcia dos isolados bacterianos no presente trabalho aos aminoglicosideos foi 100% a
gentamicina e em relacdo a amicacina de 83%. Leal et al (2020) e Da Paz Pereira et al (2020) descreveram frequéncias em
média de 50% de resisténcia a estes fArmacos em hospitais localizados na mesma cidade do presente estudo demonstrando que
o perfil de resisténcia a estes farmacos estd avancando em Recife, Pernambuco.

Estes indices de resisténcia variam no Brasil, Castilho et al (2017), de 57,1% a gentamicina e 21.4% & amicacina em
Goiénia, Brasil. por outro lado, indices de 76% e 32% respectivamente a gentamicina e amicacina foram descritos em Sao José
Rio Petro, Sdo Paulo, Brasil (Polotto et al 2020). Dados descritos no Amazonas (Ribeiro et al 2021), descrevem dados
semelhantes ao presente trabalho em relagcdo & gentamicina, mas também uma frequéncia de 100% de resisténcia para
amicacina, semelhantes aos nossos resultados foram descritos por Jouybari et al (2021), no Iran.

Semelhante a este estudo, um estudo realizado no Ird (Salimizand et al, 2018) analisou a distribuicdo de AMEs e
metilases 16S RNAr em A. baumannii e Acinetobacter nosocomialis, onde foram detectados predominantemente o armA,
representando 41,6% em A. baumannii e 67,4% em A. nosocomialis; e ndo foram detectados rmtB, rmtC e rmtD; diferindo
deste estudo em relagdo ao rmtC, onde foi constatado uma prevaléncia deste gene. Em relagéo as AMEs, o ant(3)-1a foi o gene
mais frequente, representando 74,1% em A. baumannii e 86% em A. nosocomialis, corroborando 0s nossos achados.

A prevaléncia do gene rmtC neste estudo demonstra a recente descoberta e disseminacdo deste gene em isolados de
Acinetobacter spp na América do Sul. Em 2018, Bado et al publicaram o primeiro relato do gene rmtC em A. baumanni no
Uruguai, identificado em uma Unidade de Terapia Intensiva do Hospital Universitario. Posteriormente em 2020, Da Paz
Pereira publicou o primeiro relato do gene rmtC em A. baumanni no Brasil proveniente de um hospital oncolégico de Recife-
PE, sendo recente o aparecimento de rmtC nesta espécie aqui no pais, como também detectou o gene armA em todos 0s seus
isolados.

Similarmente a este estudo, na China (Liu et al, 2015) também foram detectados alta prevaléncia do gene armA entre
isolados de A. baumannii, totalizando 66,7% dos isolados, porém ndo obteve nenhum isolado com a presenca do gene rmtC,
como também os genes rmtB e rmtD ndo foram detectados. Entre os genes das AMEs, teve maior prevaléncia os genes aac
(6"-1b (51,7%) e ant (3")-la (81,7%), diferindo deste estudo, onde o gene aac (6')-1b ndo foi detectado em nenhum dos
isolados.

Poucos sdo os relatos da ocorréncia dos genes ant(2’)-la ou ant(3’)-la em isolados de Acinetobacter spp. no Brasil.
Ballaben et al (2018) ao avaliar a resisténcia a aminoglicosideos de alto nivel em bacilos gram-negativos nao fermentadores,
detectou em um isolado de A. baumanni a presenca dos genes ant(2’)-la e ant(3’)-1a juntamente com outras AMEs. Entretanto,
Polotto (2020) ao pesquisar AMEs em isolados de A. baumanni provenientes de um hospital publico de Séo José de Rio Preto,
ndo detectou o gene ant(2”)-la, porém o aac(6 ‘)-1b foi o segundo gene mais prevalente e o ant(3’)-la nao foi pesquisado.

Os dados genéticos da ERIC-PCR neste estudo descreveram uma ampla diversidade clonal entre os isolados
analisados, havendo a presenca de dois clones mais prevalentes no hospital, os clones C1 e C2, presentes de pacientes

internados na UTI, UCO1 e Clinica cirdrgica, este padrdo clonal foi similar aos dados de Ece et al (2015). Resultados
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similares também foram detectados por Araljo Lima et al (2020), ao analisar isolados de A. baumannii provenientes de dois
hospitais pablicos de Recife-PE, onde a ERIC-PCR revelou cinco clones mais prevalentes, indicando disperséo clonal entre
setores diferentes do mesmo hospital. Leal et al (2020) descreve a dispersao entre multiplos clones em seis hospitais publicos
na mesma cidade.

Dados relacionados a dispersdo clonal deste patégeno entre isolados de colonizacdo sdo descritos em estudo realizado
com isolados provenientes de amostras de swab retal e ponta de cateter de A. baumanni em neonatos internados em UTI
Neonatal descrevendo a ocorréncia de clone dominante apenas sensivel ao farmaco polimixina B (Maciel et al, 2018).

Por outro lado, durante a atual pandemia de Covid-19 através da ERIC-PCR, foi demonstrado um surto de A.
baumannii resistente aos carbapenémicos em UTI em um hospital no Parand, Brasil relacionado a apenas um clone em isolados
de infecgdo e colonizagdo (Shinohara ei, 2021). Estudo semelhante foi realizado por Tawfick et al (2020), onde foi analisado a
diversidade genotipica dos isolados de A. baumannii carreando enzimas modificadoras de aminoglicosideos mediada por
plasmideo, através da ERIC-PCR. Entretanto, os resultados demonstraram uma heterogeneidade molecular significativa que
indicou que nédo havia disseminag&o clonal entre pacientes de UTI.

Em relacéo as linhagens bacterianas que foram analisadas pela ERIC-PCR, o padréo nos clones ndo necessariamente
apresentou a ocorréncia dos genes de resisténcia aos aminoglicosideos (AMEs e metilases) semelhante a outros trabalhos de
El-Badawy et al (2019), o padrdo genético ndo é similar entre os clones, podendo ser atribuido ao processo de transmisséo
horizontal genética entre a bactéria e a pressdo seletiva hospitalar. Diante disto, os dados sobre a relacdo de clonalidade entre
os isolados de Acinetobacter spp demonstram sua ocorréncia e diversidade no ambiente hospitalar e a necessidade de métodos

de prevencao a disseminacao destes clones.

5. Considerac0es Finais

A maioria dos estudos realizados no Brasil relacionados ao A. baumannii focam em realizar andlises voltadas a
descrever a ocorréncia das enzimas carbapenemases do tipo OXA e metalo-f-lactamases conferindo resisténcia aos beta-
lactamicos, reduzindo assim as opcOes terapéuticas a este patogeno (Kurihara et al, 2020). Cabe ressaltar que na ocorréncia de
isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos os aminoglicosideos sdo as op¢des de escolha para ser empregada em
terapia combinada na terapia desses patdgenos, porém a ocorréncia de resisténcia a estas drogas tem se tornado crescente, por
esta razdo sugerimos que a coleta de dados fenotipicos e genéticos relacionados aos aminoglicosideos no Brasil sejam mais

investigados, assim como ocorrem quando comparamos ao perfil de resisténcia aos carbapenémicos.
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Figura 1: Padrdes do Consenso Intergénico Repetitivo Enterobacteriano (ERIC-PCR) de isolados clinicos de Acinetobacter spp. de um hospital publico de Recife-PE, Brasil. O

dendrograma mostra o coeficiente de similaridade das amostras e a identificacdo dos devidos isolados.
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AMI: amicacina; EGI: emergéncia geral; GEN: gentamicina; UTI: unidade terapia intensiva; UCO: Unidade Coronariana. S: sensivel, I: intermediario, R: resistente.
Fonte: Autores.
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